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Presentacion

En representacion del Comité Organizador quiero daros la bienvenida a
Alicante en este afio de celebraciones para todos nosotros. Por una parte se
celebra el 25 aniversario de la SEFIG y por otro los 15 afios de nuestra joven
Universidad. Estas fechas sefialadas son, habitualmente, motivo de alegria y
también oportunidades para la reflexion, la revisién de lo ya hecho y la
planificacion de las nuevas metas y retos por delante. Con esa filosofia y con
toda nuestra ilusion el comité organizador y cientifico ha elaborado un
programa que quiere reflejar el estado méas actual de la investigacion en
Farmacia y ademas ofrecer espacio para el debate y la expresion de opiniones y
propuestas. En una etapa en que la profesién Farmacéutica se cuestiona desde
tantos &mbitos quisiéramos que este congreso sirviera para dejar constancia de
nuestras capacidades y nuestra contribucion esencial en el mundo del
medicamento y la salud en general. Sigamos mirando alto para poder decir
como el poeta oriolano “Alto soy de mirar a las palmeras”.

Queremos agradecer a los ponentes su contribucion a la excelencia
cientifica del congreso y a las entidades colaboradoras por su apoyo. Como
Presidenta del Comité Organizador tengo que expresar mi reconocimiento y
gratitud a mis compafieros por su esfuerzo para que el programa, los actos
sociales, la organizacion logistica y el material para los congresistas sean de la
mayor calidad posible. Deseamos que vuestra participacion sea inolvidable a
nivel cientifico y personal y que Alicante, como sede y el Area de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Universidad Miguel Hernandez, como anfitriona,
hayan alcanzado vuestras expectativas en este 25 aniversario.

Ma del Val Bermejo Sanz
Presidenta del Comité Organizador
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Programa
6 febrero 2013

8:30-9:30 Entrega documentacion
9:30-10:20 Sesion Inaugural del IX Congreso

10:30- 14:00 Primera Sesién
Moderadoras: Isabel Gonzélez-Alvarez y Marival Bermejo

10:30-11:20 Conferencia Plenaria. Academia and Industry Consortium: Collaborative
Research on Drug Development. Prof. Shinji Yamashita. Setsunan University, Japan.

11:30-12:00 Pausa Café: Primera Sesion de Posters
12:00-12:50 Conferencia Plenaria. The Science-Policy Dynamic Insuring Pharmaceutical
Product Quality and Interchangeability: BCS Discovery, Development, Regulation. Prof.
Gordon Amidon. University of Michigan, USA.
13:00-13:50 Conferencia Plenaria. Intestinal permeability considerations when
formulating low-solubility drugs. Prof. Arik Dahan. Ben-Gurion University of the Negev,
Israel.
14:00-15:50 Almuerzo
16:00-17:50 Segunda Sesion: Mesa Redonda-Patrocinada por SPLC-CRS: "Drug

Delivery Systems: From bench to Clinic".

Moderadora: Prof. Ruth Duncan
Ponentes: Prof. Ruth Duncan. Cardiff University (Prof. Emerita). Introduction.

Dra Maria José Vicent. Centro de Investigacion Principe Felipe . Oral Delivery.

Prof Maria J. Alonso. Universidad Santiago de Compostela. Novel Polymers.

Dra. Mercedes Pozuelo, Bioncotech, BO-110, a new concept of anticancer
therapy

Prof Atila Hincal. Presidente TUFTAD. University of Hacettepe (Prof. Emeritus).
Challenges for pharmaceutical formulation scientists on the nano-sized
drug delivery systems

18:00-18:30 Entrega Premio Investigacion SEFIG
18:30-20:30 ASAMBLEA GENERAL SEFIG
21:00-22:30 Recepcién-Vino Bienvenida

7 febrero 2013
09:00- 11:00 Tercera Sesion
Moderadoras: Rosa Hernandez y Virginia Merino
9:00-9:50 Conferencia Plenaria. La nanotecnologia farmacéutica: ¢creamos,

copiamos 0 innovamos? Prof. M2 Jose Alonso Fernandez. Universidad Santiago de
Compostela

10:00-10:50 Conferencia Plenaria. Polymer Therapeutics as Nanomedicines: Now
and Future. Prof. Ruth Duncan. Cardiff University, United Kingdom.

11:00- 14:00 Cuarta Sesion
Moderadores: Antonio Rabasco y Marta Gonzélez-Alvarez

11:00-11:35 Comunicaciones orales: Tecnologia Farmacéutica. |

Nueva generacion de nanoparticulas elaboradas a base de ésteres de sorbitan
(Span® 80): potencial aplicacion en terapia génica. A Pensado, GK Zorzi , ES
Carvalho, A Sanchez , B Seijo.

The effectiveness of edelfosine lipid nanoparticles in enhancing the drug
cytotoxicity in breast cancer cells. A Aznar Gdmez, B Lasa-Saracibar, A Estella-
Hermoso de Mendoza, MJ Blanco-Prieto.

In vivo administration of VEGF-releasing biodegradable nanospheres in a
mouse model (APP/Ps1) of Alzheimer’s disease. E Herran, R Perez- Gonzalez,
M lgartua, JL Pedraz, E Carro, RM Hernandez.

11:35-12:00 Pausa Café: Segunda Sesion de Posters.

12:00-12:50 Conferencia Plenaria. Novedades en Bioequivalencia. Dr. Alfredo
Garcia Arieta. Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios.

13:00 -14:00h Comunicaciones orales: Tecnologia Farmacéutica. Il

Optimizacion de la actividad de doxorrubicina en cancer de mama mediante
una nanoplataforma polimérica biodegradable. JL. Arias, C Melguizo, J Prados,
R Ortiz, L Cabeza, MA Ruiz, R Luque, B Gonzalez, V Gallardo, A Aranega.

Sistemas supramoleculares de poloxamina-ciclodextrina-simvastatina como
promotores de diferenciacion de células madre a osteoblastos. SMN Simdes, F
Veiga, JJ Torres-Labandeira, ACF Ribeiro, A Concheiro, C Alvarez-Lorenzo.
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Nanoparticulas de poli-caprolactona como sistema de liberacion controlada de
farmacos para aplicacion tdpica. A Melero, A Ourique, A Pohlmann, S
Guterres, R Beck, UF Schaeffer.

Acquiring knowledge on antibacterial effect of bioactive glass by neurofuzzy
logic. MM. Echezarreta, M Landin.

Long-term controlled brain delivery of microencapsulated GDNF induces
functional and structural recovery of the dopaminergic nigrostriatal pathway
in parkinsonian monkeys. E Garbayo, E Ansorena, H Lana, JL Lanciego, MJ
Blanco-Prieto.

14:00-15:50 Almuerzo
16:00-18:00 uinta Sesion

Moderadores: Ifiaki Fernandez de Trocdniz y Vicente G. Casab6
16:00-16:50 Conferencia Plenaria. Terapia Personalizada en la Infeccion por el VIH:

Aplicacion de Criterios Farmacocinéticos y Farmacogenéticos. Prof. M2 Jose Garcia Sanchez.
Universidad de Salamanca.

17:00-17:50 Comunicaciones orales: Biofarmacia y Farmacocinética.
Estudios farmacoldgicos con D-pencilamina: correlacion de niveles plasmaticos

y cerebrales vs. eficacia clinica. A Orrico, L Marti-Prats, MJ Cano-Cebrian, L
Granero, A Polache y T Zornoza.

Modelos basados en reglas y QSPR para la prediccion de la permeabilidad en
Caco-2. MA Cabrera-Pérez, H Pham-The, M Bermejo, | Gonzélez-Alvarezy T
Garrigues.

Andlisis de un modelo de tres compartimentos para el estudio del trasporte y
metabolizacion de farmacos en monocapas de células Caco-2. M. Llabrés.

Development of a PBPK model for the anticancer drug vivia009 and its main
metabolite administered as a new delivery system in rats. M. Matoses-
Osborne, C Tudela, MJ Garrido, TA Bennet, J Ballesteros, L Caveda, IF Troconiz.

Modificacion del modelo no lineal para el calculo de la permeabilidad en
monocapas celulares. V Mangas-Sanjuan, | Gonzalez-Alvarez, VG Casab6, M

Bermejo.
18:00-18:20 Pausa Café: Tercera Sesion Poster
18:30-20:00 Acto Celebracion 25 aniversario SEFIG.

21:30 h—Cena de Gala
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8 febrero 2013
09:00-14:30 Cuarta Sesién
9:00-11:30 Mesa Redonda. Titulo: Farmacia Clinica, Atencién Farmacéutica,

Farmacia Asistencial y ...

Moderador: Prof. Eduardo L. Marifio Hernandez. Catedréatico de Farmacia Galénica
Director Unidad de Farmacia Clinica y Farmacoterapia. Universidad de Barcelona.

Ponentes: Prof. Ana Maria Santovefia Estévez. Vicedecana de la Facultad de Farmacia.
Universidad de La Laguna

Prof. Cecilia Fernandez Lastra. Catedratica de Farmacia Clinica vy
Farmacoterapia.Coordinadora de Farmacia Asistencial. Universidad de
Barcelona

Prof. Maria Luisa Gonzalez Rodriguez. Directora del Departamento de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Universidad de Sevilla

Prof. Diego Marro Ramon. Director, Master Universitario en Atencion
Farmacéutica y Farmacoterapia. Universidad de San Jorge

11:30-12:00 Pausa Café: Cuarta Sesién Poster
12:00-13:00 Comunicaciones orales: Docencia, Atencion Farmacéutica y Farmacia
Clinica

Moderadores: Eduardo Marifio y Alicia Rodriguez

Riesgo Cardiovascular de los Antiinflamatorios No Esteroideos y su repercusion
en el manejo del paciente con dolor e inflamacion. E Lopez

La Dermofarmacia en la formacién del Farmacéutico en la Universidad de
Sevilla. MJ Lucero.

Primera valoracion del 41st ESCP Symposium on Clinical Pharmacy. Barcelona
2012. EL Marifio, P Modamio, C Fernandez Lastra.

13:00-14:30 Mesa Redonda: Reflexion sobre el proceso de implantacion de los
nuevos Grados en Farmacia: repercusion en las ensefianzas del Area de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica
Moderadora Prof. Alicia Rodriguez. Universidad del Pais vasco

Ponentes: Prof. Alicia Rodriguez. Universidad del Pais Vasco. Estado actual de la
implantacion del Grado en Farmacia

10
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Prof. José B Farifia. Universidad de la Laguna. Efecto de la implantacion del
grado en Farmacia en los objetivos formativos de la Tecnologia Farmacéutica:
¢Qué hay de nuevo?

Prof. Teresa Garrigues. Universidad de Valencia. Retos y oportunidades para la
movilidad en el Grado en Farmacia

14:30 Clausura del Congreso

11
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Conferencias Plenarias

12
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The Science-Policy Dynamic Insuring Pharmaceutical Product Quality and
Interchangeability: BCS Discovery, Development, Regulation
Gordon L. Amidon
Charles R. Walgreen, Jr. Professor of Pharmacy
And Pharmaceutical Sciences
College of Pharmacy
The University of Michigan
Ann Arbor, Michigan 48109-1065

It has been over 10 years since the FDA published the Biopharmaceutics Classification
System (BCS) guidance
(http://www.fda.gov/Drugs/GuidanceComplianceRegulatorylinformation/Guidances/default.htm)
This guidance describes how drug permeability and solubility and product dissolution can be

used to classify drugs and drug products and determine in vitro bioequivalence (BE)
standards for oral drug products. This guidance was based on FDA and Swedish MPA
supported research and subjected to extensive public discussion and debate before
regulatory implementation(1). Theoretical analysis and experimental results indicated that a
drug permeability/solubility classification scheme can be used as a basis to determine
improved oral drug product dissolution standards, for therapeutic equivalence, that both
reduce regulatory requirements and improve pharmaceutical product quality.

In the case of BCS Class | drugs in rapidly dissolving drug products, gastric emptying
is the rate-determining step for drug absorption, plasma levels are insensitive to formulation
changes and no IVIVC is expected. Thus bioequivalence (BE) can be assured by product
dissolution!

Further extensions of waivers of in vivo BE studies to Class 2 and Class 3 drug and
drug products can be developed based on more detailed dissolution considerations
particularly in vitro dissolution methods based on the in vivo dissolution processes. For
example the European regulatory agency (EMA) allows biowaivers for BCS Class Ill drug
products.

This presentation will provide an overview of the development, current status and
future extensions of the BCS-based approach to regulating oral drug product bioequivalence
based on an in vitro dissolution standard. | will also highlight the process of science-based
regulatory change, the significance of regulatory research, and the importance of public
discussion and debate of regulatory science developments and issues.

1. G.L. Amidon, H. Lennernas, V.P Shah and J.R. Crison, A theoretical basis for a
biopharmaceutic drug classification: the correlation of in vitro drug product
dissolution and in vivo bioavailability, Pharm. Res., 12, 413 (1995).
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Intestinal Permeability Considerations when Formulating Low-Solubility
Drugs: The Solubility-Permeability Interplay
Arik Dahan, Ph.D.
Department of Clinical Pharmacology
School of Pharmacy
Ben-Gurion University of the Negev
Israel
E-mail: arikd@bgu.ac.i

While each of the two key parameters of oral drug absorption, the solubility and the
permeability, has been comprehensively studied separately, the relationship and interplay
between the two has been largely ignored. For instance, when formulating a low-solubility
drug using various solubilization techniques: what are we doing to the apparent permeability
when we increase the solubility? Permeability is equal to the drug's diffusion coefficient
through the membrane times the membrane/aqueous partition coefficient divided by the
membrane thickness.

The direct correlation between the intestinal permeability and the
membrane/aqueous partitioning, which in turn is dependent on the drug's apparent
solubility in the GI milieu, suggests that the solubility and the permeability are closely
associated, exhibiting certain interplay between them, and the current view of treating the
one irrespectively of the other may not be sufficient.

In this lecture, | will describe the research have been done thus far, and present new
data, to shed light on this solubility-permeability interplay. It has been shown that decreased
apparent permeability accompanied the solubility increase when using different
solubilization methods. On the other hand, we have recently revealed that when increasing
the apparent solubility by supersaturation e.g. via amorphous solid dispersions, the
solubility-permeability interplay is circumvented, and higher drug flux through the
membrane and overall absorption is achieved.

Overall, the solubility-permeability interplay cannot be ignored when using solubility-
enabling formulations; looking solely at the solubility enhancement that the formulation
enables may be misleading with regards to predicting the resulted absorption, and hence,
the solubility-permeability interplay must be taken into account to strike the optimal
solubility—permeability balance, in order to maximize the overall absorption.

14
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Academia and Industry Consortium: Collaborative Research on Drug
Development.
Shinji Yamashita, Ph.D.
Faculty of Pharmaceutical Sciences
Setsunan University,
Japan.

Japanese pharmaceutical industries have developed many of innovative medicines so
far such as pravastatin, tacrolimus, which made Japan as one of the leading countries in the
pharma-business. However, with the advent of paradigm shift in drug development, activity
of pharmaceutical industry decreased gradually in Japan. In spite of their high level in
pharmaceutical science and technology, rather smaller size of companies (compared with
mega-companies in USA and EU) makes a new drug development very challenging because
of the smaller size of compound library, database and budget. As one of the possible ways to
keep the high activity of drug development, Japanese companies should share the
knowledge and technologies in some parts.

Consortium of Oral Drug Absorption Screening with 25 Japanese pharmaceutical companies
was organized at 2001. Final goal of the consortium is to establish the effective strategy for
development of oral drug product. Also, it aims to give a platform for mutual interaction of
researchers working in different companies. During past 10 years, various projects were
performed in the consortium relating to oral drug absorption and their outcomes were
shared with all member companies. In the lecture, as an organizer, activity of the consortium
will be presented with showing outcomes of 2 main projects for “assessment of oral
absorption of poorly-soluble drugs” and “BCS Classification to identify drug developability as
oral products”.

Governmental support is also essential to activate the industry. As a new strategy of drug
development, early phase clinical study (exploratory IND (eIND) study) including Microdosing
(MD) study was proposed to enhance success probability of clinical trial. In Japan, in order to
promote eIND study, national project on MD clinical study started at 2008 (supported by
NEDO: New Energy and Industrial Technology Development Organization), entitled as
“Establishment of Evolutional Drug Development with the Use of Microdosing Clinical Trial”.
In the project, we performed more than 30 MD clinical studies with marketed drugs to
validate the usefulness of this new strategy and to construct the system (both soft and hard)
for conducting MD clinical study in Japan. Furthermore, we challenged the molecular
imaging study with PET to investigate the process of Gl absorption and subsequent bio-
distribution of orally administered drugs. This is also a collaborative work with a
governmental research center “Riken”. As a second issue of the lecture, results of this
innovative work will be highlighted with emphasizing the importance of integration of new

15
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technologies in drug development such as molecular imaging modalities.
Nanopharmaceuticals: creating, innovating or copying?
Maria José Alonso
Research Center on Molecular Medicine (CIMUS), School of Pharmacy,
University of Santiago de Compostela, Spain
Email: mariaj.alonso@usc.es

Despite the recent introduction of the nanomedicine term in the scientific arena, the
origin of nano-drug-delivery, dates from the early 60’s. It is thanks to these original ideas,
that we have currently in the market a significant number of nanopharmaceuticals.
However, the full potential of nanomedicine is still to come. This potential is promising
because over the last decades we have initiated a non-return pathway, which is the adoption
of transdisciplinary and translational approaches to the design and development of new
nanopharmaceuticals. In particular, the advances made over the last decade have been
largely related to the progress made in the biomedical field (improved knowledge of disease
mechanisms, identification of new targets and new bioactive compounds...etc) and the
nanomaterials field (new biomaterials and nanotechnologies). The nanopharmaceutical
technology area has also contributed making it feasible the nanoencapsulation and
controlled delivery of complex molecules, as well as defining ways to scale-up the
production of nanomedicines. Nevertheless, a significant amount of this research relies in
making “mee too” delivery carriers, while the most creative activity still needs to confront
great hurdles for its translation to the clinic.

Our group, being committed with the translation of ideas from the university through
novel pharmaceutical technology, has designed novel nanostructured materials intended to
transport drugs and antigens across biological barriers and to deliver them to the target
tissue. During my presentation | would like to focus on the different applications of the
nanocarriers we have designed. These applications include cancer therapy, nanovaccines
and oral delivery of complex macromolecules. More information about these applications
and the literature associated to them can be found at:
http://webspersoais.usc.es/mariaj.alonso

16
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Polymer Therapeutics as Nanomedicines: Now and Future
Ruth Duncan
Cardiff, UK and Polymer Therapeutics Lab,
CIPF, Valencia, Spain
http://www.ruthduncan.co.uk,
profruthduncan@btinternet.com

Over recent decades a growing number (> 40) nanomedicines have entered routine
clinical use as nanopharmaceuticals and imaging agents (reviewed in [1]). To put into
perspective, this compares with ~ 1,200 NCEs and > 100 biologicals approved since 1950 [2].
Itis clear that the 21st century will see many more complex nanomedicine products arriving
to first in man studies and into routine clinical use. There are currently >70 nanomedicines in
clinical trials as anticancer therapies alone. Nanomedicines have been designed for
administration by various routes and they include a diverse array of technologies; e.g. iron
oxide nanoparticles (treatment of anaemia and as MRI imaging agents), nano-sized drug
crystals for improved oral bioavailability, liposomes, nanoparticles and polymer therapeutics.
The polymer therapeutics are amongst the most successful first generation nanomedicines
being designed as biologically active drugs, and as conjugates for drug, protein, aptamer and
siRNA delivery and as block copolymer micelles to which the drug is covalently bound [3,4].
An increasing number of "follow-on" nanomedicine products are now emerging with others
(e.g. polymeric drugs, PEG-protein conjugates) on the horizon. It is evident that classical
requirements applied to small molecule generic drugs (pharmaceutical equivalence and
pharmacokinetic bioequivalence) will not be adequate to ensure equivalent safety and
efficacy of complex, multicomponent nanomedicines.

Polymer therapeutics are amongst the most successful first generation
nanomedicines (products listed/discussed in [1,3-6]) and the number of gaining product
approval and entering clinical trial continues to grow rapidly. So what is new? Emerging ‘hot’
topics have recently been reviewed in [5,6] and they include; (i) use of biodegradable
polymers such as polyglutamic acid (PGA), dextrin, hydroxyethylstarch (HES), the polyacetal
Fleximer® and polysialic acid to generate conjugates entering clinical trials (endocytic
capture on non degradable polymers brings the potential risk of lysosomal accumulation -
‘lysosomal storage disease' syndrome (discussed in [7,8]), (ii) design of bioresponsive
polymer-protein conjugates - we have recently we reported a new approach for protein
conjugation called polymer-masking—unmasking protein therapy (PUMPT) and (iii) the
development of polymer conjugates for delivery of combination therapy and as theranostics.
The latter are both reviewed in [6]. Finally, it is important to note that > 2 decades have
passed since we began first Phase | clinical trials with anticancer synthetic polymer-drug
conjugates and their related gamma camera imaging agents (theranostics). Growing
understanding of the preclinical and clinical mechanisms controlling whole body
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pharmacokinetics and body distribution, tumour targeting by the EPR effect, drug release
rate and of the endocytic and intracellular trafficking pathways in health and disease [7] is
bringing important new opportunities for improved preclinical models and the use of
patient-specific biomarkers to aid selection of the most appropriate patients for polymer
therapeutic therapy (discussed in [1]).

References
1. Duncan, R. and Gaspar, R. (2011) Nanomedicine(s) under the microscope, Mol. Pharmaceutics,
8 (6), 2101-2141.
2. Munos, B. (2009) Lessons from 60 years of pharmaceutical innovation. Nat. Rev. Drug Discov. 8
(12), 959-968.
3. Duncan, R. (2003) The Dawning Era of Polymer Therapeutics. Nature Rev. Drug Discov. 2(5),
347-360.
4. Duncan, R. (2006) Polymer conjugates as anticancer nanomedicines. Nature Rev. Cancer, 6,
688-701.
5. Duncan, R. (2011) Polymer Therapeutics as Nanomedicines: New Perspectives, Curr. Opin.
Biotechnol., 22, 1-10.
6. Duncan, R. and Vicent, M. J. (2013) Polymer therapeutics-prospects for 21st Century: The end
of the beginning, Adv. Drug Del. Rev., in press
7. Duncan, R. and Richardson, S. C. W. (2012) Endocytosis and Intracellular Trafficking as
Gateways for Nanomedicine Delivery: Opportunities and Challenges, Mol. Pharmaceutics 2012,
9, 2380-2402
8. Duncan, R (2013) Nanomedicine(s) and their Regulation: An Overview, In: “Safety assessment
of nanomaterials: implications for nanomedicine”, Ed. Fadeel, B., Pan Stanford Publishing, in
press
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Novedades en bioequivalencia

Dr. Alfredo Garcia Arieta.
Jefe de Servicio de Farmacocinética y Genéricos
Division de Farmacologia y Evaluacion Clinica
Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios.

La demostracion de equivalencia en los productos de aplicacion local y efecto local ha
estado limitada por la exigencia de realizar costosos estudios con variables clinicas. A pesar
de que dichas variables son insensibles para detectar diferencias entre productos con
distinta biodisponibilidad debido a que la curva dosis —respuesta, en la mayoria de estos
productos, es bastante plana en el rango terapéutico. Esta presentacion describe los
cambios que se han producido en este campo en los Gltimos afios, entre los que destacan las
nuevas aproximaciones simplificadas para la demostracion de equivalencia en los productos
de inhalacion, nasales, cutaneos y gastrointestinales.

Recientemente, se ha adoptado la Guia sobre validacién de métodos bioanaliticos de
la Agencia Europea del Medicamento (EMA). En esta presentacion se comentaran
brevemente las novedades existentes con respecto al estado del arte que se venia aplicando
hasta el momento, basadas en la actual guia de la Food and Drug Administration de Estados
Unidos (US-FDA).

Préximamente saldra a consulta la nueva revision de la guia sobre productos de
liberacion modificada de la EMA.
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Terapia Personalizada en la Infeccion por el VIH: Aplicacion de Criterios
Farmacocinéticos y Farmacogenéticos.
M@ José Garcia Sanchez
Catedratica. Departamento Farmacia y Tecnologia Farmacéutica.
Facultad de Farmacia
Universidad de Salamanca.

Desde la introduccidn de la terapia antirretroviral la eficacia virolégica en pacientes
infectados de VIH se ha incrementado de forma significativa y ha cambiado la historia de
esta patologia, transformandola en una enfermedad cronica que requiere tratamiento a
largo plazo. Sin embargo la toxicidad farmacoldgica constituye el principal obstaculo para el
éxito del tratamiento, observandose ademas una importante variabilidad interindividual en
el grado de exposicion y consecuentemente en la respuesta. Se cree que variaciones
genéticas entre los pacientes podrian justificar una fraccion significativa de la varia
farmacocinética observada.

La informacion farmacocinética obtenida mediante la préctica de la monitorizacion
(TDM) puede ser una herramienta muy Util para la optimizacion del tratamiento
antirretroviral. Aunque adn presenta ciertas limitaciones, lamedida rutinaria de las
concentraciones plasmaticas puede proteger a los pacientes de la aparicion de efectos
adversos y prevenir el fracaso viroldgico. La variabilidad farmacocinética observada en los
farmacos antirretrovirales depende de las alteraciones que se producen en los procesos
del LADME, especialmente en la biodisponibilidad y el metabolismo. En consecuencia, la
existencia de polimorfismos genéticos para ciertas proteinas implicadas en el transporte y
metabolismo de estos farmacos pueden explicar de forma importante esta variabilidad
farmacocinética interindividual que condiciona su respuesta; la integracion de la informacion
farmacogenética y farmacocinética podria permitir un gran avance en la optimizacion de la
posologia del tratamiento antirretroviral.

En Farmacogenética las variantes genéticas mas frecuentemente estudiadas son los
polimorfismos de un Unico nucledtidos o SNPs (single nucleotide polimorphisms) en genes
involucrados en el trasporte, metabolismo o toxicidad de los farmacos. Las isoenzimas
CYP3A4, CYP3A5, CYP2C19, CYP2D6, CYP2A6 y CYP2B6 son las de mayor participacion en el
metabolismo de los fArmacos antirretrovirales por ello, son los polimorfismos relacionados
con estas isoenzimas los mas ampliamente estudiados en los Gltimos afos.

A pesar de los numerosos estudios realizados sobre la influencia de factores
genéticos del huésped en pacientes infectados con VIH, cuya informacion actualizada se
puede encontrar en la web www.hiv-pharmacogenomics.org, son pocos los biomarcadores
genéticos convenientemente validados que la FDA recomienda utilizar en la préactica clinica.
En el momento actual el mejor ejemplo de aplicacion clinica en el tratamiento del VIH es la
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asociacion encontrada entre el antigeno de histocompatibilidad del alelo B 5701 (HLA-
B*5701) y el riesgo de reacciones de hipersensibilidad para abacavir. De hecho el test para
detectar este polimorfismo se ha introducido recientemente como préctica clinica estandar
previa a la prescripcion de este farmaco. Otra asociacion bien establecida es la observada
entre algunos de los alelos del gen que codifica el CYP2B6 con la farmacocinética y la
toxicidad de efavirenz, por lo que su caracterizacion también ha sido propuesta para la
individualizacion de la dosis de este farmaco en un intento de reducir sus efectos adversos
sobre el SNC. Otras asociaciones significativas incluyen los polimorfismos de UGT1Al y
MDR1y la hiperbilirrubinemia observada en los tratamientos con atazanavir y la presencia
del HLA-DRB*0101 relacionada con un aumento del riesgo de hepatotoxicidad de nevirapina.

También se han descrito asociaciones genéticas para la neuropatia periférica, la
lipodistrofia, la hiperlipidemia, la pancreatitis y la tubulopatia proximal renal, pero todavia
no existen resultados concluyentes que permitan su aplicacién clinica. No obstante, la
informacion genémica presenta un gran potencial en la individualizacién de los tratamientos
farmacoldgicos del VIH, pero se precisan superar problemas logisticos y realizar mas estudios
de coste-efectividad para poder incorporar la Farmacogenética a la practica asistencial de
esta patologia. Nuestro grupo ha incorporado la farmacocinética y la farmacogenética en el
seguimiento terapéutico de los pacientes dentro de un programa integral del tratamiento de
la infeccion por VIH.
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SORBITAN (SPAN® 80): POTENCIAL APLICACION EN TERAPIA GENICA

A. Pensado®, G.K. Zorzi®, E.S. Carvalho, A. Sanchez*?, B. Seijo?
H_UmE:mEm:S de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Universidad de Santiago de Compostela.
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INTRODUCCION

La blsqueda de nuevos sistemas para la
vehiculizacion de farmacos, supone un reto constante
en el dmbito de la investigacion farmacéutica. En este
marco, la nanotecnologia se ha situado como una
alternativa prometedora, sin duda por las multiples
ventajas que ofrece (1). Hasta el momento se han
desarrollado muchos tipos de nanosistemas (p.ej.
micelas, emulsiones, nanoparticulas y liposomas),
utilizando erentes tipos de biomateriales. Sin
embargo la bisqueda de nuevos componentes, a ser
posible, seguros y de bajo precio, asi como métodos
de preparacion cada vez mas sencillos, no cesa.

En esta linea, el objetivo de este trabajo ha sido el
desarrollo una nueva generacion de nanoparticulas a
partir de materiales biocompatibles, biodegradables,
y de bajo coste y que, ademas, se utilizan desde hace
tiempo en Tecnologia Farmacéutica (por ejemplo
como tensoactivos) que son los ésteres de sorbitan,
conocidos con el nombre comercial de Span®, por un
procedimiento de preparacion sencillo y escalable y,
en la medida de lo posible, versatil con el que sea
posible obtener nanoparticulas de caracteristicas
facilmente modulables y, por tanto, con capacidad
para incorporar moléculas bioactivas muy diversas.

Maés concretamente, en este trabajo se ha utilizado el
monooleato de sorbitdn (SP80) como material
formador de las nanoparticulas, solo o combinado
con la amina grasa oleilamina (OA), y un plasmido
modelo (pEGFP), con el objetivo de evaluar la
posible aplicacion de estas nuevas nanoparticulas en
terapia génica.

MATERIALES Y METODOS

Preparacién:  Para la  elaboracion de las
nanoparticulas se parte de la disolucion de SP80 o
SP80 + OA en etanol (fase orgénica) la cual se
adiciona bajo agitaciéon magnética suave a una
solucién acuosa, de manera que las nanoparticulas se
forman de manera espontdnea. A continuacion, el
etanol se elimina a presion reducida en un rotavapor
(2) obteniéndose la suspension de nanoparticulas
blancas. En una fase posterior, es posible asociar a
estas particulas moléculas bioactivas en disolucion
(p.€j. el plasmido modelo pEGFP) mediante su

incubacion con los nanosistemas en una proporcion
1:1 (v/v), bajo agitacion.

Caracteristicas fisico-quimicas: El tamafio medio de
las particulas se determind por espectroscopia de
correlacion foténica y su carga superficial en
términos del potencial {, por anemometria de Léser
Doppler. Para estudiar su morfologia se ha recurrido
a la microscopia electrénica de transmision (TEM) y
la asociacion del plasmido modelo (pEGFP) a los
sistemas se determind mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%.

Cultivos celulares: La linea celular HEK 293 (Human
Embryonic Kidney 293 cells), fue cultivada en medio
MEM (Modified Eagle Medium), suplementado con
un 10% de suero fetal bovino y penicilina/
estreptomicina al 1%. Se mantuvieron a 37°C con un
5% de CO2 en atmdsfera himeda.

Estudios de transfeccién: Las células HEK 293
fueron sembradas a una densidad de 250.000 células
por pocillo. EI medio de cultivo fue reemplazado por
HBSS que contiene los nanosistemas asociando el
pEGFP a diferentes dosis. Las nanoparticulas fueron
incubadas con las células durante 4 horas y se evalud
la transfeccion pasadas 48 y 72 horas mediante
microscopia de fluorescencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante esta nueva técnica que ha sido disefiada y
patentada en nuestro laboratorio, se han podido
obtener particulas de monooleato de sorbitan SP80,
con un tamafio nanométrico (117 nm) y potencial
negativo (-33 mV). Ambos valores son facilmente
modulables ya que, cuando se incorpora OA junto
con el SP80, las particulas que se forman presentan
un tamafio mayor (210 nm) y carga superficial
positiva (+30 mV). Estas particulas son a priori
idoneas para asociar moléculas activas cargadas
negativamente mediante interacciones electrostaticas,
como es el caso del plasmido modelo pEGFP. Este
plasmido ha sido incorporado a distintas
concentraciones, sin que afecte significativamente al
tamafio nanométrico de las mismas en el rango
estudiado (~290-340 nm), (Tabla 1).

Por el contrario, la incorporacion del DNA
plasmidico si produce una inversion en el valor de
potencial ¢, el cual se hace cada vez mas negativo a
medida que se aumenta la proporcion de pDNA.
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pDNA | Tamafio P ¢ Potencial

Formulacién (mg/m (m) (mv)
SP80 116,953 0,10 -33,2+25
SP80OA ----200,5+10,2 0,08 + 30,3%5,5
0,15 340,3+153 0,13 -11,1+0,4
SPB0OA +
PEGFP 0,2 287,1+51 0,12 -19,5+15

0,25 2952+83 0,14 -20,5+0,3

0,3 317,632 0,13 -22,2+04

Tabla 1: Caracterizacion fisico-quimica de los
nanosistemas asociando DNA plasmidico. (PDI: Indice de
polidispersion)

Mediante el analisis de TEM, (Figura 1), podemos
corroborar el tamafio nanométrico y la forma esférica
de las particulas asi como la presencia de una
poblacién homogénea.

o -
Figura 1. Morfologia de las nanoparticulas SPBOOA+
PEGFP observadas mediante TEM a diferentes aumentos.

Los sistemas desarrollados son capaces de asociar
eficazmente pEGFP a las concentraciones estudiadas,
como se ha comprobado en el estudio de
electroforesis (Figura 2) ya que, a diferencia de lo
que ocurre con el pEGFP libre, no se observa la
migracion del material genético a través del gel de
agarosa.

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa 1%, de las
formulaciones SP80OA con diferentes cargas de plasmido.
1) pEGFP libre 2) pEGFP- 0,15 mg/ml 3) pEGFP- 0,2
mg/ml 4) pEGFP- 0,25 mg/ml 5) pEGFP- 0,3 mg/ml

Para estudiar la capacidad de transfeccién de estas
nuevas nanoparticulas se ha seleccionado la
formulacién preparada con una concentracion de 0,2
mg/ml de plasmido, la cual se ha incorporado a las
células a distintas dosis (1- 4 ug de pEGFP). En la
Figura 3, se aprecia la expresion celular positiva de la
proteina verde fluorescente en la linea celular HEK
293, transcurridas 72 horas post-transfeccion.
Mediante microscopia de fluorescencia se ha
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comprobado que dicha expresion presenta un perfil
dosis-dependiente hasta alcanzar un maximo (3 ug),
manteniéndose casi constante a partir de este valor.
Estos resultados nos permiten confirmar la elevada
eficacia de transfeccion de esta nueva generacion de
nanoparticulas, incluso a dosis tan bajas del plasmido
modelo como las que se han utilizado en este estudio.

Figura 3. Expresion celular positiva de proteina verde
fluorescente 72 post-transfeccion.  Nanoparticulas
SP800A+ pEGFP (0,2mg/ml). A) 1 ug pEGFP, B) 2 pg
pEGFP, C) 3 ug pEGFP, D) 4 ng pEGFP.

CONCLUSIONES

Se ha desarrollado una nueva generacion de
nanosistemas, usando cono componente principal el
monooleato de sorbitdn (Span® 80). El método de
preparacion es sencillo, rapido, de bajo coste y
facilmente escalable, lo cual facilitard su produccién
a nivel industrial. Son ademas sistemas muy
versétiles ya que, gracias a la simple incorporacion de
componentes adicionales a su estructura (p.ej. OA),
podemos modular ampliamente sus propiedades
fisico-quimicas y facilitar por tanto, la incorporacién
de moléculas terapéuticas, como se ha comprobado
para el caso concreto del DNA plasmidico.
Efectivamente, se ha verificado su gran capacidad
para asociar cantidades elevadas de pDNA, asi como
también su eficacia de transfeccion incluso utilizando
dosis bajas de plasmido. Por ello consideramos que
estas nanoparticulas son sistemas potencialmente
interesantes para el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas, como por ejemplo en el campo de la
terapia génica.
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The effectiveness of edelfosine lipid nanoparticles in enhancing the drug cytotoxicity in breast cancer cells

Angela Aznar Gémez, Beatriz Lasa-Saracibar, Ander Estella-Hermoso de Mendoza, Maria J. Blanco-Prieto
Pharmacy and Pharmaceutical Technology Department, University of Navarra, Spain.

Introduction

Breast cancer is the fifth most common cancer
worldwide after lung cancer, the second most
common cause of cancer death, and the leading cause
of cancer death in women (1). The global burden of
breast cancer exceeds all other cancers and the
incidence rates of breast cancer are increasing.
Treatment approaches for breast cancer include
surgery, chemo and radiotherapy and hormone-
therapy and depend on the stage and targeted therapy.
However, the survival rates for patients in advanced
stages of the disease remain low (1). Consequently,
new treatment options have to be studied to improve
these rates.

The antitumor ether lipid edelfosine (ET-18-OCH3)
is the prototype of a novel generation of promising
anticancer drugs that, in contrast to most
chemotherapeutic agents currently in use, does not
target the DNA of the cells (2). This alkyl-
lysophospholipid is incorporated into biological
membranes as a natural lipid compound of the
cellular bilayers (3). Edelfosine selectively induces
apoptosis in tumor cells, acting through lipid rafts (4,
5). The fact of encapsulating this drug into lipid
nanoparticles (LN) increases its oral bioavailability
and decreases toxicity (6). Besides, LN may modify
the entrance mechanism of the ether lipid into breast
cancer cells and this might overcome the resistance
that some cell lines show to the free drug (7). They
are also able to modify the drug distribution profile in
order to improve drug bioavailability through
controlled release (6).

Objectives

The aim of this study was to develop LN loaded with
edelfosine to enhance its therapeutic activity against
breast cancer cells.

Material and Methods

Preparation of lipid nanoparticles

LN were prepared by the hot homogenization
method, consisting of high shear homogenization and
ultrasonication (8, 9). The QE% (30 mg per
formulation) was melted in Precirol™ lipid at 70°C. A
Tween®80 aqueous solution heated at the same
temperature was added onto the molten lipid and
dispersed with the help of high shear homogenization
and ultrasonication. The emulsion that was obtained
was left to cool down at room temperature in order
for the nanodrolets to solidify into LN, and these
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were concentrated by ultra-filtration using Amicon®
Ultra 10,000 MWCO filters at 4,500 x g for 30
minutes and washed twice with distilled water. The
resulting suspension was frozen at -80°C for at least 3
hours, freeze-dried and stored at 4°C.

Nanoparticle characterization

Nanoparticle size and polydispersity index were
determined in triplicate by photon correlation
spectroscopy and zeta potential by laser doppler
anemometry, using a Zetasizer Nano (Malvern, UK).
The amount of edelfosine nanoencapsulated was
determined using an ultra-high performance liquid
chromatography-tandem mass spectrometry method

(6).

Cell culture

MCF7 breast cancer cell line was grown in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
supplemented with 50 U/ml penicillin, 50 U/ml
streptomycin and 10% calf serum (Hyclone) at 37°C
in a humidified incubator supplemented with 5%
carbon dioxide

In vitro proliferation assay: MTT assay

The MTT assay is a colorimetric method for
determining the number of viable cells in
proliferation (10). This assay is based on the cleavage
of yellow-colored tetrazolium salt, (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-  2,5-diphenyl  tetrazolium
bromide) to a blue-colored formazan by the
mitochondrial enzyme succinate-dehydrogenase of
the living cells (11). The absorbance of this colored
solution can be quantified by measurement with a
spectrophotometer. The amount of formazan
produced during a given exposure period is directly
proportional to the number of viable cells per well.
MTT solution was added directly to the culture media
at a final concentration of 0.5 mg/mL and then
incubated for 3 hours. Afterwards, MTT containing
medium was removed from all wells and the
remaining cells containing formazan crystals were
dissolved in DMSO. Optical density was determined
with a 96-well plate reader by using an absorption
spectrum of 540 nm against the blank wells in the
standard curve.

Results and discussion

Nanoparticle characterization

Nanoparticles were characterized in terms of size,
zeta potential, encapsulation efficiency and drug
loading. All the formulations showed a similar size,
with a mean diameter of 164 (+8) nm. Zeta potential
was -26 mV, which is an acceptable value to obtain
good physical stability and to avoid cell membrane

instability. Drug loading was 31.42 (+3.72) pg/mg.
The polydispersity index was 0.27 (+0.01),
suggesting homogenous dispersion. The
encapsulation efficiency (%EE) was 64.85 (+6.85) %.

In vitro assays

The optimized LN containing edelfosine (ET-LN)
were effective in inhibiting proliferation of MCF7
breast cancer cell line at an ICs, concentration of
12.9 pg/mL after 72 hours of incubation (Fig 1). The
ICsy values of free edelfosine (ET) and blank
(unloaded) nanoparticles (B-LN) were 17.8 and 28.7
ng/mL respectively.

72h MTT
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Fig 1 Inhibitory effect of ET, B-LN and ET-LN in MCF7
breast cancer cells. Cell viability was determined by MTT
assay after 72 hours of treatment.

Morphological changes

Optical inspection of the cell cultures revealed
morphological changes in MCF7 cells 48 hours after
the treatment either with ET or ET-LN. Compared
with untreated cells and cells incubated with B-LN,
treated cells showed expression of small vesicles
(apoptotic bodies, see arrows in Fig. 2) in some cells.
In addition, treated groups showed unattached and
distorted cells, which is indicative of cell death.

incubation. Cells grown in medium contai
LN show hints of cell damage and production of apoptotic
bodies (arrows).
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Conclusion

The edelfosine loaded LN developed display higher
efficacy in treating MCF7 breast cancer cells than the
free drug. Presently, the cytotoxicity mechanism of
action of ET-LN is under evaluation by assessment of
cell cycle and apoptosis using flow cytometry.
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In vivo administration of VEGF-releasing biodegradable nanospheres in a mouse model (APP/Ps1) of Alzheimer’s
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Introduction: Alzheimer’s disease (AD) is the most
common neurodegenerative disorder characterized by a
progressive cognitive decline. The pathological signs of
the disease are high levels of amyloid beta-peptide
(AB), presence of neurofibrillary tangles, neuronal loss
and cerebrovascular pathologies. These regional
microvasculature alterations establish an important
abnormality in AB clearance, resulting in an increasing
concentration of AP deposits into the brain. This
perception suggests that this vascular alteration may
have a significant role in AD'. VEGF is a mayor
regulator of angiogenesis into the brain. It is also
involved in neuroprotection and BBB integrity. For
these reasons current research efforts are focused in new
VEGF delivery systems to obtain a continuous and
direct drug release into the brain®.

In this work we propose a novel strategy based on the
encapsulation of VEGF in PLGA biodegradable
nanospheres (NS) which can be administered by
craniotomy directly into the brain. The in vivo and in
vitro studies were carried out in order to evaluate the
capacity of VEGF-NS to restore the neuronal loss,
cerebrovascular abnormalities and enhance A
clearance.

Experimental methods: PLGA (50:50) nanospheres
loaded with VEGF (VEGF-NS) and empty-NS were
prepared by modification of a previously described
(W,/O/W;) double emulsion solvent evaporation
technique®. After NS preparation, the following
parameters ~ were  characterized:  particle  size,
morphology, zeta potential, and encapsulation
efficiency. Moreover, VEGF in vitro release and
bioactivity assays in neuronal cultures were conducted.
To carry out in vivo studies 24 female 6 month-old
amyloid precursor protein/presenilin-1  (APP/Ps1)
double transgenic mice (12 mice receiving VEGF-NS
and 12 mice empty-NS) were used. The NS were
dropped directly into the cerebral cortex after
craniotomy and excision of the dura mater (Fig. 1).

PLGA-NS
—

Duramater

P

Cerebral cortex

Figure 1. VEGF-NS
brain.

n after the administration into the
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3 months after VEGF-NS were implanted mice
behavior was evaluated over a 10-day period. Finally,
animals were perfused transcardially for
inmunohistochemical examination.

Results and discussion: All NS had a uniform
morphology with a smooth surface devoid of
irregularities. The mean particle size was 235 + 0.111
nm for VEGF-NS and 267 + 0.111 nm for empty-MS
(Fig. 2).

Figure 2. SEM photomicrograph of VEGF-NS

Figure 3 represents the release profile of VEGF-NS.
The release profile was biphasic, with an initial burst in
the first day and a second constant release rate until the
end of the assay.

VEGF (ng/ml)

0 5 10 15 20 2 30 35
Time (days)

Figure 3. In vitro VEGF-NS release profile at 37°C in PBS
buffer (pH 7.4). Values are represented as mean + SD (n=3).

To confirm the biological activity of the encapsulated
VEGF, bioactivity assays were performed in neuronal
cultures. different VEGF concentrations released from
VEGF-MS were added at the same time of seeding
cells. After 8 days the cell viability was statistically
increased in VEGF 10 ng/ml and 50 ng/ml treated
groups (one way ANOVA, **p<0.001and ***p<0.0001
with respect to control and empty-MS) (Fig.4).
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gure 4. Viability evaluation in neuronal cell cultures.

To prove VEGF protection against lipopolysaccharide
(LPS), neuronal cell cultures were treated for 24h with
VEGF, LPS, VEGF+LPS and control group (Fig. 5).
The addition of VEGF protected neuronal cultures
against the cytotoxicity caused by LPS (one way
ANOVA, **p<0.0land ***p<0.0001 respect to LPS

group).
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Figure 5. Live/Dead Viability/Citotoxicity test in neuronal
cultures (green: live cells/yellow: dead cells).

In vivo efficacy of encapsulated VEGF was assessed
analyzing  behavioral  deficits after VEGF-NS
administration. In the T-maze, choice trial latencies of
VEGF-NS group were significantly decrease compared
with  empty-NS  group  (one way ANOVA,
***n<0.0001) (Fig. 6).

Latency (seconds)

Empty-NS VEGF-NS
Figure 6. T-maze behavior test in APP/Ps1 mice.

Inmunohistochemical analysis of AP deposits after
VEGF-NS  administration ~ suggested  that the
administration of VEGF-NS reduced the percentage of
these deposits in APP/Ps1 mice brain (t-student *p<
0.05 emty-NS vs VEGF-NS) (Fig. 7).

Figure 7. Ap deposits in cerebral cortex of APP/PS1 mice.

To confirm the inmunohistochemical results Ap 42
levels were measured in cerebral cortex. These data
indicate that animals receiving VEGF-NS treatment had
a reduction of 45% in AP 42 levels (t-student *p<0.01)
when compared with empty-NS (Fig. 8).
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AB 1-42 (% Control)

Empty-NS VEGF-NS
Figure 8. A 42 levels in cerebral cortex

Conclusion: PLGA VEGF - NS may be a potential
therapeutic strategy to decrease neuronal loss in vitro
and AP deposits in vivo, as well as able to improve
behavioral deficits in APP/Ps1 mice.
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Introduccién: La necesidad de encontrar
tratamientos quimioterapicos eficaces ha hecho
que se incrementen las lineas de investigacion
en oncologia. Esto ha permitido un mayor
conocimiento de los origenes moleculares del
cancer, con el consiguiente desarrollo de
novedosas estrategias farmacoterapéuticas. Sin
embargo, los antitumorales utilizados en clinica
suelen exhibir serias limitaciones que conducen
a un fracaso del tratamiento, incluso en tipos de
céncer tedricamente sensibles (1). Por ejemplo,
a pesar de la notable actividad antitumoral de la
doxorrubicina, su uso se encuentra seriamente
limitado por el desarrollo de resistencias por las
células tumorales y por importantes reacciones
adversas (p. ej., cardiotoxicidad) (2).

Para solventar estos problemas se han asociado
moléculas antitumorales con coloides basados
en nanoparticulas biodegradables. Asi, se
pretende aumentar la acumulacion especifica del
farmaco en la masa tumoral e incrementar el
tiempo de exposicion de las células cancerosas a
éste (1, 3). Las particulas disefiadas con este fin
se construyen principalmente con polimeros o
materiales de caracter lipidico (1, 3, 4). Como
ejemplo, los polimeros alquilcianoacrilato han
mostrado grandes posibilidades como material
base para el disefio de estos nanosistemas. De
hecho, diferentes estudios preclinicos
demuestran su eficacia como vehiculos de
anticancerosos, incluso en células malignas
resistentes (5). Nuestro objetivo es desarrollar
una (nano)formulacién basada en particulas de
poli(butilcianoacrilato) (PBCA) como sistema
transportador de doxorrubicina (DOX), y
valorar su actividad en cancer de mama.

Materiales y Métodos: El agua utilizada fue
desionizada y filtrada (Milli-Q, Millipore,
Francia). Los reactivos empleados eran de
calidad analitica (Sigma-Aldrich, Alemania). El
mondmero butilcianoacrilato fue un regalo de
Henkel Loctite (Irlanda).

La sintesis de nanoesferas de PBCA (didmetro
medio ~ 135 nm) se realizé por polimerizacion
en emulsién del monémero: éste (1%, p/v, en
acetona) se incorpord, bajo agitacion (1200
rpm), a un medio acuoso con una concentracion
10 N de HNO; y un 1% (p/v) de pluronic® F-

29

68. Tras 3 horas de agitacion, se neutralizé con
cantidad suficiente de NaOH para asegurar el
final de la polimerizacion.

La incorporacién de DOX en las nanoparticulas
de PBCA se realiz6 por: i) adsorcion superficial
del farmaco en las particulas preformadas (t =
24 h.); vy, ii) incorporacion de DOX en la
solucion de acetona donde el mondmero esta
disuelto antes de polimerizar. En este ultimo
caso, se analizd la influencia sobre la
vehiculizacion de las concentraciones de
farmaco, monémero y tensioactivo. La
incorporacién (y liberacion) de DOX se
cuantificd mediante un método validado de
espectrofotometria UV-Vis (481 nm). La
liberacion de DOX se estudié mediante dialisis.
A continuacién, la actividad antitumoral in vitro
de las particulas cargadas con DOX (PBCA-
DOX) se investigd en la linea MCF-7 de cancer
de mama, utilizando el test colorimétrico MTT
(azul de tetrazolio). Las células MCF-7 se
incubaron con cantidades crecientes de PBCA
(control), DOX y PBCA-DOX. La dosis
equivalente de DOX fue 0.1, 0.2, 0.5 y 1.0 uM.
La actividad citotoxica se determind mediante el
célculo de la concentracion inhibitoria cincuenta
(ICs). Ademas, se evalué cualitativamente la
captacion intracelular de DOX mediante
microscopia de fluorescencia (470 y 570 nm).
Finalmente, se indujeron tumores sélidos
subcutaneos en ratones C57BL/6 con células
EQ771 de céncer de mama. Los grupos de
tratamiento (n = 10) fueron: suero salino
(control), PBCA (placebo), DOX (dosis: 10
mg/Kg) y PBCA-DOX (dosis equivalente a 10
mg/Kg de DOX). El tratamiento comenzd
cuando el tamafio de los tumores era ~ 75 mm®,
Los dias 0, 3, 6, 9 y 12 se administraron las
formulaciones via i.v., siguiéndose la evolucién
del tamafio del tumor. El estudio fue aprobado
por el Comité Etico de la Facultad de Medicina
(UGR). La toxicidad de las formulaciones se
evalué mediante seguimiento de la mortalidad,
dafio tisular, alteraciones en el comportamiento
y peso corporal relativo de los animales.

Todos los experimentos se realizaron por
triplicado y su analisis estadistico se realizd
mediante la prueba t de Student.

Resultados y Discusion: En comparacién con
el método de adsorcion superficial, se lograron
unos valores de entrapment efficiency (%) y
drug loading (%) significativamente mejores
mediante el método de absorcion en matriz. Por
ejemplo, si la concentracion utilizada de DOX
era 102 M (6ptima para la vehiculizacién), estos
parametros pasaban de ~ 22.3% y ~ 3.6%
(adsorcién) a ~ 49.3% y ~ 14.8% (absorcion),
respectivamente. De todas las variables que
podian afectar a la incorporacién de DOX en la
matriz de PBCA, solo la concentracion de este
farmaco tuvo wuna influencia significativa.
También resulté precisa una concentracion de
tensioactivo del 1% (m/v) para obtener
particulas adecuadas para la via parenteral.

La liberacion in vitro de este farmaco (figura 1)
se produce segln un proceso bifasico si se
incorpora en la matriz: rapida liberacion de la
DOX situada a nivel superficial (= 37% en 1 h.),
seguida de una fase lenta consecuencia de la
difusién del antitumoral o de la degradacion
polimérica por erosién superficial (completa en
24 h.). Sin embargo, si la DOX se incorpora por
adsorcion, el proceso termina en tan sélo 3 h.
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Figura 1. Liberacion de DOX (%), adsorbida
(o) o absorbida (m) en PBCA, en funcién del
tiempo de incubacion en PBS (pH 7.4) a 37 °C.

La citotoxicidad de PBCA-DOX en la linea
MCF-7 (ICsp = 0.1 uM) fue significativamente
superior a la de DOX en solucién (ICso = 0.5
uM) (p < 0.001). Tiempos de incubacion
mayores (48 y 72 h.) confirmaron estos
resultados. EIl analisis de microscopia de
fluorescencia puso de manifiesto como la
asociacion de DOX con PBCA acrecentaba
notablemente la intensidad de la fluorescencia a
el citoplasmatico y en el nicleo (t=1,2y 4
h.), lo cudl podria ser consecuencia de una
mayor entrada celular de DOX.

En cuanto a la actividad antitumoral de las
formulaciones en un modelo murino (C57BL/6)
de tumor sélido subcutaneo (células E0771)
(figura 2), puede apreciarse como las particulas
PBCA-DOX mejoran la actividad antitumoral
de esta molécula quimioterapica. La inhibicion
del crecimiento del tumor, en comparacién con
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DOX, resulto ser significativa los dias 21, 24 y
27 (p < 0.05) y muy significativa los dias 30 y
33 (p < 0.001). Al final del tratamiento (dia 12),
el desarrollo de la masa tumoral fue inhibido en
el 90% de los ratones tratados con PBCA-DOX.
Finalmente, no se apreci6 toxicidad alguna en el
grupo de animales tratado con PBCA-DOX.
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Figura 2. Actividad antitumoral de PBCA-

DOX (equivalente a 10 mg/Kg) y de una
solucién de DOX (10 mg/Kg), comparado con
el grupo control (suero salino) y el grupo
placebo (PBCA). Figura insertada: ejemplo de
masas tumorales de los grupos tratados con
PBCA-DOX y DOX (t = 33 dias).

Conclusiones: ~ Hemos  desarrollado  un
procedimiento reproducible para la sintesis de
nanoparticulas PBCA-DOX adecuadas para la
administracion  parenteral. Los  resultados
obtenidos en los estudios preclinicos realizados
abren una interesante via para el tratamiento
eficaz del cancer de mama.
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Introduccion: La elevada prevalencia de
enfermedades degenerativas y accidentes obliga
a prestar una atencion  creciente a
procedimientos de regeneracion de hueso y
cartilago que resulten una alternativa eficaz a
los trasplantes. Ademés de los andamiajes
rigidos cargados con proteinas morfogénicas, en
el tratamiento de defectos criticos pueden
resultar muy tiles los sistemas semisélidos
inyectables que adquieren una consistencia
elevada al entrar en contacto con el medio
fisioldgico. Estos sistemas se pueden implantar
por procedimientos minimamente invasivos, con
lo que la cicatrizacién es mas rapida y el riesgo
para los pacientes es menor. Recientemente, se
ha observado que los copolimeros de poli(6xido
de etileno) (PEO) y poli(6xido de propileno)
(PPO) de la familia de las poloxamina
A,_.m:o:_o@v pueden dar lugar a sistemas de
gelificacion in situ [1] biocompatibles con
osteoblastos y capaces de actuar como
implantes de cesion sostenida de proteinas
morfogénicas [2]. Ademas, algunas variedades
de poloxamina, como el T908, presentan por sf
mismas actividad osteoinductora, dando lugar in
vitro a una notable proliferacion de células
madre que, en unos dias, se diferencian a
osteoblastos y forman matriz mineralizada [2].
Otra alternativa a las proteinas morfogénicas y
que también busca reducir los costos del
tratamiento, es el farmaco hipolipemiante
imvastatina que, en un estrecho intervalo de
concentraciones, puede inducir la regeneracion
6sea [3]; si bien es muy hidrofébico y dificil de
formular. El objetivo de este trabajo es disefiar
sistemas  inyectables  viscoelasticos  que
combinen una elevada retencion en el defecto
critico con la capacidad osteoinductora de la
poloxamina T908 y la simvastatina. Para
optimizar la concentracién del copolimero
bloque, se ensay6 el efecto de la incorporacion
de o-ciclodextrina  (0-CD), que puede
engarzarse en los bloques PEO y actuar de
enlace entre los de cadenas adyacentes,
incrementando de forma muy notable la
viscoelasticidad del entramado [4].

Materiales y Métodos:
Preparacion de los geles. A partir de
disoluciones de T908 (BASF, Alemania) y de a-

31

CD (Wacker, Alemania) en tampon fosfato se
prepararon mezclas cubriendo entre 1y 13% de
T908 y de 0 a 9.7% de o-CD, y se almacenaron
a4,20y37°C.

Reologia. Se registraron los maddulos de
almacenamiento (G’) y de pérdida (G*’) de los
geles a 0.5 Pa en el intervalo de 0.5 a 50 rad/s
usando una geometria cono-plato (6 cm, 2°) a
10, 25 y 37 °C en un Rheolyst AR-1000N (TA
Instruments, UK).

HET-CAM test. La biocompatibilidad se evalué
depositando 0.3 ml de gel en la membrana
corioalantoidea de huevos incubados siguiendo
el protocolo ICCVAM [5].

Solubilizacién de simvastatina. Se incorporé
farmaco en exceso a 5 ml de gel y los sistemas
se mantuvieron a 25 °C y 50 rpm durante 5 dias.
A continuacion, los sistemas se filtraron, la
concentracion total de simvastatina disuelta se
cuantificd espectrofotométricamente a 239 nm
(Agilent 8453, Alemania) y su estabilidad
quimica se valor6 mediante HPLC a 238 nm
utilizando una columna LiChroCART RP-C18
(3.9 x 150 mm, 5 uM) a 25 °C, y acetonitrilo:28
mM tampon fosfato pH 4 (65:35, 1 mL/min)
como fase moévil isocratica Los tiempos de
retencion de las formas hidroxiacida y lactona
fueron 3 y 6 min, respectivamente.

Cesion de simvastatina. Se depositaron 2 ml de
gel en el compartimento dador de células Franz-
Chien y 6 ml de tampén fosfato pH 7.4 en el
receptor. Como separador se utilizd una
membrana de acetato de celulosa (0.45 pm,
0.785 cm?). A intervalos de tiempo, se retiraron
300 pL del receptor y se valord la simvastatina
por HPLC.

Actividad fosfatasa alcalina (ALP). Se
sembraron  células madre  mesenquimales
derivadas de tejido adiposo humano (StemPro,
Invitrogen, USA) en placas de 6 pocillos (3x10°
células/pocillo, 2.5 mL) y sobre soportes
Transwell se afiadieron 200uL de T908 (4 y
8%)/ a-CD (0 y 5%) geles conteniendo o no
simvastatina (0.08 y 8.5 uM). Como controles
negativo y positivo se utilizaron las células en
medio de cultivo y en medio osteogénico,
respectivamente. Tras 3, 7 y 12 dias de
incubacion, se determiné la ALP [2]. La
proliferacion celular se determiné mediante un
ensayo MTT [2].

G'yG' (Pa)

Resultados y Discusion:

Preparacion de los geles y caracterizacion
reolégica. La poloxamina T908 da lugar a
sistemas de gelificacion in situ a 37°C cuando su
concentracion es del 20%. La incorporacion de
a-CD al 5-7% permiti6 obtener geles
viscoelésticos con tan s6lo el 1% de T908
(Figura 1). Los geles se formaron en pocas
horas a 4 6 20 °C, resultando estables durante al
menos un mes. Proporciones mas bajas de a-CD
0 incubacion a 37 °C dio lugar a fenémenos de
separacion de fases. Todos los geles presentaron
una elevada citocompati ad en el test HET-
CAM.
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Figura 1. Mddulos de almacenamiento (G’) y
de pérdida (G’~) de dispersiones de T908 al 1, 4
y 8% en ausencia y en presencia de a-CD al 5%.

Solubilizacién y cesiéon de simvastatina. Las
dispersiones de a-CD y T908 presentaron una
elevada capacidad para solubilizar simvastatina,
incrementando su solubilidad aparente en PBS
entre 3 y 12 veces. Ademas, los geles
sostuvieron la cesion durante varios dias (Figura
2).
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Figura 2. Perfiles de difusion de simvastatina
en PBS a partir de dispersiones de T908 al 1y
2% en ausencia y en presencia de a-CD al 5%.

Actividad fosfatasa alcalina (ALP). El estudio
con células madre mesenquimales se inicié con
un screening de concentraciones de simvastatina
(0.08 a 42.5 uM equivalente a 0.01a 5 pM en el
medio de cultivo) con el fin de identificar la que
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da lugar a valores de ALP mas elevados. A
partir de los resultados de este estudio se
seleccionaron 0.08 y 8.5 uM simvastatina para
incorporarla en los geles.

Los estudios con células madre mesenquimales
confirmaron la elevada citocompatibilidad y el
efecto osteoinductor de las dispersiones de T908
y revelaron que la presencia de simvastatina
aumenta ain mas la ALP (Figura 3).
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Figura 3. Actividad ALP de células madre
mesenquimales en medio de cultivo (control
negativo), medio osteogénico estandar (control
positivo) y medio con T908 al 4%, sin y con o-
CD al 5%, y sin y con simvastatina a dos
concentraciones diferentes.

Conclusiones: La combinacion de poloxamina
con a-CD y simvastatina da lugar a inyectables
de elevada citocompatibilidad y con actividad
osteogénica, con propiedades reolégicas y de
cesion facilmente modulables.
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Introduccion:  Clasicamente, la via de
administracion tpica se ha utilizado para tratar
patologias locales o modificar el aspecto de la
piel. La piel humana conforma una barrera que
protege de forma muy efectiva al organismo
frente a la entrada de xenobidticos, de forma
que la mayoria de los farmacos no son capaces
de atravesarla en cantidad suficiente para dar
lugar a un efecto sistémico. En las dltimas
décadas, sin embargo, se ha demostrado que
determinados farmacos pueden difundir a su
través hasta generar niveles plasmaticos de
farmaco suficientes para dar lugar a un efecto
terapéutico sistémico, e incluso, toxicidad en
algunos casos. Este fendmeno representa un
problema importante para el tratamiento local.
Es el caso de la tretinoina, farmaco muy
efectivo en casos de acné, dermatitis crénica o
psoriasis’ pero que presenta una gran
teratogenia, de forma que las pacientes deben
también  recibir  terapia  anticonceptiva
suplementaria, con sus subsecuentes efectos
indeseados. Si ademés la aplicacion de este
farmaco ha de ser cronica, la calidad de vida de
los pacientes puede verse muy afectada. La
mometasona es un corticoide muy utilizado
también en casos de psoriasis 0 eccema, en que
las &reas de aplicacion pueden ser muy extensas
y, por tanto, el acceso de farmaco a sangre alto.
Los corticoides, a su vez, pueden producir
efectos secundarios muy graves que afecten al
metabolismo y reduzcan las defensas del
sistema inmunitario.

En este trabajo, se presenta una forma
farmacéutica de liberacion controlada para
farmacos lipdfilos de aplicacion tépica, como
son tretinoina 0 mometasona, basada en la
encapsulacion de farmaco en particulas
poliméricas de poli-caprolactona y formuladas
como hidrogel. El objetivo de este tipo de
formulacién es  conseguir la liberacion
controlada de farmaco para aumentar su
permanencia en la piel, el tejido diana, y
retardar la absorcién sistémica de grandes
cantidades de farmaco de forma rapida, con el
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fin de disminuir los efectos sistémicos
indeseados®.

Materiales y Métodos: Para cada farmaco, se
formularon  tres  lotes  diferentes  de
nanoparticulas en suspensién por el método de
deposicién interfacial de  Fessi®. Las
nanocépsulas se caracterizaron en términos de
tamafio, polidispersion, y morfologia. Para cada
farmaco se preparar6 un hidrogel con el farmaco
en suspension 'y otro con el farmaco
encapsulado, conteniendo  ambos  una
concentracion final de 0.05%. En el caso de la
tretinoina, el gel se preparé utilizando carbopol
(0.5%). Para la mometasona, se utilizé hidroxi-
etil-celulosa al 2%. Se realizaron ensayos de
permeabilidad a través de epidermis humana
separada por calor a partir de los hidrogeles,
utilizando células de difusion estaticas de tipo
Franz. Ademas, se estudio la permeabilidad de
farmaco a partir de una solucién de farmaco y
una suspensién de nanoparticulas, a titulo
comparativo. Los ensayos se realizaron en
condiciones de dosis infinita, 32°C, agitacion a
500 rpm, utilizando PBS pH 5.5/etanol (50:50)
como solucién receptora, para asegurar las
condiciones sink®*,

Por altimo, se realizaron estudios de penetracién
de farmaco a partir del gel de mometasona y del
gel de particulas de mometasona, mediante las
técnicas de tape-stripping y crioseccion®.
Resultados y Discusion: Las particulas
obtenidas presentaron forma esférica, incluso
después de ser incorporadas al gel (figura 1), un
tamafo de alrededor de 200 nm, con una
polidispersion inferior al 0.2, considerada
adecuada para este tipo de nanoparticula®.

En los estudios de permeabilidad, se puede
observar en ambos casos una disminucion de la
permeabilidad de farmaco formulada en forma
de nanocépsula o de hidrogel respecto a la
solucion (figuras 2 y 3). El efecto es mucho méas
acusado en el caso de la tretinoina (figura 2).
Ademéas, en este caso, la encapsulacion de
farmaco permite un control mayor de la
permeabilidad de tretinoina respecto del

hidrogel, independientemente de si se
incorporan al hidrogel.

En el caso de la mometasona, este efecto se
reproduce (figura 3). Si bien las formulaciones
con las nanocépsulas en suspension presentan
una  permeabilidad  ligeramente  superior
respecto al hidrogel, las diferencias no son
significativas. Ademas, se pudo comprobar por
microscopia la formacién de cristales de
farmaco dentro de la estructura del gel, que
actuarian como reservorio de farmaco. Este
efecto, junto con el efecto de la matriz del gel,
controlaria la liberacion final de farmaco. Sin
embargo, el efecto de las nanocapsulas en el
control de la liberacién de farmaco es mayor,
independientemente de la formulacién utilizada.

Figura 1: Imagen de un hidrogel no:a:_mz.am.:m:oo%mc_wm
de mometasona [escala = 100 nm (300,000x)].

Tretinoin Permeation through HHSE

Time (h)

Figura 2. Perfiles de permeabilidad de tretinoina a partir de
las distintas formulaciones.
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Figura 3. Perfiles de permeabilidad de mometasona a partir
de las distintas formulaciones.
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igura 4: Distribucién de mometasona en las distintas capas
de la piel
En la figura 4 se presentan los resultados
obtenidos  por  tape-stripping con la
mometasona. Se comprueba que tras un periodo
de incubacién de 2 h, el farmaco satura el
estrato corneo y permite el paso a capas mas
profundas de la piel, siendo mayor en el caso
del hidrogel. Estos resultados complementan y
son consistentes con los obtenidos en los
ensayos de permeabilidad.
Conclusiones:  Los  ensayos  realizados
demostraron que las nanocépsulas de poli-
caprolactona preparadas con ambos farmacos
presentan caracteristicas fisico-quimicas
adecuadas para su inclusién en formulaciones
tipo hidrogel y que son efectivas para el control
de la administracion de farmacos de forma
topica sobre la piel, resultando en formulaciones
que producen una mayor permanencia de
farmaco en el tejido diana y una menor
absorcion sistémica. Cabe esperar de estos
resultados pues una mayor eficacia y una menos
aparicion de efectos sistémicos adversos.
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ACQUIRING KNOWLEDGE ON ANTIBACTERIAL EFFECT OF BIOACTIVE GLASS BY
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Introduction: Bioactive glasses (BG) are
special systems composed by SiO,, CaO, P,0s,
and NaO that show bioactive behaviour due to
their ability of bonding soft and hard tissues
through complex reactions (1). BGs have been
employed for clinical use for a variety of
medical  applications, including surgical
orthopaedics and dentistry.

Bacterial colonisation of the used materials is
the most important reason of failure of these
surgeries. Antibacterial properties of BGs have
been studied by different authors (2). The wide
variety of biomaterials and conditions (bacteria
and antimicrobial conditions or  glass
pretreatment) in those studies hinder general
conclusions being obtained on the specific
factors that influence the bactericidal capacity
and the best combination of characteristics in
achieving the maximum antibacterial effect.
Artificial intelligence tools allow the treatment
of historical data and finding general or new
patterns from a dataset in a process named “data
mining” (3). In particular, the neurofuzzy logic
(NFL) approach combines the adaptive learning
capabilities from artificial neural networks with
the generality of representation from fuzzy logic
through simple rules. NFL has proven its
usefulness in modelling complex non-linear
relationships hidden in data, giving higher
accuracy in prediction than classical statistics
and helping the understanding of those
relationships between variables (3). The aim of
this study was to establish general conclusions
about BG antibacterial effect from an extensive
database from literature, finding the specific
factors that influence the results of bactericidal
capacity of BGs experiments using NFL
approach

Materials y Methods:

A large database (348 facts) on antimicrobial
properties of several bioactive glasses was
generated from 10 previously published articles
from 2000 to 2010. The growth index was
modelled using 21 variables or inputs that can
be classified into three groups. BGs
characteristics  [production  method, BGs
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composition regarding compound concentration
(SiO,, CaO0, Na,0O, P,0s, MgO, K,0O, Al,O3,
B,03;, Ag,0, CuO) (w/w %), particle size (um),
morphology as nanoparticles, powder, particles
and fibres and BG concentration (mg/mL)].
Bacterial characteristics [microorganism specie
including S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis,
E. coli, P. aeruginosa and S. typhi, and
morphology  (bacillus or coccus)] and
microbiological experimental conditions
[bacterial concentration (CFU/mL), culture time
(h) and culture media (buffered solutions and
nutrient solution)].

The output recorded was the growth index (Gl),
measured as a function of the number of
survival bacteria colonies. Absence of growth
(Gl= 0) indicates bactericidal effect. Very
sparse, sparse and moderate values of GI (Gl=1
between 0-5 colonies, G=2 between 5-50 and
G=3 between 50-300 colonies, respectively
indicate moderate growth. The growth index of
4 (>300 colonies) indicates no effect.
Commercial NFL software, FormRules v3.31
(Intelligensys Ltd, Stokesley, UK) was used.
The training process was conducted, in the same
way, as reported previously by other authors (4).
Results and Discussion:

The common factor in the published studies on
antibacterial properties of BGs is the great
variability in the conditions used with regard to
the bacteria types, compositions and sizes of
BGs as well as microbiological parameters used.
In this situation to establish general conclusions
on the optimal BGs properties to assure
antibacterial activity is a complex task.

The 21 inputs and the corresponding growth
index reflect the main variables (independent
and dependent) included in the articles from
literature. The large database on antibacterial
properties of BGs materials was successfully
modeled (train set r* = 76.31, computed f-
ratio=5.81 with 19 and 348 f.d., «@<0.01)
allowing the selection of the critical factors or
inputs which accurately explain the variability
of the growth index, selected as output.

Fig. 1 presents the four sub-models considered
by NFL to explain the GI variability and the
inputs included by them. It is interesting to note
the reduced number of inputs, five (SiO, and
Ag,0 concentration, BG concentration, bacteria
specie and bacteria concentration) out of the
twenty one that NFL had selected as the ones
having an important effect on the growth index

or, in other words, enough to explain Gl
variability. Therefore, the sub-models generated
pointing out a significant input interaction of
SiO, and BG concentration (in purple) as the
main effect and the interaction of BG
concentration and bacteria specie, the single
effects of Ag,O and bacteria concentrations
affecting growth index (Fig. 1).
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Figure 1. Submodels with indication of significant inputs that explain variability of growth index (GI)
and set of IF...THEN rules and corresponding confidence levels generated by NFL

NFL technology allows a set of “IF.... THEN”
rules per sub-model with their corresponding
membership degrees to be generated (3). Using
those rules, Neurofuzzy generates
understandable and reusable knowledge on the
antibacterial activity of BGs.

The meaning of Low, Medium and High
depends on the range of dataset values for
variables BG, Ag,O, bacteria and SiO,
concentrations (explanation at reference 3).
Surprisingly, antibacterial effect cannot be
explained by particle size or production method
as indicated by other authors. BG bactericidal
effect depends mainly on BG chemical
composition and its dissolution properties in the
surrounding medium. Model indicates that BG
has no effect when its concentration in the
experiment is low and the silicon concentration
is medium or high (submodel 1, rules 2 and 3)
or the BG concentration is high and the silicon
concentration is also high (submodel 1, rule 6).
Our findings agree with previous authors which
correlate BG antibacterial properties with the
immediate release of alkaline species. The
higher the silicon concentration the lower the
alkaline species that can be release to the
medium and the lower its bactericidal effect.
From our results, it can also be deduce that
silver is decisive for the BG antibacterial
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activity (submodel 2, rule 8). Its effect is

confirmed when the Ag,O concentration is

higher than 1.5%.

The significant effect of the interaction, BGs

concentration and the bacterial specie points out

differences in the susceptibility of bacteria

treatment with BGs, E. faecalis and S. typhi

being the most resistant species (submodel 3,

rules 9, 10 and 14). Those differences can be

explained by variations in the structure and/or

association of bacteria.

Conclusions: NFL was able to model an

extensive database of historical results on

bioactive glasses, to determine the critical

variables that explain their antibacterial activity

and to present conclusions in an explicit format.
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Introduction: Glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF), a promising
therapeutic agent for Parkinson’s disease (PD),
is a naturally occurring protein found in the
brain that promotes dopaminergic neurons
growth, regeneration and protection. Different
approaches comprising cell grafts, gene
therapies and direct delivery methods using
infusion pumps have been attempted (1).
Results obtained in PD animal models were
confirmed by two phase | trials carried out i
PD patients (2-4). These studies consisted on
the intraputaminal delivery of the ‘naked’
protein through an infusion pump. However, by
using a similar approach, a double blind phase 11
trial did not confirm earlier expectations and
GDNF was withdrawn from clinical trials due to
lack of efficacy and safety concerns such as the
appearance of blocking antibodies against
exogenous unglycosylated GDNF (5). Efficient
GDNF brain concentrations using existing
delivery methods require repeated injections or
pump reservoir refilling and are difficult to
sustain, due to protein degradation in solution
and to GDNF low penetration when injected
intracerebroventricularly. GDNF encapsulation
in biodegradable and biocompatible
microparticles (MP) could represent a valuable
therapeutic approach. GDNF-MP efficacy was
assessed by our group in a PD rat model
showing that GDNF-MP were able to achieve
long-term neuroprotection and neurorestoration
and demonstrating that MP were an efficient
vehicle for sustained neurotrophic factor
delivery to the brain (1,6).

Objetive The m

objective of this work was

to elucidate if the controlled release of GDNF
through MP drug delivery systems in a primate
PD animal model is a useful strategy for (i)
improving motor performance and (ii) restoring

the striatum  dopaminergi
without leading to safety concerns.

reinnervation,

Material and Methods: Human recombinant
glycosylated GDNF expressed and purified by
our group was used in these studies (7,8).
GDNF-MP were prepared and characterized as
previously described (1). Briefly, GDNF-MP
were prepared by solvent extraction/evaporation
method using Total Recirculating One Machine
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System  (TROMS)  technology.  GDNF
encapsulation efficiency was quantified by
Western Blot. Released GDNF bioactivity was
assessed using the PC-12 cell line as described
(1). Animal handling was conducted in
accordance with the European Council Directive
86/609/EEC. The experimental design was
approved by the University of Navarra Ethical
Committee for Animal Testing (CEEA/050-11)
as well as by the Health Department from the
Navarra Government (ES/31-2016-000001-US).
Ten adult male Macaca fascicularis monkeys
were used in the study. Animal basal motor
function was assessed using clinical rating
scales (CRS). Basal dopaminergic function was
measured by 'C-(+)-a-dihydrotetrabenazine
positron emission tomography (*'C-DTBZ
PET). This radioligand binds specifically to the
vesicular monoamine transporter and is use as a
dopaminergic  innervation marker.  Blood
samples were obtained at various point times
before and after treatment to evaluate serum IgG
antibody response against GDNF. In order to
evaluate fine motor skills, animals were trained
on a hand-reach test. To create the animal
model, primates were lesioned with the
dopaminergic neurotoxin 1-methyl-4-phenyl-
1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). MPTP was
weekly administered intravenously (0.5mg/kg)
until each monkey reached a stable parkinsonian
syndrome. The severity of the MPTP-induce
parkinsonism was evaluated using CRS and *'C-
DTBZ PET. Only macaques with parkinsonian
syndromes stables for at least 2 months after last
MPTP injection were enrolled in the study.
Macaques were randomly assigned to receive
unilateral administration of either GDNF-loaded
MP or non-loaded MP. Each monkey received
25 ng of GDNF divided in four implantation
sites within the putamen. Animal motor function
was evaluated weekly after treatment using
CRS. In order to assess changes in the
dopaminergic terminal integrity, the
dopaminergic function was measured by 'C-
DTBZ PET every 90 days. Nine months after
MP  injection animals were perfused
transcardiacally ~ with a fixing solution
containing 4% paraformaldehyde in 0.125 M
phosphate buffer, pH 7.4. Coronal sections (40
um thick) were used for immunohistochemistry
studies.

Result Human glycosylated GDNF was
successfully microencapsulated in MP using
TROMS technology. The mean particle size
measured by laser difractometry was 39 pm
which was totally compatible with stereotaxic
injection according with previous studies. Drug
entrapment efficiency was 70%. The in vitro
bioactivity assay with PC-12 cells showed that
released GDNF from MP was biologically active.
The potential neurorestorative effect exerted by
microencapsulated GDNF was next evaluated in
a PD primate model. GDNF dose appeared to be
well tolerated and no apparent safety or toxicity
concern after GDNF-MP putaminal delivery was
observed. None of the macaques showed weight
loss, a common side effect observed after GDNF
administration. Microencapsulated ~ GDNF
improved bradycinesia, rigidity and postural
instability, the main cardinal PD symptoms. CRS
scores improved steadily after treatment in
GDNF-treated animals compared to control
animals for most time periods. The performance
on the hand-reach task was also improved in
GDNF-treated animals. Six-month PET scan
showed a bilateral increase in *'C-DTBZ uptake
in GDNF-MP treated monkeys while non-loaded
MP animals did not showed a significant change
from baseline in 'C-DTBZ uptake in either
hemisphere (Fig 1).

Fig 1: *'C-DTBZ PET images before and after treatment with
GDNF-MP  and  with  non-loaded-MP.  GDNF-MP
administration induced a progresive increase in the
radioligand uptake in the target areas (striatum; caudate and
putamen).

The increase in **C-DTBZ uptake was correlated
with improvements in the CRS. Postmortem
analysis confirmed increased dopaminergic
activity and showed enhanced tyrosine
hydroxilase-positive fiber innervation of lesioned
putamen (Fig 2). Further histological studies are
currently being performed in order to fully
characterize GDNF-MP long term effect and to
elucidate the mechanism by which GDNF exerts
its neuroprotective/neurorestorative effect.
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Fig 2: Coronal section through the primate brain taken at the
ne decussation of the anterior commissure level. (A)
Low-power photomicrograph showing the left and right
putamen. Square areas indicated by dashed lines show the
places from which the insets were taken. (B) Higher-power
photomicrograph taken from panel A showing tyrosine
hydroxylase-positive (TH®) fibers density within the left
putamen following GDNF-loaded MP delivery. (C) Panel
ustrating the deposit of GDNF-loaded MP. (D) Higher-
power photomicrograph showing TH* fibers density within
the right putamen. By comparing B&D it becomes evident
that GDNF slow release from the MP induced an increase on
dopaminergic terminals density. Such increase is maintained
in putaminal territories located far away from the implanted
site.

Conclusions: GDNF-MP  showed long-term
neuroprotection and neurorestoration in a primate
model of PD demonstrating that MP are an
efficient vehicle for sustained neurotrophic factor
delivery to the brain. GDNF-MP might be a
viable therapeutic strategy for PD patients.
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Introduccion:

En general la comunidad cientifica acepta que
las drogas de abuso generan cambios en
determinados sistemas del cerebro que perduran
largo tiempo después de abandonar su consumo.
La naturaleza duradera de estos cambios sitlia a
los individuos adictos en un estado de elevado
riesgo de recaida; de hecho, algunos autores
han estimado que el riesgo de recaida es mayor
del 60% en el primer afio que sigue al abandono
del consumo (1). La adiccion al alcohol no es
una excepcion: las recaidas en el consumo de
alcohol son uno de los problemas mas
importantes con los que se enfrentan tanto el
paciente alcohdlico sometido a tratamiento
deshabituador como el equipo clinico que lo
trata.

Actualmente, so6lo existen tres moléculas
autorizadas como farmacos anti-recaida para el
tratamiento del alcoholismo y su eficacia clinica
puede considerarse moderada. En los Gltimos
afios los trabajos realizados por diversos grupos
de investigacion sugieren que el principal
metabolito del etanol, el acetaldehido (ACD), es
el responsable, al menos en parte, de ciertos
efectos neuroconductuales que explicarian la
adiccion al alcohol (2). Dada la alta reactividad
del ACD, la administracion sistémica de
sustancias capaces de reaccionar quimicamente
con el ACD - en otras palabras, “de
secuestrarlo” in vivo- podria, potencialmente,
suprimir o atenuar estos efectos del etanol
abriendo nuevas posibilidades para la
prevencion de las recaidas. Una de estas
sustancias es la D-penicilamina (DP): se trata de
un farmaco ya comercializado para otros fines y
con una elevada capacidad para secuestrar al
ACD. Nuestro grupo ya ha comprobado en
trabajos previos la capacidad de esta molécula
para suprimir de un modo dosis-dependiente
algunos de los efectos del etanol sobre el
sistema nervioso central. En este trabajo
pretendemos analizar con mas detalle su
potencial uso como agente anti-recaida y para
ello, perseguimos alcanzar los siguientes
objetivos:

(1) evaluar la eficacia de la DP para prevenir las
recaidas en el consumo del alcohol en un
modelo animal de consumo crénico de
etanol a largo plazo.

(2) determinar las concentraciones de farmaco

en plasma y en tejido cerebral que se asocian
con la eficacia farmacoldgica.

Materiales y Métodos:

Se emplearon 41 ratas macho de la raza Wistar,
que se sometieron a un protocolo de
alcoholizacion a largo plazo que facilita la
manifestacion de las recaidas en el consumo (3).
La recaida puede cuantificarse a través de la
medicion del conocido como fendmeno ADE
(“Alcohol Deprivation Effect”). Todos los
experimentos se desarrollaron entre la
finalizacion del 5° periodo de abstinencia y el
comienzo del siguiente periodo de re-
exposicion. Los animales contaban en ese
momento con un historial de consumo de
aproximadamente 9-10 meses. El consumo de
alcohol mostrado por cada animal siempre se
expresa como gr de etanol/kg/dia

Experimento 1: Efecto de la administracion
subcutanea de DP en el fenémeno ADE.

A cada animal se le implanté quirGrgicamente,
dos dias antes de la reintroduccién del etanol,
una mini-homba osmética ALZET® 2ML1 a
nivel subcuténeo. Cada bomba liber6 a
velocidad constante y durante una semana una
de las siguientes soluciones: Agua (n=8), DP
0.25 mg/h (n=9) o DP 1 mg/h (n=8). La ingesta
basal se determind a partir de la media
aritmética del consumo de etanol cada 24 horas
cuantificado durante los tres dias previos al
comienzo del quinto periodo de abstinencia
(valores “B;”, “B,” y B3 de la figura 1A). El
consumo de alcohol tras la re-exposicion del
animal al mismo, se cuantificd durante 4 dias
(post-abstinence days en la Figura 1A).

brtinence days T, Post-abstinence days

DEPRIVATION (13 daya)

T
B1 B2 B3

Figura 1. (A) Protocolo seguido en el experimento 1. (B)
Protocolo seguido en el experimento 2.

Experimento 2: Determinacion de niveles de DP
en plasmay cerebro.

Los animales empleados en este experimento
fueron sometidos al mismo protocolo de
alcoholizacion y quirGrgico anteriormente
descrito. Un total de 16 animales fueron
utilizados para determinar la concentracién de
DP en plasma y cerebro tras la administracion
subcutanea de DP a las velocidades de 0.25
mg/h (n=8) y 1mg/h (n=8). Las concentraciones
de DP se determinaron los dias 2 (subgrupo
n=4) y 7 (subgrupo n=4) después de la
implantacién de la bomba, correspondiendo a
los dias 0 y 5 post-abstinencia del experimento
1 (ver Figura 1B). Las muestras de sangre (0.2-
0.3 ml) se recogieron con jeringuillas
heparinizadas a las 12:00 am. del
correspondiente. Tras el muestreo de sangre, las
ratas fueron inmediatamente sacrificadas con
objeto de muestrear dos regiones distintas del
cerebro (cerebro anterior y cerebro medio) que
fueron procesadas en el momento para su
andlisis.

El andlisis de las muestras emple6 un método
cromatografico de HPLC con deteccion
electroquimica  desarrollado  en  nuestro
laboratorio a partir de dos protocolos anteriores
(4,5). El limite de deteccion del método se
establecio en 0.004 pg/ml.

Para el andlisis de los datos se empled un
ANOVA mixto seguido por la prueba de
Bonferroni cuando se detectaron diferencias
significativas.

Resultados y Discusion.

Experimento 1: Efecto de la administracion
subcutanea de DP en el fenémeno ADE.

Los cuatro dias posteriores a la re-introduccion
tras el quinto periodo de abstinencia
observamos el tipico incremento en el consumo
de alcohol indicativo del fenémeno ADE en el
grupo control (Figura 2A). Aparentemente la
administracion de DP redujo el ADE de forma
dosis-dependiente. EI ANOVA mixto confirmé
una interaccion significativa (F(8,88)=2.24;
p=0.031). El andlisis post-hoc demostréd que
s6lo la administracion subcuténea de DP 1mg/h
fue capaz de suprimir el ADE durante los cuatro
dias post-abstinencia. No ocurrié esto con la
dosis de DP 0.25 mg/h.

La preferencia por el etanol total y el consumo
total de liquido se muestra en la Figura 2B y 2C
respectivamente. Como se puede observar, tras
dos semanas de abstinencia la preferencia se vio
incrementada significativamente (F(8,88)=3.74;
p=0.02) en los grupos control y DP 0.25 mg/h
respecto a su basal. Sin embargo, los animales
tratados con la dosis grande de DP no mostraron
cambios significativos en ninguno de los 4 dias
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post-abstinencia (p=0.877, p=0.154, p=0.973
and p=0.505). Finalmente, la ingesta
total (Figura 2C) no se vio modificada.

Sl MM
M”._._.___”____”__W._ ; _________

Figura 2. Resultados del experimento 1. (A) Ingesta de
ettanol, (B) preferencia de etanol e (C) ingesta total liquida.
Los datos son valores medioste.e. Los asteriscos reflejan
diferencias significativas respecto al basal (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001). Las diferentes letras (a,b) indican
diferencias significativas respecto a los grupos en cada dia
post-abstinencia. (p<0.05).

Experimento 2: Niveles de DP en plasma y
cerebro.

Los niveles de DP en plasma oscilaron entre
0.4-0.5 pg/ml en plasma en los dias 2 y 5 para el
grupo DP 0.25mg/h y entre 2.8-4.3 pg/ml para
el grupo DP 1mg/h. Para los dos velocidades de
infusion ensayadas, los niveles plasmaticos en el
fa de muestreo 5 tendieron a ser superiores a
los obtenidos en el dia 2, aunque no se
detectaron diferencias significativas.

Por otro lado, no se detecté DP en cerebro de
los animales del grupo DP 0.25 mg/h,
independientemente de la region analizada. Sin
embargo, en el grupo DP 1mg/h, los niveles de
DP en cerebro constituyeron alrededor del 2-3%
de los encontrados en plasma.
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Introduccién: La permeabilidad intestinal es una
propiedad farmacocinética relacionada con el proceso de
absorcién y desempefia un papel importante en el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos y en los
estudios de bioequivalencia de compuestos genéricos.
Las células Caco-2 es un método in vitro, de bajo costo y
con una alta capacidad de cribado, que se utiliza para el
estudio de la permeabilidad intestinal (1). Por 98 lado,
los métodos in silico han sido ampliamente utilizados
para predecir la permeabilidad intestinal y aunque varios
modelos han mostrado adecuados valores de exactitud y
precision en la prediccion de esta propiedad, su uso
préctico ha estado limitado debido a la utilizacion de
bases de datos pequefias, la alta variabilidad de los datos
de permeabilidad y la pobre validacion externa. En este
sentido los objetivos del estudio son: 1- Desarrollar
reglas, basadas en propiedades moleculares simples, y
modelos de relacién cuantitativa estructura-propiedad
(QSPR) para clasificar la permeabilidad intestinal en
células Caco-2 y 2- Validar las predicciones
computacionales utilizando un set externo de
compuestos.

Materiales y Métodos: Se colecté la mayor base de
datos puablica de compuestos con valores de
permeabilidad en Caco-2 (~1300 compuestos) y se
utilizé para el desarrollo de los modelos in silico. Dos

valores de corte se utilizaron para dividir la data en
compuestos con ALTA (H), MODERADA (M) y BAJA
(L) permeabilidad: Papp > 20x10cm/s (Metoprolol, alta
permeabilidad) y Papp < 0.7x10° cm/s (Manitol, baja
permeabilidad). Veintidos compuestos fueron utilizados
como un set de prediccion externo. Un total de 265
descriptores moleculares (0D-1D) fueron calculados con
los programas DRAGON, VolSurf y CDK. Un total de
21 propiedades fisico-quimicas se seleccionaron para
obtener las reglas. Los pardmetros de mayor influencia
sobre los valores de permeabilidad se determinaron con
el clasificador OneR (Weka). Cada clasificador se
obtuvo por un procedimiento de validacion cruzada (10
veces) y se compararon los valores de sensibilidad y
especificidad de la curva ROC. Los parametros mas
relevantes fueron graficados por pares para una mejor
visualizacién de las reglas basadas en dos propiedades.
El error estandar se utiliz6 para la seleccién de las reglas.
Las mejores clasificaciones basadas en 1y 2 propiedades
fueron ensambladas en un regla de 3 propiedades.

Para el desarrollo de los modelos QSPR se utilizaron
1006 compuestos para la serie de entrenamiento y 283
para la de prediccion. Se desarrollaron 5 modelos de
arboles de clasificacion, utilizando 97 descriptores
moleculares previamente seleccionados y se siguié la
siguiente metodologia (Figura 1):

REWALRDATION

A 5 A e

Figura 1. Procedimiento de tres etapas para la clasificacion de las diferentes clases de permeabilidad en Caco-2, utilizando

modelos consenso.

Resultados y Discusion: De las 21 propiedades fisico-
quimicas evaluadas, el Area Superficial Polar (PSA) es la
que mejor describe las variaciones en la permeabilidad
(66.4% de la data), lo que est4 en correspondencia con su
rol en el transporte a través de la membrana y en la
absorcion de farmacos (2, 3). Otras propiedades
relevantes fueron el peso molecular (MW), el coeficiente
de particion (MLogP) y el coeficiente de distribucion
(LogD7.5) con un 60.7%, 61% y 60.6% de clasificacion
de la permeabilidad, respectivamente. Para explicar el
caracter multifactorial de la permeabilidad, se evalué6 la
interaccion entre descriptores. A pesar de la excelente
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correlacion entre el PSA 'y el coeficiente de
permeabilidad, este descriptor tiene una alta correlacion
con el resto de propiedades fisico-quimicas. En este
sentido, para la clasificacion basada en dos propiedades,
el MW y el LogD7.5 mostraron los mejores resultados,
alcanzando un 72.1% de clasificacion para los
compuestos con alta permeabilidad y un 64.3% para los
de baja. Sin embargo, la combinacién de las 3
propiedades permiti6 una mejor clasificacion de la
permeabilidad en Caco-2. Un 78% y 70% de los
compuestos con alta y baja permeabilidad fueron
adecuadamente predichos (Figura 2).

Figura 2. Diferentes reglas de clasificacion de la permeabilidad en Caco-2, basadas en 1, 2 y 3 propiedades fisicoquimicas.

Para el desarrollo de los modelos QSPR, se obtuvieron
un total de 15 modelos de clasificacion para las tres
clases seleccionadas (ver Figura 1). Tres de los 5
modelos en cada grupo se utilizaron para obtener
modelos consenso Yy su seleccion se basé en la capacidad
de clasificacion del set prediccion externa (Figura 3). La
prediccion final para el sistema de modelos consenso
evidenci6 buenos resultados, siendo la clasificacion en la
serie de entrenamiento para los compuestos de H, My L

%

L p="""
n= 1%

permeabilidad 78.4%, 76.8 'y 79.1%, respectivamente. En
el caso de la serie de prediccion la exactitud en la
clasificacion fue de un 78.6% para los de alta
permeabilidad, 71.1% para los de moderada y de 77.6%
para los de baja permeabilidad.

Los modelos desarrollados por ambas metodologias
(reglas y QSPR) fueron utilizados para clasificar un set
externo de validacion. Los resultados que se muestran en
la Tabla 1 evidencian un 77.3% de buena clasificacion.

- Cless
n= A

O e e
— —"
— ——
— —
— —

Figure 3. Seleccion de los modelos de arboles de clasificacion para el voto consenso, basado en la prevalencia de clasificacion

del set de prediccion externo.

Tabla 1. Resultados de la clasificacion del set de validacion externa.

Compuestos Perm (R-3P) Perm QSPR.  Perm Caco-2  Compuestos Perm (R-3P) Perm. QSPR. Perm. Caco-2
ASA ML M H Furosemida L L L
Amoxicilina L M M Indometacina MH H H
H H H Naproxeno H H H
Atenolol ML M M Norfloxacin ML M M
Cafeina H H H Paracetamol H H H
Carbamazepina H H H _uSn-m:o_o_ H H H
Celiprolol MH H L ML M M
Cimetidina ML M M Terbutalina ML M M
Colchicina MH M M Teofilina ML H H
Cortisol MH H H Verapamilo MH NC H
Fexofenadina ML L L Vinblastina ML M M
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Introduccion. El estudio in vitro de la
permeabilidad de farmacos utilizando
monocapas cao-2 permite, ademas de
determinar la permeabilidad del farmaco debido
a la difusion pasiva, estudiar la funcion que
desempefian diversos sistemas de transporte que
afectan a la absorcién y biodistribucion de los
farmacos y el metabolismo intracelular (1, 2). El
pardmetro mas utilizado para expresar los
resultados es la permeabilidad aparente o

efectiva (P, LT ) calculada mediante la
ecuacion,
AXg I At
Sc,
Donde Axy /Ates lavelocidad media de
entrada del farmaco en el compartimento
receptor (MT™); S, la superficie de la

P= (ec. 1)

monocapa celular (L?); ¢, , la concentracion de
farmaco en el compartimento fuente que se
supone constante durante el experimento. La
identificacion de los mecanismos activos de
transporte se basa en comparar las
permeabilidades aparentes en direccion apical —
basolateral (P,y) y basolateral — apical (Pg, ),
asi como el efecto que tienen los inhibidores del
transporte. La ecuacion 1 se deriva de la primera
ecuacion de Fick en estado estacionario
suponiendo ademas que se dan las condiciones
de sumidero (concentracion de farmaco en el
compartimento receptor despreciable). La
constatacion de que las células caco-2 expresan
distintos sistemas transportadores de formacos
en los lados apical y basolateral, asi como la
posibilidad de metabolizacién intracelular del
farmaco, ha llevado diversos autores a proponer
el modelo de tres compartimentos; en la figura 1
reproduce el publicado por Sun y Pang (1). Es
bien conocido que las funciones del tiempo
derivadas de los modelos n — compartimentales
son, en principio, funciones n — exponenciales y
la justificacion del empleo de la ecuacion 1 se
ha basado en el anélisis de simulaciones
numéricas. El objetivo de esta comunicacion es
derivar la relacion existente entre la ecuacion 1
y las funciones del tiempo derivadas del modelo
de Sun y Pang cuando se da la condicion
necesaria y suficiente que el sistema se
encuentre en estado transitorio. Tanto el
desarrollo analitico del modelo como las

Laguna
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simulaciones numéricas se realizaron utilizando
el programa de algebra simbélica wxMaxima
(http://sourceforge.maxima.net).

Modelo. La solucién general de los sistemas
lineales homogéneos en el dominio de Laplace
es:

x(8)=(s1-K) ™%, (ec. 2)

Donde X(s)es el vector de funciones
(racionales) en el dominio de Laplace; 1, la
matriz unidad de dimensiones nx n; K, la
matriz del sistema,

ki, Ky 0
K= ky —kyp ks (ec. 3)
0 Ky —Kg

La interpretacion de las constantes de velocidad
se deriva de la figura 1. El vector de
condiciones iniciales x, es igual a [x,,,0,0]"
cando el experimento es en direccion basolateral
—apical o igual a Hob,xo_wﬂ cuando es el

direccion apical — basolateral. En el problema
que nos ocupa pueden darse dos casos; primero,
. . n .
siparai=1..n k= j1k; el sistema es
i
cerrado y una de los autovalores de K es igual a
cero y los n — 1 restantes son reales negativos;

. . n
segundo, siparai=1...n k; > _H_A__ el

sistema es abierto y los n autovalores son reales
negativos'. En el contexto del modelo en
estudio, la primera situacion se da cuando Cl
=0. Para que la velocidad de entrada en el
compartimento receptor sea constante deben
darse dos condiciones. Primero, la condicion de
sumidero, ¢y, ~00 C,,~0, segln seael
compartimento receptor; la condicion de
sumidero puede ajustarse modificando el
volumen del compartimento receptor o mediante
el drenaje continuo del farmaco. Segundo, debe
darse la condicion de estado transitorio, es decir,
dc
cel~Q (ec. 4)

dt
Obviamente la situacion de estado transitorio
estricta solo se alcanza para un instante
determinado, razén por la que hemos relajado su

met

definicion; por lo tanto, si el transporte es, por
ejemplo, en direccion apical — basolateral,

dc, 1 ET
—=0=-_—_(Cl,+Cl c ec. 5
Gy (Cla+Clan el (ec.5)
Por otro lado, en condiciones de sumidero,
Om._. nu_a +O_m_um Xo Amn. mv

a
Las ecuaciones 4 - 6 explican por qué la
velocidad de entrada en el compartimento
receptor es constante durante un cierto tiempo y
proporcional a la concentracién inicial en el
compartimento fuente (apical).
Otro punto de interés, el tiempo necesario para
alcanzar el estado transitorio, puede analizarse
directamente a partir de la matriz del sistema.
Una de las propiedades de los autovalores de
esta matriz es que max(i;) > max(k; ) ; debido

al bajo valor de V,,, (10— 15 pl, referencia 1),
k,, € mucho mayor que las restantes constante

de velocidad de salida de los compartimentos y
el estado transitorio en el compartimento celular
se alcanza en menos de un minuto.

T Cly +2Cl, +Clyy V)

Simulacion. Hemos comparado la solucién
general del modelo con la simplificacion
introducida a través del estado transitorio
simulando el modelo tomando valores dentro de
los intervalos utilizados por Sun y Pang. Como
resumen de los resultados obtenidos se muestran
las figuras generadas con los valores siguientes;
(volimenes en ml; aclaramientos en ml/min):
V,, = 150; V,, = 2,50; V,, = 11,5610 ; Cl, =
0,20; Cl,,=0,50; CI
iniciales fueron x, =[0,0,100]" . Las constantes
de velocidad calculadas fueron 95,23; 0,122 y
0,0158 min™. La figura 2 muestra las curvas
predichas por el modelo donde se aprecia como
el compartimento celular alcanza la
concentracion maxima casi de forma
instantanea. En la figura 3 hemos incluido los
niveles predichos para el compartimento
receptor (basolateral) y celular, junto con la
curva calculada considerando el estado
transitorio y la condicién de sumidero
(ecuaciones 4 - 6; linea de puntos); hemos
reducido la escala de ordenadas al intervalo 0 —
5y de tiempo a 0 — 1 minuto para apreciar con
claridad como el estado transitorio se alcanza
répidamente.

=0,20. Las condiciones

met

Conclusiones. Hemos justificado el uso de la
ecuacion 1 en el marco del modelo de Sun'y
Pang bajo la hipétesis de que estamos
trabajando en condiciones de sumidero y en
régimen de estado transitorio. El valor de la
permeabilidad efectiva, en términos de los
parametros del modelo de Sun y Pang se deduce

inmediatamente de las ecuaciones 5y 6. La
determinacion de los parametros del modelo
requeriria el bloqueo selectivo de los procesos
de transporte y metabolizacion.

Figura 1. Modelo de tres compartimentos de
Suny Pang (1)

Figura 2. Perfiles de concentracion — tiempo
simulados

Figura 3. Perfiles de concentracion tiempo en el
compartimento receptor, compartimento celular
y valores predichos en estado transitorio y
condiciones de sumidero (linea de puntos)
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Introduction: Vivia009 is a patented new drug
indication that targets B cell population
overproliferation in Non-Hodgkings lymphoma
(NHL) patients. NHL are a heterogeneous group
of malignacies of the lymphoid system that
includes any kind of lymphoma except the
Hodgkin’s lymphoma.

The rapid expansion of nanoparticle research
demands new technologies that will enable
better interpretation of experimental data and
assistance in the rational design of future
nanoparticles. Recently, great efforts have been
made in the study of the biodistribution, toxicity
and medical applications of nanoparticles (89).

Physiological based pharmacokinetic models
(PBPK) are based on the anatomical structure of
the living systems, with each important organ or
tissue listed as an individual compartment. All
compartments are interconnected through the
mass transportation among them. PBPK help
mulate the concentration-time profile of a drug
in a species by integrating the physicochemical
properties of the compound with the physiology
of the species. The applications of PBPK
modeling for nanoparticles have appeared as
early as 2006 (8).

The aim of this project was to develop an
integrated PBPK model capable to describe
simultaneously the biodistribution of Vivia009
and its main metabolite, after the free drug’s
administration or MP.

Materials and Methods: Fifty-one rats divided
in two groups were treated with 0.75 mg/kg of
either free drug (free009) or MP given as a
bolus. At time points 0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 1, 2,
4, 6 and 24 hours, three animals were sacrificed.
Samples of plasma, axillary lymph node, brain,
spleen and bone marrow were collected to
measure  Vivia009 and its  metabolite
concentrations. Data regarding blood flows and
tissue volumes were taken from literature (1-4).
Modelling and simulations were performed with
NONMEM version VII using the naive pool
data approach.

Results and Discussion: Model development
took part in three steps: first, the free009 model
was developed consisting of 6 anatomical
compartments (blood, brain, bone marrow,
lymph node and rest) connected to each other in
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an anatomical fashion via blood flow (Figure 1,
middle part). Secondly, the same six
compartments were added for the metabolite,
produced in the liver and included in the rest
compartment (Figure 1, right part) and bound to
the free009 model through the hepatic
clearance (Fm x CL). Finally, microparticle
model is bound to the free009 model through
the in vivo release constant (Kge) within the
tissues (Figure 1, left part).

R ARG

Figure 1.- PBPK model for microparticle (all), or
free009 (middle & right part). Organs are represented
by a rectangular compartment and connected in an
anatomical manner with blood flow (red, blue) and
lymphatic flow (yellow). Compartments are named as
follows: the first letter N, D, M represent
microparticle, free drug and metabolite respectively.
The second and third letter define the organ: PL, BR,
BM, LN, SP, RT, stand for plasma, brain, bone
marrow, lymph node, spleen and rest of tissues
respectively. CO, represents cardiac output. Qpggr,
Qgm, Qun, Qsp and Qg represent blood flow to
the brain, bone marrow, lymph node, spleen and rest
of  tissues, respectively. PSSy, represents
permeability surface factor in the lymph nodes.
Klsp, KOgp represents constants of association
and dissociation of sertraline in the spleen,
respectively. Fm, represent the fraction of drug
metabolized by the liver. CL, total sertraline
clearance. CLR, renal clearance from sertraline.
CLM, total N-Desmethyl-Sertraline clearance.

Physiological parameters used for the PBPKs
model developments can be found in Table 1.
Due to the fast in vitro release profile of the
microparticle (data not shown), at injection
time, part of its dose had been already released

(F).

Table 1.- Physiological parameters taken from
literature and additional information used to develop
the PBPK models of Vivia009.
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The final model structure was based on visual
inspection of the fit to the data, the value of
Negative Log Likelihood, and the Akaike
Information  Criterion. Estimated parameter
values for both models can be found in Table 2.
PBPK model results for free009 are shown in
Figure 2 and PBPK model results for the
microparticle administration are shown in
Figure 3.

Table 2.- Estimated parameter values for the
microparticle (left), free009 (middle) and metabolite
(right).

EMULSION FREEO09 METABOUITE
MODEL MODEL MODEL
Kpygq=4.47 Kpogs =45 Kppape = 163
Kiygaa = 0.707 Kidpgy = 0.392

Kpuy =505 Kpoyy =686

KISP =32.9 b Fm = 0.0593
CL=0.537L/h KOSP=9.6h7
€M =0.0352 L/h €L=02571/h

Fm = 0.0811

F s

Figure 2.- Comparison of PBPK model predictions
ines) and observed concentrations dots) of Vivia009
and its metabolite after administration of FREE009.
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Figure 3.- Comparison of PBPK model predictions

ines) and observed concentrations (dots) of
Vivia009 and its metabolite after administration of
MICROPARTICLES.

Based on the results of the modeling exercise,
45% (F1) of the microparticles’ dose was
released before the bolus administration,
behaving as a free drug.

CL,CLM and Fm increased 2, 1.3 and 1.3 times
respectively, when the drug was administered as
a microparticle Table 2.
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'Depto. de Ingenierfa. Area Farmacia y Tecnologia Farmacéutica. Universidad Miguel Hernandez, Elche.
?Departmento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Universidad de Valencia, Espafia

Introduccioén: El calculo de la permeabilidad
mediante estudios de transporte in vitro en
monocapas celulares es de gran relevancia en
los estudios preclinicos de desarrollo de nuevos
farmacos. La correcta estimacion de la
permeabilidad es fundamental, ya que afecta a
la seleccion de nuevas moléculas durante su
desarrollo  preclinico. ElI céalculo de la
permeabilidad deriva de la Ley de Fick o Ley de
difusion de la materia, cuya primera
aproximacion es una ecuacion lineal ya que se
asumen condiciones sink (o sumidero) y que la
concentracién en la camara dadora no se
modifica[1].  Posteriormente,  Artursson[2]
publicé un modelo lineal para el célculo de la
permeabilidad en condiciones sink, en el que se
corrige la concentracion en la camara dadora a
cada tiempo de muestreo, mediante el calculo de
las fracciones transportadas.  La principal
ventaja de ambas aproximaciones es que son
regresiones  lineales de las cantidades
acumuladas o fracciones transportadas frente al
tiempo pero tienen la limitacién asociada a
aquellos casos en los que no se cumplen los
supuestos previos, es decir condiciones sink y
cambio despreciable en la concentracion dadora.
Tavelin[2] propuso utilizar una ecuacién
general, en la cual el célculo de la
permeabilidad se realiza mediante un modelo no
lineal, vélido tanto para condiciones sink como
para condiciones no sink. Sin embargo, el
mismo autor refleja la incapacidad de su modelo
para estimar correctamente la permeabilidad en
situaciones en las cuales se produce una latencia
al inicio de la difusién o un mayor paso inicial
de farmaco a través de la monocapa. Por ello, el
objetivo de este trabajo ha sido desarrollar un
modelo no lineal que permitiera el célculo de la
permeabilidad en cada una de las situaciones
posibles y realizar simulaciones con el fin de
determinar cual es el mejor modelo para el
célculo de la permeabilidad.

Materiales y Métodos: El trabajo fue realizado
en Excel 2010. EI modelo no lineal propuesto
en este trabajo es una modificacion del modelo
no lineal de Tavelin En el nuevo modelo se
permite calcular una permeabilidad hasta el
primer tiempo de muestreo y otra diferente o
igual desde el primer hasta el dltimo tiempo de
muestreo. La comparacion de cada uno de los
cuatro modelos se realizd generando una
poblacién de mil experimentos, con tres pocillos
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por experimento, incorporando un modelo de
error interindividual exponencial entre las
permeabilidades individuales y un modelo de
error residual exponencial. Los datos fueron
simulados para cada uno de los tres tipos de
perfiles de concentraciones acumuladas frente al
tiempo, en condiciones sink y no sink y cuatro
combinaciones para cada uno de ellos de alta
ylo baja variabilidad interindividual y residual
(alta=coeficiente de variacion del 20% y baja
del 5%.). El primer perfil asume una latencia
inicial en el paso del farmaco a través de la
monocapa. El segundo perfil no presenta ningin
cambio en el paso del farmaco a través de la
monocapa. El tercer perfil asume un paso inicial
de farmaco mayor y una disminucién posterior
al primer punto de muestreo. Bajo estas
condiciones se simularon los datos y se
analizaron con cada uno de los modelos para el
calculo de la permeabilidad, es decir la
aproximacion lineal (LINEAL), la aproximacion
lineal con correccion de la concentracién dadora
(LINEAL-corregida), la ecuacion no lineal
original (NO-LINEAL)y el nuevo modelo (NO
LINEAL-modificada). Se calcularon los errores
medios de estimacion, error intraensayo y error
individual. La comparacién de los modelos se
realiz6 mediante un ANOVA de los errores
medios de estimacion, errores intraensayo y
errores individuales entre los cuatro métodos
para la determinacion de la permeabilidad por
perfil y variabilidad designados en SPSS 20.0
Resultados y Discusion: Los resultados de los
ANOVA para cada uno de los perfiles en
condiciones sink y no sink se muestran en las
tablas 1,2 y 3. EI modelo propuesto en este
trabajo presenta un error de estimacion inferior
en la mayoria de casos al modelo no lineal de
Tavelin. Los modelos lineales presentan valores
de errores de estimacion similares al modelo no
lineal corregido en los casos en los que se
cumplen condiciones sink, ya que la
acumulacion de las cantidades frente al tiempo
siguen un comportamiento lineal. Sin embargo,
en condiciones no sink, el sesgo en la
estimacion es superior en todos los casos para
los modelos lineales frente a los no lineales y
s6lo el modelo de Tavelin no lineal presenta
valores similares al modelo no lineal de dos
pendientes en el perfil 2, cuando se presenta
una Unica pendiente para todos los puntos
experimentales.

PERFIL 1 PERFIL 2 PERFIL 3

NO SINK SINK NO SINK SINK NO SINK SINK

HIIV HRSV | HIIV HRSV HIIV HRSV | HIIV HRSV HIIV HRSV | HIIV HRSV
MC MC MC MC MC MC

MC MC MC MC mMC MC

NS S NS S NS NS NS NS NS S NS S

S S S NS S S S NS S S S NS

Cs S Cs NS cs S cs NS cs S Cs NS

HIIV LRSV | HIIV LRSV HIIV LRSV | HIIV LRSV HIIV LRSV | HIIV L RSV
MC MC MC MC MC MC

MC MC MC MC MC MC

NS S NS S NS NS NS NS NS S NS S

S S S NS S S S NS S S S S

cs S cs NS Cs S Cs NS Cs S Cs NS

LIIV HRSV | LIIV HRSV LIIV HRSV | LIIV HRSV LIIV HRSV | LIIV HRSV
MC MC MC MC MC MC

MC MC MC MC mMC MC

NS S NS S NS NS NS NS NS S NS S

S S S NS S S S NS S S S NS

cs S cs S cs S cs NS (o) S Cs NS

LIIV LRSV | LIIV LRSV LIV LRSV | LIIV LRSV LIIV LRSV | LIV LRSV
MC MC MC MC MC MC

MC MC MC MC MC MC

NS S NS S NS NS NS NS NS S NS S

S S S NS S S S S S S S S

cs S cs S Ccs S Ccs NS Cs S Cs S

Tabla donde se recogen los resultados del ANOVA para los pefiles 1, 2 y 3 en condiciones sink y no sink y para cada uno de los

escenarios de variabilidad propuestos. S hace referencia a signi

modelo no lineal, S modelo lineal sink y CS modelo lineal sink corregido. IIV es varial

El modelo no lineal modificado propuesto por en
este trabajo presenta un menor error de
estimacion frente al modelo no lineal de Tavelin
de forma significativa en los perfiles 1 y 3, tanto
en condiciones sink como no sink. Los modelos
lineales son comparables en preciosion y
exactitud al modelo no lineal modificado en
condiciones sink para cada uno de los perfiles.
Por tanto, la estimacion de la permeabilidad
mediante el modelo no lineal de dos pendientes
es en la mayoria de situaciones méas preciso en la
estimacion de la permeabilidad que el resto de
modelos analizados.
Referencias:
1. Dawson, D., Principles of membrane
transport, in Handbook of physiology, R. B,
Editor 1991, American Physiological Society:
Bethesda. p. 1-45.
2. Tavelin, S., et al., Applications of epithelial
cell culture in studies of drug transport.
Methods Mol Biol, 2002. 188: p. 233-72.
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Figuras 1-6. Las figuras de la izquierda corresponden al
modelo no lineal de dos permeabilidades y las de la derecha
al modelo no lineal. Las figuras superiores hacen referencia
al perfil 1, las centrales al perfil 2 y las inferiores al perfil 3.

48




RIESGO GASTROINTESTINAL Y CARDIOVASCULAR DE LOS AINE: NUEVAS
EVIDENCIAS Y SU REPERCUSION EN EL ABORDAJE DEL PACIENTE.

L6pez-Pintor, E*

' Departamento de Ingenieria. Area de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica.

Universidad Miguel Hernandez de Elche.

Introduccién

Los Antiinflamatorios No Esteroideos
(AINE) constituyen un grupo
heterogéneo de  farmacos  que
comparten  acciones  terapéuticas
(analgésica, antiinflamatoria y
antipirética) y se diferencian en su
eficacia y toxicidad relativas.
Constituyen uno de los grupos
terapéuticos mas consumidos a nivel
mundial, tanto por prescripcion médica
como por automedicacion.

Los efectos adversos mas importantes
de los AINE, por su frecuencia y
potencial gravedad se localizan a nivel
gastrointestinal (Gl). La introduccién de
los inhibidores selectivos de la enzima
ciclooxigenasa-2 (COX-2) mejord la
tolerancia Gl de estos farmacos, pero
puso de manifiesto efectos adversos
cardiovasculares (CV) no especificos
de los COX-2 y que podrian responder
a un efecto de clase, compartido, en
mayor o menor grado, por todos los
AINE.

El objetivo de este trabajo consiste en
revisar el perfil de seguridad CV y Gl
de los AINE y establecer las pautas
para el adecuado manejo del paciente
consumidor de AINE por el profesional
sanitario.

Material y Métodos

Se realiz6 una busqueda bibliogréafica
en Pubmed. Las palabras clave
seleccionadas fueron: risk, safety,
toxity, cardiovascular, gastrointestinal,
NSAID, non-steriodal anti-inflammatory
agents.. Se establecieron como limites:
1) bibliografia anterior a 10 afios,; 2)
meta-andlisis; 3) ensayos clinicos
aleatorizados, y 4) revisiones
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sistematicas.
Resultados y Discusion
Riesgo CV

Se revisaron 33 articulos: siete eran
ensayos clinicos, 12 meta-andlisis y el
resto revisiones sisteméticas. Los
resultados obtenidos muestran que, en
pacientes de riesgo, todos los AINE
salvo la aspirina, se asocian a un
incremento del riesgo CV, manifestado
como infarto agudo de miocardio
(IAM), accidente 0 muerte
cerebrovascular, sin que exista una
relacion clara entre la especificidad de
los COX-2  como mecanismo
farmacologico y el incremento del
riesgo cardiovascular. En comparacion
con placebo, Naproxeno parece ser el
farmaco con menor incremento del
riesgo CV, seguido de Celecoxib. El
consumo crénico de lbuprofeno y
Diclofenaco se asocia a un incremento
en més de tres veces del riesgo CV. La
asociacion entre el aumento de riesgo
CV con otros AINE como
indometacina, meloxicam, piroxicam
apenas ha sido evaluada.

Riesgo Gl

Los factores de riesgo de gastropatia por
AINE y los mecanismos de profilaxis
Gl del paciente estan bien establecidos e
incorporados en la mayoria de las guias
clinicas. Son: 1) edad superior a 60
afios; 2) historia ulcerosa previa o de
complicaciones ulcerosas relacionadas
con la ingesta de AINE; 3) consumo
concomitante de anticoagulantes orales ;
4) consumo concomitante de
glucocorticoides; 5) enfermedad
concomitante grave; 6) consumo de
AINE a dosis elevadas y 7) asociacion

de varios AINE de forma concomitante.

Repercusiones en el manejo del
consumidor de AINE

Si bien son necesarios mas ensayos
clinicos controlados que evalten el
perfil de seguridad CV de los AINE y
permitan definir al paciente de riesgo, la
informacion  disponible  hasta el
momento debe incorporarse a los
algoritmos de manejo del paciente
consumidor de AINE. Estos protocolos
deberian integrar no sélo el riesgo Gl,
sino también las nuevas evidencias
sobre riesgo CV de los AINE.

En este contexto, el adecuado manejo
del paciente consumidor de AINE por
parte del profesional sanitario, toma
especial relevancia. Debe garantizarse
la adecuada profilaxis del paciente
frente a la potencial toxicidad Gl y CV
de estos farmacos, lo que implica la
identificacion en el paciente de las
posibles situaciones de riesgo y su
prevencion o resolucion.

Los profesionales sanitarios deben
realizar una evaluacion previa a la
prescripcion  y/o  dispensacion, del
riesgo GI y CV del paciente que
demande un AINE. Ademés, Ila
magnitud de consumo de estos farmacos
al margen de la prescripcion hace que
los farmacéuticos comunitarios deban
tomar constancia de la importancia de
su actuacion, especialmente en el
control de los pacientes que se
automedican con AINE.

Referencias

1. Lanza FL, Chan FK, Quigley EM;
Guidelines  for  prevention of
NSAID-related ulcer complications.
Am J Gastroenterol. 2009;104(3):
728-38.

2. Trelle S, Reichenbach S, Wandel S,
Hildebrand P, Tschannen B, Villiger
PM, Egger M, Juni P.
Cardiovascular  safety of non-
steroidal anti-inflammatory drugs:

network meta-analysis. BMJ. 2011;
342:¢7086.
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LA DERMOFARMACIA EN LA FORMACION DEL FARMACEUTICO
EN LA UNIVERSIDAD DE SEVILLA

MJ Lucero
Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Universidad de Sevilla, Espafia

Introduccion: La Dermofarmacia esta definida
por el Diccionario de la Real Academia de la
Lengua y por el Consejo General de Colegios
Oficiales de Farmacéuticos (CGCOF) como la
rama de la Farmacia que estudia, fabrica y
expende  productos de cosmética no
relacionados con patologias (1,2). En la
actualidad, es una oferta en la cartera de
servicios de la Oficina de Farmacia junto con la
nutricion, ortopedia, etc. Este servicio se hace
desde la propia Farmacia y en las mas
innovadoras desde internet, bien a través de
paginas web o de blogs (3-5). Pero en el campo
de la Cosmética ademdas hay que competir con
las grandes superficies, grandes almacenes y
supermercados en los que también se venden
estos productos. Todos los laboratorios
cosméticos solicitan a la Agencia Espafiola del
Medicamento y Productos Sanitarios (6) la
autorizacion de puesta en el mercado que, si es
conveniente, se concede. Ademas, los
laboratorios que lo consideran adecuado,
aunque no es obligatorio, solicitan al CGCOF
un cédigo nacional (CN) que parece que
garantiza la calidad del producto cosmético.
Entonces cual es la diferencia entre un
cosmético vendido en uno o en otro lugar? La
diferencia radica en la persona que hace el
consejo y venta del producto. En este sentido, el
Farmacéutico por la formacion que recibe a los
largo de sus estudios tiene criterios suficientes
para hacer un acto profesional con rigor y
ciencia y diferenciarse de otros vendedores
formados bien por el establecimiento o por la
marca comercial en cuestion. Dentro de estos
estudios, existe una formacién opcional en
Dermofarmacia.

El objetivo del presente trabajo es exponer los
materiales docentes que se utilizan y los
resultados obtenidos en la asignatura de
Dermofarmacia y Formulacién Magistral del
Grado de Farmacia de la Universidad de Sevilla.
Materiales y Métodos: En la Facultad de
Farmacia de Sevilla, la Dermofarmacia y
Formulacién Magistral (DF y FM) es una
asignatura optativa que se cursa en el 2° afio del
Grado de Farmacia. Tiene 6 créditos que se han
dividido en 3 para teoria, 1.5 para seminarios y
1.5 para précticas. En la parte teérica se imparte
Dermofarmacia, en los seminarios Formulacion
Magistral y en las practicas parte son de FM y
parte de DF.

El programa teérico se imparte mediante leccion
magistral, a excepcion del dltimo tema que trata
sobre los tratamientos dermocosméticos que se
estudiaran a través de casos practicos.

El programa de Formulacion Magistral,
impartido en los seminarios, se realiza mediante
clases participativas en las que tras la lectura del
las leyes correspondientes se les ensafia a
elaborar un Protocolo Normalizado de Trabajo.
Por dltimo, las précticas son de laboratorio y en
ellas se elaboran 13 férmulas desde geles de
bafio y cremas anticeluliticas hasta jarabe y
cépsulas de ranitidina.

Los casos practicos se imparten al modo de
ABP. Los alumnos se retinen en grupos de 4 a 6
alumnos para realizar el trabajo. Se desarrollan
4 historietas distintas en las que se plasma un
supuesto problema cosmético relacionado con
un personaje famoso. Estos textos se entregan
al grupo de trabajo al comienzo del curso y
tendrd que resolverlo en el correspondiente
cuatrimestre. Para poder elaborar su trabajo
tendra que visitar cualquier Oficina de Farmacia
y elegir un cosmético o cosméticos con el que
tratar a su paciente famoso. El siguiente paso
sera elaborar un power point en el que, ademéas
de sefialar el cosmético y los activos que lleva,
deberd indicar los componentes, la funcién de
los mismos, el sistema fisico-quimico que
forman y la accién dermofarmacéutica que tiene
el preparado base sin activos.

Al final del periodo de docencia se reservan 4
dias para que los alumnos hagan la exposicion
de sus consejos dermofarmacéuticos. Una vez
expuestos todos los trabajos y después del
debate que se establece entre los propios
alumnos, se hace una votacion entre ellos para
seleccionar el que mas les ha convencido.

Los casos estudiados en el curso 2011-12 han
sido: celulitis, envejecimiento cutaneo: arrugas,
pigmentacién cuténea y proteccion solar (Fig.
1).

Los casos practicos se eligen voluntariamente
por el grupo de alumnos.

La evaluacién global de la asignatura se hace
sumando la nota de teoria (75%), la nota de
précticas (10%) y la nota de casos practicos
(15%). Pese a la repercusion de esta actividad
sobre la nota final, hay alumnos que optan por
no hacerlos.

Figura 1. Caso préactico sobre celulitis,
pigmentacion cutanea, envejecimiento cutaneo:
arrugas y proteccion solar.

Resultados y Discusién: El Espacio Europeo
de Educaciéon Superior tiene como objetivo,
entre otros, hacer que nuestros estudiantes
tengan una formacién més practica, es decir,
més profesional. Sin abandonar la leccion
magistral como instrumento para impartir la
docencia sobre Dermofarmacia, creemos que
esta formacion no es suficiente si el alumno no
la completa con un conocimiento real de la
actuacion sobre un consejo dermofarmacéutico
(resolucion de casos practicos). En cuanto a la
Formulacién Magistral, somos conscientes que
para un alumno de 2° curso del Grado le resulta
bastante complicado comprender en 15 h una
materia tan compleja, maxime cuando ain no ha
cursado las Tecnologias Farmacéuticas | y II,
Farmacologia, Legislacion y ni siquiera han
definido que es un medicamento. Tras las
clases, el alumno tendra que elaborar un
Protocolo Normalizado de Trabajo segin el
protocolo elaborado por el Colegio Oficial de
Farmacéuticos de la provincia de Alicante (7).
En cuanto a las practicas de laboratorio, el
alumno elaborard tanto cosméticos como
féormulas magistrales durante 5 dias, 3 h/dia.
Ademas, se le ensefiard el manejo de aparatos
frecuentes en un laboratorio de Formulacion
Magistral como: Ungtiator, magnetoagitador,
encapsulador y emblistador de cépsulas. Por
Gltimo, se mostraran las aplicaciones que tienen
el Dermascope MDS 800 6 dermoanalizador
determinando las propiedades de la piel a un
alumno o alumna.

Los grupos de trabajo se han establecido con 4 a
6 alumnos, dependiendo de cada uno. De los 4
casos expuestos este afio (celulitis, arrugas,
proteccién solar y pigmentacién cutdnea):
33,33% han elegido el de celulitis, 27.7% el de
envejecimiento cutaneo: arrugas, 11.1% el de
pigmentacion cutanea y 27.7% el de proteccion
solar. Se ve claramente como relacionarlos con
un personaje famoso influye en la motivacion
para la eleccién de los casos. Los grupos de
trabajo han buscado en las Oficinas de Farmacia
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la informacién directamente del Farmacéutico,
por lo que en muchos casos no han elegido ellos
mismos el cosmético. Dependiendo de lo
avanzado que tenga la Dermofarmacia en ese
establecimiento, la informacion y el cosmético
que reciben se ven claramente influido con
respecto a otras Farmacias menos desarrolladas.
Otra informacién con la que trabajan los
alumnos es con la pagina web del laboratorio
cosmético del producto elegido. Ademas, cada
grupo tiene al menos 1 tutoria en el despacho
del Profesor para ver los avances y la
elaboracién del power point. Por Gltimo, todos
los trabajos son corregidos por el Profesor antes
de la exposicion.
Las evaluaciones finales se realizan de la
siguiente manera:
e Examen escrito de teoria: 20 preguntas
cortas de contestacion breve.
e Evaluacion continua de las clases
préacticas.
e Evaluacion de los casos practicos:
o Resolucion del problema
o Desarrollo del power point
o Defensa publica del trabajo.
Los resultados finales de la asignatura son:
e  34.25% aprueban la teoria
100% aprueban las practicas
100% aprueban los casos practicos
56.57% aprueban la asignatura
16.67% no se presentan

Conclusiones:

1. Dado el nivel de conocimientos de los
alumnos matriculados en Dermofarmacia
y Formulacion Magistral es necesario
realizar actividades dirigidas por el
profesor para que aprueben y mejoren las
calificaciones obtenidas.

2. El desarrollo de los casos practicos les
lleva a conocer la realidad de la
Dermofarmacia en la Oficina de Farmacia.
Ademés, les permiten a los alumnos
integrar los conocimientos teéricos con la
préctica profesional y mejorar la nota final.

3. Aunque los conocimientos de los alumnos
son escasos en Dermofarmacia y
Formulacién Magistral, la motivacion que
tienen les permiten alcanzar mejores
resultados.

Referencias:
1.-http://www.rae.es
2.-http://www.portalfarma.es
3.-http://www.a5farmacia.es
4.-http://www.farmaciacomercialesforjadores.es
5.-http://blog.lafarmaciademodesta.com/tag/modesta-cassinello/

elaboracion en Formulacién Magistral. COF de Alicante. 3° edic.,
1999.
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Introduccion: La European Society of Clinical
Pharmacy (ESCP) es una sociedad cientifica y
profesional de larga trayectoria, creada en el afio
1979 por profesionales clinicos, investigadores y
docentes, que incluye a més de 500 miembros de
més de 50 paises, con el objetivo general de
desarrollar 'y promover el uso racional y
apropiado de los medicamentos, productos
medicinales y dispositivos, no sélo para el
individuo sino también para la sociedad
(http://www.escpweb.org/cms/home).

La ESCP viene realizando cada afio su Simposio,
que ya con antelacién tuvo alguna vez lugar en
Espafia, pero en la 41 edicion fue la primera vez
que la organizacién conjunta estuvo a cargo de
un grupo universitario como la Unidad de
Farmacia Clinica 'y Farmacoterapia del
Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de Barcelona

al Pharmacy

e Pharmacotharapy Lini

£ wb, e du/farcli/wp . hem

Aunque el Congreso tuvo lugar durante los dias
28 a 31 de octubre de 2012, practicamente dos
afios antes habiamos comenzado los preparativos
para su realizacion, previa aceptacion de la
propuesta que nos hizo llegar la ESCP a tales
efectos.

Materiales y métodos: Se contd con un amplio
respaldo institucional, que permitié constituir el
siguiente Comité de Honor:

e Ministra de Sanidad, Servicios Sociales
e Igualdad de Espafia.

e Alcalde de Barcelona.

e Conseller de Salut de la Generalitat de
Catalunya.

e Rector de la Universitat de Barcelona.

e Decano de la Facultad de Farmacia de
Barcelona.

e Presidenta del Consejo General de Colegios
Oficiales de Farmacéuticos de Espafia.

e President del Consell de Col.legis de
Farmacéutics de Catalunya.

e Presidenta de la Real Academia
Nacional de Farmacia de Espafia.

e Presidente de la Academia
Iberoamericana de Farmacia.

e President de la Reial Academia de
Farmacia de Catalunya.

Por otra parte pretendiamos hacer un Congreso
integrador, por lo que invitamos a que se
incluyeran con nuestra Unidad en el Comité
organizador y aceptaron a formar parte “activa”
del mismo al Colegio de Farmacéuticos de
Barcelona, Fundacion Pharmaceutical Care,
Sociedad Espafiola de Farmacia Comunitaria
(SEFAC), Sociedad Espafiola de Farmacia de
Atencion Primaria ( SEFAP), Sociedad
Espafiola de Farmacia Rural (SEFAR), Sociedad
Espafiola de Farmacia Hospitalaria (SEFH ) y la
Societat Catalana de Farmacia Clinica (SCFC).

El programa resulté equilibrado para tratar
cuestiones que fueran de interés a la Farmacia
Comunitaria, a la Farmacia Hospitalaria, a la
Atencién Primaria y también para la Universidad
en las vertientes profesionales y cientificas, con
tematicas de absoluta actualidad presentadas por
especialistas de Espafia y del resto de Europa
principalmente, aunque también del Norte,
Centro y Sudamérica junto con paises Arabes y
Asiéticos.

Se recibid la propuesta para hacer un total de 30
talleres, de los cuales tras su evaluacion 28
fueron finalmente los ofertados. Los asistentes
pudieron participar en 5 talleres (2 por dia (2
horas cada uno)) excepto el Ultimo dia que sélo
hubo una sesién de talleres.

El primer dia estuvo dedicado a los temas de
Efectividad y Coste-Efectividad, el segundo a
Seguridad y el tercer y Ultimo dia tuvo como
lema y objetivo prioritario: los Pacientes.

Se contd con la acreditacién del Consell Catala
de Formacié Continuada de les Professions
Sanitaries de las sesiones plenarias y de los
workshops. Para cada sesion plenaria: 0,2
créditos; para cada workshops: 0,3 créditos con
validez estatal. Por primera vez de todas las
realizadas en Espafia, este Congreso ha recibido
este tipo de acreditacion habitual cuando se hace
en otros paises de Europa.

Por otro lado y ademés de las sesiones
establecidas para discutir las conferencias
plenarias, cada dia tuvimos para dar més la
palabra a los congresistas: 2 horas para
comunicaciones orales y 2 horas para discusion
de poster y asi hacer un congreso claramente
participativo.

Todas las comunicaciones presentadas fueron
valoradas mediante un proceso “ciego” de
revision por pares, aleatorizado.

Fue un Congreso absolutamente independiente y
libre de cualquier conflicto en el campo de la
ética y la bioética, y al no estar presente la
industria farmacéutica no hubo lugar a ninguna
posible incidencia que pudiera contravenir los

codigos de Farmaindustria ni de la EFPIA.

Resultados y Discusion: Sin pretender hacer una
revision exhaustiva del Simposio, sefialaremos
s6lo algunas cuestiones como que hubo un total
de 700 participantes de mas de 30 paises de todo
el mundo.
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Del total de comunicaciones presentadas, casi
500, fueron seleccionadas 409. Ademas del libro
del Congreso (por cierto agotado) las
conferencias y comunicaciones (poster
incluidos) presentadas, seran publicadas en la
revista International Journal of Clinical
Pharmacy anteriormente conocida como
Pharmacy World & Sciences.

Se hizo notar la presencia de congresistas muy
jovenes. La mayor parte de los participantes han
sido extranjeros mientras que espafioles eran
alrededor de unos 130 y la mayoria del &mbito
hospitalario. Teniendo pues en cuenta el nimero
de integrantes en el colectivo, se observé una
baja asistencia de participantes de Farmacia
Comunitaria.

La presencia de profesorado y alumnos de las
Universidades donde se imparte los estudios de
Farmacia fue reducidisima, descontado la de
Barcelona por nuestra Unidad, como era de
prever, y por una Profesora mas. La Decana de
Farmacia de la Universidad San Pablo CEU de
Moncada y profesorado de esta Universidad
estuvieron con nosotros durante los tres dias. No
encontramos inscritos ni participantes al menos
en un nimero significativamente alto de los
o6rganos de gobierno de los demas Colegios
Oficiales de Farmacéuticos de Espafia, excepto
del de Barcelona.

Tampoco contamos, salvo honrosas excepciones,
con quienes habitualmente a nivel estatal mas
suelen opinar sobre las tematicas de Farmacia
Clinica y Atencién Farmacéutica, a pesar de que
en esta ocasion si tuvimos la oportunidad de
encontrarnos y debatir con los auténticos lideres

sobre estas materias.

Para finalizar s6lo agradecer muy sinceramente
la colaboracion de todos los que nos han ayudado
en los casi dos afios previos, para que después de
40 ediciones este Congreso CIENTIFICO Y
PROFESIONAL fuera coorganizado, POR
PRIMERA VEZ EN ESPANA POR UN

GRUPO DE LA UNIVERSIDAD como es
nuestra Unidad de Farmacia Clinica y
Farmacoterapia de la UB.

41st ESCP Symposium on Clinical Pharmacy. Barcelona 2012.
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BIOSISTEMAS BASADOS EN HIDROGELES PARA EL TRANSPORTE Y LA RETENCION
DE CELULAS MICROENCAPSULADAS.
A. Acarregui®?, F.J. Blanco®, G. Orive*?, J.L. Pedraz?, R.M. Hernandez"?
'Grupo NanoBioCeL, Laboratorio de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Universidad del Pais Vasco,
Facultad de Farmacia, Paseo de la Universidad 7. 01006 Vitoria, Espafia
“Centro de Investigacion Biomédica en Red en Bioingenieria, Biomateriales y Nanomedicina (CIBER-
BBN), Vitoria, Espafia
CIBER-BBN Bioscaff Cartilago, INIBIC-Hospital Universitario, 15006, A Corufia, Espafia

Introduccién: La encapsulacion de células per-
mite trasplantar cualquier tipo célula y proteger-
la frente a la respuesta inmunoldgica del
huésped con el fin de recuperar la funcionalidad
de tejidos y organos dafiados o simplemente
como sistema de liberacién de productos tera-
péuticos, a largo plazo, sin el requerimiento de
inmunosupresion farmacoldgica(1-3). En los Ul-
timos afios, esta tecnologia ha sido objeto de un
gran interés por parte de la comunidad cientifica
lo que ha permitido su estudio en numerosas
aplicaciones terapéuticas (4). Sin embargo, para
llegar a la aplicacion clinica quedan todavia una
serie de limitaciones por solventar, como con-
trolar y optimizar la administracién y extraccion
de los sistemas bioencapsulados y reducir la
inflamacién y la reaccién fibrética que se
produce. El propésito del presente estudio fue
desarrollar un biosistema basado en un hidrogel
de alginato que contenia células microencapsu-
ladas y estudiar el comportamiento biolégico
después de la administracién in vivo. Se
elaboraron y evaluaron dos tipos diferentes de
hidrogeles: hidrogeles preformados e hidrogeles
formados in situ. Estos hidrogeles cargadas con
las células microencapsuladas se compararon
con las células microencapsuladas libres.

Materiales y Métodos: Los mioblastos C,Ci,
modificados genéticamente para secretar eritro-
poyetina (Epo) murina fueron encapsulados en
microcapsulas alginato poli-L-lisina alginato
(APA) a una densidad de 5x10°células/mL
usando un goteador electrostatico (5). Para la
elaboracion de los hidrogeles se afiadieron
100 uL de microcapsulas APA a una solucion
de alginato y esta mezcla se gelifico ionicamen-
te mediante una soluciéon de CaSO, utilizando
para ello un sistema de dos jeringas conectadas.

Figura 1. Figura representativa de las microcapsulas
APA (A). Hidrogel in situ (B). Hidrogel preformado
©).
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Para los ensayos in vitro las mezclas se dejaron
gelificar durante 40 minutos entre dos placas de
vidrio separadas por un espaciador de 1 mm
(hidrogel preformado) o en un placa de 6
pocillos (hidrogel in situ) (Figura 1). La
actividad metabolica de las células encapsuladas
se determind mediante un ensayo colorimétrico

(CCK-8). La produccion de Epo se cuan

Para los ensayos in vivo se emplearon ratones
Balb/c hembras y se dividieron en 3 grupos
tratados (n=8 por grupo): (1) hidrogel in situ (la
gelificacion de la mezcla de las céapsulas
APA/alginato se produce en el cuerpo del
animal tras la administracién), (2) hidrogel
preformado (con cépsulas APA) y (3)
microcépsulas APA y en otros 2 grupos control
(n=3 por grupo): (4) control hidrogel in situ (la
gelificacion del hidrogel con las capsulas APA
vacias se produce en el cuerpo del animal tras la
administracién) 'y  (5) control  hidrogel
preformado (con cépsulas APA vacias). En los
grupos 1, 3 y 4 la administracion fue
minimamente invasiva y se hizo
subcutdneamente con un catéter. En los
animales de los grupos 2 y 5 fue necesario
realizar una incisién de 2 cm en la zona dorsal y
se introdujo el hidrogel preformado en el
espacio subcutaneo suturando posteriormente la
incision. Se realizaron muestreos semanales de
sangre durante el primer mes y posteriormente
cada quince dias de la zona submandibular

de hematocrito se determinaron usando un
método estandar (microhematocrito). Dos meses
después de la implantacion, algunos animales
fueron sacrificados y las microcapsulas fueron
explantadas y fijadas para su posterior analisis
histolégico (H & E).

Resultados y Discusion: Los ensayos in vitro
realizados pusieron de manifiesto que tanto la
actividad metabdlica como la produccion de
Epo de las células se mantuvieron elevadas y
estables durante el ensayo y no se observaron
diferencias entre las 3 formulaciones (Figura 2).
Estos resultados podrian sugerir que el hidrogel
de alginato no condiciona negativamente en la
difusion de los nutrientes y O, hacia el interior
ni de la difusion de la Epo al exterior.




——

B L o] e

B [

—
e i g g a—

Figura 2. Actividad metabdlica (A) y produccién de
Epo (B).

En cuanto al ensayo vo, los niveles de he-
matocrito en los grupos hidrogel in situ y micro-
capsulas APA (grupos 1 y 3) se mantuvieron
elevados hasta el Gltimo dia del ensayo y no se
observaron diferencias significativas entre ellos
(Figura 3A). Los analisi toldgicos de las mi-
crocapsulas explantadas mostraron la formacion
de capilares alrededor de las microcapsulas
(Figura 3B, flechas negras). Ademas, se observo
un crecimiento fibrético alrededor de las micro-
cépsulas en ambos grupos tratados, que era mas
evidente en el grupo de las microcapsulas APA.

A [ ]

Figura 3. Niveles de hematocrito (A) y analisis
histolégico (B) de las grupos hidrogel in situ,
microcapsulas APA 'y control in situ.

El nivel de hematocrito de los grupos hidrogel
preformado y microcépsulas APA fue similar
durante las primeras 3 semanas. Desde este pun-
to, el nivel de hematocrito del grupo hidrogel
preformado sufrié una bajada, pero se mantuvo
en niveles superiores al 80% hasta el final del
experimento y no mostré diferencias significati-
vas respecto al grupo de microcapsulas APA
(Figura 4A). Los resultados de las histologias
mostraron una reaccién a cuerpo extrafio
alrededor de las microcéapsulas, que fue mas

57

pronunciada en el grupo de microcapsulas APA.
También se observaron capilares rodeando las
microcépsulas en el grupo de microcapsulas
APA (Figura 4B, flecha negra).

A
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Figura 4. Niveles de hematocrito (A) y analisis
histolégico (B) de las grupos hidrogel preformado,
microcapsulas APA y control preformado.

La formacién de vasos puede ser debido a los
efectos angiogénicos reportados para la Epo, lo
que lleva a un microambiente mas adecuado,
mejorando asi el acceso de oxigeno y nutrientes
a las células encapsuladas. La capsula fibrética
que se observa es mas evidente en el grupo las
microcapsulas APA. Esto puede ser debido a
que el hidrogel que rodea las microcapsulas
APA en los grupos preformado e in situ evita el
contacto directo de la poli-L-lisina con las
células de la respuesta inflamatoria, dando lugar
a una menor reaccion de cuerpo extrafio.

Conclusién: Se han elaborado y analizado dos
tipos de hidrogeles que contienen microcapsulas
APA, para mejorar la administracion y la
retencion 'y reducir la inflamacion post-
trasplante de las células microencapsuladas. En
el futuro, estos biosistemas pueden permitir la
incorporacion y la coencapsulacién de factores
de crecimiento u otros compuestos para eliminar
la hipoxia, mejorar el suministro de oxigeno y
promover la angiogénesis.
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INFLUENCIA DEL PH EN LA TRANSFECCION DEL PLASMIDO PCMS-EGFP MEDIADA
POR OLIGOQUITOSANOS
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Introduccion: El quitosano es un polimero
biodegradable compuesto por subunidades
repetidas de D-Glucosamina y N-acetil-D-
Glucosamina, con una amina primaria en cada
unidad deacetilada y un pKa de 6,5 que lo
convierte soluble en medios cidos. Debido a su
inocuidad demostrada en animales y humanos y
sus adecuadas caracteristicas fisico-quimicas, ha
sido propuesto como una alternativa a los
vectores virales (1). Entre los factores que
afectan a la transfeccion con quitosanos, el
grado de deacetilacion (GDA) y el peso
molecular (Pm) del quitosano son los mas
importantes, ademas del ratio de carga
quitosano/DNA (ratio N/P), el tipo de célula, el
tamafio y el potencial Z de las nanoparticulas y
la concentracién de sales del medio (2). En
comparacion con los de alto Pm, los quitosanos
de bajo Pm (oligoquitosanos) son de baja
viscosidad y mejoran la liberacion del ADN
unido al vector, necesaria para una mejor
transfeccion. Ademéds, los oligoquitosanos de
alto GDA han demostrado ser los mejores para
transfectar in vivo, evitan el riesgo de
acumulacion en tejidos y son menos téxicos (3,
4). Otras de las caracteristicas de los complejos
quitosano/DNA es su alta sensibilidad por el pH
del medio. Numerosos estudios han demostrado
mejores eficiencias de transfeccion in vitro a
pHs entorno a 6,5 en comparacién con pHs
alrededor de 7,4 (5). Por lo tanto, hemos
analizado la influencia del pH del medio en la
eficiencia de transfeccion de células HEK293 y
ARPEL19, con oligoquitosanos de bajo Pmy alto
GDA (NOVAFECT 015: 5,7 kDa eta 99%;
NOVAFECT 025: 7,3 kDa eta 99%)).

Materiales y Métodos: Para realizar el estudio
de la influencia de las variables N/P, pH y
concentracion de sales en el tamafio y carga de
los poliplexos, se ha llevado a cabo un disefio
factorial 2°. Mediante electroforesis en geles de
agarosa, se ha analizado a diferentes ratios N/P
la capacidad de los poliplexos para condensar,
liberar y proteger el plasmido. Posteriormente se
ha llevado a cabo el estudio de transfeccion in
vitro en células HEK293 y ARPE19 a pH 7,4
para seleccionar las proporciones N/P que mas
transfectan. Finalmente, con los poliplexos
seleccionados se ha estudiado el efecto del pH
en la transfeccion del plasmido pCMS-EGFP
en estas dos lineas celulares. El andlisis
cualitativo de la transfeccion se ha llevado a
cabo mediante microscopia de fluorescencia,
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mientras que por citometria de flujo se ha
medido el porcentaje relativo de células que
expresan EGFP. El andlisis estadistico de los
datos de transfeccion se ha realizado mediante
la comparacion de medias aplicando el test T de
Student. Valores de p<0,05 se han considerado
significativos.

Resultados y Discusion: Los 8 experimentos de
caracterizacion de tamafio y carga (respuestas)
han mostrado que los efectos de las variables
testadas no tienen la misma influencia sobre el
tamafio de particula en los dos tipos de
poliplexos disefiados. Mientras que en los
poliplexos O15 el pH y el N/P influyen mucho
en el tamafio, en el caso del 025 sélo se ha
podido apreciar un leve descenso en el tamafio
al aumentar la N/P (Figura 1A y 1C). Por otro
lado, se ha visto que, independientemente del
quitosano utilizado, el parametro limitante del
potencial Z es el pH del medio. Ademas, cabe
destacar que el efecto de cada variable sobre las
respuestas obtenidas no depende de las demas
variables, salvo en el caso del pH y la N/P en
los poliplexos elaborados con O15 (Figura 1B).
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Figura 1- Valores de las respuestas (tamafio y carga)
obtenidas analizando cada variable de forma
independiente y  considerando las  posibles
interacciones entre variables, en el caso de los
poliplexos O15 y 025 (A y C, respectivamente).
Gréfica de la interaccion entre las variables pH y
N/P en los poliplexos O15 (B).

En cuanto a los geles de agarosa, el 025 ha
mostrado una mayor capacidad de retencion del
plasmido, aunque en presencia de SDS y enzima
todas las proporciones N/P analizadas (5, 10, 20




y 30) han sido capaces de liberar y proteger el
plasmido (Figura 2).

Figura 2- Geles de agarosa para el estudio de la
capacidad de retencion, liberacion y proteccion de
los oligoquitosanos 015 (A) y 025 (B). OC: forma
circular abierta, SC: forma superenrrollada. Lineas
1-3: ADN libre; lineas 4-6: N/P = 5; lineas 7-9: N/P
= 10; lineas 10-12: N/P = 20; lineas 13-15: N/P =
30. Los poliplexos han sido tratados con SDS 2%
(lineas 2, 5, 8, 11 y 14) y DNasa | (1U /2.5ug ADN)
(lineas 3, 6, 9, y 15).

Por otra parte, en los resultados obtenidos en los
ensayos de transfeccion a diferentes pHs (7,4 y
6,5), se ha visto que en las dos lineas celulares,
independientemente del vector y de la N/P
utilizada, a pH 6,5 se obtienen valores de
transfeccion  significativamente  superiores
(Figura 3, barras). Respecto a la viabilidad de
las células, se ha observado que las ARPE19
son mas sensibles a los efectos toxicos de los
poliplexos, mas atn a medida que se aumenta la
N/P (Figura 3, lineas).
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Figura 3: Influencia del ratio N/P el pH en la
expresion de EGFP vy viabilidad en células HEK293
(A) y ARPE19 (B). Los datos de transfeccién han sido
normalizados respecto a la Lipofectamina ™ (media
+ DS; n=3).

Esto demuestra la gran influencia del pH del
medio de transfeccion cuando se transfectan in
vitro ineas  celulares de  diferentes
caracteristicas utilizando como vector no-viral
el quitosano. A pesar de ello, el descenso del pH
del medio no ha sido suficiente para llegar a
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obtener porcentajes de transfeccion similares a
los obtenidos con los liposomas comerciales
(lipofectamina™), ados como control
positivo en transfeccion (Figura 4).

c

Figura 4: Microfotografias de células HEK293
transfectadas a pH 6,5 (campo claro: columna de la
izquierda; fluorescencia: columna del centro) y
gréficas (FL1/FL3) de citometria de flujo (columna
de la derecha). Imégenes Al, A2 y A3: 015, N/P 30.
Imégenes B1, B2 y B3: 025, N/P 30. Imagenes C1,
C2y C3: Lipofectamina™.

Conclusioén: El descenso del pH del medio de
transfeccion incrementa significativamente el %
relativo de células transfectadas con los dos
tipos de quitosanos. Estos resultados sugieren
que estos oligoquitosanos podrian ser Utiles para
transfectar in vivo células que se encuentran en
un ambiente ligeramente &cido, tales como,
células de la retina o células tumorales.
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DISENO DE VECTORES NO VIRALES PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES
DEGENERATIVAS DE RETINA
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INTRODUCCION

La terapia génica a nivel ocular con vectores no
virales basados en Nanoparticulas Sélidas
Lipidicas (SLNs) ha obtenido resultados
positivos “in vitro” (1) e “in vivo” (2,3). Con el
fin de obtener nuevos vectores mas seguros y
eficaces, se pueden incorporar ligandos en la
superficie, como el Acido Hialuronico (HA).
Este polisacérido es biocompatible, muco-
adhesivo, biodegradable y ademas se encuentra
de forma fisioldgica en el ojo (3). El objetivo de
este trabajo es la evaluacion de la capacidad de
transfeccion de vectores basados en SLNs que
contienen HA y protamina en células ARPE-19,
asi como el estudio de su captacion y
disposicion intracelular en la misma linea
celular. Para ello se utilizé el plasmido modelo
pCMS-EGFP.

MATERIALES Y METODOS

Elaboraciéon de los vectores: Los vectores
compuestos por HA-protamina-ADN-SLN se
obtuvieron tras adicion del complejo HA-
protamina-ADN en solucién con la suspension
acuosa de SLNs elaboradas por el método de
emulsificacion y evaporacion del solvente
descrito por del Pozo-Rodriguez et al (4). Se
utilizé HA con tres pesos moleculares
diferentes: 150 kDa; 500 kDa y 1630 kDa. La
proporcion HA:protamina:ADN:SLN fue fijado
en 0.5:2:1:5.

Caracterizacion: El tamafio de particula y la
carga superficial se determinaron  por
espectroscopia de correlacion foténica (PCS) y
por velocimetria laser doppler, respectivamente
(LDV). La capacidad del vector de unir el ADN,
protegerlo de la accion de la DNAsa | y la
liberacién del vector, inducida por SDS, se
estudiaron mediante electroforesis en gel de
agarosa.

Ensayos en cultivos celulares: La eficacia de
transfeccion “in vitro” en células de retina
ARPE-19 se determiné mediante citometria de
flujo, cuantificando el porcentaje de células
EGFP positivas a diferentes tiempos. La
viabilidad celular se determiné empleando el kit
Apotox-Glo™. La captacién celular de los
vectores 2 horas post-administracion se observé
mediante citometria de flujo, empleando SLNs
marcadas con Nile Red.
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Mecanismo de entrada y disposicion
intracelular: EI mecanismo de endocitosis
empleado en la internalizacién de los vectores
se determiné cualitativamente por microscopia
confocal (CLSM). Para ello las células se
incubaron durante 2 horas con vectores
marcadas con Nile Red (rojo) junto a los
marcadores para la endocitosis mediada por
caveola/lipid rafts (AlexaFluor488-Toxina del
colera) y clatrinas (AlexaFluor488-
Transferrina). La coincidencia de ambos
marcadores en un mismo plano es indicativa de
colocalizacion (amarillo).

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se recoge el tamafio y carga
superficial de los vectores preparados con el
HA. Como puede observarse, el peso molecular
del HA no produjo cambios significativos ni en
el tamafio de particula ni en la carga superficial.

Vector Tamafio (nm) Potencial { (mV)
HA150kDa 292.10 £ 51.36 +33.00+1.18
HA500kDa 259.13 +16.51 +36.77 £ 0.35
HA1630kDa 271.93+17.11 +30.73+12

Tabla 1. Tamafio y Potencial Z de los vectores HA-protamina-ADN-
SLN formados con HA de 150kDa; 500 kDa y 1630 kDa. El ratio
p/p/plp se fijo en 0.5:2:1:5.

Como se puede observar en la figura 1, todos
los vectores fueron capaces de unir el ADN,
protegerlo de la accion enzimética y liberarlo
(figura 1).
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa. Carriles: 1 = ADN;
2-4=Unién vectores HA150kDa; 500kDa y 1630kDa; 5=
ADN+DNAsa; 6-8= Proteccion vector HA150kDa; 500kDa y
1630kDa; 9-11=Liberacién vector HA150kDa; 500kDa y
1630kDa.

En la figura 2 se recoge la eficacia de
transfeccion de los vectores a lo largo del
tiempo. Se puede observar un aumento de la
transfeccion con los tres vectores desde las 24
horas hasta los 7 dias, alcanzandose el valor
maximo a las 96 horas. (60-70% de células
transfectadas). Este aumento puede deberse por
un lado a la incorporacién de protamina, péptido
capaz de condensar el DNA y por ello
protegerlo; ademds posee secuencias de




localizacion nuclear (NLS) (5) en su estructura
capaces de facilitar el acceso del DNA al
nlcleo. No obstante, la presencia de HA en el
vector produjo un aumento en la eficacia de
transfeccion respecto a los resultados obtenidos
en estudios previos (1) con vectores elaborados
Unicamente con protamina-ADN-SLN.

Figura 2. Eficacia de transfeccion a lo largo del tiempo en células
ARPE-19.Las barras de error representan D.E. (n=3).* p<0.05 con
respecto a HA150kDa-Prot-ADN-SLN.

En la figura 3 se puede observar que la
viabilidad celular fue siempre superior al 70%.

Figura 3. Viabilidad celular en células ARPE-19. Las barras de
error representan D.E. (n=3).* p<0.05 con respecto a HA150kDa-
Prot-ADN-SLN.

La captacion celular de los vectores se confirmé
cuantitativamente por citometria de flujo. Como
se ohserva en la figura 4, el desplazamiento de
los histogramas con respecto al control de
células sin tratar, indica que todas las células
fueron capaces de captar los vectores.
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Figura 4. An: por citometria de flujo de la captacion celular de

vectores HA-Prot-ADN-SLN preparados con SLNs marcadas con
Red.

No se observaron diferencias en la captacion
entre los vectores elaborados con HA de
diferente peso molecular. No se encontraron
diferencias entre la captacion de estos vectores y
el vector preparado con protamina pero sin HA
y estudiado en un trabajo previo (2), por lo que
el incremento en la transfeccion de los vectores
que tienen HA no estad relacionado con la
internalizacion celular.

En la figura 5 se muestran las imagenes
obtenidas por CLSM. Se observa que los
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vectores elaborados con SLNs marcadas con
Nile Red colocalizaban con el marcador de la
via endocitica mediada por caveola/lipid rafts.
Sin embargo, no se observé colocalizacion con
el marcador de la via endocitica mediada por
clatrinas. Estudios anteriores han mostrado que
el vector protamina-ADN-SLN emplea la
endocitosis mediada por clatrinas (1). Este
hecho nos indica que la incorporacién de HA al
vector fue capaz de modificar su mecanismo de
entrada en las células ARPE-19, pasando de la
via clatrina a la via caveola/lipid rafts. Este
cambio en el mecanismo de internalizacion
puede ser la causa del aumento observado en los
niveles de transfeccion con las formulaciones
que contienen HA, ya que la via caveolar evita
la fusién con los lisosomas y por tanto, la
degradacion lisosomal.

Figura 5 CLSM imagenes en ARPE-19. A) SLN-Nile Red y
AlexaFluor488-Toxina del célera y B) SLN-Nile Red y
AlexaFluor488-Transferrina.

CONCLUSION

Los vectores no virales compuestos por HA,
protamina y SLNs permiten obtener altos
niveles de transfeccion en células ARPE-19. La
alta eficacia de transfeccion obtenida se
relaciona con la capacidad de la protamina de
proteger e internalizar el ADN en el nlcleo, por
su contenido en NLS, y a la presencia de HA en
la superficie del vector, que dirige el mecanismo
de internalizacién celular hacia la ruta
caveola/lipid rafts.
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Introduccién: La resonancia magnética de
imagen (RMI) es una técnica no invasiva que
permite obtener imagenes anatémicas de alta
resolucion. Este es un método ampliamente
empleado para el diagnéstico de patologias de
tejidos blandos o cartilagos, ya que permite
diferenciar tejidos enfermos (p. ej., cancerosos).
Actualmente, uno de los agentes de contraste de
RMI més prometedores son las nanoparticulas
de o6xido de hierro superparamagnético. Su
utilidad se debe a la capacidad de relajacion T,*
que tienen, con una excelente sensibilidad en
imagenes T, y T,* en comparacion con otros
agentes de RMI como los quelatos de iones
paramagnéticos (p. ej., Gd** — DTPA). La
relajacion T, que inducen estas particulas
superparamagnéticas se traduce en una
atenuacion de la sefial de imagenes T,. De esta
manera, generan un contraste negativo o negro
en RMI al provocar una fuerte suscepti ad
magnética en las moléculas de agua vecinas (1).
Este trabajo se centra en el disefio y
caracterizacion de nanocompuestos constituidos
por nicleos superparamagnéticos de magnetita
(Fe304) embebidos en una matriz de poli(e-
caprolactona) (PCL). La seleccion de este
polimero semicristalino se debe a su naturaleza
biodegradable y biocompatible, lo que ha hecho
que sea ampliamente utilizado en la formulacion
de micro-(nano-)particulas e implantes (2).
Materiales y Métodos: Los productos quimicos
eran de calidad analitica (Sigma-Aldrich,
Alemania). El agua fue desionizada y filtrada
(Milli-Q, Millipore, Francia). Los nucleos de
Fe;0,4 se obtuvieron mediante co-precipitacion
quimica en solucion (1).

La sintesis de las particulas Fe;O,/PCL se basa
en el método de disposicion interfacial del
polimero ampliamente utilizado en la sintesis de
nanoesferas de PCL (2). Brevemente, la sintesis
comenz6 con la adicion bajo agitacion de 10 mL
de una solucién de polimero en diclorometano
(0.3%, p/v) sobre una suspensién acuosa de
Fe;04 (0.3%, p/v) con una concentracién de
pluronic® F-68 del 2% (p/v). La agitacion
mecénica fue mantenida durante 1 hora, para a
continuacion realizar la limpieza magnética de
los nanocompuestos.
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Para optimizar las condiciones de sintesis, se
obtuvieron nanocompuestos con diferentes
proporciones de Fe;O,:PCL (desde 1:4 a 4:1),
determinandose el rendimiento de la reaccion.
La geometria de las particulas fue estudiada
mediante HRTEM y PCS.

A continuacion, se investigé la citotoxicidad de
las particulas Fe;O,/PCL utilizando el test
colorimétrico MTT (azul de tetrazolio), y un
rango de concentraciones de 10 a 200 mM. Para
ello, se seleccion6 la linea SW480 de células de
adenocarcinoma de colon humano.

Finalmente, la caracterizacion de las particulas
Fe;0,/PCL como agentes de contraste en RMI
se realizé6 mediante el estudio de los tiempos de
relajacion T,. La figura 1 muestra la disposicion
de los tubos de las diferentes suspensiones
acuosas de nanocompuestos en el fantoma. Se
adquirieron secuencias multieco con tiempos de
eco de 16, 32, 48, 64, 80, 96, 112 y 128 ms.

1p4p 7.87 mg/emt Fantom aceite mineral

- ——

194 315 mg/mL

2p4p 26:8 mg/m

Figura 1. Colocaciéon en el fantoma de las
suspensiones de diferente concentracion de
nanocompuestos Fe;O,:PCL 1:4 (1p4p) y 2:4
(2p4p).

Los experimentos se realizaron por triplicado.
El andlisis estadistico de los resultados se
realiz6 mediante la prueba t de Student.

Resultados y Discusion: La figura 2 recoge las
microfotografias HRTEM de las particulas
Fe;O,/PCL obtenidas segin las variantes del
procedimiento de sintesis. Las diferencias mas
importantes  se  observaron  entre  los
nanocompuestos de relacién 1:4 y 4:1. Si la
relacion al entre las masas es 4:1, el
recubrimiento polimérico de los nucleos de
FesO, era précticamente inexistente. Como




mucho llegd a apreciarse ocasionalmente en las
zonas de contacto entre los ndcleos magnéticos
(figura 2a). En el caso contrario, cuando la
relacion es 1:4, las particulas de Fe;O4 quedaban
totalmente englobadas por una enorme matriz
de polimero. Incluso se apreci6 la formacion de
una excesiva cantidad de particulas de polimero
puro (figura 2b). Por otro lado, el andlisis de la
influencia de esta relacion Fe;O4:PCL sobre el
rendimiento de la sintesis, permitié comprobar
que éste era maximo para una proporcion 2:4 (=
90%). En estas condiciones de formulacién
(figura 2c), se obtuvieron nanocompuestos en
los que el recubrimiento polimérico de los
nicleos de Fe;O, era completo y patente. El
analisis PCS de las particulas preparadas segin
esta proporcién 2:4 permiti6 confirmar su
pequefio tamafio (86 + 12 nm), muy adecuado
para la via de administracion parenteral.

A

Figura 2. Microfotografias HRTEM de las
nanoparticulas Fe;O,/PCL obtenidas partiendo
de una relacion de masas inicial Fe;O4:PCL de
4:1 (a), 1:4 (b) y 2:4 (c).

El ensayo MTT puso de manifiesto que ninguna
de las nanoparticulas Fe3O,/PCL desarrolladas
ejercia citotoxicidad alguna en las células
SW480 en el rango de concentraciones
investigado. De hecho, no se apreciaron
diferencias significativas entre los valores de
absorbancia del control negativo y los de los
diferentes nanocompuestos tras 72 horas de
incubacion (p > 0.05)
En relacion a la utilidad de las nanoparticulas
Fe;0,4/PCL como agentes de contraste de RMI,
la figura 3 muestra como éstas reducen de forma
progresiva (y dependiente de la concentracién)
el valor medio del T, del aceite mineral
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contenido en el fantoma (92 ms). Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos y los valores
tipicos para el T, en diferentes regiones
anatémicas como el colon (3), el higado (4) y el
cerebro (5), la suspension de nanocompuestos
2:4 de concentracion 13.4 mg/mL (T, 98 ms)
seria adecuada para utilizarse como contraste en
estas regiones. De igual forma, la suspension de
nanocompuestos 1:4 de concentracion 31.5
mg/mL también seria adecuada aunque presente
un T, un poco mas largo.

Valor medio T2
fantoma: 92ms

valor medio T2: 734ms

Valor medio
T2: 344ms

Valor medio
T2:156ms

Valor medio T2: 98ms. Valor medio T2: 466ms

Figura 3. Mapa T, de las suspensiones acuosas
de diferente concentracién de nanocompuestos
formulados segln las proporciones Fe;O4:PCL
1:4 (1p4p) y 2:4 (2p4p).

Conclusiones: La metodologia de sintesis
desarrollada permite obtener nanoparticulas
Fe;04/PCL con unas propiedades adecuadas
como agente de contraste en RMI: pequefio
tamarfio, ausencia de toxicidad y disminucién del
T,. Se encuentran en desarrollo ensayos in vitro
e in vivo que permitan clarificar este uso en el
diagnostico precoz de cancer de colon.
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Introducion:

La levodopa (L-3,4-dihihroxifenilalanina) es un
aminoacido que en el organismo se transforma
en dopamina y cuya deficiencia provoca la
enfermedad de Parkinson. Esta propriedad
transforma la levodopa en el farmaco mas
utilizado en el tratamiento de esta enfermedad"”.
La levodopa se administra por via oral y se
absorbe rapidamente.

OH

L

Figura 1 — Férmula y estrutura de la levodopa

La absorcion de un farmaco en el organismo
humano implica su transito a través de una
membrana celular. Para que este trénsito se
produzca, el farmaco debe penetrar en el interior
de la membrana, para lo cual éste tiene que ser
soluble en la fase lipidica de la misma y para
que tenga lugar su salida es necessario que el
farmaco sea también soluble en la fase
fisiologica acuosa de las inmediaciones de la
membrana. Sin embargo, la extensiéon de la
absorcion y de su respuesta clinica depende de
multiples factores, incluyendo el pH del
estémago e intestino.

La levodopa presenta distintos valores de pKa,
lo que significa que su comportamiento
estrutural va a depender del pH del medio en el
que ésta se encuentra.
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Como la absorcion de la levodopa ocurre

fundamentalmente en el tracto gastrointestinal,

por medio de un proceso de difusion pasiva, ello

hace que la magnitud de tal absorcién se vea
afectada por los valores del pH local®.
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Figura 2- Disociacion de la molecula de
levodopa®

En esta comunicaciéon presentamos los
coeficientes de difusion mutua de la levodopa a
pH=1,8 y pH=3, en disolucié acuosa, a
temperaturas ambiente y fisiologica. Dichos
valores de pH se ajustaron con 4&cido
clorhidrico. Variando el pH se ha buscado
obtener informacién acerca de la cuantia y tipo
de las especies protonadas presentes en la
disolucién, asi como de su difusién, en un
tento de comprender mejor el comportamiento
de este farmaco en el proceso de absorcion
mediante difusion pasiva.
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INTRODUCCION

Dentro de las patologias que afectan al
segmento posterior del ojo se encuentran la
degeneracion macular asociada a la edad
(DMAE) vy las retinopatias diabéticas. Ambas
cursan con inflamacién. Sin embargo, dados los
importantes efectos adversos que presentan
(aumento de presion intraocular y formacién de
cataratas, entre otros), se estd estudiando la
utilizacién de antiinflamatorios no esteroideos
(AINEs) (1). De entre estos, el ketorolaco
resulta de gran interés (2) como alternativa a los
corticoesteroides en el tratamiento post-
operatorio de la inflamacion ocular, prevencion
o alivio del edema macular cistoide, del edema
macular diabético, de la uveitis y de la
degeneracion macular asociada a la edad (3). La
administracion intravitrea  de  sistemas
microparticulares biodegradables de liberacion
controlada que fueran capaces de mantener
concentraciones terapéuticas de ketorolaco en el
vitreo durante periodos prolongados de tiempo
supondria  una  importante  herramienta
terapéutica para el tratamiento de inflamacion
intraocular. La utilizacion de estos sistemas
disminuiria de forma importante el nimero de
administraciones. El objetivo de este trabajo ha
o la evaluacion de la  relacion
farmaco:polimero en la preparacion de
microesferas (MPs) de &cido poli (lactico-co-
glicélico) (PLAGA) cargadas con ketorolaco,
por el método de emulsion-evaporacion del
disolvente (O/A), como paso al en la
optimizacion de la formulacién.

MATERIALES Y METODOS

Elaboracion de microesferas

Para la preparacion de las microesferas se
preparé como fase interna de la emulsién una
dispersion de ketorolaco en una solucién de
PLAGA 85:15 en CH,Cl;: ACN (3:1)
(volumen=1,4 ml). Las proporciones farmaco:
polimeros estudiados fueron 0,5:10, 1:10 y
1,5:10. Una vez homogenizada la dispersion se
formé una emulsién mediante la adicion de 5 ml
de una disolucion de acuosa de PVA (1% m/v)
y agitacion a 9500 rpm durante 2 min. A
continuacion, se afiadieron 10 ml de una
disolucién acuosa diluida de PVA (0,1% m/v) y
se homogenizé mediante agitacion mecénica

(9500 rpm, 1 min). Tras 3h de maduracién en
100 ml de PVA 0.1% plv, las MPs fueron
recogidas, lavadas y se selecciond la fraccion
20-40 pm para su posterior estudio. Las
microesferas  fueron liofilizadas y se
conservaron refrigeradas a 4°C protegidas de la
humedad en un desecador a vacio.
Caracterizacion de microesferas:

La morfologia de las microesferas se evalu6 por
microscopia electronica de barrido (SEM; Jeol,
JSM-6335F, Tokio, Japén).

Se determiné la distribucion del tramafio de las
particulas utilizando un equipo Microtrac S-
3500 (Microtrac, Pensilvania, EEUU) que mide
la dispersion de la luz laser al incidir sobre las
microesferas.

El Contenido y eficacia de encapsulacion se
determiné mediante disolucion inicial de las
microesferas en diclorometano y posterior
precipitacion del polimero con etanol. La
cantidad de ketorolaco en la mezcla
diclorometano + etanol (5+12 ml) se determiné
por un método espectrofotométrico (A=314 nm)
previamente validado.

Los estudios de liberacion in vitro se realizaron
con dos replicados de una muestra de MPs (10
mg) que fueron suspendidos en 1.5 ml de PBS
pH 7.4. El ensayo se realizd6 a 37 °C en
agitacion constante (100 oscilaciones/min) (4).
La toma de muestras se realiz6 a intervalos de
tiempo pre-establecidos (1h, 24h y una vez por
semana hasta el final del estudio), mediante
extraccion del volumen de medio de cesion y
posterior reposicion del mismo con tampon
recién preparado. La cuantificacion  del
principio activo se llevd a cabo por
espectrofotometria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha calculado el valor de rendimiento del
proceso de elaboracién de MPs para cada una
de las proporciones farmaco: polimero
empleadas, obteniendo los resultados recogidos
en la Figura 1.
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Figura 1: Rendimientos medios del proceso de elaboracion
de MPs obtenido para cada una de las formulaciones
ensayadas.
La eficacia de encapsulacion obtenida en las
formulaciones  ensayadas se  encontré
comprendida entre 55 y 60% para todas las
proporciones farmaco: polimero. Sin embargo
en la observacion realizada en el microscopio
electrénico, se observaron cristales de
ketorolaco fuera de las microesferas en la
formulacién elaborada con una proporcion
farmaco:polimero 1,5:10 (Figura 2). En todos
los casos las microesferas resultaron esféricas y
con una superficie lisa. Junto a las
microfotografias se muestran las gréficas
obtenidas en el andlisis granulométrico de cada
formulacion, Los tamafios medios (Mv)
obtenidos fueron de 22,05 + 1,36 um en la
formulacion 0,5:10, 49,28 + 0,28 um en la
formulacion 1:10 y 26,99 + 13,46 um en la
formulacion 1,5:10.

Figura 2. Microfotografia de las MPs de PLAGA 85:15
cargadas con Ketorolaco y distribucién granulométrica.
En la Figura 3 se recoge la representacion
gréfica de los perfiles de cesion para las tres
formulaciones ensayadas junto al diagrama de
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barras de la cesion inicial (burst) a las 24 horas
del ensayo. Como se puede observar, a medida
que disminuye la relacién farmaco : polimero,
disminuye la cesion inicial de ketorolaco. Para
todas las formulaciones se observa una cesion

controlada de ketorolaco durante
aproximadamente 2 meses.
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cesion (+DE) obtenidos para las tres formulaciones
ensayadas. (b) Representacion gréafica de la cesion inicial
(Burst) a las 24 h de ensayo.

CONCLUSIONES

El método desarrollado permite obtener
formulaciones con eficacias de encapsulacion
de entre 55-60% con un tamafio medio de
particula idéneo para la administracion
intraocular 'y una cesion mantenida de
ketorolaco durante dos meses.
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Introduccion:

En Espafia, las formulaciones liquidas orales de
Metadona estan Unicamente comercializadas
para adultos. Los neonatos expuestos durante la
gestacion a ciertas  sustancias, pueden
desarrollar una dependencia fisica (1,2). La
Metadona es el farmaco més prescrito para
tratar este sindrome. No obstante, considerar al
nifio como si fuera una adulto pequefio puede
llevar a grandes errores de dosificacion de
farmacos.

La falta de disponibilidad en el mercado
farmacéutico de productos adaptados a las
necesidades de la poblacion pediatrica, y en
especial, a las del neonato, conduce a la
elaboracion de férmulas magistrales y éstas
presentan una gran variabilidad en el disefio.

En nuestro entorno, son pocos los estudios que
han valorado la utilizacion de férmulas
magistrales para el uso en pediatria. Es decir,
que el mayor inconveniente para difundir estos
farmacos es la falta de investigacion no sélo a
nivel clinico sino a nivel tecnoldgico.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la
estabilidad de 2 soluciones orales de Metadona
0.2 mg/ml, una de ellas apta para diabéticos en 3
condiciones de almacenamiento (4, 25 y 40°C)
durante 30 dias.

Materiales y Métodos:

Materiales

La Metadona fue adquirida a través de la
Agencia Espafiola del Medicamento de acuerdo
con la normativa vigente.

El resto de excipientes fueron proporcionados
por Acofarma S.A.

La composicién de las soluciones orales de
Metadona estudiadas se muestra en la tabla 1.

Solution 1 Solution 2

Metadona hidrocloruro | 0.2 mg/mL | 0.2 mg/mL

Agua 50 % 50 %
Excipiente 1 50 % -
Excipiente 2 * - 50 %

Tabla 1. Composicion de las formulas liquidas orales
de Metadona. * Excipiente 2: apto para diabéticos.
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Método analitico

El método analitico fue validado a partir de 6
rectas de calibracién, preparadas en dias
diferentes (validacion interdia). Como criterios
fundamentales de validacion se utilizaron la
linealidad, precision, exactitud y los limites de
deteccion y de cuantificacion (3).

La cuantificacion de principio activo se llevo a
cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC): cromatégrafo Waters 600C
acoplado  Autosampler Waters 717  plus.
Detector Photodiode Waters 2996 ajustado a
220nm, columna Mediterranea Seal8, 5umm 25
x 0.46 mm, flujo de 1ml/min, la fase movil
estaba compuesta por una mezcla de Acetato de
amonio 0.025M: Acetonitrilo (20:80).

Estudio de estabilidad

Alicuotas de 20 ml de cada una de las
formulaciones fueron almacenadas en frascos de
vidrio topacio a las diferentes condiciones de
temperatura, 4, 25y 40°C. El periodo de estudio
comprendi6 1 mes. Los ensayos fueron
realizados a 0, 7, 15 y 30 dias. Se monitorizaron
los siguientes pardmetros:
e  Caracteristicas organolépticas: aspecto,
color y olor.
e Cuantificacion de principio activo: de
ambas formulas.
e pH: se realizé un seguimiento de pH
mediante el pHmetro Crison micropH
200.

e Determinacion de la viscosidad:
mediante Haake Rheometer Rheo
Stress 1, usando una geometria plato-
plato.

El ndmero de determinaciones efectuadas por
formula, tiempo y temperatura fueron 6. Se
calcularon los valores medios y la desviacion
estandar. Con objeto de comprobar si existen
diferencias significativas entre las medias
comparadas, todos los resultados se sometieron
a un tratamiento estadistico ANOVA para un
nivel de confianza del 95 %.

Resultados y Discusion:
Método analitico:
Validacion:

El método analitico desarrollado resulté ser
lineal, preciso y exacto en el rango de

concentraciones de Metadona de 1.76-20 pg/ml.
Los limites de deteccién y cuantificacion fueron
0.46 y 1.38 pg/ml respectivamente.

Estudio de Estabilidad:

Caracteristicas Organolépticas:

Al inicio del estudio, todas las soluciones
resultaron transparentes, de color rosado y olor
a fresa. Estas caracteristicas se mantuvieron
hasta el dia 30.

Cuantificacion del principio activo:

En las gréaficas 1 y 2 se muestran la evolucién
de la concentracion de Metadona determinada
para cada una de las férmulas ensayadas en
funcién del tiempo y de la temperatura de
almacenamiento.
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Figura 1. Concentracion de Metadona en la Solucién
1 expresado en porcentaje respecto a la concentracion
inicial de dia 0.

Solucion 2

Tiempo (Dias)

Figura 2. Concentracion de Metadona en la Solucién
2 expresado en porcentaje respecto a la concentracion
inicial de dia 0.

En ambas soluciones la concentracion de
Metadona se mantuvo dentro del intervalo
+10% durante 30 dias en todas las condiciones
de almacenamiento.

Estudio de pH:

El pH de ambas soluciones no mostré
diferencias significativas a lo largo del tiempo
en ninguna de las condiciones de temperatura de
conservacion.

Estudio reolégico:

En la figura 3 se muestran las curvas de flujo y
curvas de viscosidad para cada una de las
formulaciones estudiadas. La gréafica muestra un
comportamiento Newtoniano para la Solucion 1;
frente a un comportamiento pseudoplastico para
la solucién 2. Desde el punto de vista
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tecnolégico este Ultimo seria mas adecuado para
la administracion de un jarabe pediétrico. Se ha
comprobado como un aumento de la viscosidad
tras la adicion de modificadores reolégicos
como gomas o carbohidratos puede reducir la
difusién de sustancias amargas de la saiva a las
papilas gustativas (4).

Los valores de viscosidad hallados para la
Solucién 1 fueron de 7.99+0.11 a dia 0 y de
7.84+0.05 a dia 30. La Solucién 2, a dia 0 el
valor de viscosidad fue de 15.12+0.02 y de
14.94+0.05 a dia 30.

Figura 3. Gréficas de viscosidad. 1zquierda, Solucién
1. Derecha, Solucién 2.

Conclusiones:

Los resultados obtenidos indican que las
soluciones de Metadona objeto de estudio
fueron estables durante 30 dias sin cambios
significativos por causa de la temperatura. Asi
mismo  mostraron  valores  constantes y
adecuados de pH y viscosidad en funcién del
tiempo.
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Introduction:

Oral mucosal drug delivery is an alternative
method of systemic drug delivery that offers
several advantages over both injectable and
enteral methods. As the oral mucosa is highly
vascularised, drugs absorbed through the oral
mucosa directly enter the systemic circulation,
bypassing the gastrointestinal tract and first-pass
metabolism in the liver (1).

Oral mucosa is, in general, a somewhat leaky
epithelia between that of the epidermis and that
of the intestinal mucosa. It is estimated that the
permeability of the buccal mucosa is 4-4000
times greater than that of the skin (2).

However, one of the major disadvantages
associated with buccal drug delivery is the low
flux which results in low drug bioavailability.

Orabase® has been chosen as the base for the
tested formulations due to its safety profile and
the fact that it is well reported in the literature as
a common vehicle for buccal formulations.
Various compounds have been investigated for
their use as buccal penetration enhancers in
order to increase the flux of drugs through the
mucosa. Since the buccal epithelium is similar
in structure to other stratified epithelia of the
body, enhancers used to improve drug
permeation in other absorptive mucosa have
been shown to also work in improving buccal
drug penetration (3).

Permeation enhancers should be safe and non-
toxic, pharmacologically and chemically inert,
non-irritant, and non-allergenic (4). After a
literature search, myristylic alcohol, menthol,
N-methylpyrrolidone and  trascutol  were
selected as candidates to help permeate drugs.

Different physical properties in semisoli
formulations may affect drug release and
transmucosa permeation. Also, they are likely to
result in a different feel when administered (5).
As well as viscosity plays an important role for
transmucosa formulations, viscoelasticity is
reported to be a way to assess the physical
properties of semisolids (5).

Therefore, the aim of this study is to assess,
from a rheological point of view, the influence
of different enhancers in a semisolid
formulation which could be used as a vehicle
for topical buccal application of drugs.
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Material and Methods:

The different semisolid formulations were
prepared using Orabase® as the main
component. One of the formulations did only
contain Orabase® and was, therefore, used as
reference (O).

For the other formulations, 5% of either
menthol (M) or myristyl alcohol (A) or N-
methylpyrrolidone (N) was added to the
Orabase®. Besides, another set of samples were
prepared by adding 10% transcutol (T) to the
previous formulations.

The rheological analysis was performed with
the HAAKE rheometer Rheo Stress 1, using a
plate-plate geometry (6 cm in diameter and 0.2
mm gap between plates for the rotational test).
Rotational viscosimetry measurements at 25 °C
were carried out at three different shear rates
(25, 50 and 100 s™) and recorded during 60 s
after the corresponding three ramp-up periods of
60 s (from 0t 25 s, 251050 s and 50 to 100
s7).

Oscillatory tests firstly included a stress
amplitude sweep test which was performed
from 0.01 to 10 Pa at a constant frequency of 1
Hz to determine the linear viscoeslastic range.
Three different gaps between plates were tested
(0.2, 0.5 and 1 mm).

After this, a frequency sweep test was
performed from 0.1 to 10 Hz at a constant shear
stress within the linear viscoelastic region in
order to determine the related variation of the
storage modulus (G’) and loss modulus (G’’) at
25 °C. Both viscoelastic moduli are defined as
follows:

¢'="coss G ="sind

¥ and Y.
(where T, and Y, are the amplitude of stress and
of strain, respectively, and O is the phase shift
between them).

Rotational ~ viscosity — measurements  and
oscillatory tests were performed by triplicate.

Results and Discussion:

Rotational viscosimetry tests showed that the
different formulations have a pseudoplastic
behaviour, as in all cases the viscosity decreased
with the increase of share stress rate (Table 1).
Moreover, the addition of an enhancer to
Orabase® significantly decreased the viscosity
of the adhesive excipient. Even more effect on

the viscosity level was observed by the addition
of transcutol alone or in combination with
another enhancer.

sample VISCOSITY at 25 °C (Pa.s)
255 505 100
[¢] 8.27+0.084 | 6.93+0.10 3.96 +0.31
oT 2.78 +0.043 1.50+0.13 0.84 + 0.089
oM 6.36 + 1.18 4.16 +0.19 2.91+0.26
OMT 1.80+0.13 0.97 + 0.050 0.90 +0.082
OA 4.83 +0.20 4.05+0.70 2.59 +0.32
OAT 1.63+0.005 | 0.93+0.012 0.78 + 0.012
ONT 3.09+£0.054 | 1.48 +0.060 0.82 + 0.013

Table 1. Results of rotational viscosimetry (O: Orabase”

cream; OT: 10% Transcutol in Oﬂmcmwmﬁ OM: 5%

Menthol in O_‘mcmmm@ OMT: 5% Menthol + 10%
Transcutol in Orabase ; OA: 5% Myristyl alcohol
O_\mcmmm@ OAT: 5% Myristyl alcohol + 10% Transcutol
in qu_ummmﬁ ONT: 5% N-Methylpyrrolidone + 10%

Transcutol in O_‘mcmmm@v

According to the results of the oscillatory stress
sweeps, a plate gap of 0.5 mm and a constant
shear stress of 1 Pa (16.7% of the critical value
of 6 Pa) were selected to perform the frequency
sweep test.

Results of the oscillatory test for two of the
studied formulations are shown in Figures 1 and
2 as examples.

—G'nPa——G'inPa

ninPas

G'inPaand G"inP:

H
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Fig. 1. Dynamic oscillatory test (plain qucmmmﬁ

AT —G'inPa —G"inPa ~—ninPas

i

GinPaamnd G inpe
ninpas

g

Finkz

Fig. 2. Dynamic oscillatory test (myristyl alcohol +
. ®,
transcutol in Orabase )

In the whole frequency range studied, the
storage modulus G’ was always greater than the
loss modulus G™’. That indicates prevalence of
the elastic over the viscous behaviour.

Significant differences were detected between
the different formulations:

Viscosity levels decreased for all formulations
containing at least one permeation enhancer.

70

Neither transcutol alone or combined with N-
methylpyrrolidone did significatively change
the viscoelastic behaviour of the formulation
when compared to the reference one (plain
Orabase®). However, both myristyl alcohol and
menthol did show a decrease on both the elastic
and viscous behaviour of the formulations. Such
decrease being more pronounced when
combined with transcutol. Finally, there were no
relevant  differences on the viscoelastic
behaviour observed between the formulations
containing menthol and myristyl alcohol.

Conclusions:

The addition of permeation enhancers to an
adhesive  excipient  for  buccal topical
administration as Orabase® does modify its
physical properties.

Viscosity of the tested formulations drops
whenever at least one permeation enhancer is
used.

As regards their viscoelastic behaviour,
transcutol alone and combined with N-
methylpyrrolidone failed to modify the viscosity
component of the formulations suggesting same
adhesiveness as Orabase® on its own. All other
semisolid formulations tested did present a
different viscoelastic behaviour which could
imply different drug permeation and treatment
compliance by the patient.
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INTRODUCCION

La enfermedad pélvica inflamatoria es una patologia de
transmision sexual que consiste en la infeccion de la
zona alta del aparato reproductor femenino (Utero,
trompas de Falopio, ovarios y tejidos circundantes)
causada principalmente por clamidia, candida o
gonococo y en menor medida por estafilococos y
estreptococos. Es frecuente que aparezca como una
complicacién grave de enfermedades de transmision
sexual y su tratamiento consiste en la administracion
combinada de antibiéticos por via oral o parenteral,
quirdrgico en aquellos casos mas graves. Uno de los
problemas en su tratamiento es la dificultad para
identificar a los microorganismos que infectan los
6rganos genitales internos y que para alcanzar
concentraciones eficaces en estos lugares a veces es
necesario mantener altas concentraciones plasmaticas
durante tiempos prolongados. La via vaginal presenta
un interesante potencial como ruta de administracion
de farmacos a nivel sistémico debido a la gran
superficie  disponible para la absorcién, alta
permeabilidad y abundante vascularizacion ().
Ademas es especialmente interesantes para la farmacos
que actlien a nivel de los érganos genitales internos ya
que se ha descrito un efecto de primer paso preferente
hacia el Gtero, dando lugar a una elevada concentracion
a estos niveles (2). En un trabajo previo (3) hemos
puesto de manifiesto el interés de las emulsiones A/S
bioadhesivas como sistemas de administracion vaginal,
estas emulsiones presentan gran extensibilidad, buena
adherencia y permanencia y baja toxicidad en las
mucosas (4).

Nuestro objetivo es la elaboracion de emulsiones A/S
bioadhesivos conteniendo ciprofloxacino, insensibles al
aclaraminento del flujo vaginal. Las emulsiones
seleccionadas se emplearan en un futuro trabajo para
evaluacion como posible tratamiento de la enfermedad
pélvica inflamatoria.

MATERIALES Y METODOS
Elaboracion de emulsiones

Las emulsiones se elaboraron mediante emulsificacion
directa empleando un homogeneizador Unguator 2
(Microcaya) (3). La composicion de las emulsiones
elaboradas figura en la tabla 1.
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pentémera
Ciclometicona 15 15
CINa 2 2
Abil WE 09 5 5
3 3
ciprofloxacino 2 2
Agua 67 67

Tabla 1. Composicion de las emulsiones A/O
elaboradas en este trabajo.

Jeringabilidad (estudios de extrusion)

Se determina el trabajo necesario para la descarga de
las muestras a través de una jeringa de 1 ml. La jeringa
cargada se sitia en el texturdmetro TA.XT.plus
desplazando el émbolo 2 cm a 2 mm/seg, registrando la
fuerza vs distancia

Efecto del fluido vaginal sobre la bioadhesion

Se determina la fuerza maxima y el trabajo de adhesion
requerido para separar dos discos de cuero curtido entre
los que se encuentra la muestra, empleando un
texturometro TA-XT (5). Se fija un disco de cuero en
el punzén superior y otro sobre una placa que se fija al
soporte inferior. Se depositan 0.2 ml de muestra en el
disco inferior y se adiciona fluido vaginal simulado
(FVS) a 37°C. Se hace descender el punzén superior a
1 mm/seg hasta el disco entra en contacto con la
muestra y ejerce una fuerza de 0.5 N. El punzén se
mantiene 60 seg. y se hace retornar a una velocidad de
1 mm/seg hasta una altura de 2 cm. Pasado 1 min se
reinicia el ciclo compresion-extension en las mismas
condiciones y se repite 10 veces.

El efecto de arrastre de la crema por efecto del fluido
se estudia empleando viales de fondo plano en los que
se deposita 1 g de emulsién que se cubre con 5 ml de
FVS. A intervalos de tiempo predeterminados se
retiran todo el FVS, se pesa para determinar la crema
arrastrada y se repone FVS de nuevo. Se calcula
ademas la concentracién de CFX en las muestra de
FVS retiradas para estudiar su liberacion. El ensayo se
realizaa 37°y con agitacion orbital (100 rpm).

Liberacion de ciprofloxacino

Para completar la liberacion se realiz6 un estudio
empleando células de Franz verticales, usando
membrana de diélisis entre los compartimentos y
tampon fosfato como medio aceptor. El ensayo se
realizo a 37° determinando el contenido de

progesterona en el aceptor espectrofotométricamente a
234nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Todas las emulsiones A/S presentaron valores de
jeringabilidad comprendidos entres 160 y 260 N-mm,
inferiores a los 380 N.mm , limite para formulaciones
inyectables cuando se emplean para su administracion
agujas hipodérmicas (3).
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Figura 1. Influencia del fluido vaginal sobre la
capacidad bioadhesiva de las formulaciones vaginales.

Las dos emulsiones O/S de ciprofloxacino presentan
valores de bioadhesion superiores a los obtenidos para
tres formulaciones bioadhesivas vaginales comerciales.
Ademés tal como se observa en la figura 1 las tres
formulaciones de referencia, elaboradas empleando
polimeros derivados del &cido poliacrilico, pierden su
capacidad bioadhesiva a medida que transcurren los
ciclos de compresion/extension, como consecuencia de
su dilucion con el fluido vaginal. A partir de sexto ciclo
presentan ya valores muy bajos reflejo de la total
pérdida de su capacidad bioadhesiva. Por el contrario
las emulsiones A/S mantienen los niveles de adhesion
préacticamente constantes durante todo el experimento,
indicando que no sufren efectos negativos por arrastre
o dilucién con los fluidos biol6gicos.

Ademés de la capacidad de bioadherencia es
importante que las formulaciones resistan el continuo
aclaramiento al que son sometidas por efecto del fluido
vaginal. Los resultados de pérdida de masa causado por
el arrastre del FVS se muestran en la figura 2 y se
observa que tras 8 horas de agitacion continua en
presencia del fluido no se observa una pérdida aparente
de peso en ninguna de las emulsiones, apreciandose
incluso una pequefia ganancia en el tiempo
probablemente causada por incorporacion de medio en
el seno de las emulsiones provocando el aumento de su
peso.

La determinacion del ciprofloxacino liberado durante
estos estudios se muestran en la figura 3.
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Figura 2. Variacién de peso de las emulsiones en
presencia de FVS.

Se observa una lenta liberacion del CPF a partir de las
emulsiones  independientemente  del  tipo de
cilometicona empleada en su elaboracién. El perfil de
liberacion se ajusta a una cinética de Higuchi con unos
coeficientes de determinacion del 99.4 y 99.2%
indicando que es un proceso  controlado
preferentemente por la difusion del farmaco.
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Figura 3. Resultados de los ensayos de liberacién in
itro

CONCLUSIONES

Debido a sus buenas propiedades bioadhesivas, la
resistencia al aclaramiento y control de liberacion las
emulsiones A/S propuestas pueden una buena
alternativa para la administracion vaginal de CPX.
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Introduccién: Las matrices inertes son sistemas
que consisten en una red sélida polimérica y
porosa que es insoluble e indigerible en el tracto
gastrointestinal (1). La liberacién del principio
activo desde estas formas farmacéuticas ocurre
por difusion del farmaco a través de los poros de
las matrices, incluyendo los poros iniciales y los
poros que aparecen cuando el farmaco o los
excipientes solubles se han disuelto (2).

La etilcelulosa es un polimero insoluble usado
en la fabricacion de diferentes formas
farmacéuticas solidas orales, entre ellas las
matrices inertes de liberaciéon prolongada,
pudiendo actuar como excipiente formador de
matrices mediante compresion directa (3).

La teorfa de la percolacién es una teoria
derivada de la fisica estadistica que estudia
sistemas cadticos o desordenados. Esta teoria ha
sido ampliamente  aplicada al  campo
farmacéutico desde 1987, empezandose a
aplicar al estudio de sistemas matriciales inertes
de liberacion prolongada (4).

La teoria de la percolacion estudia la existencia
de puntos criticos que en los comprimidos
corresponden con concentraciones criticas de
uno o mas componentes del sistema, incluyendo
la porosidad. En el umbral de percolacién, un
componente del sistema experimenta una
transicion geométrica de fases, empezando a
formar una red que recorre todo el comp| o
y teniendo una influencia mucho mayor en las
propiedades del mismo. Por tanto es de esperar
que cuando un componente alcanza su umbral
de percolacion, ocurran cambios repentinos en
las propiedades del sistema que estén
relacionadas con este componente. Nos
encontrariamos en este caso ante un punto
critico del sistema.

En la formulacion de matrices inertes de
liberacién prolongada lo ideal es que ambos,
farmaco y excipiente se encuentren por encima
de su umbral de percolacién. De esta forma nos
aseguramos que el farmaco se va a liberar por
completo y que el excipiente formador de matriz
va a actuar controlando la liberacion (5).

El objetivo de este trabajo es estimar la
influencia de la porosidad de comprimidos
matriciales inertes  multicomponentes  de
liberacién  controlada,  elaborados  con
etilcelulosa como polimero formador de matriz,
en la liberacién de carbamazepina.
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Materiales y Meétodos: Los materiales
empleados fueron: Carbamazepina (Fagron,
Espafia), ETHOCEL 7 FP y ETHOCEL 10 FP
(Colorcon  Ltd, UK) como polimeros
formadores de matrices inertes, lactosa fast flow
(Foremost, EEUU) como diluyente y estearato
de magnesio (Fagron, Espafia) y AEROSIL 200
(Evonik, Alemania) como lubrificante vy
deslizante, respectivamente.

Se elaboraron 10 lotes de 60 comprimidos
matriciales de 300 mg de peso (5 lotes
conteniendo  ETHOCEL 7 FP y 5 lotes
conteniendo  ETHOCEL 10 FP) con un
contenido en carbamazepina del 30% p/p, 40%
p/p de etilcelulosa 7 FP y 10 FP,
respectivamente y 5 niveles de porosidad inicial,
variando desde el 0 al 25 % v/v mediante
compresion directa, en una maquina de
comprimir excéntrica (Bonals A-300, Espafia).
La tabla 1 muestra la composicién y los niveles
de porosidad de estos lotes.

CBZ  Ethocel Ethocel Lactose Si0; Mg
TFP 10FP stearate

TFPCA’ 40.0 29.0 05 05
7FP CB" 40.0 29.0 05 05
TFP CCY 400 200 05 05
7FPCD’ 400 200 05 05
TFP CE" 400 200 05 05
10FP CA" 400 29.0 05 05
10FP CB" 400 290 05 05
10FP CC* 200 200 05 05
10FP CD* 400 200 05 05
10FP CE* 400 290 05 05

# Porosidad al entre 0% y 5% vi/v.
®Porosidad inicial entre 5% y 10% v/v.
¢Porosidad inicial entre 10% y 15% V/v.
“Porosidad inicial entre 15% y 20% viv
©Porosidad inicial entre 20% y 25% v/v

Tabla 1: Composicion de las diferentes
formulaciones preparadas.

Se realizaron estudios de disolucion del farmaco
en un aparato USP Sotax AT7 smart (Suiza). El
porcentaje de carbamazepina liberada en
funcion del tiempo fue medida en un
espectrofotdmetro de UV/VIS Agilent 8453
(EEUU) a una longitud de onda de 284 nm. El
analisis de los datos obtenidos se llevd a cabo
utilizando los principales modelos cinéticos.

Resultados y Discusion: Independientemente
del tipo de polimero empleado puede observarse
que los perfiles de liberacion muestran 3
comportamientos diferentes que pueden ser
relacionados con el umbral de percolacion del

diluyente mas la porosidad inicial (Figuras 1 y
2). Los lotes CA, con menor porosidad inicial
(0-5% v/v), muestran una velocidad de
liberacion del farmaco claramente menor que
puede atribuirse a que estas matrices se
encuentran por debajo del umbral de
percolacién del diluyente soluble maés Ia
porosidad inicial (por debajo del 30% v/v en
ambos casos). En el extremo opuesto se
encuentran los lotes CD y CE que muestran la
mayor velocidad de liberacion. Estos lotes
presentan una porosidad inicial superior al 15%
v/v por lo que se espera que estén por encima
del umbral de percolacién del diluyente soluble
mas la porosidad inicial. Por tltimo los lotes CB
y CC, con una porosidad inicial comprendida
entre el 5 y el 15% v/v, muestran un
comportamiento intermedio entre los expuestos
previamente. Basandose en la teoria de la
percolacién,  estos  lotes  muestran  un
comportamiento tipico de un cluster incipiente,
que indica que estos lotes estan muy préximos
al umbral de percolacion del diluyente soluble
mas la porosidad inicial.

9% Farmacoliberado

30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420 450 480
Tiempo (minutos)

——Lote 7FP_CAQ% 5% Porosidad Lote 7FP_CB 5%-10% Porosidad

——Lole TFP_CC 10%15%Porosidad  ——Lote 7FP_CD15%-20% Porosidad

¢ Lote 7FP_CE 208-25% Porosidad

Figura 1. Perfiles de liberacion de los lotes que
contienen carbamazepina y 40% w/w de
ETHOCEL 7 FP.
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== Lote 10FP CE 20%-25% Porosidad
Figura 2. Perfiles de liberacion de los lotes que
contienen carbamazepina y 40% w/w de
ETHOCEL 10 FP.

% Farmaco liberado

Asimismo, el efecto de la porosidad se puede
observar como factor individual. Las Figuras 3
y 4 muestran un aumento en la velocidad de
liberacion del farmaco entre el 12.5 y el 17.5%
de porosidad inicial. Estos resultados
concuerdan con las predicciones de la teoria de
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la percolacién. Es bien conocido que el umbral
de percolacién de los poros en un sistema sélido
se encuentra en torno al 16% (6).

A

+6ominutos

A . - 180 minutos

360,

84 Famaco liberado

o s 10 15 20 25
9% Porosidad inicial

Figura 3. Porcentaje de farmaco liberado frente
a la porosidad inicial en lotes que contienen
carbamazepinay ETHOCEL 7 FP.

a

a

96 Famaco lierado
*

Figura 4. Porcentaje de farmaco liberado frente
a la porosidad inicial en lotes que contienen
carbamazepinay ETHOCEL 10 FP.
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Introduccién: EIl chitosan es un polisacéarido
natural, biocompatible y biodegradable que
procede de la hidrdlisis de la quitina. Es una
base débil que forma hidrogeles en presencia de
aniones multivalentes gracias a la carga positiva
de sus grupos amino. Se utiliza ampliamente en
el campo biomédico y farmacéutico con
maltiples aplicaciones. Ademas, el chitosan
posee buenas propiedades mucoadhesivas,
considerandose  un  polimero  bioadhesivo
“natural” que puede adherirse a tejidos duros y
blandos. Es por ello que se ha utilizado en
sistemas de liberacion de farmacos a nivel de las
mucosas. Ensayos clinicos usando biomateriales
basados en chitosan no muestran reacciones
inflamatorias o alérgicas tras la implantacion,
inyeccion, aplicacién tépica o ingestion en el
cuerpo humano (1). Sin embargo, posee ciertas
limitaciones, como su naturaleza hidrofilica o su
insolubilidad en algunos medios fisioldgicos,
que pueden solventarse con la modificacion
quimica (2).

En los dltimos afios nuestro grupo de
investigacion  viene desarrollando  nuevos
hidrogeles debido a su gran utilidad como
temas semisélidos tépicos de liberacion
modificada (3-5). Teniendo en cuenta que los
geles de chitosan modificado han cobrado una
gran importancia por su biocompatibilidad, baja
toxicidad y degradacion por enzimas humanas
el objetivo del presente trabajo se centra en el
estudio de las propiedades reolégicas de nuevos
hidrogeles de chitosan modificado.

Materiales y Métodos: Chitosan (CTS) (75%
desacetilado) fue suministrado por Aldrich
Chemical Co. Todos los reactivos utilizados
para la sintesis fueron de grado analitico.

La modificacién quimica del chitosan se llevo a
cabo con el fin de incorporar grupos tioles al
polisacarido. A continuacién, se gener6 el
sistema disperso por contacto con un agente
oxidante.

Caracterizacion reoldgica

Los sistemas dispersos se mantuvieron a
temperatura ambiente durante 24 horas después
de su preparacion para asegurar la misma
historia mecéanica reciente para todas las
muestras.

Los estudios se realizaron en un reémetro AR-
2000 (TA Instruments, USA) para determinar
las propiedades mecénicas dinamicas de las
muestras. Primero, se determiné la region
viscoelastica lineal a través de un barrido de
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esfuerzo a wuna frecuencia de 1 Hz.
Posteriormente, se aplicd un esfuerzo oscilatorio
de 1 Pa en un intervalo de frecuencia de 0.01 a
100 rad/s. El analisis de los resultados se centrd
en la determinacion de los modulos de
almacenamiento (G’) y de pérdida (G’’) que
determinardn el comportamiento mecénico de
las muestras. Por otro lado y mediante cizalla
rotacional, se determiné el comportamiento de
flujo de los preparados. EI protocolo
experimental consisti6 en aplicar una velocidad
de cizalla hasta la aproximacién al estado
estacionario o hasta un tiempo méaximo de 300
segundos por punto. Las curvas de flujo se
determinaron con una geometria lisa plana de 60
mm de didmetro. Las determinaciones se
hicieron a una temperatura de 25 °C.

Por ltimo, las distintas curvas de flujo se
ajustaron a los modelos reolégicos establecidos.

Resultados y Discusion: De los
preparados de CTS  modificado, se
seleccionaron dos concentraciones, 1y 4%, para
su estudio reolégico. A partir de barridos de
esfuerzo (figura no mostrada) se determind la
region viscoeslastica lineal. Asi, las dispersiones
acuosas al 1% muestran un comportamiento
independiente hasta 2 Pa, punto a partir del cual
empieza a fluir la muestra, esfuerzo critico. Por
el contrario, en las muestras al 4% no se detecta
un esfuerzo critico en todo el intervalo
estudiado (0-100 Pa). En la Figura 1 se muestra
el barrido de frecuencia de las dispersiones al 1
y 4% recogiéndose los mddulos de
almacenamiento (G’) y pérdida (G™’).
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Figura 1. Barrido de frecuencia para los
sistemas dispersos al 1 y 4% de chitosan
modificado.

En ella se observa que el aumento de
concentracion de CTS modificado en la

dispersion, provoca un cambio reoldgico
importante. Asi, en el preparado al 1%
predomina G’ sobre G’, lo que significa que
tiene un comportamiento mas Vviscoso que
elastico, y presenta un posible punto de
reticulacion a 71 rad/s y 12 Pa. Por su parte, en
el preparado al 4% de CTS se da la situacion
inversa, con predominio del modulo elastico
(G’) respecto al viscoso (G’’), indicando la
presencia de una estructura tridimensional
gelificada.

Por otro lado, se aprecia un importante
incremento en las viscosidades aparentes del
preparado al 4% con respecto al 1% (Figura 2),
aproximadamente 10° veces mayor, légicamente
debido a la mayor concentracion de polimero.
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Figura 2. Curva de viscosidad de los sistemas
dispersos con 1y 4% de chitosan modificado.

La dispersion al 1% muestra un flujo no
newtoniano con comportamiento pseudoplastico
(shear-thinning), debido a que la viscosidad
aparente disminuye al aumentar la velocidad de
cizalla. Sin embargo, la dispersion al 4%
muestra un comportamiento caracteristico de
fluidos estructurales en los que se recoge un
comportamiento  newtoniano, la viscosidad
aparente se mantiene independiente de la
velocidad de cizalla (zona plateau), y a partir de
240 Pa comienza a fluir con flujo
pseudoplastico.

Finalmente, los datos se ajustaron a modelos
reolégicos matematicos, corroborando asi lo
observado en las graficas. EI mejor ajuste para
la dispersion al 1% correspondi6 al modelo de
Cross (6), cuyos parametros obtenidos se
recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros del modelo de Cross para
la dispersion acuosa al 1% de chitosan
modificado.

no(Pa.s) | n.(Pas) k (s) n

Cross 0.689 | 6.328x10° | 0.02864 | 0.4349
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En ella se refleja la baja viscosidad del
preparado (no Y M.), asi como un tiempo de
relajacion muy pequefio (k). Ademas, el valor
de “n” menor que 1 refleja su comportamiento
pseudoplastico (shear-thinning).

Por su parte, la dispersion al 4% se ajust6 al
modelo de Ostwald-De Waele para velocidades
de cizalla inferiores a 0.002 s™ y 240 Pa de
esfuerzo y al modelo de Carreau para valores
superiores a éstos (Tabla 2). Asi, se puede
observar como el sistema disperso presenta
Imente un comportamiento newtoniano
(n=1) con altos valores de viscosidades
aparentes que se confirman con el modelo de
Carreau, ya que m,, viscosidad a velocidad de
alla 0, es del orden de 10°. Cuando empieza
a fluir y dado su flujo pseudoplastico (n=0.967),
va disminuyendo la viscosidad hasta alcanzar
valores de 0.286 Pa.s (1..).

Tabla 2. Pardmetros de los modelos de
Ostwald-De Waele y Carreau para los sistemas
dispersos al 4% de chitosan modificado.

K (Pa.s) n

Ostwald-De

S
Waele 6.58x10 116

Mo(Pa.s) | m.(Pa.s) k(s) n

Carreau 1.61x10° 0.2860 4212 | 0.967

Conclusiones:

Mediante la modificacion quimica del chitosan
se consiguen dispersiones acuosas de hasta 4%
de chitosan modificado. Los fluidos obtenidos
son viscoelasticos con flujo pseudopléastico, para
los menos concentrados, y estructurados, para
los de mayor concentracion, con el consiguiente
nterés en aplicaciones cosméticas, biomédicas
y farmacéuticas.
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Introduccion

En la actualidad, uno de los problemas que
causan una mayor demanda analgésica es el
dolor odontolégico. Sin embargo, el uso
continuado de analgésicos presentan numerosas
reacciones adversas, las cuales podrian ser
evitadas con el uso de formas farmacéuticas de
administracion  transbucal. En  diferentes
estudios (1) se ha comprobado que algunos
antidepresivos triciclicos pueden tener efecto
analgésico gracias a su accion bioquimica
molecular ya que son capaces de aumentar la
cantidad de noradrenalina y serotonina en el
espacio sinaptico. En este sentido la
administracion transbucal de clorhidrato de
doxepina podria proveer de una potente
actividad analgésica empleando bajas dosis y
por tanto evitando los efectos adversos
asociados a la administracion sistémica de
dichas sustancias. Por ello, el objetivo principal
de este trabajo es el disefio de un parche
bucoadhesivo para la administracién transbucal
de clorhidrato de doxepina utilizando diferentes
polimeros (2) asi como la caracterizacién de
dichos sistemas en cuanto al anlisis
calorimétrico y la capacidad de hinchamiento.

Materiales y métodos

Materiales

Clorhidrato de doxepina fue suministrado por
Fagron lberica S.A.U. (Barcelona, Espafa). Las
peliculas fueron preparadas utilizando tres
polimeros: chitosan (Sigma-Aldrich, Valencia,
Espafia), hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)
(Methocel K 15M EP, Palex S.A., Jaén, Espafia)
y  carboximetilcelulosa ~ sédica  (SCMC)
(Guinama, Valencia, Espafa). El plastificante
ha sido glicerol (Fagron, Barcelona, Espafia).
Polivinilpirrolidona (PVP) fue suministrado por
Basf (Barcelona, Espaiia) y el acido acético por
Panreac (Barcelona, Espafia).

Andlisis calorimétrico

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
se ha realizado en un dispositivo Mettler FP 85,
tomando medidas a intervalos de 5° C/ minuto.
El peso de las muestras se encuentra

comprendido entre 5-7 mg.

ad de hinchamiento

Después de la determinacion del peso vy
diametro del parche original, las muestras
fueron sometidas a hinchamiento en la
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superficie de una placa de agar preparado al 2%
(m/m) y mantenida en estufa a 37° C. El
aumento de peso y didmetro de los parches se
determind  en  intervalos de  tiempo
predeterminados. El porcentaje de hinchamiento
fue calculado utilizando la siguiente ecuacion:

% de hidratacion = (W, — W;) W, x 100

Donde W, es el peso del parche después de
permanecer en la estufa un tiempo determinado
y W; es el peso del parche inicial.

Resultados y discusion

Los sistemas bucoadhesivos estudiados (tabla 1)
son sistemas matriciales en una sola lamina
elaborada a partir de un hidrogel, donde el
material polimérico, ademas de constituir el
reservorio del farmaco, también es responsable
de la fijacion del sistema a la mucosa oral.

SCMC HPMC Chitosan
4% (p/v) 3% (p/v) 2% (p/v)

PVP 5% (p/v) | PVP 5% (p/v) | PVP 5% (p/v)

Glicerol 5% Glicerol 5% Glicerol 5%

Solucién
Agua Agua acuosa de
destilada destilada acido acético
1,5% (viv)

Clorhidrato Clorhidrato Clorhidrato
de doxepina de doxepina de doxepina
0,05% 0,05% 0,05%

Tabla 1. Composicion de los parches
bucoadhesivos propuestos.

Es preciso hacer notar que los termogramas
(figuras 1-3) estan evaluados tomando como
criterio  las  transiciones exotérmicas y
endotérmicas. El hidrocloruro de doxepina
(figura 2) mostré un solo pico endotérmico
correspondiente al punto de fusién a 191,1° C,
asi como un pico exotérmico correspondiente a
su descomposicion.

Segln se muestra en la figura 1, en los tres
sistemas estudiados se da una transicién de tipo
endotérmico, en el intervalo de temperaturas
entre 30 y 120° C, lo cual se atribuye a la
deshidratacién por la pérdida de las uniones con
las moléculas de agua. Al final de la curva
calorimétrica, se evidencia otro proceso térmico
a partir de los 140° C, debido a la
descomposicion de los biopolimeros.

Se observan entalpias de deshidratacion
similares para los polimeros de
carboximetilcelulosa sédica (281 J/g) y chitosan
(281 J/g). Sin embargo, la pelicula de
hidroxipropilmetilcelulosa presenta una
tendencia menor respecto a la entalpia (251 J/g),
lo que indica que se suministré una energia
menor para eliminar el agua del sistema. Este
hecho confirma como los soportes de
carboximetilcelulosa sodica y chitosan poseen
una mayor capacidad de absorcion de la
molécula de agua en su estructura, observando
esta misma tendencia en el andlisis de
hinchamiento ya que los porcentajes de la tabla
3 muestran que los parches elaborados con
hidroxipropilmetilcelulosa  presentan ~ menor
tendencia a captar agua y que esta da lugar a la
disolucién del sistema en un tiempo maximo de
3 minutos. En cambio, en los sistemas de
carboximetilcelulosa sédica y chitosan no hay
una diferencia significativa (p> 0,05) en cuanto
al porcentaje de hidratacion.

Figura 1. Termogramas de los parches
bucoadhesivos.

Formulacién | % hidratacién + DE
SCMC 67,04 +2,03
HPMC 55,91 + 2,26

Chitosan 67,30 + 2,45

Tabla 3. Porcentaje de hidratacion.

De manera similar las mezclas fisicas con las
mismas proporciones que los parches no
muestran el pico caracteristico del principio
activo (figura 2), debido muy probablemente a
su escasa relacion con el resto de excipientes.

En las mezclas binarias del principio activo con
los excipientes evaluados no se detectaron
desplazamientos  significativos ~ de las
transiciones, ni formacion de picos adicionales,
asi como tampoco se observd la desaparicion de
las transiciones caracteristicas de cada sustan
estudiada, lo que indica que las transiciones
fisicas caracteristicas de cada uno de los
excipientes empleados no fueron modificadas
por la presencia del principio activo (figura 3).
Sin embargo, la combinacién con chitosan
muestra un desplazamiento considerable de la
temperatura de fusion del activo lo que podria
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indicar cierta interaccion. No obstante, todas
estas hipotesis se deberian contrastar con otras
técnicas.

Figura 2. Termogramas de las mezclas de
polimero, polivinilpirrolidona y doxepina en las
proporciones en las que se encuentran en el
parche.

A |
o v

Figura 3. Termogramas de las mezclas fisicas
de la doxepina y cada polimero.

Conclusién

Los andlisis calorimétricos tanto de los
materiales  empleados como  de las
formulaciones propuestas coinciden con los
datos existentes en la bibliografia consultada,
observando compatibilidad manifiesta entre los
polimeros seleccionados y el clorhidrato de
doxepina, asi como temperaturas de transicion
vitrea aptas para proporcionar la flexibilidad
adecuada tras su administracion bucal. Ademés,
los datos de entalpia de las diferentes peliculas
se correlacionan con los resultados obtenidos en
el ensayo de hinchamiento, mostrando al parche
de hidroxipropilmetilcelulosa como el soporte
con menor capacidad de hinchamiento.
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Introduccion: Dentro de los diferentes tipos de
nanoplataformas disefiadas para el transporte
especifico de farmacos hasta el tejido o célula
diana destacan los coloides magnéticos. Se
postula que las principales ventajas de estos
nanosistemas como sistemas transportadores de
sustancias activas frente a la farmacoterapia
convencional son principalmente: i) la
disminucién de reacciones adversas derivadas
de una extensa biodistribucion del farmaco, la
cual no existe porque toda la dosis queda
acumulada en el lugar de accion; y, ii) una
intensa exposicion del tejido y células diana a
las moléculas de sustancia activa transportadas
magnéticamente (1). En este sentido, el presente
trabajo de investigacion pretende el desarrollo
de una formulacién de magnetoliposomas como
nanoplataformas para el transporte selectivo de
5-fluorouracilo (5-FU) en el tratamiento de
céncer de colon avanzado.

Materiales y Meétodos: Todos los reactivos
quimicos usados tenfan calidad analitica
excepto la  L-a-
5-FU (Sigma-Aldrich,
Alemania). El agua utilizada en todos los
experimentos fue desionizada y filtrada
previamente (Milli-Q, Millipore, Francia).

Los nlcleos de magnetita (Fe;O,) se sintetizaron
mediante un método de co-precipitacion
quimica (2, 3). Los liposomas fueron preparados
utilizando el método de hidratacion del film
(thin layer evaporation technique) (4). La
preparacion de los magnetoliposomas se basé en
esta misma metodologia con la Gnica excepcion
de la inclusién de los nucleos de FesO,4 en la
fase acuosa utilizada para la rehidratacion de la
fina capa lipidica.

La caracterizacion fisicoquimica de los
magnetoliposomas comenz6 con el estudio de
su  geometria  mediante  andlisis  de
microfotografias electrénicas de transmision
(TEM) 'y mediante espectroscopia de
correlacion de  fotones  (PCS) Estas
determinaciones se realizaron por triplicado a
25.0 + 05 °C. Las nanoparticulas fueron
caracterizadas  también  mediante  anélisis
electrocinético (electroforesis) y caracterizacion
termodinamica superficial (balance
hidrofilia’hidrofobia, a partir del tratamiento
termodindmico de las determinaciones de
angulo de contacto con agua, formamida y a-
bromonaftaleno).
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En el primer caso, se determind la evolucién de
los valores de potencial zeta ({) de las
nanoparticulas en funcién de la fuerza iénica del
medio de dispersion (concentracion de KNO3).
La concentracion de las nanoparticulas se fijo =
0.1 % (p/v). Por otro lado, y con el objetivo de
analizar cualitativamente la degradacion de los
magnetoliposomas, se determin6 la evolucion
temporal de los wvalores de movilidad
electroforética (ue) de éstos y de nanoparticulas
de Fe;0, Estas medidas se realizaron
reproduciendo  in  vitro las  siguientes
condiciones fisioldgicas: 37.0 + 0.5°C y pH 7.4
+ 0.1 (tampdn NaOH-KH,PO,).

En la realizacion de los ensayos de
incorporacion de 5-FU en los
magnetoliposomas, la fase acuosa contenia una
concentracion de este farmaco de 3 mg/mL. La
eficacia de atrapamiento (EE, %) y carga de
farmaco (DL, %) del 5-FU, junto con el perfil de
liberacién in vitro (pH 7.4, 37 °C) se
caracterizaron mediante un método validado de
espectrofotometria UV-Vis (266 nm). Los
ensayos de liberacion se realizaron mediante
dialisis.

Resultados y Discusion: Los nicleos de Fe30,
presentaron una morfologia cubica y un tamafio
medio de particula de 12 + 2 nm, mientras que
los liposomas se caracterizaron por una
morfologia esférica y un tamafio medio de 635 +
393 nm (elevada heterogeneidad de tamafio).
Por el contrario, los magnetoliposomas
presentaron una morfologia esférica y un
tamafio de particula adecuado para la via de
administracion intravenosa (120 + 24 nm). La
termodindmica  superficial 'y el analisis
electrocinético de los diferentes tipos de
nanoparticulas pusieron de manifiesto que la
naturaleza hidréfila de las nanoparticulas de
Fe;O,4 (figura 1) y su correspondiente carga
eléctrica positiva (figura 2) desaparecen al ser
embebidas en la matriz liposomal hidréfoba y
de carga eléctrica  negativa.  Ambas
caracterizaciones fisicoquimicas constituyen
una clara evidencia de la eficacia de la
metodologia desarrollada para la sintesis de
magnetoliposomas.
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Figura 1. Valores de incremento de energia
libre superficial en medio acuoso (AGss,
mJ/m?) y caracter hidréfilo/hidréfobo de los tres
tipos de nanomateriales.
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Figura 2. Potencial zeta (¢) de Fe30,, liposomas
y magnetoliposomas en funcion de la
concentracion molar de KNOs, y a pH natural
(pH = 6).

La degradacion de los magnetoliposomas parece
transcurrir rapidamente, siendo completa en 12
horas. De hecho, este comportamiento es claro
si consideramos el ensayo electrocinético de
degradacion realizado (figura 3). Los valores de
ue de los magnetoliposomas se hacen mas
negativos conforme transcurre el tiempo,
llegando a ser similares a los de los ndcleos de
Fe;0, transcurridas sélo 12 horas. Otro hecho
destacable es que la evolucién mas acusada de
estos valores se produce durante las primeras 2
horas. Asi, la degradacion debe transcurrir més
acusadamente durante este periodo de tiempo.
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Figura 3. Movilidad electroforética (ue) de
magnetita (Fe3O,, ©) y magnetoliposomas (e)
en funcion del tiempo (horas) (37 °Cy pH 7.4).

En cuanto a la vehiculizaciéon de 5-FU, la EE
(%) y la DL (%) de los magnetoliposomas fue
del =~ 23% y =~0.2 %, respectivamente. Como
puede apreciarse en la figura 4 la liberacion in
vitro del 5-FU transcurre mediante un proceso
rapido, ya que el 70% del farmaco vehiculizado
es liberado en =1 h. Este fenémeno podri
apoyarse en la rapida degradacion descrita para
la matriz liposomal (figura 3).
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Figura 4. Liberacién de 5-FU (%) desde los
magnetoliposomas en funcién del tiempo
(horas) (37 °Cy pH 7.4).

Conclusiones: Se ha puesto a punto un
procedimiento reproducible para la sintesis de
magnetoliposomas como sistemas
transportadores del agente quimioterapico 5-FU.
La caracterizacion fisicoguimica realizada
refleja la eficacia de esta metodologia. Si bien
por sus caracteristicas esta formulacion tendria
interés si se administra por via intratumoral o
ntraarterial, en la actualidad se estan
desarrollando modificaciones en la formulacién
que mejoren la capacidad de los
magnetoliposomas como nanovehiculos de este
agente quimioterapico.
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Introducciéon: En la actualidad, numerosos
ensayos preclinicos han puesto de manifiesto la
excelente capacidad que tienen los coloides
magnéticos como sistemas transportadores de
farmacos antitumorales, ya que mejoran
notablemente la eficacia y seguridad del agente
quimioterépico (1). Mas recientemente, diversas
investigaciones han postulado su potencial
utilidad como agentes de contraste en
resonancia magnética de imagen (RMI) y como
agentes de hipertermia. Esta ma cualidad
tiene un enorme interés en la lucha contra el
cancer. En concreto, se indica que los coloides
magnéticos podrian ser guiados magnéticamente
hasta la masa tumoral y alli generarian
selectivamente un calor que mataria las células
malignas (hipertermia). EI fenémeno de
hipertermia es consecuencia de la vibracién de
los momentos magnéticos de estas particulas, al
encontrarse bajo la accién de un gradiente de
campo electromagnético alterno (2).

El objetivo de esta investigacion es el analisis
de la capacidad como agente de hipertermia que
tiene una formulacion de magnetoliposomas
constituida por ndcleos de Oxido de hierro
superparamagnético (magnetita, Fes0.)
embebidos en una matriz liposomal basada en
fosfatidilcolina. Este estudio preliminar in vitro
pretende constituir un paso previo en la
valoracion de la aplicabilidad de esta (nano)-
formulacién en el tratamiento de céncer de
colon avanzado.

Materiales y Métodos: Los productos quimicos
utilizados tenian calidad analitica (Panreac,
Espafia), incluida la L-a-fosfatidilcolina (Sigma-
Aldrich, Alemania). El agua utilizada fue
previamente desionizada y filtrada (Milli-Q,
Millipore, Francia).

Los magnetoliposomas que se estudiaran en este
trabajo de investigacion tienen una morfologia
esférica y un tamafio medio de 120 + 25 nm
(figura 1). Su sintesis se ha basado en la
modificacién de una metodologia ampliamente
empleada para la formulacion de liposomas: el
método de hidratacion del film (thin layer
evaporation technique) (3). La principal
variante a esta metodologia consiste en la
inclusién de nucleos de Fe;O, (tamafio medio =
10 nm, a priori superparamagnéticos) en la fase
acuosa empleada en la rehidratacion de la fina
capa lipidica.
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Figura 1. Microfotografia electrénica de
transmision de un magnetoliposoma. Longitud
de barra: 100 nm.

La estructura cristalina de estos
nanocompuestos magnéticos se caracterizo
mediante la obtencién del difractograma de
rayos X (método de Debye-Scherrer). La masa
de magnetoliposomas empleada para ello fue
0.5 g, habiéndose desecado previamente la
muestra a 35.0 £ 0.5 °C en un horno de
conveccion.

Las  propiedades  magnéticas de los
magnetoliposomas se caracterizaron mediante
un magnetometro-susceptibilimetro a 25.0 + 0.5
°C. Finalmente, se caracteriz6 la capacidad de
estos nanocompuestos magnéticos como agentes
de hipertermia. Para ello, se prepar6 una
suspension acuosa de magnetoliposomas (10
mg/mL, 5 mL) y se determiné su capacidad para
generar calor cuando ésta es sometida a un
gradiente de campo electromagnético alterno
(frecuencia e intensidad: 250 kHz y 4 kA/m,
respectivamente). El registro de la temperatura
se realizd con una sonda termométrica
conectada a un ordenador.

Resultados y Discusion: La figura 2 recoge el
difractograma de rayos X de los
magnetoliposomas. Es interesante observar
cémo todos los picos caracteristicos de la Fe;O,4
permanecen inalterados en el difractograma de
los liposomas magnéticos. De esta manera,
puede afirmarse que la estructura de los ndcleos
de 6xido de hierro permanece inalterada tras su
inclusién en la matriz del liposoma, siendo éste
un requisito indispensable para que los
nanocompuestos  tengan  una  adecuada

capacidad de respuesta a gradientes de campo

magnético.
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Figura 2. Difractograma de rayos X de los
magnetoliposomas. Figura insertada: patron
ASTM de difraccion de rayos X de la Fe;0,. La
intensidad se expresa en unidades arbitrarias (u.
a.).

El andlisis de las propiedades magnéticas de los
magnetoliposomas puso de manifiesto su
adecuada capacidad de respuesta a gradientes
magnéticos. Los datos de suscepti ad
magnética inicial y de magnetizacion de
saturacion de las particulas confirman esta
afirmacion (25.0 £ 0.2 y 206 + 12 kA/m,
respectivamente). De esta forma, es de esperar
que los magnetoliposomas sean facilmente
guiados al lugar de accién con la ayuda de un
iman.

Finalmente, la exposicion de la suspension
acuosa de nanocompuestos a un gradiente de
campo  electromagnético  alterno  parece
convertir a los magnetoliposomas en adecuados
agentes de hipertermia (figura 3). De hecho,
puede apreciarse en la figura cémo en tan sélo
22 minutos se alcanza la temperatura minima de
hipertermia (= 41 °C) (4). Ademas, se observa
que la temperatura de la suspensién contina
subiendo hasta alcanzar un valor maximo de 45
°C, el cual se mantiene estable durante todo el
experimento.
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Figura 3. Curva de calentamiento de una
suspension acuosa de magnetoliposomas (10
mg/mL) bajo la influencia de un gradiente de
campo electromagnético alterno.
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Esto demuestra un O6ptimo control de la
temperatura y flujo de calor (requisito bésico
para su aplicacion en hipertermia contra el
céancer). De hecho, debe tenerse en cuenta que si
se calienta una masa tumoral durante = 30
minutos, estd puede destruirse. Asimismo,
pueden inducirse dafios en el tejido sano que
rodea al tumor si la temperatura supera los 48
°C (5, 6).

Conclusiones: ElI  método de sintesis
desarrollado permite obtener magnetoliposomas
con una geometria adecuada para su
administracion  por via parenteral. Las
excelentes propiedades magnéticas de estos
nanocompuestos permiten postular un futuro

prometedor en Biomedicina para su aplicacion
en el tratamiento de tumores por medio de la
hipertermia. Actualmente, se encuentran en
desarrollo estudios para valorar la eficacia
antitumoral de esta (nano)-formulacién para
ipertermia en modelos in vitro e vivo de
céancer de colon avanzado.
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Introduccion: La lidocaina se presenta en
forma de derivado salino (CIH) y en forma de
base. El derivado salino es habitual en
preparaciones topicas. Este trabajo explora las
posibilidades de formulaciones tdpicas con
lidocaina base. De esta molécula se conoce su
carécter bésico débil, su lipofilia y la escasa
solubilidad en agua a pH compatible con la piel
(5 -7). El objetivo del trabajo es determinar la
solubilidad de la Lidocaina base en excipientes
lipofilicos, liquidos a temperatura ambiente y
adecuados para preparaciones dermatolégicas.
La seleccion de los excipientes, se realiza en
base a su probable solubilidad. Para ello, se
utiliza la Teoria de las Soluciones Regulares y
los parametros de solubilidad de Hansen. Los
conceptos generales de ambas, son de caracter
practico y permiten conocer a-priori la bondad
de los disolventes. Estan basados en los
parametros de solubilidad total (8;) y parametros
de cohesion (84, 8,y 3y del soluto y de los
disolventes.

Materiales y Métodos:

1.- Seleccion de los excipientes. Para aplicar
los conceptos anteriores, es necesario conocer el
valor de 3,y de 8y, 8, &, de la lidocaina y de
los excipientes. El valor de &, de la lidocaina
(Tabla 1), fue determinado por Lin y Nash (1),
el resto de los pardmetros son determinados por
métodos de contribucion de grupos de Fedors
(2), Van Krevelen y Hoftyzer y Hansen y
Beerbower (3)

Se seleccionan disolventes (Tabla 1).cuyo &
varian de 17,44 a 20,2 MPa, cumpliendo la
primera premisa: diferencia en & entre la
lidocaina y disolvente menor de 5,11 MPa ',

2.- Analisis cualitativo de la solubilidad. Para
una estimacion inicial de la solubilidad de la
lidocaina en los disolventes se ha seguido la
metodologia propuesta por Teas (4) aplicada a
diagramas triangulares y esfera de solubilidad.
Como referencia se ha utilizado la solubilidad
de la lidocaina en etanol.

Diagrama Triangular de solubilidad.. Se
obtiene empleando los parametros de cohesion
normalizados (fq):
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En el diagrama triangular (Fig. 1): La distancia
entre los excipientes y la lidocaina es menor que
la distancia entre la lidocaina y el etanol. Es
previsible que la lidocaina sea soluble en los
disolventes.
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Figura 1. Diagrama triangular de Teas,

idad de la lidocaina en

prediccion de la solu
los disolventes.

Esfera de solubilidad de la lidocaina: El
centro de la esfera (Fig. 2) tiene los valores de
84, 8y 3y de la lidocaina. El radio de la esfera
(radio de interaccion Ry) es determinado desde
los valores de 8, 8,y &, del etanol. Los limites
de esta esfera caracterizan los “buenos*
disolventes (5). Estos deben tener una distancia
desde el centro de la esfera “distancia del
parametro de solubilidad” (Ra) menor que Ro.

Figura 2. Esfera de solubilidad de la lidocaina.
Es previsible una buena solubilidad, Ra es
menor que Ry.

3. Estimacién tedriva de la solubilidad. La
Teoria de las Soluciones Regulares permite una
estimacion cuantitativa de la solubilidad de la
lidocaina en los disolventes (Fig. 4), aplicando
la ecuacion deducida por Hildebrand y Scott:

ideal <%N
—InX, =—In X & +%§ -6, )

Ecuacion 1
Donde: V, = volumen molar del soluto; ®;=
fraccion de volumen del disolvente; R:
constante de los gases; T: temperatura absoluta

de la experiencia; &; y 8, = parametros de
solubilidad, total (o de Hildebrand) del
disolvente y del soluto respectivamente.

Solubilidad  experimental. ~ Se  obtiene
soluciones saturadas a 25 °C . Se valoraron por
espectrofotometria alicuotas del sobrenadante.
Cada valor es la media de dos ensayos
independientes.

Resultados y discusion.

Los resultados obtenidos (Figura 4) demuestran
la elevada solubilidad de la lidocaina en los
disolventes.

[ —— 9% (m/m) Tedrico
—8—%(m/m) experimental

% (m/m)
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Figura 4. Solubilidad de la lidocaina.

En todos los casos los valores de solubilidad
experimental es superior a la estimada por la
ecuacion 1, siendo esta diferencia més elevada
en los disolventes de parametros de solubilidad
més bajos (aceite de oliva al Adipato de di (tri
polietilenglicol éter miristico) donde la

diferencia es hasta de 20 veces superior. En
estos disolventes, inicialmente, era previsible
que en funcién de sus pardmetros, la lidocaina
formara soluciones regulares, donde solo
existieran fuerzas de dispersion y ambos
valores, tedrico y experimental, se aproximaran.
Estas diferencias pueden ser atribuidas a
interacciones de tipo polar o de puentes de
hidrégeno entre los grupos funcionales de la
docaina (amido, amino y carboxilo) y de los
disolventes (alcohol, éter, ester).

A todo ello hay que afiadir que la lidocaina en
solucion y debido a la conformacion espacial
del grupo amido, puede adoptar configuracion
cis, trans o simultineamente ambas (cis/trans)
en equilibrio (6). Lumley-Jones (7) puso en
evidencia la formacién de puentes de hidrégeno
intramoleculares en la lidocaina cuando esta se
encuentra en solucién en disolventes poco
polares, originando configuracion cis, estables,
més lipofilicas que cuando la lidocaina se
encuentra en disolventes de mayor polaridad,
donde predomina la configuracion trans (8) y
asociaciones intermoleculares (6). Todos los
disolventes estudiados son poco polares, su &,
varia entre 1,2 y 2,53 MPa'?. Es probable que al
menos en los primeros disolventes de la serie, la
lidocaina se encuentre en forma cis y contribuya
a explicar, al menos en parte, las discrepancias
observadas.

Tabla 1.- Disolventes seleccionados y parametros de solubilidad y Volumen Molar

Nombre &r
comercial (MPa'?)
Aceite deoliva  Aceite de oliva 17,86*
Isononanoate de
Cetiol SN cetilo/estearico 17,86
Cetiol LC Coco Caprilato/caprato 17,98
Miristato de isopropilo 18,03
Cetiol A Laurato de hexilo 18,15
Eutanol G 2-octil dodecanol 18,33
Adipato de di (tri
Cromoll. DP3A  polietilenglicol éter mir 18,38
Cromadol DOA  Adipato di(2 etil hexilo 19,02
Cetiol B Adipato de dibutilo 19,99
Triglicéridos
Croda. GTCC  caprilicos/capricos 20,07
Crodamol LL Lactato de laurilo 20,24
Etanol 26,42
lidocaina 22,90*
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Introduction:  Stimuli-responsive hydrogels
constitute a fast-growing area of polymer
science because of the ability to rapidly respond
to environmental stimuli [1,2]. Among polymers
that can form hydrogels, natural polymers are
often preferred to synthetic materials because of
their non-toxicity, low cost, ready availability,
and biocompatibility. Chitosan (CS), a natural
polysaccharide obtained by deacetylation of
chitin, has been used extensively as a
component of a variety of pharmaceutical
preparations. The aim of this work was to
prepare chitosan-based glutathione-responsive
particles containing disulfide bonds by an
emulsion/separation method. Glutathione (GSH)
is an antioxidant that prevents damage to
important cellular components caused by
reactive oxygen species such as free radicals
and peroxides. GSH has been shown suitable for
reduction of disulfide bonds of polymer
nanocarriers and polymer-drug conjugates,
enabling intracellular-specific drug release [3].
GSH is present in high concentrations in the
hypoxic regions, such as the tumor cells. The
cells generally contain majority of GSH in the
cytosol at concentrations ranging from 1 to 11
mM, while the extracellular concentration is
about 1000-fold less [4,5]. On the basis of the
differences in the intracellular and extracellular
GSH concentrations, the chitosan microparticles
containing disulfide bonds can be suitable for
the development of drug delivery systems
responsive to GSH levels.

Materials and Methods:

Synthesis of CS-SH conjugate. EDAC (1-ethyl-
3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
hydrochloride) reacted with carboxyl groups of
thiolactic acid to form active ester
intermediates, which reacted with free amine
groups of chitosan (MW 250000-350000) to
form amide bonds [6]. Lyophilized thiolated
chitosan (CS-SH) appears as a white fibrous
powder easily soluble in water. The structure of

CS-SH was confirmed by *H NMR in DMSO-
d6 and FTIR spectroscopy.
Preparation of chitosan microparticles by
emulsion-suspension  polymerization. CS-SH
conjugate (0.2 g) dissolved NaBrO; ag.
solution (0.1M, 10 ml) was added to sunflower
seed oil (150 ml) containing Span 80 (3 g) under
Ultraturrax® stirring (25000 rpm). The emulsion
was kept at 60°C for 2 hours. Then, the
microparticles were washed with petroleum
ether, ethanol and water, and dried under
vacuum for 24 h at 25°C. Scanning electron
microscopy (SEM) images were recorded in
FESEM ULTRA Plus (Zeiss, USA).
Swelling. Microparticles (20 mg) were placed in
5-ml syringe fitted with a sintered glass filter,
weighed, and left to swell by immersion in
phosphate buffer with GSH (0, 0.1 and 5 mM)
of GSH. At a predetermined time (1, 5, 8 and 24
h), the excess of water was removed by
filtration at atmospheric pressure and the filter
centrifuged at 3500 rpm for 5 min and weighted.
The filter tare was determined after
centrifugation with only water. The weights
recorded at the different time intervals and the
water content percent was estimated as:

wR o) = =4 100

wd

where Ws and Wd are the weights of swollen
and dried microparticles, respectively.
Incorporation of methotrexate (MTX) into the
microparticles. Microparticles (200 mg) were
placed in 2 ml of drug solution (5 mg/ml, Cy) in
phosphate buffer pH 7.4, for 3 days under
stirring at room temperature. Then, the
microparticles were filtered and dried under
reduced pressure to constant weight. MTX
remaining in the medium (C;) was quantified by
HPLC at 302 nm. The loading efficiency (LE)
was estimated as:

Ci—0Gy

G
In vitro MTX release. Loaded microparticles
were dispersed in phosphate buffer with GSH at
0, 0.1 and 5 mM (10 ml, 37°C). At various
times, 0.150 ml were withdrawn, analyzed by

LE (%) =

HPLC and replaced with fresh medium. The
experiments were done in triplicate.

Results and Discussion:

Synthesis of CS-SH conjugate. CS-SH
conjugate was achieved by the covalent
attachment of thiolactic acid to the amine
groups of CS. Compared with the 'H NMR
spectrum of CS (the N-acetyl methyl proton of
CS was at 1.95 ppm), a new resonance peak at
2.93 ppm was assigned to the side-chain
methylene (CH,SH). FTIR spectra showed that
the absorption peaks of CH-SH at 1660 cm™
(amide 1 band), 1570 cm™ (amide Il band) and
1386 cm ™ (amide 111 band) were stronger than
those of CS, which can be attributed to the
additional amide group of thiolactic acid.
Preparation  of chitosan  microparticles.
Chitosan microparticles were obtained from an
emulsion constituted by a CS-SH oxidizing
solution (dispersed phase) in an oily phase.
Na,BrO; in the dispersed phase promoted the
oxidation of the thiolic groups to disulphide
bonds. SEM micrographs showed spherical
particles (~10 pum) with rough surface (Figure
1).

Figure 1. SEM micrographs of the CS
microparticles.

Swelling. Microparticles swelled the same in
phosphate buffer without and with GSH 0.1mM
(~164%). By contrast, a relevant increment in
the swelling percentage was verified in GSH
5mM solution (~273%). These findings suggest
that the disulfide bonds in the structure of the
microparticles can be broken when the GSH
concentration is above a certain threshold.

In vitro MTX loading and release. MTX was
loaded in the microparticles with a loading
efficiency of 73.6 %. Release experiments were
conducted in phoshate buffer at pH 7.4 without
and with GSH at 0.1 and 5 mM. These
concentrations were chosen to mimic the GSH
concentration in the extra- and intra-cellular
spaces, respectively. MTX release rate resulted
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to be GSH concentration-dependent (Figure 2).
In the first 30 min, the amount of MTX released
was much higher in phosphate buffer containing
GSH 5 mM than that recorded in phosphate
buffer solely or containing GSH 0.1 mM.

] — i G3H
Rt b )

= G5H 5 bl

MITN relemmad djag mgy

Figure 2. MTX release profiles in phosphate
buffer pH 7.4 prepared with different
concentrations of the reducing agent GSH.

Conclusions:

Micropatrticles of chitosan with disulfide bonds
were readily obtained by means of an
emulsion/crosslinking method that rendered
spherical particles of homogeneous size (~10
um) and that exhibit drug release dependent on
the GSH concentration. Further research will be
devoted to reduce the size of the particles in
order to achieve intracellular-specific drug
release.
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Introduction: Cardiovascular diseases
constitutes now a days the greatest health risk.
One of the causes is the absence of an effective
myocardial regeneration after ischemia. Despite
pharmacological advances made in the last
years, the only real option in severe cases is
transplantation. A therapy that has shown
promising results in myocardial regeneration is
stem cell (SC) implantation, principally due to
the paracrine action of the cells [1]. This
mechanism consists on the secretion of
angiogenic and anti-apoptotic cytokines that
favors the formation of new vessels and
cardiomyocytes, together with factors involved
in progenitor recruitment by the cells. Among
SC, adipose tissue derived SC (ADSC) have
received great interest for their easy obtention
from the stromal vascular fraction and because
they have demonstrated an angiogenic potential
[2, 3]. However, problems such as the low rate
of SC survival after implantation have limited
their effectiveness. It is generally accepted that
this problem could be solved administering the
cells into a three-dimensional structure, also
known as scaffold, that provide support to the
cells. Microparticles (MP) made of polilactic-
co-glicolic acid (PLGA), that is a biocompatible
and biodegradable polymer approved by the
FDA for human use, could be used as carriers
for cell transplantion.

Objective: The objective of the present work
was to develop PLGA MP and engineered them
with hADSCs in order to facilitate cell
engraftment, paracrine secretion and
differentiation into the required tissues.

Material and Methods:

MP_Formulation: PLGA MP were prepared by
solvent evaporation method using the Total
Recirculation One-Machine System (TROMS)
[4, 5]. Several device settings were adjusted to
obtain microparticles of a certain size (10 um).
The following TROMS parameters were
adjusted during microparticle preparation:
pumping flow, recirculation times to form W,/O
and W,/O/W, emulsions, and the inner diameter
of the needle used to prepare the W;/O/W,
emulsion. MP size was characterized by laser
diffractrometry using a Mastersizer.
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hADSCs Culture: hADSC cells were cultured in
complete medium containing o-MEM with 10%
of fetal bovine serum and 1ng/mL of bFGF at a
confluence of 80-90%.

Attachment of ADSCs to particles: PLGA MP
were coated with three different amounts of
collagen: 0.1, 1 and 10 pg/ecm® To achieve a
homogenous coating, MP were re-suspended
under agitation at 37°C for 2 h in the collagen
solution. Finally, MP with a biomimetic surface
of collagen were seeded with two different
densities of hADSCs (200,000 and 100,000
cells) for the formation of the complexes.

Results and Discussion:

Microparticle Formulation: PLGA MP ranging
from 0.9 to 24 um were successfully prepared
using TROMS (Table 1). Particle size remained
unchanged after lyophilisation. Among all
formulations, MP with a size of 10 pm were
selected as scaffolds for the cells. This selection
was made based on previous works of our group
considering a balance between having sufficient
surface for cells adhesion and not causing
damage to the heart tissue [6, 7]. The best
device settings to obtain 10 um-MP were: flow
of 24 ml/min, needles with an average diameter
of 0,17 mm and recirculation times of 90 s and

60 s (Table 1).
Flow =.m.n?n.._._w.:b:.

Meedles | [ml/min) times (5) Size (um)
N/N 28 90/90 0,940,31
N/N 28 90/55 2,55+0,15
N/N 28 90/30 5,04:0,31

28 10,7546,55
28 25:12,45
23 1,4920,14
23 8,23£3,52
23 14,7646,62
23 12,509£6,51
NN 24 10,73+1,73
N/N 24 90/30 24,0443,16
N/A 24 90/60 12,54+1,29

Table 1: Summary of formulations prepared
using TROMS. The table shows the influence
of TROMS conditions on the final MP size. The
highlighted formulation corresponds to the
formulation selected for the cell attachment
experiments. Needles: N has an average
diameter of 0.17 mm and A 0.5 mm.

The inner diameter of the needles is a critical
factor determining the final size of
microparticles prepared by TROMS (Table 1).
A reduction in particle size was observed using
the needle with the smaller diameter.

Attachment of hADSCs to PLGA particles:

The concentration of collagen needed an
homogenous coating was selected considering
the total surface of the particles and the
adhesive properties of the cells. 0.5 mg of
collagen coated PLGA MP were mixed with
two densities of hADSC cells in complete
medium. The attached cells were observed
under the microscope after 1, 2, 3 and 4 h. The
best complex were obtained seeding 200,000
hADSCs in MP coated with 0,1 pg/cm® of
collagen (Figure 1).

Figure 1: PLGA MP scaffold carrying ADSCs.
Bright field microscopy image of ADSC adhered
to PLGA-MPs coated with collagen after 2 hours
of adhesion.

Presently, cytokines influenced in heart tissue
regeneration (i.e. neureguline), are being loaded
into the developed MP to combine the three
elements of the tissue engineering triad in the
same therapeutic approach.

Conclusion: A biodegrable and biocompatible
PLGA MP scaffold able to carry ADSC cells to
the site of injury has been prepared confirming
that PLGA MP may be exploited in
cardiovascular regenerative medical applications.
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Introduccién: La limitada efectividad de la
administracion quimioterapica sistémica
conduce al empleo de dosis elevadas durante los
tratamientos, ya que solo una pequefa fraccion
del farmaco alcanza el tumor y realiza su efecto
terapéutico. Ademas, una importante cantidad
de farmaco se distribuye a otros érganos y
tejidos sanos generando efectos no deseados (1).
La administracién local en forma de sistemas
intratumorales se presenta pues como una
atractiva alternativa a la hora de favorecer el
éxito terapéutico y disminuir la toxicidad. La
beta-lapachona (BLap) es una naftoquinona
natural cuya actividad antitumoral ha sido
ampliamente demostrada. Sin embargo, no es
una excepcion en cuanto a la elevada toxicidad
sistémica que se produce tras su administracién
(2) por lo que el desarrollo de formulaciones
intratumorales que incluyan este farmaco esta
justificado. En un trabajo previo hemos
estudiado la interaccion entre los componentes
de formulaciones ternarias inyectables y
termosensibles (Pluronic-BLap-RMBCD)
capaces de generar sistemas depot en el interior
del tumor con perfiles de cesion de farmaco
controlados. La modelizacion mediante redes
neurales artificiales de la composicion de estos
sistemas, junto a la optimizacién mediante
algoritmos genéticos ha permitido seleccionar
una formulacién con las propiedades in vitro
adecuadas para administracion intratumoral (3).
En este estudio hemos evaluado la capacidad del
sistema ternario optimizado para disminuir el
tamafio tumoral in vivo en tumores de mama
inducidos por inyeccion de células MCF-7, asi
como la posible toxicidad sistémica tras su
implantacion.

Materiales y Métodos: La composicién de la
formulacion  se  obtuvo  mediante la
modelizacién y posterior optimizacion de los
pardmetros:  temperatura de  gelificacion,
capacidad de solubilizacion de farmaco vy
constante de liberacion en funcion de la
composicion ternaria del sistema utilizando
redes neuronales artificiales y algoritmos
genéticos (3). El sistema optimizado de
composicion (19.2% PF127 y 7% RMBCD)
cargado y sin cargar con farmaco se caracteriz6
en cuanto a capacidad de solubilizacién de B-
Lap, propiedades reolégicas y perfil de cesion
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de farmaco en PBS usando células de difusion
horizontales. La actividad antitumoral de la
formulacién, asi como el posible efecto
sinérgico del Pluronic fueron evaluados frente a
la linea celular de cancer de mama MCF-7. Para
ello se ha estudiado la proliferacién celular
mediante un kit comercial (MTT), alos 2y 4
dias después del tratamiento. La apoptosis
celular se estudié mediante citometria de flujo
usando el kit de deteccién de apoptosis Annexin
V-FITC (BD Biosciences) y Western blot. La
efectividad antitumoral del sistema fue evaluada
in vivo usando ratones homocigotos para la
mutacion combinada severa de deficiencia
inmune esponténea (SCID) a los que se le ha
inducido un tumor mamario mediante la
inyeccion subcutanea de células MCF-7
transfectadas con el vector luciferasa-pcDNA3,
con el fin de estudiar la evolucion del tamafio
tumoral por luminiscencia. Quince dias después
de la induccién del tumor se administraron dosis
(14.17 BLap (ug)/peso raton (g)) del sistema
intratumoral cada 5 dias. La toxicidad hepatica
y renal, asi como la apoptosis tumoral se
evaluaron mediante inmunohistoquimica.

0 B-Lap liberada (%) =0.18+0.26* tiempo (h)
2
r =0.9960, 1 and 39 f.d., F=4763.2, 0.<0.01
3

p-Lap liberada (%)
IS

0. T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

tiempo (h)
Figura 1. Perfil de cesion de B-Lap in vitro a

partir del sistema optimizado

Resultados y discusion: La formulacién 6ptima
es liquida a temperatura ambiente, presenta una
temperatura de gelificacién de 29°C y solubiliza
1.90 + 0.05 mg de B-Lap por ml, que a 37°C se
cede de forma controlada (Figura 1). Estas
propiedades la hacen adecuada para una posible
administracion intratumoral. Ni el Pluronic ni la
ciclodextrina modifican su actividad antitumoral
como lo demuestran los resultados de
proliferacion celular y apoptosis.

PF127+BCD

Caspasa-3
activa
(Tumor)

B-Lap+PF127+3CD

Figura 2. Deteccién inmunohistoquimica de la expresion de caspasa-3 activa en tumores representativos
de los ratones tratados con la formulacién no cargada (izquierda) y cargada con farmaco (derecha).

La elevada hidrofobicidad del farmaco favorece
su transporte pasivo a través de la membrana
celular lo que explica que no se observe ningin
efecto del Pluronic sobre la actividad
antitumoral.  Asi  mismo, la formulaci6n
optimizada cargada con B-Lap muestra un
elevado  nivel de  apoptosis  celular,
incrementandose los valores de caspasa-3 activa
y disminuyendo los de pro-caspasa-3, mientras
que con el sistema sin cargar no se observa la
presencia del factor apoptético, caspasa-3
activa.

Las diferencias en el tamafio tumoral entre
tumores tratados con el sistema cargado de
farmaco y el no cargado fueron estadisticamente
significativas a partir del dia 15 de tratamiento.
Como se desprende de los cortes histoquimicos
de los tumores extraidos para ambos casos
(Figura 2), la actividad proapoptética del
farmaco se mantiene in vivo mostrandose un
marcado incremento de la muerte celular
(células tefiidas de marrén) en los tumores
tratados con la formulacién optimizada cargada.

H&E
(Higado)

Figure 3. Tinciones hematoxilina y eo
(H&E) de tejido hepético de ratones tratados
con la formulacion no cargada (izquierda) y
cargada con farmaco (derecha).

La figura 3 muestra los cortes histolégicos
correspondientes al tejido hepatico de los
ratones tratados con la formulacién no cargada y
cargada con farmaco. Como puede apreciarse,
no se observan diferencias en cuanto a la
estructura del tejido, lo que implica ausencia de
toxicidad. De la misma manera los cortes
correspondientes al tejido renal tampoco
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mostraron anomalias, de lo que se deduce que la
actividad del farmaco se realiza de forma local y
la formulacion no presenta toxicidad sistémica.
La formulacion de B-Lap disefiada y optimizada
mediante redes neurales ar ales y algoritmos
genéticos se presenta como una alternativa
interesante para el tratamiento de tumores
solidos ya que, es facilmente inyectable, gelifica
a temperatura corporal y es capaz de liberar una
elevada dosis de farmaco localmente y por un
periodo de tiempo prolongado. Este sistema
presenta actividad antitumoral in vitro,
incrementando significativamente la muerte de
células de cancer de mama MCF-7. Su actividad
se mantiene in vivo disminuyendo de manera
significativa el tamafio tumoral y promoviendo
la apoptosis tumoral sin que se observe sintomas
de toxicidad sistémica.
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Introduccion:

La vascularizacién es un proceso clave en la
osteointegracion de las prétesis ya que facilita la
llegada de nutrientes, oxigeno, factores solubles
y células al tejido en formacion (1). La
incorporacion de factores de crecimiento,
adhesion y  transcripcion  en  sistemas
implantables y su posterior liberacién de forma
controlada debe facilitar la recuperacién de la
funcién 6sea (2). Una de las alternativas mas
prometedoras a la hora de desarrolla una nueva
protesis es la de incorporar factores de
crecimiento angiogénicos que favorezcan la
formacién de nuevos vasos y faciliten la
recuperacion de un tejido funcional. Entre ellos,
el factor de crecimiento de endotelio vascular
(VEGF) es de los mas utilizados (3). El
mecanismo de sefializacion intercelular de los
receptores de VEGF promueve, ademads, un
incremento de la masa dsea y facilita la
restauracion de la funcién del tejido debido a la
correlacion existente entre osteogénesis 'y
angiogénesis (4). Las ceramicas de carburo de
silicio  biomorfico  (bioSiCs) se fabrican
mediante un sencillo procedimiento a partir de
recursos naturales, manteniendo la
microestructura  jerarquica  biolégica  del
material de origen. Presentan una porosidad y
tamafio de poro dependientes de la madera de
partida y un médulo de Young similar al del
hueso.

En este trabajo se evalud la carga y cesion de
diferentes  bioSiCs  con  VEGF. La
biocompatibilidad y la actividad biol6gica de
estos sistemas se evalu6 utilizando cultivos de
células  madre  mesenquimales  humanas
obtenidas a partir de médula 6sea.

Materiales y Meétodos: Los bioSiCs se
fabricaron a partir de madera de pino (Pinus
pinnaster), roble (Quecus robur) y sapel
(Entandrophagma cylindricum). La carga de los
sistemas con 380ng de rhVEGF (PrepoTech) se
llevo a cabo mediante la adiccion volumétrica
de una solucién de proteina en PBS y 0.1% de
seroalbimina bovina (BSA). Los perfiles de
cesion de VEGF se obtuvieron en PBS (pH 7.4)
con agitacion constante y en medio de cultivo a
37°C en presencia de células. La cuantificacion
de VEGF se realiz6 mediante ELISA
(RayBiotech). Las células madre
mesenquimales se obtuvieron generando un
gradiente con Ficoll (5), a partir de médula dsea
donada por el servicio de Ortopedia del
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Complejo  Hospitalario ~ Universitario  de
Santiago de Compostela. La respuesta celular a
los bioSiC se estudié mediante el anélisis de la
proliferacion celular (MTT) y apoptosis
(caspasa-3). Se evalu6 la inflamacion producida
y la posible diferenciacion celular mediante
PCR cuantitativa en tiempo real de los genes
que codifican para el TNF-a, el receptor 1 de
VEGF, la ALP y el GAPDH.

Resultados y Discusion: La figura 1 muestra el
perfil de liberacion de VEGF en PBS con 0.1%
de BSA con el fin de evitar la degradacion del
factor de crecimiento. Como se desprende de los
resultados experimentales, se consigue una
cesion prolongada del factor de crecimiento
durante los cinco primeros dias de ensayo sin
que se observe una brusca liberacion inicial.
Tras este tiempo la cantidad de proteina
cuantificada por ELISA se reduce posiblemente
debido a la degradacion del factor de
crecimiento. Este fenémeno no se observa
cuando la liberacion se realiza en el medio de
cultivo en el que probablemente, la estabilidad
de la proteina se vea favorecida.

VEGF liberado (%)
e 8.5 8 3

tiempo (h)

Figura 1. Perfil de liberacién de VEGF en PBS pH
7.4 con agita

Los resultados de proliferacion celular no
muestran diferencias significativas entre los
BioSiCs cargados con VEGF y los no cargados.
Lo mismo ocurre cuando se comparan cultivos
de células madre mesenquimales en medios con
VEGF y sin VEGF, lo que indica que la
presencia del factor VEGF no favorece la
proliferacion celular de las células madre
mesenquimales, ni cuando se encuentra
adsorbido en la superficie ceramica ni cuando se
incorpora en forma de solucion.

La evaluacion de la apoptosis se ya ha llevado a
cabo cuantificando los niveles de caspasa-3, una
enzima proteolitica, clave en fase final del
proceso de apoptosis (4). Como se puede

observar en la figura 2, los niveles de apoptosis
en las muestras no son significativamente mas
elevados que los del control negativo (células
cultivadas sobre pocillo) y control positivo
(células en presencia de la misma dosis de
VEGF pero en el medio de cultivo).

Control- Control+  Pino  Roble  Sapeli

gura 2. Niveles de caspasa-3 obtenidos tras 48

de cultivo solo y el
adas con medio de

cultivo enriquecido con VEGF.

La potencial diferenciacion de las células madre
a células endoteliales vasculares y su efecto
sobre una posterior diferenciacion hacia
osteoblastos se llevé a cabo mediante la técnica
de PCR cuantitativa en tiempo real. Se
seleccioné como gen control el GADPH (6). La
expresion de uno de los receptores de VEGF
especificos de células endoteliales sanguineas
(receptorl de VEGF; VEGFR-1) (4) se
cuantificd6 en funcién del control positivo
(expresion de VEGFR-1 de células con 380ng
de VEGF en el medio de cultivo) a los 5 dias de
acuerdo con el método ACt (6).

Los resultados experimentales (Figura 3)
indican que la liberacion sostenida de VEGF a
partir de los bioSiCs promueve de manera
satisfactoria la diferenciacion hacia células
endoteliales. Ademas, la adiccion del factor de
crecimiento en forma de solucién no favorece la
diferenciacion (nivel de expresion 1) mostrando
niveles de expresion similares a los del control
negativo.

Los resultados de expresion de TNF-a, cuya
presencia al igual que la IL-1p favorece la
resorcion 6sea e induce la diferenciacion hacia
osteoclastos, no muestran valores
estadisticamente diferentes a los del control
negativo, lo que indica que los discos de carburo
de silicio cargados no inducen una respuesta
inflamatoria ~ en las células madre
mesenquimales.

La induccién hacia osteoblastos se evalud
mediante la cuantificacion de la expresion de un
gen asociado a osteoblastos, la fosfatasa alcalina
(ALP). De acuerdo con los resultados obtenidos
la expresion de ALP tras 10 dias de cultivo tanto
en las células cultivadas con VEGF en el medio
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como las cultivadas en presencia de bioSiC
presenta el mismo nivel de expresion que el
control negativo, lo que indica que no se induce
la diferenciacion a osteoblastos.
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Figura 3. Niveles de expresion de VEGFR1
normalizados en funcién de la expresion del control
positivo.

Todos los bioSiCs producidos incorporan y
iberan de manera controlada VEGF, con
adecuada respuesta celular y sin diferencias
significativas entre ellos. Estos materiales
cargados inducen la diferenciacion de células
madre mesenquimales a células vasculares, no
provocan alteracion significativa en los
marcadores de inflamaciéon pero tampoco
facilitan su diferenciacion a osteoblastos.
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Introduccion:

La validacion de la limpieza es un tema de
cumplimiento imprescindible en el entorno
GMP de fabricacion de medicamentos y mas
aln en una planta piloto donde se desarrollan
productos en investigacion (PEI) que pudieran
llegar a formar parte de un ensayo clinico. Los
factores particulares de la produccién de
medicamentos en una planta piloto (equipos
multiproducto, diferentes principios activos con
distintas  propiedades  fisico-quimicas o
toxicolégicas o de seguridad, férmulas nuevas
no repetitivas, lead time de desarrollo, etc.)
hacen que la operacion de limpieza en la planta
piloto se haya tomado como una consigna
fundamental a cumplir para poder asegurar la
calidad de los productos elaborados, la ausencia
de contaminacién cruzada y una demostracion
de la consistencia del proceso de limpieza y por
ende de fabricacion (Ref. 1-3).

Materiales y Métodos:

Con el fin de determinar el método éptimo de
limpieza de los equipos de fabricacion en la
planta piloto SDM, se ensayaron varios
procedimientos  de  limpieza  utilizando
diferentes condiciones basadas en cuatro
factores principales: la temperatura, la
concentracion  del detergente, tiempo de
contacto del detergente sobre la superficie y la
accion mecanica o el frotado (tabla 1). Estos
factores se dedujeron a partir de los métodos de
limpieza utilizados en la planta piloto. Para
determinar las condiciones se llevé a cabo un
disefio de experimentos (DoE) para deducir las
interacciones 'y factores principales que
pudieran resultar significativos en la operacion.

Nivel Nivel

Factor ¥ .
Inferior Superior

Detergente (%) 0,0 10,0
Tiempo de contacto 0,0 10,0
(min)
Temperatura (°C) 34,0 70,0
Accién mecanica (min) 0,0 1,0

Tabla 1. Factores principales del procedimiento
de limpieza bajo estudio.

El equipo utilizado para la validacién se dedujo
a partir del andlisis de riesgos previo realizado
con todos los equipos de la planta piloto:
maquina de compresion RIVA (8 punzones).
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Para el andlisis del equipo se escogieron 8

puntos que se consideraron criticos, incluyendo
3 accesibles y 5 de acceso dificil. Para ello se
utilizé una plantilla de 25 cm?, para aquellos
puntos que tenian un tamafio y forma
adecuados, para el resto se muestre6 por
completo la superficie (figuras 1y 2).

Figura 1. Pieza de Figura 2. Placa de
apertura (5,5 cm?) proteccion (25 cm?)

Para cada muestreo, se utilizaron 2 swabs tipo
Texwipe75, el primero mojado en solucion y el
segundo seco, siguiendo el patrén que se
muestra en figura 3.

_ Inicio _ _ Fin _ _ Inicio _
—>
Fin
Darle la
vuelta
al swab

Figura 3. Esquema del procedimiento de
muestreo de residuos.

La respuesta estudiada fue el nivel de residuos
del API indicador que se calculé previamente
(4). La especificacion se calculé utilizando el
criterio del umbral de preocupacion toxicoldgica
(5) y el resto de métodos habituales (6-8), con lo
cual el limite a cumplir fue 0,4 pg/cm2. El
analisis se realizé por HPLC (4).

Resultados y Discusion:

El grafico de Pareto (Figura 4) obtenido
mediante el programa estadistico Statgraphics
mostré6  que  ningdn  factor  afectaba
significativamente a la cantidad de residuos
remanentes, aun asi el factor mas importante
para retirar los residuos fue la combinacién
(CD) de temperatura (C) y accién mecénica (D)
y de los factores individuales el (B) tiempo de
contacto.

Giafico de Pareto estandarizado para Residuos

1 o o 12 1% H H
Efectos estandarizados

Figura 4. Efectos estandarizados.

Concretamente el tiempo de contacto (B)
influye positivamente en el resultado, es decir a
mayor tiempo de contacto, mas residuo se
detecta lo cual es légico, al resecarse el residuo
resulto mas dificil de retirar. En el caso de
temperatura y accion mecénica la situacion es
opuesta: combinando los dos factores en su
nivel alto podemos obtener menos residuos.

En la Figura 5 se relacionan los dos factores,
tiempo de contacto y concentracion del
detergente: vemos que la menor cantidad de
residuos se encuentra cuando  menor
concentracion de detergente y menor tiempo de
contacto, es decir si se limpia inmediatamente.

Re §lduos (Hgimi |

5 & 1 -
Thermpo de contacso imin)
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Figura 5. Residuo segln la variacion de dos
factores: la concentracion del detergente y la
accion mecénica.

Como conclusion, puede decirse que, aunque no
haya ningln factor que influya
significativamente en el nivel de residuo, segin
el programa de tratamiento estadistico de datos
Statgraphics, se ha podido optimizar el método

de limpieza, y el método 6ptimo recomendado
es el mostrado a continuacion:

Factor Nivel
Detergente (%) 5,0
Tiempo de contacto (min) 0,0
Temperatura (°C) 67,0
Accion mecanica (min) 1,0

Estas condiciones se han probado sobre tres
equipos diferentes y se han muestreado sus
puntos criticos para los APl con los que se
estaban trabajando, y se ha obtenido un
resultado de apto para todos ellos. Con lo cual
queda establecido el procedimiento general para
la limpieza de los equipos del SDM.
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Introduccion: Las SLN™ constituyen un
sistema coloidal de tipo emulsion o/w para uso
como vectores no virales en vehiculizacion de
farmacos y/o  &cidos  nucleicos.  Estan
compuestas de lipidos en estado sdlido a
temperatura fisiologica, los cuales deben tener
el estatus de lipidos G.R.A.S. (Generally
Recognized As Safe). El tamafio maximo para su
endocitosis por células diana esté alrededor de
los 150 nanémetros de didmetro. En el caso de
vehiculizacion de 4cidos nucleicos, estos
pueden quedar insertados en el interior del
lipido o lipidos matriciales, o unidos en
superficie, por lo que es necesario escoger el
lipido adecuado que permita, o bien su
liberacién controlada en la célula diana en el
primer caso, o0 evitar la opsonizacion,
degradacién enzimatica o unién inespecifica a
protefnas plasmaticas, en el segundo. En
cualquier caso, es necesario un lipido catiénico,
es decir, con carga positiva, que permita la
union de DNA o RNA, de carga negativa,
mediante interaccion electrostatica. En el caso
que se presenta, las SLN™ se proponen como
eventuales transportadores de &cidos nucleicos.
Se compara el tamafio de particula obtenido
usando como matriz lipidica Compritol® 888
ATO (glicerol behenato) y Acido Esteéarico. Se
ha utilizado el método de la microemulsién en
caliente para su obtencidn. La estructura e
interaccion entre los diferentes lipidos debe
evaluarse para conocer en qué grado pueden ser
determinantes para el tamafio de particula
obtenido, y por lo tanto en su eventual
capacidad para transfectar eficientemente
células diana.

Materiales y Métodos:

Compritol® 888 ATO (Gattefossé), Acido
Estedrico de origen vegetal (Merck),
Octadecilamina (Acros), Lutrol® 68 (Basf),
Agua ultrapura (Millipore).

Las SLN™ se obtienen por medio del método
de la microemulsiéon en caliente. La
composicion en lipidos constituye un 4% del
producto final. EI componente de la matriz
lipidica (Compritol® 888 ATO o Acido
Estearico) se calienta unos 10 °C por encima de
su punto de fusion. Se procede de forma analoga
para el lipido catiénico (Octadecilamina),
mezclandolo con Lutrol® F68 (6xido de
polipropileno) como tensiactivo no iénico, y el

95

agua ultrapura. ElI Compritol® 888 ATO o
Acido Esteérico, segun el caso, se vierten, una
vez fundidos, sobre el resto de componentes, y
la mezcla se agita mecénicamente para formar
una emulsién. Posteriormente, se vierte en agua
fria (2-3°C) y se agita de forma mecénica,
formandose las SLN™. Estas se concentran y
purifican mediante centrifugacién y filtrado,
respectivamente.

El tamafio de particula se analiza por triplicado
para cada lote, mediante difraccion laser
(Mastersizer 2000, Malvern Instruments), y se
expresa como diametro medio (D [3,2]) en
nanémetros (nm).

Resultados y Discusion: Los resultados de
determinacion del tamafio de particula para las
SLN™ fabricadas con Compritol® 888 ATO y
Acido Estearico como matrices lipidicas se
muestran en la tabla 1.

TAMARO DE PARTICULA (nm)

LiPIDO D3, 2]
[Comprivle 888 ATO | 122 |
|Acido estearico [ 129 |

Tabla 1. Didmetro medio de las nanoparticulas
obtenidas con los diferentes lipidos.

El valor de didmetro medio obtenido indica un
mayor tamafio de particula en el caso del Acido
Esteérico. Si se desglosa el intervalo entre 50 y
300 nm en diferentes tramos se obtiene el
porcentaje de nanoparticulas en cada uno de
ellos, tal como se muestra en la tabla 2. Su
representacion grafica se muestra en la Figura 1.

_u_m.:_ U:o_Oz: Compritol® ATO 888 Ac. Estearico
seg(in tamafio
50-100 nm 27% 26%
100-150 nm 26% 24%
150-200 nm 15% 14%
200-300 nm 15% 13%

Tabla 2. Resultados para el tamafio de particula
para los dos lipidos, representados como el
porcentaje para cada tramo respecto del total de
producto obtenido.

0%

20%

10%

50-100 nm. 100450 nm 150200 nm 200300 nm

W Compritol@ ATO888 W Acido estedrico

Figura 1. Porcentaje de SLN™ fabricadas
utilizando Compritol® 888 ATO y Acido
Estedrico, para intervalos de tamafio de
particula.

Para las nanoparticulas obtenidas en cada
intervalo de tamafio, el mayor porcentaje lo
forman aquellas comprendidas entre 50 y 100
nm, ligeramente por encima del porcentaje de
nanoparticulas entre 100 y 150 nm, tanto para el
Compritol® 888 como para el Acido Esteérico.
El resultado es compatible con la necesidad de
conseguir SLN™ no mayores de 150 nm, pues
la mayor proporcion de SLN™ se encuentra en
el rango adecuado. Si se representan los
resultados de nanoparticulas obtenidas entre 50-
300 nm tal como se muestran en la figura 2,
aparece un perfil acampanado y simétrico, a
modo de distribucion gaussiana. El intervalo
que comprende nanoparticulas entre 120 y 138
nm incluye el porcentaje mas elevado para los
dos lipidos (8,73%), aunque el Compritol® 888
ATO se ve ligeramente favorecido en cuanto al
porcentaje obtenido respecto del total de
producto.

10%
9%

& & &
& 0..0 »@0
%%&%

IR SR R SRR R R
S
E D F P

——Compritol®888  ——Acido estedrico
Figura 2. Distribucién del tamafio de particula

en porcentaje, dentro del intervalo de 50-300
nm de didmetro. Las lineas discontinuas
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incluyen el tramo de tamafio con el mayor
porcentaje en nanoparticulas.

Para comprobar si la diferencia en tamafio
medio de particula es significativa entre ambos
lotes, se realiza un contraste de hipotesis
partiendo de los datos de la tabla 1.

Puesto que el valor-P para la prueba (0,0128) es
menor que el nivel de significacion (0,05), se
concluye que existe diferencia estadisticamente
significativa entre un lote y otro con un 95,0%
de nivel de confianza.

Asi, en funcién de los resultados, es mas
favorable la utilizacion de Compritol® 888
ATO como matriz lipidica para la fabricacion de
SLN™ en cuanto a la obtencién de
nanoparticulas de menor tamafio, puesto que
posteriormente se debera tener en cuenta que el
didmetro medio aumentard por la adicién de la
molécula de DNA/RNA, aunque este
incremento dependera basicamente del nimero
de bases de la secuencia nucleotidica.
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Introduccion

Actualmente, existe un interés creciente sobre el
uso de compuestos naturales que muestran
actividad antioxidante y conservante. Los
polifenoles obtenidos de diferentes plantas se
encuentran entre estos compuestos de origen
natural, y muestran unas excelentes propiedades
antioxidantes y antimicrobianas [1]. Entre esas
plantas, una de las que muestran mayor interés
debido, a su elevado contenido en polifenoles, es
el Rosmarinus officinalis L. [2- 4].

La oxidacion lipidica y el crecimiento
microbiano, en los productos farmacéuticos y
cosméticos, puede conllevar: a) alteraciones de
sus caracteristicas organolépticas, b) cambios en
la estabilidad de los preparados, y c) pérdida de
su actividad farmacolégica o cosmética, debido a
alteraciones de sus componentes activos.

Objetivos

1) Incorporar un extracto acuoso liofilizado de
Rosmarinus officinalis L. en dos emulsiones O/A
de aplicacion toépica. 2) Comparar las
caracteristicas  organolépticas de  ambas
emulsiones. 3) Estudiar la liberacion de dicho
extracto desde las dos emulsiones.

Materiales y Métodos

Extracto_liofilizado de Rosmarinus officinalis
L.

El extracto acuoso de Rosmarinus officinalis L.
liofilizado utilizado en este trabajo es un polvo
amarillo-anaranjado de baja densidad y elevada
solubilidad acuosa, que debe protegerse de la luz
debido a su carécter fotosensible.

Dicho extracto de romero (ER) fue obtenido a
partir de las hojas de Rosmarinus officinalis L.
por secado, pulverizacién, suspension en agua
iliQ estéril, calefaccion y filtracion [5]. Tras su
i n fue almacenado a -20°C.,
resguardado de la luz, hasta su uso.

Formulaciones que contienen el extracto de
Rosmarinus officinalis L. liofilizado

El ER se formulé en dos emulsiones O/A (F1 y
F2) de aplicacion topica. La composicion de la
formulacién 1 (F1) es: Vaselina filante (40%),
Tefosé 1500°(10%), Tween 80° (5%), ER (1%)
y agua destilada (c.s.p. 100%). La formulacién 2
(F2) esta compuesta por: Vaselina liquida (8%),
Labrafil 1944 cs® (3%), Tefosé 63° (15%), ER
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(1%) y agua destilada (c.s.p. 100%). El extracto
liofilizado (ER), previamente reconstituido en
agua destilada hasta una concentracion de 300
mg/mL, fue incorporado en la fase acuosa de
cada emulsién. Las emulsiones se elaboraron
siguiendo un procedimiento estandarizado de
temperatura y agitacion [6].

Rosmarinus officinalis L.

Se investigo la liberacion “in vitro” del extracto
de romero desde cada una de las emulsiones
O/A. Para cada formulacién se realizé un ensayo
a 37°C, utilizando tres celdas de difusion
(superficie = 10,75 cm?). En cada celda se
colocaron 10 g de emulsién, como fase dadora.
Separando esta fase de la aceptora (150 mL de
solucién amortiguadora fosfato-citrato pH 5,5) se
colocd6 una membrana de celofan. Se
mantuvieron las condiciones “sink” mediante
agitacion constante a 100 rpm. Se tomaron 18
muestras no repuestas (1 mL/muestra) de la
solucion aceptora a lo largo de las 3 horas de
duracion del ensayo. EI ER liberado se cuantificd
por espectrofotometria UV (=279 nm).

Resultados y Discusion
Estudio de las caracteristicas organolépticas

Se estudiaron las caracteristicas organolépticas
de las dos formulaciones y se procedié a su
comparacion.

Formulacion 1: La emulsién presenta un ligero
color amarillento, olor dulzén, tipo “campestre”.
Es bastante fluida, de facil extensién, con cierta
textura oleosa y, al aplicarla, deja una sensacion
algo pegajosa. Su aspecto es homogéneo.
Formulacion 2: Esta, presenta ligero color
amarillento, algo mas brillante que la
formulacién 1. Mismo olor dulzén, tipo
“campestre”. Es ligeramente fluida, aunque mas
consistente que la formulacién 1. Se extiende
facilmente, pero tarda bastante tiempo en dejar
de apreciarse en el lugar de aplicacion, dejando
un ligero residuo blanquecino. También presenta
un aspecto homogeéneo.

Estudios de liberacién “in vitro”

Formulacién 1: El porcentaje de extracto
liberado desde cada formulacién, frente al
tiempo de ensayo (minutos) se representa en la
figura 1. Puede observarse que, al final del

ensayo, la formulacién 1 ha liberado el 4,57%
del ER en ella contenido.

Figura 1: Porcentaje de liberacién “in vitro” del
ER desde ambas formulaciones (F1y F2)
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Las ecuaciones obtenidas al ajustar los datos de
liberacion a las cinéticas de orden cero, Peppas e
Higuchi se muestran en la tabla 1. Como puede
apreciarse, el mejor ajuste corresponde a la
cinética de orden cero (r = 0,9954) liberandose
el extracto a una velocidad constante de 23
pg/min.

Tabla 1: Cinéticas de liberacion del ER desde la
formulacion 1.

Cinéticade| Cinética de OHW ﬂmﬂw@
orden cero Peppas Q:@SS.
P o g
(min; %) | (min; mg) mg/cm?)
- |y=00227x _ 05659 | ¥ = 0,0315x
Ecuacion | o'boge " |y = 0,0020X -0,0355
Coeficiente de|
correlacion | 0,9954 09872 0,9888
(r)

Formulacion 2: Permitio la liberacion de 2,35%
del extracto incorporado en la emulsion (figura
1). Los datos de liberacion del extracto ER se
ajustaron a las cinéticas de orden cero, Peppas e
Higuchi. Las ecuaciones de estos ajustes se
muestran en la tabla 2. Como se puede observar,
la cinética de Peppas permite el mejor ajuste (r =
0,9951). Al cabo de las tres horas de duracion del
ensayo, la cantidad liberada acumulada
normalizada por la cantidad inicial fue de 0,024
mg (figura 2).

Figura 2: Liberacion “in vitro” del ER desde la
formulacién 2. Cinética de Peppas.

0,05

el
2E
Eo 00
on™ y =0,0006x>™"
T © r=0,9951
g5
W 5 0,03
ER
EE
R
g o 002
s5
2o
g8
22 001
5 E
S

0,00
o 20 120 150 180

60 %
Tiempo de difusién (minutos)

98

Tabla 2: Cinéticas de liberacion del ER desde la
formulacion 2.

Cinéticade| Cinética de Oﬁwﬁﬁﬂmm
orden cero Peppas A:m:E.
o ® Fid 1
(min; %) | (min; mg) Tl
i y =0,0126x| _ 07070 | Y =0,0190x
Ecuacion +0,2035 y = 0,0006x ~0,0309
Coeficiente de|
correlacion 0,9912 0,9951 0,9948
(r)

Conclusiones

1. Las formulaciones y el proceso de elaboracion
propuesto permiten la incorporacioén del extracto
acuoso liofilizado de Rosmarinus officinalis L.
en dos emulsiones O/A de administracion
epicutanea.

2. El extracto dota a la emulsién de particulares
caracteristicas  organolépticas, especialmente
color (amarillo parduzco) y olor (“dulzén,
campestre”).

La formulacién 2 tarda méas en desaparecer del
lugar de aplicacion que la formulacién 1 y deja
un ligero residuo blanquecino, pese a tener
menor contenido oleoso y la misma facilidad de
extension que la formulacion 1.

3. En condiciones epicutaneas de pH y
temperatura las dos emulsiones muestran distinta
capacidad de liberacion “in vitro” del extracto
acuoso de romero. La formulacion 1 llega a
berar el 4,57% del extracto en ella incorporado,
siguiendo una cinética de orden cero (velocidad
de liberacién = 23 pg/min).

La formulacion 2, mas consistente que la
formulacion 1, libera tan so6lo el 2,35% del
extracto contenido en ella siguiendo una cinética
de Peppas.
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Introduccién: Son muchas las patologias que
afectan a la Ultima porcion del tracto gastrointestinal,
entre las que podemos destacar enfermedades
inflamatorias, del tipo de la colitis ulcerosa o la
Enfermedad de Crohn por su creciente incidencia en
la poblacién (1).

En los dltimos afios, con el fin de mejorar su
tratamiento, se ha avanzado en los conocimientos
relacionados con la liberacion selectiva de farmacos
en el colon. Se han desarrollado diferentes
formulaciones  persiguiendo  principalmente  dos
objetivos: conseguir una mayor concentracion del
farmaco en la zona dafiada, con el consiguiente
aumento del efecto, y la disminucion de la absorcion
sistémica del farmaco en las primeras porciones del
tracto digestivo, reduciendo de esta manera un gran
nimero de efectos secundarios. Una posible
alternativa terapéutica para conseguir estos objetivos
son las formulaciones basadas en la degradacion
enzimatica colonica. Entre estos sistemas se
encuentran los hidrogeles de polisacaridos naturales
como la goma Garrofina y la goma Xantana. Estos
polimeros presentan una biocompatibilidad elevada y
en presencia de los fluidos corporales forman una
red polimérica con la capacidad de retener al
farmaco en su interior, consiguiendo que apenas se
ibere farmaco en los primeros tramos del sistema
digestivo. Una vez que el hidrogel alcanza el colon,
la accién de las enzimas de la flora degrada la red
polimérica, liberando la totalidad del farmaco retenido
en el lugar de accion, con el consiguiente aumento
del efecto (2). El farmaco ensayado es el Aceténido
de Triamcinolona, un corticoide con efecto
antiinflamatorio que presenta los efectos adversos a
el sistémico tipicos de este grupo farmacoldgico.
Materiales y Métodos:

Materiales :goma Xantana y Garrofina (Inagarbe),
Acetonido de Triamcinolona (Fagron), TNBS (Sigma-
Aldrich), etanol y propilenglicol (Merck).

Métodos:

Elaboracion de los comprimidos: Para la elaboracién
de los comprimidos se han mezclado la Goma
Xantana y la Goma Garrofina al 50%. A esta mezcla
se le ha afiadido un 1% de Acetonido de
Triamcinolona. Sobre porciones de 500 mg del polvo
obtenido se ha aplicado una fuerza de 7,5 toneladas
durante 10 minutos en un punzoén de infrarrojos de
1,3 mm de didmetro y con la ayuda de una prensa
hidraulica Mega B20. Los comprimidos obtenidos
fueron torneados utilizando una Dremel 3000 para
darle forma capsular y ajustar el peso a los 30 + 0,3
mg. Para los comprimidos placebo se ha seguido el
mismo procedimiento sin la adicion del farmaco.
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Induccion de Ia inflamacion colénica: Para el estudio
se han empleado ratas Wistar de 250 - 320 g de
peso. Para la induccion de la inflamacién colénica se
adormecen las ratas con isofluorano. Se introduce 8
cm de una canula adecuada por via rectal y a través
de ella, se administran 0,5 ml de una disolucién de
TNBS 0,13 M disuelto en etanol al 50% (v/v). Tras la
administracion las ratas se separan en jaulas
individuales. La dosificacién del tratamiento ha sido
de una administracion diaria los dias 3, 4 y 5
contados a partir de la induccién del proceso
inflamatorio. A los 9 dias se sacrifican los animales
por sobredosis de pentobarbital y se procede a la
evaluacion del dafio.

Disefio del experimento y evaluacion de la actividad:
El experimento se ajusta a un modelo multifactorial
aleatorizado con 5 factores que se corresponden con
el tratamiento recibido: comprimido placebo,
comprimido con Aceténido de Triamcinolona, 30 mg
de espuma rectal Proctosteroid® como formulacion
de referencia, 0,5 ml de una disolucion de Acetonido
de Triamcinolona al 0,6% en una mezcla de
propilenglicol y suero salino en proporcion 80:20, y
0,5 ml de una disolucién placebo de la misma
composicion que la anterior pero sin farmaco. Se han
hecho 5 replicados para cada grupo de tratamiento.
La actividad del tratamiento se evalu6 respecto al
edema coldnico (relacion peso colon/peso corporal el
dia 9), a la actividad mieloperoxidasa del tejido
colénico tras el sacrificio y a una puntuacion
calculada a partir del control diario de los animales
teniendo en cuenta la perdida de peso, presencia de
heces y su aspecto, y presencia de sangrado.

CONTROL RANGO PUNTOS

<1% 0
-5
% PESO 5% L
PERDIDO 5-10% 2
10-20% 3
>20% 4
Heces abundantes y formes 0
ASPECTO Heces blandas 2
HECES — -

Heces liquidas o ausencia 4
PRESENCIA Ausencia g
SANGRE Sangre en heces 2
Sangre abundante en heces 4

Tabla 1: Correspondendia de valor de puntuacion
con las observaciones diarias.

La actividad mieloperoxidasa se ha medido por el
método descrito en el trabajo de C. Mura (3) con
alguna modificacion: la reaccion se detuvo con la
adicion de 15 pl de H2SO4 2N y la longitud de onda
de lectura en el lector de placas ha sido de 450 nm.
Para el calculo de puntuacién se ha tenido en cuenta
tres parametros: el porcentaje de pérdida de peso

con respecto al dia 0, prensencia de heces y aspecto
de las mismas en la jaula, y presencia o ausencia de
sangre. Se ha preestablecido unos rangos para para
cada uno de los parametros control (Tabla 1) para
asignarles un valor numérico, asi se obtiee una
puntuacion entre 0 y 12, indicativa del grado de la
enfermedad, correspondiendo el valor 0 a la
ausencia de la misma y el 12 al mayor grado de
inflamacion.

Resultados y Discusion:

Tal como se observa en la figura 1 se ha obtenido
una gran variabilidad en la respuesta para las
diferentes formulaciones estudiadas, probablemente
causado por una respuesta muy variable obtenida
para la induccion de la inflamacion entre los
diferentes animales.

colonipeso carporal (mgfo)

actividad MPO (ngimi)ig de tefido

PUNTUACION

EDEMA COLONICO

oo

oo

MIELOPEROXIDASA

> & @ -

Figura 1. Valores de puntuacién, edema coldnico y
de actividad mieloperoxidasa para los distintos
grupos de tratamiento al noveno dia de la induccién
de la inflamacion.

Ello no ha permitido obtener diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, si bien
se han observado ciertas tendencias que serd
necesario corroborar. Atendiendo a los resultados
obtenidos para la puntuacion, que se muestran en la
Figura 1, podemos observar que con los hidrogeles
de Xantana/Garrofina conteniendo Triamcinolona se
obtiene el valor mas bajo, lo que indica una
sintomatologia mas leve en comparacién con los
tratamientos espuma rectal y solucién. Ocurre lo
mismo para la evaluacion del edema coldnico, los
hidrogeles con Aceténido de Triamcinolona son los
que tienen el valor mas bajo para la relacién peso de
colon/peso corporal, lo que indica que la agresion de
la inflamacion sobre los tejidos ha sido la menor de
todos los tratamientos ensayados. La actividad
mieloperoxidasa obtenida para todos los tratamientos
ha sido reducida y en todos los casos se han
obtenido valores muy préximos al obtenido en tejido
sano.

Los resultado obtenidos con los hidrogeles, en los
parametros evaluados, son similares a los
encontrados por C. Mura et al. (3) en la evaluacion
de la actividad de microparticulas conteniendo 5-ASA
e inferiores a los que obtiene en los animales sin
tratar. Aunque es necesario analizar los resultados
con cierta cautela, dada las diferencias en el tiempo
de ayuno empleado durante la etapa de induccién
del edema en ambos estudios, la comparacion puede
se orientativa. Llama la atencion los valores
obtenidos para los factores con los hidrogeles
placebo, en todos los casos bastante similar a los
hidrogeles con TA. Una de las causas puede ser la
propia degradacion de los polisacéridos naturales a
nivel colénico dando lugar a derivados del écido
araquidénico que ha demostrado poseer propiedades
protectoras de la mucosa del colon. Estos
polisacéridos se encuentran en el grupo denominado
fibra saludable.

Sin embargo, para a poder confirmar y comparar la
actividad antiinflamatoria de estas formulaciones
serfa necesario ampliar el nimero de la poblacién de
animales empleado en el estudio.
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Introduccidn: La infeccion causada por el VIH
no tiene cura, pero algunos medicamentos
retrasan o frenan la progresion de la
enfermedad, siendo el cumplimiento del
paciente decisivo para mantener la carga viral
plasmética indetectable. El tratamiento de
eleccion en el momento actual consiste en una
combinacion de, al menos, tres farmacos, por lo
que un factor importante en la adherencia al
tratamiento es la comodidad en la
administracion.

La nevirapina (NVP) es un farmaco
antirretroviral empleado en el tratamiento de la
infeccion por VIH en combinacién con otros
antirretrovirales. La pauta habitual de
administracion de NVP en adultos es de un
comprimido 2 veces al dia, por lo que la
obtencion de un preparado de liberacion
sostenida podria reducir la pauta a 1 toma diaria
y facilitar el cumplimiento de los pacientes.

El objetivo de este trabajo ha sido la obtencion,
mediante gelificacion iénica, de microparticulas
poliméricas conteniendo NVP, capaces de
suministrar  una liberacién sostenida del
antirretroviral tras su administracion oral con el
fin de disminuir la frecuencia de dosificacion y
favorecer la adherencia al tratamiento.

Material y métodos

Elaboracion de las microparticulas: Se
elaboraron diferentes lotes de microparticulas
conteniendo NVP mediante gelificacion iénica
de alginato sédico con calcio, segln el siguiente
esquema:

Microparticulas

10mg Nevirapina
S00UL HCI Q1N

*Lavados
*Secado:
o T? ambiente 24 h
o Estufa 40 *C peso cte.

Figura 1. Esquema de elaboracion de las
microparticulas.

Anélisis morfolégico y determinacion del
tamafio de particula: Se observaron las
microparticulas mediante microscopia éptica y
electrénica, y se determind su tamafio mediante
un micrémetro.

Contenido en nevirapina y porcentaje
encapsulado: Se extrajo la NVP de las
microparticulas con HCI 0,1 N y se determind
su absorbancia a 315 nm.
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Perfil de liberacion in vitro: Los ensayos de
liberacion in vitro se efectuaron en un aparato
tipo 1l (paletas) segin USP, a 37 °C + 0,5 °C,
con una velocidad de rotacion de 50 rpm y 200
mL de medio de disolucién. Se ensayaron 35
mg de microparticulas en 6 medios: pH 1,2;
tamp6n de fosfatos 50 mM pH 6,8; tampdn de
fosfatos 10 mM pH 6,8; tampdn TRIS 50 mM
con 0,9% de NaCl pH6,8; medio de Hank's
(HBBS) pH 7,4 y agua destilada.

La cantidad de NVP disuelta a los tiempos de
muestreo se determiné mediante medicion de la
absorbancia a 315 nm (medio con pH 1,2) y 282
nm (medios con pH 6,8 y 7,4). A partir de las
curvas de disolucion se determinaron los
siguientes parametros: tiempo de disolucion
50% (TD50%), tiempo de disolucién 70%
(TD70%) y tiempo medio de disolucién (MDT).
Métodos estadisticos: Se empleé el test
ANOVA de un factor seguido de la prueba de
Tukey. Se  consider6 una  diferencia
estadisticamente significativa cuando el nivel de
significacion fue inferior a 0,05.

Resultados y discusion
Microparticulas de alginato calcico y
Nevirapina: Las microparticulas presentaron
una forma ovalada, de superficie rugosa y
coloracion blanco-amarillenta (Figura 2).

Figuras 2ay 2b. _Smom:m.m de las microparticulas
obtenidas mediante microscopia optica (izqda.) y
electrénica (dcha.).

El tamafio medio de las microparticulas fue 698
+ 27 um (Figura 3).

Frecuencia

Diametro (pm)
Figura 3. Histograma del tamafio de 100
microparticulas.

En la tabla 1 se recogen los resultados de
encapsulacion  obtenidos para 6  lotes
representativos. Las microparticulas obtenidas
presentaron una riqueza del 7,99% vy
permitieron la encapsulacion de una elevada
proporcion de la NVP inicial, con un valor
superior al 85%. Asi de los 10 mg iniciales de
NVP, solo 1,45 mg quedaron sin encapsular,
encontrandose una parte (0,89 mg) en el medio
acuoso utilizado para la gelificacion y el resto
adherido al material empleado en la elaboracion.

i 94,6 8,47 8,01 80,1
2 107,0 7,69 8,23 82,3
3 116,2 7,71 8,96 89,6
4 118,1 7,94 9,38 93,8
5 109,1 7,58 8,27 82,7
6 98,9 8,57 8,48 84,8

Media| 107,3+9,3|7,99+0,43|8,55+0,52 | 8553+5,15

Ensayos de liberacién in vitro: la NVP se
disuelve rapidamente en los distintos medios de
disolucién utilizados, encontrandose el 100%
disuelto antes de los 5 minutos. Sin embargo,
las microparticulas de NVP presentan diferentes
velocidades de disolucién segin el medio de
disolucién ensayado (Figura 4).

—e—pH12

=
5]

—5— pHE,8 S0mbl
Fosfatos

o

—— pH &8 10mbl
Fasfatos

——pHE,S Sombl
TEIS + 0,9%HCL

Firmaco disuelio (94)
5 3

——HEBSS

o

1 —=— AGUA

0 5 10
Tiempo (h)

Figura 4. Curvas de disolucion correspondientes a
las microparticulas de NP para cada medio de
disolucion ensayado.

En la tabla 2 se recogen los valores de TD50%,
TD70% y MDT. A pH 1,2, la disolucién fue
muy répida, con un valor TD70% = 0,7 h, y
también fue répida la liberacion al emplear
tampon fosfato 50 mM a pH 6,8 (TD70% = 1,9
h). Sin embargo, la liberacion en agua destilada
fue muy lenta (TD70% > 30 h). La liberacion
répida a pH 1,2 puede atribuirse a la
protonacién de los grupos carboxilicos del
alginato, con lo que se impide la interaccién
ionica con los iones calcio y se favorece la
desestructuracion de las microparticulas. Sin

embargo, a pH 6,8 el alginato se halla ionizado,
por lo que deberfa mantenerse la estructura de
las  microparticulas  durante un  tiempo
prolongado por accién de los iones calcio. La
relativamente rapida disolucién de NVP a partir
de las microparticulas al emplear tampdn de
fosfatos 50 mM puede atribuirse al efecto
secuestrante del ion fosfato sobre los iones
calcio, que se traduce en una desestructuracion
de las microparticulas y una rapida disolucién
de NVP. De hecho, el empleo de tamp6n de
fosfatos con una menor concentracién (10 mM)
enlentece significativamente la liberacion de
NVP (TD70% = 5,4 h), obteniéndose perfiles de
liberacion semejantes cuando se emplean
medios de disolucion libres de fosfato, como el
tampén TRIS o HBSS.

Tabla 2. Tiempos de disolucion 50 %, 70 % y tiempo
medio de disolucién (media+ d.e., n=4). En la
Gltima columna se indica el resultado de la
comparacion estadistica.

pH1.2 04+0,1° | 07£02" [056+0,12°

H 6.8 50mM
’ Fosies (e 02 | 1,9+04° |146+0,30°
PH 6,8 10mM - - :
Fostatos | 2903 | 5403 4545024

H 6.8 50mM
u%_m,,z%_ 26+01' | 46+03" |3,67+0,13°
HBSS | 31202 | 56203 [430£016

AGUA | 207:15 | 530

Sig. estadistical] p<0,001 | p<0,001 p<0,001

--- : No se pudo determinar.
abedef ;) o5 valores con distinto superindice son
estadisticamente diferentes.

Conclusiones

e Se han elaborado microparticulas de alginato
y nevirapina, con un tamafio medio de 698
um y una riqueza media en nevirapina del
7,99 %, empleando una metodologia simple
y reproducible.

e Las microparticulas liberan la nevirapina
més rapidamente a un pH fuertemente acido
(pH 1,2) que a valores de pH préximos a 7.
No obstante, la composicion del tampén
empleado en los ensayos de disolucion in
vitro condiciona en gran medida la
liberacion del farmaco, favoreciéndose la
liberacion en presencia de concentraciones
relativamente elevadas de fosfatos.
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Microcapsulas Elaboradas Con Alginato Modificado Con RGD: Desarrollo
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Introduccién: Durante muchos afios, se han
utilizado polimeros y biomateriales para la
encapsulacion  celular, siendo el objetivo
principal generar una matriz con capacidad para
transportar las células de una forma segura y
eficaz (1). Sin embargo, con el uso de estos
biomateriales inertes la viabilidad de las células
encapsuladas podria estar comprometida debido
a la falta de interaccion entre el polimero y la
célula. El alginato es un polimero muy utilizado
en esta tecnologia y en estudios anteriores se ha
comprobado que la inclusién del tripéptido
arginina-glicina-aspartato (RGD), derivado de la
fibronectina, en las cadenas de alginato, puede
incrementar la viabilidad, proliferacién vy
diferenciacion por medio de la adhesion celular,
mejorando asi la funcionalidad del sistema. A
pesar de que se han realizado diferentes estudios
para evaluar la eficacia del RGD en la mejora de
la funcionalidad de las células encapsuladas (2),
se han obtenido resultados diferentes en funcién
del tipo de célula que se encapsula y la
proporcién de RGD que se incorpora al
alginato. El objetivo de este estudio es
determinar el efecto de la incorporacion de
distintos porcentajes de residuos RGD en la
matriz  de alginato utilizada para la
encapsulacion de dos lineas  celulares,
mioblastos C2C12 secretores de EPO vy
fibroblastos BHK secretores de VEGF. De esta
manera se pretende ampliar el conocimiento del
comportamiento  celular en  microcapsulas
elaboradas con alginato modificado y ver los
beneficios que se pueden obtener mediante la
elaboracion de este tipo de microcapsulas.

Materiales y métodos: El alginato de baja
viscosidad y alto contenido en &cido gulurdnico
(UPLVG) fue modificado quimicamente
mediante la quimica de carbodiimida (3). El
numero total de residuos RGD por cada cadena
de alginato, definido como grado de sustitucion
(DS), fue modificado variando la concentracion
del péptido RGD en la reaccion. Se prepararon
tres tipos de alginato modificado con diferentes
grados de sustitucion: DS1 (0.112 mM),

DS5 (0.56 mM) y DS10 (1.12 mM). Los
mioblastos C2C12 y los fibroblastos BHK
modificados genéticamente para secretar EPO y

VEGF respectivamente fueron encapsulados por
separado en microcépsulas elaboradas con
alginato sin modificar (RGD DS0) y alginato
modificado con RGD DS1, DS5 y DS10. Para la
elaboracion de las microcapsulas se utilizé un
generador electrostatico y se siguio el
procedimiento descrito por Lim y Sun con
algunas modificaciones.
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Figura 1. Imagenes de Mioblastos (A) y Fibroblastos
(B) en microcapsulas elaboradas con distintos tipos
de alginato modificado con RGD. Las imagenes
fueron obtenidas con el microscopio dptico los dias 0
y 30.

La viabilidad celular se determiné de forma
cualitativa mediante la tincion LIVE/DEAD
(Figura 1). ElI nimero exacto de células vivas
por cépsula fue analizado mediante citometria
de flujo, utilizando “Trucount tubes” para
determinar la cantidad exacta de células vivas y
empleando el kit LIVE/DEAD para diferenciar
las células vivas y muertas. La determinacion de
la cantidad de EPO o VEGF secretada se realizd
utilizando los kits de ELISA correspondientes.
Para determinar la proliferacion celular se llevé
a cabo el estudio de la BrdU (Bromoxiuridina),
anadlogo de la Timidina. Para analizar la
interaccion  célula-matriz  se  examiné el
citoesqueleto de las células encapsuladas
mediante la tincién con F-actina.

Resultados y Discusion: En el caso de los
mioblastos (Figura 2A) se observa un descenso
de la viabilidad con el paso del tiempo en todos
los tipos de microcapsulas, siendo aquellas
elaboradas con alginato modificado con RGD
DS1 las que presentan mayor nimero de células
vivas el dia 30 (p<0.001). En el caso de los
fibroblastos (Figura 2B), el grupo DS5 es el que
presenta una mayor viabilidad a dia 30
comparandolo con los grupos restantes
(p<0.001). Los estudios de secrecion del
producto terapéutico pusieron de manifiesto que
en el caso de los mioblastos
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Figura 2. Nimero de células vivas por capsula en el
caso de los mioblastos (A) y en el caso de los
fibroblastos (B).
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(Figura 3A), las microcapsulas con mayor
secrecion de EPO son las elaboradas con
alginato modificado con RGD DS1 (p<0.05). En
el caso de los fibroblastos (Figura 3B), las
microcéapsulas con secrecion mas elevada de
VEGF son las elaboradas con alginato
modificado con RGD DS5. Los resultados del
ensayo de proliferacion (datos no mostrados)
corroboran los obtenidos en los ensayos
anteriores.
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Figura 4. Tincién F-actina de las microcépsulas
elaboradas con diferentes tipos de alginatos
inmovilizando mioblastos (A) y fibroblastos (B). Las
fotos fueron realizadas con el microscopio confocal el
dia 30.
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La tincién de F-actina permite detectar la
presencia de elongaciones de los filamentos
celulares de los mioblastos, siendo éstas mas
numerosas al incrementar los niveles de RGD
(Figura 4A). En los fibroblastos (Figura 4B), los
resultados no fueron tan claros, probablemente
debido a los agregados celulares.

Conclusiones: La densidad 6ptima del péptido
de adhesion ha resultado ser diferente en los dos
tipos celulares, obteniendo la mayor viabilidad y
produccién del factor terapéutico con el grupo
RGD DS1 en el caso de los mioblastos y el
grupo RGD DSS5 en el caso de los fibroblastos.
Estos resultados ponen de manifiesto que la
densidad optima del ligando de adhesion RGD
varfa en funcién del tipo de célula, por lo que se
requiere una evaluacion individualizada con el
fin de determinar la densidad 6ptima de RGD a
incorporar en el alginato.
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Introduction: Myocardial infarction (MI) is a
major health concern worldwide, and therefore,
extensive research has been performed to find
new treatments. Neuregulin-1 (NRG-1) and
acidic-fibroblast growth factor (FGF-1) have
been identified as factors involved in cardiac
repair after M1 (1,2). However, their in vivo
therapeutic value is limited due to their short
half-life and high instability after systemic
administration. An alternative strategy based on
the use of biocompatible and biodegradable
microparticles (MP), able to release the
cytokines in a sustained and controlled manner
could represent a valuable therapeutic approach.
Our group had explored new therapeutic
strategies for MI treatment based on the use of
MP that will release different combinations of
cytokines and factors involved in cardiac stem
cell activation (3,4). One of these strategies is
the use of NRG-1-MP and FGF-1-MP to
promote cardiac repair. The efficacy of NRG-1-
MP and FGF-1-MP in a rat Ml model has been
recently assessed demonstrating that MP
promoted cardiac repair and improved cardiac
performance (4).

Objetive The objectives of this work were (1)
To characterize the mechanisms by which
NRG-1-MP and FGF-1-MP improved cardiac
performance in a rat myocardial infarction
model (2) To test the beneficial effect of NRG-
1-MP and FGF-1-MP in a preclinical large
animal model of ischemia-reperfusion.

Material and Methods: All experiments were
performed in accordance with the guidelines
established by the Research Ethical Committee
of the University of Navarra. Preparation,
characterization and efficacy assessment of
NRG-1-MP and FGF-1-MP were done as
previously described (4). To analyze the effect
of growth factor loaded MP on resident cells as
well as on cardiac progenitor  cells
immunofluorescence  studies were  done.
Cardiomiocytes in replication 1 week and 3
months after treatment were identified with
antibodies against the proliferation marker ki67
and cardiac troponine (cTnT). Six serial sections
from each animal were analyzed for the number
of cells ki67+ cTnT+ cells present in the infart

and peri-infart zone. To identify cardiac
progenitor cells 1 week and 3 month after
treatment, heart sections were stained with
antibodies against the stem cell antigen c-kit and
CD45 a blood-cell lineage marker. Six serial
sections from each animal were analyzed for the
number of cells C-kit+ CD45- and C-kit+
CD45+ present in the infart and peri-infart zone.

To confirm the beneficial effect of growth factor
loaded MP in a large animal model of MI, a
scale up of the MP preparation process was
done. Various MP formulation parameters
(polymer quantity, drug loading...) were
adjusted to preserve MP size and to maintain or
improve encapsulation efficiencies. Particle size
was measured by laser difractometry.
Encapsulation efficiencies were quantified by
Western blot. Released cytokine bioactivity was
evaluated in vitro by determining the induction
of HIC2 cell proliferation. Efficacy of NRG-1-
MP and FGF-1-MP were investigated in a
preclinical model of chronic MI. A total of 24
minipigs were enrolled in the study. Myocardial
infarction was created by temporary balloon
occlusion of the LAD coronary artery followed
by reperfusion. One week after infarction,
animals were randomized divided into 3 group:
NRG-1-MP, FGF-1-MP and Non loaded-MP.
The NOGA® XP Cardiac Navigation System
was used to implant the MP in the infarcted
heart. Three months later pigs were sacrificed to
perform histological analysis. Cardiac function
was assessed by echocardiography and MRI.

Results: To characterize the mechanisms by
which the cytokine loaded MP exerted its
action, tissue cardiomyocyte proliferation was
examined by double immunostaining for cTnT
and Ki-67+. A significant increase in the
number of adult cardiomiocytes Ki-67" was
detected in the hearts treated with NRG-1, 3
months post-treatment (Fig. 1). The number of
adult cardiomiocytes in replication 1 week after
treatment with NRG-1 MP is currently being
evaluated.
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Fig 1: NRG-1-MP  treatment  induces
cardiomyocytes proliferation. Representative image
of a proliferating Ki-67+ adult cardiomyocyte in the
NRG1-MP group (cTnT: green; Ki-67: pink; Nuclei:
blue) and quantification of total double positive cells
in the infarcted area of the four-treated groups, 3
months post-injection. A significant higher number of
proliferative cardiomyocytes was detected in the
NRG-1 group.

Furthermore, c-Kit"CD45" progenitor cells were
also detected in the myocardium, although
tissue quantification did not show significant
fferences among groups, 3 months post-
injection. However, a significant increase was
detected 1 week post-implantation in the NRG-
1-MP group in comparison with the NL-MP
control group (Fig. 2). Antibody staining of
myocardium revealed that these progenitor cells
could be identified as isolated or clustered cells
that were probably recruited towards the
ischemic myocardium.
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Fig 2: NRG-1-MP treatment induces stem cell
homing. c- or cells were detected
the heart tissue (cKit: red; CD45: green; Nucle
blue) along the infarcted area, 1 week after MP-
treatment. A significant greater number of progenitor
cells was detected in the NRG1-MP group than in the
NL-MP control group. Data is represented as
mean+SEM, *P<0.05 and **P<0.01 vs. NL-MP
control group.

The proposed growth factor loaded MP strategy
tested in a small animal model of MI was next
tried in a large MI animal model. Regarding the
scale up of the MP preparation process, MP were
prepared by TROMS with a compatible size for
heart injection of 5 pum. Concerning to the
entrapment efficiency, growth factors were
efficiently encapsulated, reaching values of
77.6+12.3% for FGF-1 and 92 +8% for NRG.
Variations on the MP parameters during the
scaling up process showed no effect on the
particle size. The bioactivity of the released
cytokines was evaluated in vitro by determining
the induction of HIC2 proliferation. A 1.3 and
2.1-fold increase in cell density was observed

when stimulated with FGF-1 and NRG-1,
respectively. Proliferation rates of cells treated
with the free-cytokines were similar to the ones
released by microparticles, indicating that both
cytokines retained its biological activity after
microencapsulation.

NRG-1-MP, FGF-1-MP and non-loaded MP
were injected into the infarcted myocardium
using NOGA® XP Cardiac Navigation System 1
week after the infarct. The long-term functional
efficacy of growth factor-loaded MP treatment is
currently being evaluated. Next, histological
studies will be performed to fully characterize the
effectiveness of the treatment with NRG-1-MP
and FGF-1-MP

Conclusions:

- Controlled delivery of NRG-1 and FGF-1 from
MP promoted cardiac repair through activation
of endogenous regeneration in a rat myocardial
infarction model.

- Growth factor loaded MP have been
successfully scaled-up to be tested in
preclinical large animal model of ischemia-
reperfusion.
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EMPLEO DE NANOSUSPENSIONES DE ACETONIDO DE TRIAMCINOLONA PARA MEJORAR SU
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Introduccion

Las lentes de contacto han demostrado un interesante
potencial como sistemas de liberacion controlada de
medicamentos, sobre todo para tratar afecciones oftalmicas
de la zona anterior. Desde el punto de vista de los sistemas
de liberacion, las lentes blandas de contacto son hidrogeles
y se consideran como insertos oftalmicos insolubles
especiales. Habitualmente para incluir el farmaco en las
lentes se incuban en una disolucién acuosa de farmaco
durante un periodo de tiempo suficiente para que se
incorpore la dosis necesaria. Sin embargo, dada la
naturaleza hidrofilica de los hidrogeles y de las soluciones de
carga, los farmacos poco hidrosolubles sélo pueden acceder
en dosis muy reducidas. El acetonido de triamcinolona (TA)
es un glucocorticoide sintético con elevada potencia
antiinflamatoria y efecto prolongado que se emplea habitua-
mente en el tratamiento de patologias oculares (1). Posee
reducida hidrosolubilidad por lo que plantea problemas para
ser incluido en lentes en dosis adecuadas. Para incrementar
la dosis y mejorar el control de liberacién de TA proponemos
el uso como medio de carga de nanosuspensiones de TA
estabilizadas. Estas permiten incrementar la solubilidad
acuosa del farmaco y dado el reducido tamafio de sus
particula pueden facilitar su difusion a través de los poros del
hidrogel manteniendo sus propiedades 6pticas.

Materiales

Lentes blandas de contacto desechables (Hilafilcon B, Bauch
& Lomb). 2-hidroxietimetacrilato (HEMA, Merck), 4cido
metacrilico (AM, Merck), etilenglicoldimetacrilato (EGDMA,
Sigma-Aldrich). Irgacure® 2959 (CIBA), Poloxamer 407
(Pluronic F1279; 9.840 — 14.600 Da, Sigma-Aldrich), alcohol
polivinilico (PVA; 30.000 — 70.000 Da. Sigma-Aldrich), TA
(Fagron), acetona, (Panreac).

Elaboracion de las lentes blandas de contacto de TA

Las lentes blandas se elaboraron mediante foto-
polimerizacién. Para ello se mezclaron los monémeros
HEMA y AM con el agente reticulante EGDMA y el iniciador
Irgacure 2959 en las proporciones indicadas La disolucion
resultante se inyectd en un molde. Los hidrogeles se forman
por fotopolimerizacién al irradiar la disolucién con luz
ultravioleta durante 30 minutos. La l4mina formada se
introduce en agua hirviendo durante 15 min, se troquela en
pequefios cilindros y se mantienen en agua limpia hasta la
completa eliminacion de los monémeros residuales.

Elaboracién de nanosuspensiones de TA

Nos basamos en un método de precipitacion controlada
descrito en trabajo previo (2) en el que se emplea se una
mezcla Pluronic F127® y PVA al 10% (p/v) como fase acuosa
y como fase organica una disolucién del farmaco en acetona
al 0.1% (p/v). Para obtener las nanosuspensiones con

diferentes contenidos en TA, se procedié a diluir las
convenientemente. El contenido de principio activo en las
nanosuspensiones se determino mediante
espectrofotometria @ 242 nm en las muestras
convenientemente diluidas y filtradas (membranas de 0,45
um Sartorius®. El tamafio medio de particulas se determiné
utilizando el equipo Zetasizer Malvern (Nano ZS 6.0, Malvern
Instruments).

Caracterizacion de SCLs
Transparencia 6ptica

Se determiné en las lentes después de ser cargadas con el
principio activo. Para ello las lentes de contacto se fijaron en
la cara interna de una cubeta de cuarzo conteniendo agua
milliQ y se midid la transmitancia a una longitud de onda de
600 nm (Espectrofotémetro UV-Visible de red de diodos
Agilent 8453).

Determinacion de la carga de TA en SCLs

Las lentes de contacto fabricadas y las comerciales se
sumergieron en las nanosuspensiones de TA durante 4 dias.
Pasado este tiempo, la cantidad de TA cargado por cada
lente de contacto, se calculé por diferencia entre la cantidad
inicial y la cantidad final de la solucién de carga, determinada
por espectrofotometria UV a 242 nm. Los resultados se
expresaron como la cantidad de TA (mg) en cada SCLs
entre el peso (g) de cada SCLs en su estado inicial. Cada
ensayo se ha realizado por triplicado.

Ensayos de liberacion de TA de SCLs cargadas

Las lentes de contacto cargadas con TA se introdujeron en
un vial en el que previamente se afiadieron 5 ml de fluido
lacrimal simulado (6.7 g/l NaCl, 2.18 g/l NaHCO3, 1.38 g/l
KCl, 0.084 g/l CaCl2¢2H20, pH 8). Los viales se colocaron
en el incubador (VWR Incubating Mini Shaker, pais) con una
agitacion orbital de 100 r.p.m. y una temperatura de 37°C .
Se tomaron muestras, a intervalos de tiempo
determinandose la  concentracion de TA mediante
espectrofotometria a 242 nm. Cada ensayo se realizd por

0%H20 20%H20 40%H20

HEMA 6,218g 49749 2,218g
EGDMA 0,095¢g 0,076g 0,038g
MA 0,103g 0,082g 0,0412
Agua Og 1,2mL 2,4mL
Irgacure 0,011 0,011g 0,011g

Tabla 1. Composicion de las lentes blandas fabricadas.
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Resultados y discusion
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Figura 1. Cantidad de TA cargada por las lentes en funcion
de la cantidad de farmaco contenido en el medio de carga

En la figura 1 se muestra la capacidad de incorporacion de
farmaco en las lentes de contacto en funcién de la cantidad
presente en el liquido de carga. Los datos de carga de
concentraciones menores de 20 pg/ml corresponden a
sistemas constituidos por disoluciones de TA, mientras que
las superiores son las nanosuspensiones. Como se observa
el empleo de nanosuspensiones mejora de manera
significativa el farmaco incorporado en las lentes comerciales
y en las fabricadas por nosotros observandose un
incremento practicamente lineal de la carga en funcion de la
cantidad de farmaco en las soluciones/suspensiones. No se
observan diferencias en el TA cargado entre las lentes
comerciales y las fabricadas por nosotros
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Figura 1. Perfiles de liberacién del TA a partir de las lentes
comerciales (superior) y fabricadas (inferior) con las
diferentes cargas.
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Por otra parte todas las lentes cargadas con las disoluciones
y nanosuspensiones preservaron su transparencia optica
obteniéndose valores de trasmitancia a 600 nm para todas
ellas superiores al 90%.

En la figura 2 se observan los perfiles de liberacion
obtenidos con las diferentes lentes y cargas. La liberacion a
partir de las lentes comerciales se produce en su practica
totalidad en menos de 12 horas observandose diferencias
significativas en funcién de la solucién empleada para su
carga, siendo mayor la liberacion de las lentes cargadas a
partir de nanosuspensiones de 200 pg/ml.

Las lentes MA 200 elaboradas son capaces de controlar la
liberacién de manera mas efectiva y gradual observandose
una liberacién a las 12 muy inferior a las comerciales. En
este caso a los 6 dias las lentes contindan liberando principio
activo. En este caso existe también una influencia
significativa de la concentracién empleada en el proceso de
carga sobre la cantidad liberada, siendo nuevamente la
cargada con nanosupensiones de 200 pg/ml con la que se
consigue una mayor liberacién, como consecuencia del
incremento en la carga

Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos podemos concluir que el
empleo de nanosuspensiones estabilizadas de TA como
medio de carga permite incrementar de manera considerable
la dosis de farmaco incorporado tanto por las lentes
comerciales como por las elaboradas para el estudio.
Ademas las lentes cagadas con las nanosuspensiones dan
lugar a mayores niveles de farmaco liberado durante tiempos
mas prolongados.

Es posible utilizar ambas lentes, las comerciales o las
elaboradas como soporte para la liberacion ocular de TA,
siendo las comerciales mas adecuadas si se necesita una
liberacién més rapida y las elaboradas més prolongada.
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OPTIMIZACION DE LA CARGA Y LIBERACION DE CORTICOIDES A PARTIR DE LENTES BLANDAS DE CONTACTO DE
pHEMA MEDIATE MODIFICACIONES EN SU COMPOSICION
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Introduccién

Los avances en el desarrollo de las lentes blandas de
contacto han permitido la carga de farmacos en dosis
terapéuticas y controlar y mantener su liberacion en el
tiempo con el objetivo de mejorar la eficacia del tratamiento
ocular por medio de una mayor biodisponibilidad, menor
absorcion sistémica y un mejor cumplimiento del régimen de
dosificacion.

Las lentes de contacto blandas son hidrogeles, una red
reticulada  de  mondémeros  solubles en  agua.
La base de muchos tipos de lentes de contacto blandas es el
polihidroxietiimetacrilato ~ (pHEMA)  reticulado ~ con
etilenglicoldimetacrilato (EGDMA). Los hidrogeles pHEMA se
caracterizan por un contenido relativamente alto de agua,
estabilidad térmica y quimica, propiedades mecanicas
moldeables y permeabilidad al oxigeno, muy importantes
para un uso seguro diario [1, 2]. En los hidrogeles, el
farmaco se incorpora a la red polimérica por un mecanismo
de absorcion, pero la falta de interacciones especificas limita
tanto la cantidad de farmaco cargada como la capacidad de
controlar la liberacion [3].

El farmaco seleccionado para su estudio ha sido aceténido
de triamcinolona (TA), un corticosteroide utilizado por su
accion antiinflamatoria en diversas patologias oculares como
alergias, uveitis o inflamaciones postoperatorias.

El objetivo de este trabajo ha sido la sintesis y optimizacion
de hidrogeles de pHEMA con el fin de mejorar la
propiedades de carga y liberacion ocular de TA por medio de
la incorporacion de diferentes proporciones de dos
comonoémeros, acido metacrilico (AM) y N-vinil-2-pirrolidona
(NVP).

Materiales y métodos
Materiales

2-hidroxietil metacrilato (pHEMA), &cido metacrilico (AM) y
N-vinil-2-pirrolidona  (NVP) (Merck, Alemania); etilen
dimetacrilato (EGDMA), 2,2'-azo-bis(isobutironitrilo) (AIBN)
(Sigma-Aldrich, Espafia) y Acetonido de Triamcinolona
(Fagron, Espafia).

Métodos

Sintesis  de  hidrogeles  mediante  polimerizacion
termoinducida

El agente reticulante EGDMA (80 Mm, 1%) y diferentes
cantidades de los monémeros funcionales AM y VN (0, 100 y
200 mM; 0 - 2.5%) fueron disueltos en HEMA (6 ml; 96,5% -
99%) bajo agitacion magnética constante durante 45 minutos
(Tabla 1). Se incorpor6 el agente iniciador AIBN (10 mM)
durante 15 minutos mas. Cada solucién de monémero
resultante fue inyectada en un molde constituido por dos
placas de vidrio (10x10cm) cubiertas internamente por una
lamina de propileno y separados por un marco de silicona de
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1mm de ancho. Los moldes se colocaron en una estufa a
50°C durante 12 horas seguido de 24 horas a 70°C. Tras la
polimerizacién, cada hidrogel fue sumergido en agua
hirviendo durante 15 minutos con el objetivo de eliminar los
monémeros no reaccionantes y facilitar el corte de los
hidrogeles en discos de 10 mm de didmetro. Para la limpieza
de estos discos se sumergieron en una solucién de NaCl 10
mM durante una semana, posteriormente en HCl 10 mM
durante un dia y en agua un dia mas [3].

Hidrogel Mondmero HEMA:EGDMA:Func.monomero
funcional (Volume ratio)
0 5910:90:0
MA100 AM-100mM 5860:90:50
MA200 AM-200mM 5810:90:100
NVP100 NVP-100mM 5845:90:75
NVP200 NVP-200mM 5780:90:150

MA100
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Fig.1. Isotermas de adsorcion de TA a partir de disoluciones de NaCl 0.9%.

Tabla 1. Composicion de diferentes hidrogeles sintetizados variando el tipo
y proporcién de monémero funcional

Estudios de carga de TA en los hidrogeles

Los estudios de carga de TA en los diferentes hidrogeles
sintetizados se llevé a cabo por inmersion de los mismos en
disoluciones de diferente concentracion de farmaco (8 - 19
ug/ml) en NaCl al 0,9% o PBS (10 ml) durante cuatro dias.
El contenido en TA se determind por espectrofotometria UV
a A =242 nm tras ser filtradas por filtros de membrana (0,45
um Sartorius®, Alemania). Cada ensayo ha sido realizado
por triplicado [3].

Estudios de liberacion de TA de los hidrogeles

Los hidrogeles cargados fueron sumergidos en un vial
conteniendo 5 ml de fluido lacrimal simulado (FLS; 6.7 g/l
NaCl, 2.18 g/l NaHCOs, 1.38 g/l KCI, 0.084 g/l CaCl-2H20,
pH 8) bajo agitacién orbital a 100 rpm y 37°C. A intervalos de
tiempo predeterminados, se tomaron muestras de 1 ml que
era reemplazado con la misma cantidad de FLS. La
determinacion de la concentracion de TA se realiz6 mediante
espectrofotometria a A = 242 nm. Cada ensayo ha sido
realizado por triplicado [3].

Resultados y discusion

A efectos de incorporacion de farmacos, los hidrogeles se
comportan normalmente como adsorbentes microporosos
dando lugar a isotermas de clase C (4), caracterizadas por
un tramo lineal inicial en el que el coeficiente de reparto
entre soluto y adsorbente se mantiene constante. Estas
isotermas aparecen cuando el soluto penetra en el interior
del adsorbente y desaparece de la superficie y, en este caso,
la concentracion critica Mm? representa la saturacion de
los lugares internos y se caracteriza por la aparicion de una
meseta.

Solucién Hidrogeles Cantidad cargada Kp
de carga (mglg) media + SD
media + SD

0 0,449 + 0,026 229+08

MA100 0,557 +0,031 2713+20

0,9% NaCl MA200 0,536 + 0,042 260+34
NVP100 0,491 + 0,040 234+£25

NVP200 0,506 + 0,072 245+30

0 0,465 + 0,020 238+25

PBS MA100 0,585 + 0,044 249+31
PH 7.4 MA200 0,667 + 0,038 2712+17
! NVP100 0,501 + 0,068 252+4,0
NVP200 0,583 + 0,035 278+35

Tabla 2. Diferentes hidrogeles sintetizados con sus respectivos valores de
cantidad de TA cargada y coeficientes de reparto.

Como podemos ver en la figura 1, las isotermas de
adsorcion obtenidas se ajustan bhien a una linea recta
indicando que nos encontramos en el tramo inicial de una
isoterma tipo C y que nos encontramos aun en la zona en la
que no existe saturacion de los lugares de adsorcion.
Isotermas similares se obtuvieron empleando PBS como
medio de carga. Los menores valores de TA cargado se
obtienen con los hidrogeles que no incluyen co-monémeros
obteniéndose diferencias significativas con los elaborados
con MA (a<0,05). Sin embargo, no existen diferencias de
carga entre NVP y MA por lo que podemos asumir que no se
producen interacciones especiales entre TA y los co-
monémeros y que la mayor carga con respecto a los que no
los incorporan pueden deberse a diferencias en la
hidratacion de las lentes.

La tendencia del TA por la red polimérica se determiné a
través del coeficiente de particion que hemos calculado a
partir de la pendiente de las isotermas y se muestran en la
tabla 2. Los resultados mostrados en la tabla 2 indican que
existe una elevada fraccion de TA unida a la red polimérica,
siendo ligeramente superior en las que incorporan MA. Estos
resultados estan de acuerdo con los obtenidos para otros
corticoides como la dexametasona en hidrogeles de pHEMA
[5]. Por ello podemos concluir que el farmaco posee una
gran afinidad por el polimero.
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Fig 2. Perfiles de liberacion de TA a partir de los hidrogeles cargados

Todos los hidrogeles han mostrado un perfil de liberacion
similar en las horas iniciales del ensayo donde empiezan a
liberar el farmaco de manera inmediata en cuanto se
sumergen en FLS, sin observarse efecto burst ni periodo de
latencia. Si se observan diferencias significativas a partir de
las 5 horas, donde los hidrogeles de AM presentan mayores
tasas de liberacion, siendo MA200 son los que mayor
cantidad de TA liberan. Esto es debido a que a pH 8, mas
del 99% de los grupos funcionales de AM se encuentran
ionizados generando fuerzas de repulsion en el interior del
hidrogel dando como resultado una mayor relajacién e
hinchamiento de la red polimérica, lo que facilita la liberacién
de TA.

Conclusiones

Las lentes de pHEMA se comportan como adsorbentes
porosos en los procesos de carga, sin alcanzarse la
saturacion del proceso para las concentraciones estudiadas.
Ello significa que si se consiguen concentraciones de carga
superiores a la méxima empleada (saturacién a 20°C) puede
favorecerse la entrada de dosis mayores. Las lentes
incorporan cantidades significativas del corticoide TA en los
procesos de carga, existiendo un reparto favorable hacia la
red polimérica. La inclusién de los co-monémeros MA y NVP
mejoran la carga de TA e incrementan ligeramente la
afinidad de la red polimérica por el farmaco, sobre todo el
MA. Estas lentes poseen un efectivo control de la liberacién
que puede modularse en funcién del tipo y proporcién de co-
mondémero empleado.
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Introduccion:

El sistema SEDEM es una herramienta que ha
demostrado su utilidad para desarrollar formulas
de elaboracion por compresion, obteniéndose
formulas que pueden ser elaboradas mediante
compresion por via directa y para caracterizar
excipientes [1-6].

En este trabajo se ha partido de una férmula de
comprimidos elaborados por granulacién via
hiimeda actualmente comercializada. El objetivo
es redisefiar el proceso de elaboracién de la
féormula, manteniendo la dosis de principio
activo, de tal forma que pueda ser elaborado por
compresién directa, con la consiguiente
reduccion de costes directos (horas de
elaboracion) e indirectos (consumo de energia o
mpieza de equipos de produccién).

Materiales y Métodos:

Para este estudio se ha partido de un producto
existente en el mercado actualmente cuyo
principio activo es una molécula perteneciente a
la familia de los “agonistas de serotonina”, cuya
indicacion principal es el tratamiento del dolor
de cabeza en los ataques de migrafia.

Para la caracterizacion del APl y de los 19
excipientes candidatos a emplear, se ha utilizado
el sistema de experto SEDEM.

El sistema SEDEM se basa en la evaluacion
experimental y en la cuantificacion de una serie
de parametros relacionados con las propiedades
fisicas de las sustancias pulverulentas. Los
pardmetros 'y propiedades, se encuentran
detallados en diferentes publicaciones [1-6].

Tras la cuantificacion, se elaboran una serie de
promedios, a partir de los cuales se elabora un
célculo final: el IGC o Indice de Buena
Compresibilidad, que cuantifica la idoneidad de
la materia para ser comprimida (en escalade 1 a
10).

Tras la evaluacién del principio activo estudiado
se pretende seleccionar, desde un punto de vista
tedrico, el excipiente(s) que mejor corrige las
carencias del principio activo a fin de disefiar el
mejor comprimido posible mediante compresion
directa.

Resultados y Discusion:

Primeramente se ha caracterizado el API. Tras
el estudio se comprueba que presenta
propiedades deficientes para la compresion
directa. El valor de IGC obtenido es 4.30, lo
cual indica claramente que no es una materia
apta para su compresion directa de forma
natural. En la tabla 1 se muestran los resultados
de dicha evaluacion y en la figura 1 se muestra
la representacion grafica de los parametros

Tras la evaluacion del API, se observa que
presenta unas propiedades deficientes (menor a
5) para los parametros de
“Deslizamiento/Fluidez” 'y “Lubrificacion /
Dosificacion”.

Para cada excipiente incluido en el estudio, se
desarrolla una formula completa (Almotriptan +
Excipiente + Lubricantes) usando el sistema de
experto. Todas las formulas con un IGC mayor
a 5, serian viables (8) De las que se
seleccionaron tres formulas y se hicieron lotes
piloto. Posteriormente se llevaron a cabo las
determinaciones analiticas necesarias para
evaluar i se satisfacen las  mismas
especificaciones que el producto original. En la
tabla 2 se muestran las férmulas probadas
experimentalmente. En la figura 2 se muestra el
per de disolucion de las férmulas
seleccionadas y elaboradas por compresion via
directa.

SEDEM.
PROPIEDAD PRO-
PARAMETRO FiSICA VALOR MEDIO
. . Da 5.80
Dimensional 7.25
Dc 8.70
le 4.79
Compresibilidad Ic 6.67 6.79
lcd 8.93
o IH 5.00
_Umm__NmE_m:S / o 067 1.89
Fluidez
t” 0.00
Lubrificacion / HR 0.90 543
Estabilidad H 9.96 ‘
Lubrificacion / Pf 0.00
L 1.38
Dosificacion 10 2.75
indice de Buena Compresion (IGC) 4.30

Tabla 1: Resultados de los parametros y
promedios del API.

Figura 1. Representacion gréafica de las
propiedades fisicas evaluadas del API.
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MATERIA FUNCION CANTIDAD
> API API 374 %
< | Primogel Lubrificante/ 5.0%
W Pruv Deslizante 1.0%
,m Emcompress mnwoacw“_m%m 56.6%
o API API 31.9%
< | Primogel Lubrificante/ 5.0%
W Pruv Deslizante 1.0%
o API API 30.7%
< | Primogel Lubrificante/ 5.0%
W Pruv Deslizante 10%
S | spherolac 100 mwuo%_wmm% 633 %

Tabla 2. Férmulas propuestas por el diagrama
Sedem que han sido probadas
experimentalmente en este estudio.

% API DISUELTO
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Figura 2. Perfil de liberacion de las tres
férmulas elaboradas
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Conclusion
Como se ha evidenciado las 3 formulas fueron
viables, con los beneficios que ello supondria a
la compafiia
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Introduccién:

El glaucoma es una enfermedad progresiva
que, al cursar con una elevacion de la presion
intraocular, provoca compresion y dafio de las
fibras del nervio éptico. El tratamiento de
eleccion consiste en administrar farmacos que
reducen la  presion  intraocular. La
administracion por via sistémica requiere dosis
altas para alcanzar concentraciones eficaces en
las estructuras oculares, lo que puede causar
efectos secundarios graves. Este es el caso de
los inhibidores de la anhidrasa carbonica, un
enzima ampliamente distribuido en diversos
organos y tejidos del cuerpo humano, por lo
que los efectos secundarios del tratamiento por
via oral son numerosos (1). Por otra parte, la
aplicaciéon  tépica  ocular cuenta con
importantes limitaciones por la reducida
biodisponibilidad ocular y la corta duracién de
efectos. Ademas, en el caso de los farmacos de
elevada permeabilidad corneal, se hace
necesari aplicar ~ procedimientos  de
hidrosolubilizacién adecuados. En este trabajo
se evallan las posibilidades que ofrecen los
polimeros de ciclodextrina (CD) como
transportadores capaces de formar complejos
de inclusion con el inhibidor de la anhidrasa
carbénica etoxzolamida (EtOX; solubilidad en
agua 21.38 mg/L; LogP= 2.01). Para preparar
los polimeros, se parti6 de o-CD, B-CD, y-CD,
metil-B-CD, e hidroxipropil-B-CD vy se utilizd
como agente reticulante A&cido citrico,
siguiendo un procedimiento de quimica verde
previamente desarrollado (2). Como control,
para evaluar la eficacia del proceso de
complejacién, se prepar6 un polimero de
maltrodextrina. Una vez sintetizados los
polimeros, se evalué su capacidad para
solubilizar EtOX en medio salino y para ceder
de forma controlada el farmaco, utilizando
como referencia las CDs de partida.

Materiales y Métodos:

Polimerizacion. Se prepararon disoluciones en
agua (200 mL) de cada una de las CDs y de
maltrodextrina (Laisa Roquette, France; 20 g)
con &cido citrico (Sigma Aldrich, Francia; 20
g) e hipofosfito sodico dihidrégeno (Sigma
Aldrich, Francia; 6 g). El agua se evapor6 en
un rotavapor a 60°C-80°C hasta obtener un
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film en las paredes del balén. A continuacion
se llevo a cabo la polimerizacién, sumergiendo
el balén en un bafio de aceite a 140°C y
aplicando vacio durante 30 minutos. El
polimero resultante (Figura 1) se redispersé en
agua (200 mL) y el sistema se filtré a vacio
para eliminar la fraccion insoluble. La
disolucién resultante se concentrd en rotavapor
y se dializ6 frente a agua (2 L) utilizando una
membrana de MWCO 6000-8000 Da
(Spectra/Por Dialysis®, France). EI medio se
cambid cada 12 h. Transcurridos tres dias, la
disolucion se concentré de nuevo en rotavapor
y se liofilizé.

Figura 1: Esquema de la estructura de un

polimero de CD en el que se u
citrico como reticulante (2).

HET-CAM test. La biocompatibilidad se
evalué depositando 0.3 ml de una disolucion al
10% de los polimeros en la membrana
corioalantoidea de huevos incubados siguiendo
el protocolo ICCVAM (3).

Solubilizacién. Se prepararon disoluciones de
CD, maltrodextrina, polimero de CD vy
polimero de maltrodextrina en NaCl 0.9%,
cubriendo  un  amplio intervalo  de
concentraciones, y a las que se afiadié EtOX
en exceso (1 mg/mL). Los sistemas se
mantuvieron 48 h bajo agitacion magnética, se
traron (membrana de 0.45um) y se diluyeron
con mezcla etanol:NaCl 0.9% (0.7:0.3) para
cuantificar la cantidad de EtOX disuelta por
espectrofotometria UV (303nm; Shimadzu UV
1800, Japoén).

Ensayos de usién.  Se  prepararon
disoluciones de EtOX con cada una de las CD
(0.75 y 1.5%) y los polimeros sintetizados
(1.5% y 3%) siguiendo el procedimiento

descrito en el apartado anterior. A
continuacion, se llevaron a cabo ensayos de
difusion utilizando tubos células de difusion
Franz-Chiez utilizando una membrana de
diélisis de MWCO 500-1000 Da (Spectra/Por®
Cellullose Ester, Spectrum lab, Francia) como
separador entre los compartimentos dador (3
ml de disolucion) y receptor (7 ml de NaCl
0.9% con SDS 0.3%).

Resultados y Discusion:

Polimerizaciéon. Los polimeros de CD
presentaron un contenido en CD préximo al
50% en peso.

HET-CAM test. Todos los polimeros de CD
superaron el test in vitro de referencia para
evaluar la compatibilidad con tejidos oculares
sin  causar daflo en la  membrana
corioalantoidea.

Solubilizacién. Las CDs libres en disolucion
incrementaron de manera muy notable la
solubilidad de ETOX en NaCl 0.9%, en
particular la B-CD vy la hidroxipropil-B-CD
(Figura 2). La maltodextrina también mejor¢ la
solubilidad, lo que indica que el farmaco
puede interaccionar hidrofébicamente con los
anillos de glucopiranosa.
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igura 2: Diagrama de solubilidad de EtOX en
NaCl 0.9% en presencia de distintas CDs y
maltodextrina.

La polimerizacion aumentd la capacidad
solubilizante, principalmente la de yCD
(Figura 3).
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Figura 3: Diagrama de solubilidad de EtOX
en NaCl 0.9% en presencia de polimeros de
erentes CDs y maltodextrina.
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Ensayos de difusion. La formulacién de EtOX
en dispersiones de CDs y de sus polimeros
proporciond perfiles de cesion sostenida
durante al menos 24 h (Figura 4).
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Figura 4: Perfiles de cesién de EtOX a partir
de formulaciones conteniendo CDs y sus
polimeros.

Conclusiones:

Las CDs y sus polimeros obtenidos por
condensacion con &cido citrico mostraron una
elevada capacidad para hidrosolubilizar EtOX
y para regular el proceso de difusion del
farmaco.
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Introduction:

In the last decades, soft contact lenses (SCLs)
have been thoroughly investigated as a
technology platform for the localized sustained
release of drugs in the treatment of ocular
pathologies [1]. SCLs can improve the
bioavailability and prolong the half life of
ophtalmic drugs in the ocular mucosa. On the
other hand, the search for new antimicrobial
agents for the treatment of ocular pathologies is
under constant development. This work
investigated the synthesis of two types of
hydrophilic networks functionalized with B-CD
for the localized release of a novel antimicrobial
5,6-dimethoxy-1-indanone N4-allyl
thiosemicarbazone [2,3]; namely: i) networks of
pHEMA-co-3-CD prepared through
conventional free radical polymerization using a
polymerizable B-CD derivative (mono-MA--
CD) [4]; and ii) networks prepared by direct
cross-linking of HP-B-CD and HP-B-CD/HPMC
(1.0% w/v) with EGDE [5].

Materials and Methods:

Materials. 2-Hydroxyethyl methacrylate
(HEMA was supplied by Merck (Darmstadt,
Germany). Methacrylic acid anhydride (MAA),
2,6-di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT), 2,2’-
azo-bis(isobutyronitrile) ~ (AIBN),  ethylene
glycol  dimethacrylate (EGDMA,  98%),
ethylene glycol diglycidyl ether (EGDE, 50%),
hydroxypropylmethyl cellulose K4M (HPMC
K4M) were purchased from Sigma-Aldrich
Chemicals (Madrid, Spain). Beta-cyclodextrin
(B-CD) and hydroxypropyl-p-CD (HP-B-CD)
were supplied by Roquette-Laisa (Valencia,
Spain).  5,6-Dimethoxy-1-indanone  N4-allyl
thiosemicarbazone (TSC) was synthesized and
purified as reported in our previous work [2].

Synthesis  of crosslinked pHEMA-co-4-CD
networks. Mono-MA-B-CD previously
synthesized (0.0, 0.6 and 1.2 g) was solubilized
in HEMA (constant volume of 6.0 mL; final
concentration of mono-MA-B-CD was 0%, 10%
and 20% wi/v, respectively). Two methods were
employed to incorporate TSC: (i) during-
copolymerization loading (DP) and (ii) post-
copolymerization loading (PP). In the case of
DP systems, TSC (6.0 mg) was firstly
solubilized in HEMA (6.0 mL) and mono-MA-
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B-CD, yielding a final TSC concentration of 1.0
mg/mL in the mixture. Then, EGDMA (8.0
mM) and AIBN (10.0 mM) were added and the
mixture injected into a mold of 0.4 mm
thickness. Then, the molds were dried heated at
(i) 50 °C (12 h) and (ii) 70 °C (24 h). In the case
of PP systems, the same production procedure
was followed, though without the addition of
TSC. After polymerization, pHEMA sheets
were weighed and immersed in boiling water (1
L) for 15 min to remove unreacted monomers
and to facilitate the cutting of 10-mm disks.

Synthesis  of  super-hydrophilic  hydrogels
(SHHs) of HP-4-CD and HP--CD/HPMC. HP-
B-CD (4.8 g), NaOH solution (0.2M, 16 mL)
and EGDE (crosslinker agent, 8 mL) were
thoroughly mixed. The final reaction mixture
(24 mL) was ded into aliquots A and B (12
mL each). HPMC K4M (0.12 g) was added
exclusively to aliquot B (12 mL), yielding a
final concentration of 1% w/v. Then, aliquots A
and B were stirred (15 min), poured into thin-
glass tubes (diameter of 5 mm) and heated at 50
°C (12 h). SHHs were obtained by breaking
down the tubes and washing the crosslinked
networks with (i) water (12 h), (ii) 10 mM HCI
(12 h) and (iii) water (24 h). Finally, SHHs were
cut into 5 mm diameter disks with a scalpel and
dried in an oven at 40 °C (24 h).

In vitro release in artificial lacrimal fluid. Disks
were loaded with TSC by soaking into a TSC
suspension in water (250 pg/mL, 10 mL), stirred
at 25 °C for 24 h or 96 h, and then immersed
into arti I lacrimal fluid (10 mL) at 25 °C
and the TSC released was monitored by UV-Vis
spectrophotometry (Aabs =331 nm)

Antibacterial activity of TSC-loaded hydrogels.
The agar diffusion method of Muller-Hinton
(pH 7.2-7.4, 25 °C; 4 mm of agar height) was
used to evaluate the antimicrobial activity of (i)
free TSC (200 pg of TSC in a paper disk), (ii)
TSC-free SCLs and SHHs and (iii) TSC-loaded
SCLs and SHHs, against Pseudomona
aeruginosa (strain 9027) and Staphylococcus
aureus (strain 6538P). The turbidity standard of
0.5 in the McFarland scale is used to adjust the
turbidity of the inoculum. The incubation
temperature was between 35 and 37 °C for 24 h.

TSC released am/g dry hydrogel)

TSC released (ua/g hydrogel)

Results and Discussion:

The networks resultant of the application of the
two synthetic procedures were transparent and
showed high affinity for water. Immersion in
artificial lachrymal fluid resulted in a 93 to 43%
degree of swelling for pHEMA networks of low
to high content in mono-MA-B-CD. The
swelling of SHHSs reached 400%.

Regardless of the method used for the drug
loading (DP or PP), pHEMA networks slowly
released TSC (Figure 1A-C). SHHs showed the
smallest TSC loading capacity (Figure 1D).
This result was expected owing to the extremely
low aqueous solubility of the drug and the high
hydrophilicity of these hydrogels. On the other
hand, it is important to stress that pHEMA-co-3-
CD and SHHs systems sustained the release of
the loaded TSC for at least two weeks (Figure
1) and maintained concentrations within the
antimicrobial therapeutic window.
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Figure 1. (A-C) TSC release kinetics from
pHEMA-based SCLs prepared with different
percentage of mono-MA-B-CD and (D) SHHs
based on HP-B-CD and HP-B-CD/HPMC. (A)
DP method, (B) PP method with stirring of 24 h
in TSC suspension, (C) PP method with stirring
of 96 h in TSC suspension and (D) PP method
with stirring of 24 h in TSC suspension. Figure
insets show the release during the first 24 h.

Finally, the microbiological evaluation showed
the inhibition of bacterial growth, although the
inhibition zones were not large surface at 24 h
of incubation (Figure 2). These results suggest
that TSC levels were within the therapeutic
window and could be evaluated in animal
models with promising results.
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Figure 2. Antibacterial activity in (A,B)
Staphylococcus aureus and (C,D) Pseudomona
aeruginosa cultures after 24 h of incubation on
agar Mller-Hinton. (a) Paper disk loaded with
200ug of TSC (positive control), (b) SCL
without TSC (negative control), (c) TSC-loaded
SCL obtained by the PP method and (d) TSC-
loaded SCL obtained by the DP method.

Conclusions.  Incorporation  of

networks can open novel possi
development networks suitable as ocular
bandages or SCLs that can host therapeutic
amounts of a novel TSC that displays a broad
antibiotic spectrum. The systems engineered
provided a well-controlled sustained release for
at least two weeks. Moreover, they inhibited the
growth of two prominent bacteria associated
with ocular infections.

References

[1] Alvarez-Lorenzo C., et al. J. Drug Del. Sci.
Tech., 20, 237-248 (2010).

[2] Glisoni R.J, et al. New J. Chem. 34, 2047-
2058 (2010).

[3] Glisoni R.J, et al. Pharm. Res. 29, 739-755
(2012).

[4] Rosa dos Santos J.F., et al. Acta Biomater.,
4, 745-755 (2008).

[5] Rodriguez-Tenreiro C., et al. Eur. J. Pharm.
Biopharm., 66, 55-62 (2007).

Acknowledgments: R. Glisoni thanks the
doctoral scholarship of CONICET. Work
supported by the Iberoamerican Thematic
Network “Red iberoamericana de nuevos
materiales para el disefio de sistemas avanzados
de liberacion de farmacos en enfermedades de
alto impacto socioeconémico (RIMADEL)” of
the CYTED Program, and by FEDER, Xunta de
Galicia (10CSA203013PR) and MICINN
(SAF2011-22771), Spain.




PELETS DE LIBERACION CONTROLADA DE PROPRANOLOL A BASE DE
COPRECIPITADOS DEL FARMACO CON EUDRAGIT L100 O S100
L.C.L. Sé-Barreto’, R. Martinez-Pacheco™?, J.L. Gémez-Amoza*?
"Departmento de Farmacia y Tecnologfa Farmacéutica, Universidad de Santiago de Compostela, Espafia
?Instituto de Farmacia Industrial. Universidad de Santiago de Compostela, Espafia

Introduccion:

Las formas orales multiparticulares de
liberacion controlada cuentan con numerosas e
importantes  ventajas sobre las de tipo
monolitico (1). Sin embargo, para conseguir un
control eficaz y duradero del proceso de cesion
requieren, en especial si contienen farmacos
hidrosolubles, el recubrimiento con materiales
adecuados de las pequefias unidades que las
componen, lo que supone un claro incremento
de complejidad tecnoldgica en su elaboracion
(2). Partiendo de estos hechos, el objetivo de
este estudio es evaluar la utilidad de pelets de
estructura matricial elaborados por extrusion-
esferonizacion, en los que un farmaco catiénico
de marcada hidrosolubilidad (propranolol) se
incorpora coprecipitado con un copolimero
anionico (Eudragit L100 o Eudragit S100),
como sistemas de liberacion controlada.
Materiales y Métodos:

Materiales: Eudragit L100 y Eudragit S100
(cedidos por Evonik), Trietilcitrato (Merck),
Propranolol CIH (Roig Farma S.A.), Avicel
PH101 (Guinama).

Preparacién y caracterizacion de los
coprecipitados:  Disolucién  secuenci
copolimero, el agente plastificante (trie
y el farmaco en mezcla
propanol:acetona:agua 73:24:3 a 50°C con
agitacion mecanica. Eliminacion del disolvente
en estufa con circulacion forzada de aire a 40°C
durante 4 dias. Pulverizacion del coprecipitado
formado y seleccion de la fraccion
granulométrica 50-140 um. La composicién de
los coprecipitados objeto de estudio se presenta
en la Tabla 1. La caracterizacion de los
coprecipitados se llevo a cabo por calorimetria
diferencial de barrido (DSC) (TA Instruments
Q100, muestras de 3-4 mg, capsulas cerradas en
atmésfera de nitrégeno con flujo 50 mL min™y
velocidad de calefaccion 10°C min™) y por
difraccion de rayos X (Siemens D5005,
monocromador de grafito y anodo de Cu,
_:Hﬁmém_o 3-60°20, velocidad de barrido 0.01°20
s7).

Preparacion y caracterizacion de los pelets:
Para la preparacién de las formulaciones, cuya
composicion se detalla en la Tabla 1, se aplico
el siguiente procedimiento: mezclado de los
componentes sélidos (Turbula T2C, 30 rpm, 10
min), humectacion de las mezclas con agua
(malaxadora Kenwood, 10 min), extrusion de
las masas humectadas (Caleva 25, malla 1 mm,
60 rpm), esferonizacion de los pelets (Caleva

120, plato de 12 cm con hendiduras de 1 mm,
10 min a 1200 rpm) y desecacion en estufa con
circulacion forzada de aire (40°C, 24 h). La
caracterizacion de los pelets incluyé tamafio y
forma (Microscopia 6ptica, Olympus SZ-CTV,
625 pelets, didmetro de Feret y circularidad),
friabilidad (Friabilémetro USP, 25 rpm 15 min,
100 perlas de vidrio de 4 mm de didmetro),
microestructura (porosimetria de intrusion de
mercurio, Micromeritics Autopore Il 9215) y
velocidad de disolucién de propranolol (Turu
Grau USP29, tampén pH 1.2 0-1.5 h y tamp6n
pH 6.8 1.5-12 h, 900 mL, 50 rpm).
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Figura 1.- Termogramas DSC de los
coprecipitados (C) y de las mezclas fisicas (M).
(A) Eudragit L100; (B) Eudragit S100.

En medio de disoluciéon pH 6.8, se observan
diferencias muy marcadas en los perfiles de
disolucién de propranolol en funcién de la
variedad polimérica incorporada a los pelets.
Asi, las formulaciones elaboradas con Eudragit
L100 ceden el farmaco de acuerdo con una
inética de orden 1, sin que existan diferencias
mportantes  atribuibles a la proporcion
farmaco/polimero. En cambio, con la variedad
S100 se obtienen cinéticas orden 0 con
velocidades de disolucion comprendidas entre
2.5y 4.5% de la dosis de propranolol/hora.
Estas diferencias en el comportamiento de los
dos Eudragit deben atribuirse a un efecto
combinado del diferente perfil pH-solubilidad y
de la diferente capacidad viscosizante de las dos
variedades (3) y de la, ya comentada, diferente
porosidad de los pelets que originan.

La formulacion que contiene Eudragit S100 con
la menor proporcion farmaco/polimero permite

minimizar el efecto burst (<10%) y mantener,

) Componentes de los coprecipitados >W_M_m_ Agua

codigo [ orop, | tec | w00 | sw00 | 12 (MY

aHoy | o | oo | o | 1009
L6P3 50 09 30 - 64,1 72
LoP3 33 09 30 - 65,8 74
L12P3 2,5 09 30 - 66,6 75
S6P3 50 09 - 30 64,1 67
S9P3 33 09 - 30 65.8 67
S12P3 25 09 - 30 66,6 68
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Tabla 1. Composicion de las formulaciones en
pelets objeto de estudio.

Resultados y Discusién: Los termogramas
DSC obtenidos con los coprecipitados (Figura
1) muestran la desaparicion del pico
endotérmico de fusion del farmaco, claramente
visible para las mezclas fisicas copolimero-
farmaco de igual composicion, que sugiere que
el propranolol en los coprecipitados se
encuentra predominantemente en estado amorfo.
Los resultados de los estudios de difraccion de
rayos X ratifican esta afirmacion. Para todas las
formulaciones objeto de estudio, se obtuvieron
pelets de caracteristicas morfolégicas y de
resistencia mecanica adecuadas, que se
observasen  fenémenos de  erosibn o
aglomeracion significativos (Tabla 2).

Las curvas acumuladas de intrusién de mercurio
(Figura 2) muestran aspectos comunes para las
distintas formulaciones evaluadas, con un fuerte
predominio de poros de tamafio comprendido
entre 1y 0,1 um. No obstante, hay que destacar
que la porosidad de los pelets elaborados con la
variedad Eudragit S100 resulta claramente
mayor que la de sus equivalentes obtenidos con
la variedad L100.

Cédigo w_mw“m:mmm Circularidad ﬂ\:v% dad  durante perfodos de tiempo  sucientemente
> prolongados, una liberacién de propranolol a
L6P3 893,45 (110,87) 0,97(0,02) 0,09 velocidad constante.
L9P3 865,34 (87,96) 0,98(0,02) 0
L12P3 710,57 (199,48) 0,97(0,03) 0
S6P3 645,60 (152,00) 0,97(0,04) 0,06
S9P3 670,45 (130,64) 0,95(0,04) 0,02
S12P3 560,95 (164,83) 0,88(0,07) 0,08 10
s - 2
Tabla 2.- Caracteristicas granulométricas, T 08
morfolégicas y de resistencia mecénica de las 2 06
formulaciones objeto de estudio. 5
2 04
m
025 L6P3 302
. L9P3 e
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Figura 2.- Curvas acumuladas de intrusion de
mercurio correspondientes a las formulaciones
objeto de estudio.

En la Figura 3 se han condensado las curvas
medias acumuladas de disolucion  de
propranolol. En medio 4&cido, todas las
formulaciones muestran un claro efecto burst
cuya magnitud es fuertemente dependiente de la
variedad polimérica y, en menor medida, de la
proporcion de farmaco incorporado. La
diferente intensidad de las interacciones
farmaco-polimero (derivada de la distinta
proporcién de grupos carboxilo/ester de las dos
variedades de Eudragit) podria justificar este
comportamiento.

>

Tiempo, h

Figura 3.- Curvas medias acumuladas de
disolucion de propranolol de las formulaciones
objeto de estudio.
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Introduccion: Las nanoparticulas de silice
mesoporosa han demostrado desde hace unos
afios un gran potencial como componentes de
formas farmacéuticas por su capacidad para
albergar en su interior gran cantidad de farmaco,
versatilidad y su biocompatibilidad. En un
istema basico, el farmaco se almacena en los
poros y la liberacion de la especie encapsulada
se produce por difusion. A este sistema se le
puede afiadir una funcionalizacién externa con
distintas moléculas que actlan como puertas
moleculares lo cual permite una liberacién
controlada de la carga en respuesta a diferentes
estimulos externos. En este sentido, el objetivo
de este trabajo es la obtencion de dispositivos
nanoscoépicos con funcién de puerta molecular
que sean capaces de internalizarse en la célula y
cuya apertura esté controlada por un proceso
enzimatico. Estos materiales hibridos deben ser
capaces de incluir la carga en el interior de los
mesoporos hasta que estén en presencia de las
enzimas en el interior de la célula. De esta
manera se pretende conseguir modular el paso
de sustancias a través de la barrera
hematoenceféalica que estd muy limitado para
gran nimero de farmacos entre los que se
incluyen farmacos hidréfilos y farmacos
sustrato de transportadores efflux como la
glicoproteina P

Materiales y Métodos: Para la preparacion de
estos materiales se selecciona como soporte las
nanoparticulas de silice mesoporosa MCM-41
por sus caracteristicas de porosidad homogénea,
biocompatibilidad y facilidad de
funcionalizacién. Este material se sintetiza
mediante la  polimerizacion del tetraetil
ortosilicate sobre moléculas de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio que es un surfactante
que actCla como agente director de la estructura.
Posteriormente, se elimina el tensioactivo
mediante calcinacion en aire a temperaturas de
550°C lo cual da lugar a la formacién de los
poros del sélido. En esas cavidades se introduce
el colorante control (Safranina) o los farmacos
elegidos (Metoprolol, Atenolol, Celiprolol o
Cortisol). La carga del material se lleva a cabo
realizando una suspension de nanoparticulas en
una disolucién acuosa del compuesto a
introducir. Esta mezcla se mantiene en agitacion
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a temperatura ambiente durante 24 horas. De
esta manera el farmaco difunde hacia el interior
de los poros. El Ultimo paso consiste en
funcionalizar la superficie externa del material
con las moléculas organicas seleccionadas para
que actlen como puertas moleculares. En este
caso se ha elegido el Glucidex® 47 que es un
hidrolizado de almidon disponible
comercialmente que contiene 5% glucosa 50%
maltosa, 45% oligosacéridos y polisacéridos.
Estos derivados de almidén se hidrolizan
especificamente con amilasas que estan
presentes, entre otros sitios, en los lisosomas
celulares. Como técnica de anclaje de los
derivados de almidon se ha empleado la
sililacion.

La caracterizacion de los materiales se ha
llevado a cabo mediante técnicas estandard en la
quimica del estado sélido: difraccion de Rayos-
X de polvo y microscopia electrénica de
transmision (TEM)

- . ..t-l,..il-l

Figura 1. Mecanismo de liberacién del farmaco
en presencia de amilasas

Los ensayos de liberacion in vitro se realizaron
resuspendiendo 5 mg de sélido en 12.5 mL de
H20 y 5 mL de s6lido en una disolucion de
enzima o-amilasa. Se determina el perfil de
liberacion  recogiendo  alicuotas de las
suspensiones a los tiempos  prefijados,
trandolas con filtros de teflon y determinando
la cantidad de farmaco mediante la técnica
analitica necesaria. La figura 1 muestra un
esquema de como se produciria la liberacion del
farmaco contenido en el interior de las
nanoparticulas.

Para los estudios de permeabilidad a través de la
barrera hemtoencefalica se ha utilizado la linea
celular MDCK. Las células fueron sembradas y
crecidas en forma de monocapas celulares en
membranas de policarbonato, hasta su

confluencia durante 7-9 dias. La integridad de la
monocapa se evalu6 midiendo la resistencia
eléctrica transepite antes y después del
experimento. Una vez se administré el farmaco
encapsulado en las nanoparticulas se mantuvo
en incubacion 2.5 h con agitacion, pasadas las
cuales, se tomaron cuatro muestras durante 90
minutos, y posteriormente se analizaron
mediante CLAR. Los estudios de transporte se
realizaron en ambas direcciones: desde la
camara apical hacia la basolateral y desde la
camara basolateral hacia la apical.

Resultados y Discusion: Las nanoparticulas
obtenidas fueron caracterizadas por difraccion
de Rayos-X de polvo y microscopia electrénica
de transmision. Los difractogramas de polvo de
los sélicos MCM-41, MCM-41 calcinada y los
sélidos finales muestra los picos de reflexion a
los valores esperados (figura 2). Las imagenes
de TEM de la MCM-41 calcinada y de los
s6lidos finales muestran que el material
sintetizado corresponde a particulas esféricas
con didmetros de 100 a 200 nm que muestran la
tipica porosidad de la matriz MCM-41. Los
datos de los difractogramas de rayos X de polvo
y de TEM demuestran que tanto el cargado de
los poros como la posterior funcionalizacion
externa  no  modifican estructura
tridimensional inicial del material mesoporoso.
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Figura 2. Difractograma de RX de MCM-41(a),

MCMA41 calcinado (b) y el slido hibrido(c).

Los ensayos de liberacion se iniciaron
estudiando la liberacion del material hibrido
cargado con el farmaco en ausencia de enzima a
pH= 7.5. Los resultados obtenidos para todos
los sélidos indicaron que la liberacion del
compuesto es practicamente nula incluso
después de 24 horas. Ensayos de idénticas
caracteristicas realizados en presencia de la
enzima a-amilasa a pH= 7.5 revelaron que se
producia la liberacién continua de los distintos
farmacos durante un periodo de varias horas. La
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figura 3 muestra los resultados obtenidos para el
material hibrido cargado con Metoprolol

[F

el ]

Figura 3. Cinética de liberacion de Metoprolol
desde una suspension de nanoparticulas de silice
mesoporosa funcionalizada con Glucidex®47 en
ausencia y presencia de enzima.

Los ensayos de permeabilidad en monocapas
MDCK revelaron que el encapsulamiento de los
farmacos daba lugar a diferencias en su
permeabilidad respecto al farmaco libre. Los
resultados mas prometedores se han obtenido
con el celiprolol el cual cuando esta
encapsulado en la nanoparticula permite el paso
al compartimento receptor de cantidades de
farmaco significativamente superiores

En conclusién, se han preparado con éxito
nanoparticulas  porosas  de  metoprolol,
celiprolol, atenolol y cortisol, se ha comprobado
la funcionalidad del mecanismo de activacion
de la cesion y se ha determinado su capacidad
de internalizarse en la barrera hematoencefalica.
Lo que demuestra que esta estrategia es
prometedora para incrementar el paso de
sustancias a través de la  barrera
hematoencefalica

Referencias:

(1) Bernardos, A.; Aznar, E.; Marcos, M. D.;
Martinez-Mafiez, R.; Sancenon, F.; Soto, J.;
Barat, J. M., Amordés, P. Enzyme-
Responsive  Controlled Release  Using
Mesoporous Silica Supports Capped with
Lactose. Angew. Chem., Int. Ed. 2009, 48,
5884-5887. 73. Park, C.; Kim, H.; Kim, S;

(2) Bernardos,A.; Mondragén, L.; Aznar, E.;
Marcos, M. D.; Martinez-Méfiez, R.;
Sancenon, F.; Soto, J.; Barat, J.M.; | Pérez-
Paya, E., Guillem, C.[I Amords, P.
Enzyme-Responsive Intracellular Controlled
Release Using Nanometric Silica
Mesoporous ~ Supports ~ Capped  with
“Saccharides”. ACS Nano, 2010, 4 (11),
6353-6368

(3) Mangas-Sanjuan, V.; Gonzélez-Alvarez, M.;
Gonzélez-Alvarez, |.; Bermejo, M.V. Drug
penetration across the bloodcbrain barrier:
an overview. Therapeutic delivery, 2011
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Departmento de Ingenieria Quimica y Tecnologia Farmacéutica. Facultad de Farmacia. Universidad de
La Laguna, Espafia

Introduccién.

La necesidad de administrar medicamentos
biotecnolégicos en preparados inyectables de
liberacion modificada, ha llevado al desarrollo
de ha llevado al desarrollo y optimizacion de
sistemas  poliméricos termosensibles  que
responden a pequefios cambios en la
temperatura de su entorno con transiciones
reversibles sol-gel. Este tipo de sistemas
permiten preparar dispersiones acuosas que
fluyen como liquidos a temperatura ambiente y
gelifican a la temperatura corporal (~37°C)
formando un deposito de cuyas propiedades
fisico-quimicas depende la velocidad y el
tiempo al que se cede el principio activo. Son
varios los  polimeros, copolimeros y
combinaciones de estos que se han utilizado con
estos fines y que permiten prolongar la
liberacion desde dias hasta meses, cabe resaltar
por su baja toxicidad los hidrogeles de
poloxameros y sus mezclas con el &cido
hialurénico (1) o los copolimeros bloque de
polietilenglicol (PEG) y poli(D,L-lactida-co-
glicolida) (PLGA) que se ensamblan en
copolimeros tribloque tipo A-B-A (PEG-PLA-
PEG o PEG-PLGA-PEG) o B-A-B (PLGA-
PEG-PLGA (2). Estos Ultimos aparte de su baja
toxicidad, son biodegradables y si se adectan
las condiciones de preparacién 'y su
composicion, permiten ajustar la liberacion a los
requisitos especificos deseados. El objetivo del
presente trabajo es la sintesis y caracterizacion
de copolimeros tribloque de PLGA-PEG-PLGA
con composicién  monomérica, PM vy
biocompatibilidad  adecuados para preparar
hidrogeles termosensibles, con propiedades
reol6gicas aptos para la administracion
parenteral y el control de la liberacion de
farmacos de diferente naturaleza.

Materiales y Métodos.

Reactivos: Polietilenglicol 1000 y 1500 (Fluka),
D,L Lactida y Glicolida (Aldrch), etilhexanoato
de estafio (Sigma). Sintesis del PLGA-PEG-
PLGA: Se utilizo el método propuesto por
Zentner y cols (2), utilizando un mini reactor
que permitié un control preciso del tiempo y
temperatura de proceso, vacio y agitacion. Las
variables utilizadas para modificar las
propiedades del copolimero fueron el PM del
PEG de partida, el tiempo de vacio.
Caracterizacion de los copolimeros: Los
monomeros residuales en el polimero se
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analizaron por UPLC, en fase inversa y detector
UV-VIS. El PM vy la distribucién de PM de los
copolimeros por cromatografia de permeacion
en gel (GPC) en tetrahidrofurano utilizando 4
columnas en serie y con doble deteccion
(Refractometro diferencial y Difraccion de Luz
Laser Multiangulo (MALLS). La proporciones
de lactico/glicolico/PEG de los polimeros se
determinaron por 'H-RMN en cloroformo
deuterado. Preparacién de los Hidrogeles: Con
el objetivo de preparar hidrogeles que presenten
transiciones reversibles sol-gel en el entorno de
los 37°C se prepararon dispersiones acuosas con
los copolimeros obtenidos con concentraciones
entre el 10% y el 25% (p/p). Caracterizacion de
los hidrogeles: Las propiedades de ge 0

icacion
de los hidrogeles preparados a diferentes
concentraciones se estudiaron determinando las
temperaturas criticas minimas de gelificacion
(LCGT) y de disolucién (LCST) y méaxima de
disolucion  (UCST) y construyendo los
diagramas de fase. Las  propiedades
viscoelasticas se estudiaron con un redmetro
Bholin de geometria plato-plato. La estabilidad
se estudio por GPC. La biocompatibilidad de los
polimeros se evalué de acuerdo al test HET-
CAM  (Hen’s Egg Test-Chorioallantoic
Membrane) siguiendo el protocolo NICEATM-
ICCVAM (3). La bioadhesividad de los
polimeros se evalué con un analizador de
textura TA-TX Plus de acuerdo con el método
propuesto por Blanco y cols (4)

Resultados y Discusion
Los resultados del andlisis de los polimeros por
la técnica de UPLC utilizada nos permiten
afirmar que el contenido residual de estos en
lactida es < 0,5% (p/p). Las propiedades de los
copolimeros obtenidos, PM, polidispersividad y
composicion, en funcion de las condiciones de
sintesis recogen en la Tabla 1. El copolimero A
se prepar6 partiendo de PEG de PM 1000 y
manteniendo la conexién del vacio en el reactor
abierta durante las ocho horas de sintesis,
mientras que el copolimero B se preparé con
PEG de PM 1500 y una vez alcanzado el vacio
deseado se cerro la conexion del reactor. En la
tabla 2 se recogen los resultados de bioadhesion
de los copolimeros determinados por triplicado,
sobre piel curtida de cabra paquistani (4). Como
puede observarse la bioadhesividad del
copolimero B es muy superior a la del A y se
mantiene cuando se diluye hasta cuatro veces.

PROPIEDADES COPOLIMERO
A B
3086 4356
3307 4908
3582 5473
1.07 113
33,1% 15,7%
12,8% 14,8%
54,1% 69,5%

Tabla 1: PM relativos a patrones de poliestireno
determinados por GPC, polidispersividad y
composicion monomérica de los copolimeros
sintetizados. LA (LActico). GA (glicélico)

COPOLIMERO A B

Trabajo de 0.600 (0.100) 2.050 (1.060)
biadhesion 0.004 (0.001)* 1.207 (0.485)*
(N-mm)

Tabla 2: Trabajos de bioadhesion evaluados por
triplicado con un analizador de textura TA-TX
Plus, para los copolimeros concentrados y
diluidos y diluidos (1:4) *.

La biocompatibilidad de los copolimeros se
determin6 de acuerdo al test HET-CAM que nos
da una idea de la iritacion ocular potencial,
mientras que el copolimero B no indujo
hemorragia, lisis ni coagulacién, el A indujo
coagulacién cuando se comparé con controles
negativos de suero salino isoténico. En la
Figuras 1y 2 se recogen los diagramas de fase
de los hidrogeles A y B. Como puede
observarse, el hidrogel A no presenta
transiciones sol-gel en los intervalos de
temperatura estudiados

Hidrogel A

26,5
26 L 2 4

25 Precipitado

24 *
235 Sol

0 20 30 40

10

C (%)
Figura 1. Diagrama de fase de las soluciones
acuosas del copolimero A.

40 Hidrogel B
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< 59 | * ¢
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Figura 2. Diagrama de fase de las soluciones
acuosas del copolimero B.

En la Figura 3 se recoge la evolucion de los
mddulos elastico y viscoso (G’ y G™’) con la T2
para el hidrogel B al 25%(p/p). Se observa
igualdad entre ambos a la temperatura de
gelificacion (entre 23,4 y 23,9°C)
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Las condiciones de sintesis universalmente
aceptadas para obtener este tipo de copolimeros
(2) deberian permitir obtener lotes reproducibles
al menos en lo se refiere a su PM y propiedades
reolégicas. Cuando se controlan los pardmetros
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Figura 3. Evolucién de G’ y G’’con la T? para
el hidrogel B al 25% (p/p).
que intervienen en el proceso a través de un
mini reactor quimico y se cambia el PM del
bloque de PEG (de 1 a 1,5 kDa) las propiedades
del copolimero obtenido cambian sensiblemente
en lo referido a su PM relativo y a su
composicion final en lactico y glicélico. Cuanto
mayor es el contenido en LA y el tamafio de las
cadenas de PLGA mayores son las interacciones
hidrofébicas y mas bajas son las temperaturas
de gelificacion (2). El copolimero A es apto
para elaborar geles termosensibles para
administracion intraocular por su
iocompatibilidad y por los valores de las
temperaturas a las que se producen las
transiciones de sol a gel de sus dispersiones
acuosas aunque siendo posible ain optimizar
sus propiedades para elevar sus LCGTSs.
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Introduccién: Estudios precedentes de la
poliesteramida biodegradable y biocompatible
poli-(L-alanina-dodecanodioll-L-alanina-

sebacico) (PADAS) ponen de manifiesto sus
caracteristicas ~ farmacotécnicas  apropiadas
(capacidad de flujo y compresibilidad del polvo;
resistencia a la rotura y a la erosién del polimero
comprimido y resistencia a la disgregacién) para
formar comprimidos matriciales inertes con
cualidades para el control de la liberacién (1).
Aspecto  estudiado en formulaciones de
comprimidos de diclofenaco sédico (2).

En este trabajo, se evalia la aplicacion de
PADAS como soporte matricial insoluble, para
controlar la liberacion de ketoprofeno y
dexketoprofeno trometamol, analizando la
influencia de los farmacos modelo y del
diluyente manitol, sustituyente parcial del
soporte polimérico en los comprimidos.

Materiales y Métodos: Los comprimidos se
formulan con ketoprofeno (K) (Fagron Ibercia),
dexketoprofeno trometamol (DK-T), poli-(L-
alanina-dodecanodiol-L-alanina-sebécico)  (P)
preparado por polimerizacion interfacial, segin
método descrito por Paredes et al. (3), con un
tamafio medio de particula de 60-125 pm,
manitol (M) y estearato magnésico (Guinama,
Valencia). Mezclados y homogeneizandos los
componentes de las formulaciones indicadas en
la tabla 1 se comprimen en prensa hidraulica
(Specac) a 5 tons de presién durante 1 minuto.
obteniendo comprimidos cilindricos de caras
planas y 10 mm de diametro.

Tabla 1. Formulaciones de comprimidos con
ketoprofeno o dexketoprofeno trometamol.

COMPOSICION POR COMPRIMIDO {mg)
Componentes 200PF 150FMF 100FMF SOPMF OPMF m.ﬁ..ﬂno
hm.mpﬂz__u”n.w. 100 100 100 100 10 100
PADAS 200 150 100 50 0 —
MANITOL ~ —me ar 97 “ro -
T — 3 3 3 3 =

También se elaboran capsulas gelatinosas duras
con 100 mg de K o DK-T para determinar el
perfil de disolucion de los farmacos y
comprimidos sin polimero (férmula 0 PM F)
que permiten apreciar la influencia del manitol
en la disolucion de los farmacos.

Los ensayos de disolucién se realizan en el
aparato 1l de paletas en un dispositivo
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semiautomatico (Sotax AT 7 Smart). Con 1000
ml de tampon de fosfato pH 6,8 a 37°C como
medio de disolucion; velocidad de rotacién de
las paletas de 50 rpm. Cada formulacién se
analiza por sextuplicado durante 24 h. La
concentracion de K y DK-T se determina por
espectrofotometria UV (Perkin Elmer Lambda
2) a una longitud de onda de 259,1 nm y 260
nm respectivamente. Los resultados de
disolucién-liberacion se ajustan a las ecuaciones
cinéticas de orden cero, primer orden, Higuchi y
Korsmeyer-Peppas.

Resultados y Discusién: Las curvas de
porcentaje de ketoprofeno liberado/tiempo (fig
1) y DK-T/tiempo (fig.3) ponen de manifiesto la
influencia del tipo de farmaco y la presencia de
manitol en el comportamiento matricial de la
poliesteramida. PADAS retiene al K y prolonga
su liberacion, cediendo al medio de disolucion
el 81,36 (%) de la dosis la férmula 200P K, es
decir solo poliesteramida. La sustitucion parcial
del polimero por manitol incrementa de forma
moderada la liberacion de K, detectando al final
del ensayo el 97,36 % y 100 % de la dosis para
las férmulas con 100 y 50 mg de PADAS
respectivamente.
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Figura 1. Perfiles de liberacion de ketoprofeno

La menor cantidad de manitol incorporada (47
mg/comprimido) en la formulacién 150 PM K
origina una liberacién lenta y gradual de K
siendo el 66,89 (%) de la dosis a las 24 h. Tras
el ensayo de liberacién, los comprimidos con
150 mg de polimero mantienen su morfologia y
una superficie ligeramente erosionada. La
disminucion del contenido en polimero matricial
(100 PM K) incrementa la erosion en superficie
sin llegar a romperse la estructura matricial
(fotografias de la fig. 2).

1MOPMK 150 P MK

Figura 2. Comprimidos de ketoprofeno con
PADAS después de 24 de ensayo.

El estudio cinético (tabla 2) indica que en las
formulaciones con PADAS la liberacion de K se
ajusta mejor a la cinética de Higuchi y el valor
del exponente n sugiere que el mecanismo
principal de liberacion de ketoprofeno es la
difusién controlada.

Tabla 2. Parametros de liberacién comprimidos

ketoprofeno.
PARAMETROS CINETICOS
CcnETICAS 200PK  150PMK 100PMK SOPMK OPMK  Caps.K
ORDEN CERO |, 313 264 4,03 246

@ | oses 0943 0967 0932

ORDENUNO 1y, | 006 004 013 014 064 2165

v 0973 0988 0940 0988 0931 0963

HIGUCHI Ki | 17114 13963 20978 23702

v 0979 0998 0990 0994

KORSMEYER-
PEPPAS .

1625 1259 1326 327

0961 0997 0997 0991 -

PARAMETROS IN VITRO

ABCin Vitro (%-h) 138012 106576 147793 173206 44682 9355
£16632 +2304 =5062 3945 4744 4160

ED (%) 5751 4441 6158 7217 7447 9355
£693 + 096 + 211 +164 4791 4157

™D (h) 020 1334 922 668 153 0064
£166 +023 £051 4040 4047 40016

Los comprimidos con DK-T sin manitol (200
PDK-T), y los de formulacién 150 PM DK-T
alcanzan el Cmax a las 6 h del ensayo. Sin
embargo, los comprimidos mantienen su forma
hasta el final del ensayo (24 h) como muestra
las fotografias de la figura 3.

150 P M DK-T

Figura 3. Comprimidos de dexketoprofeno
trometamol tras 24 h de ensayo.

Aun siendo de liberacién convencional, la
velocidad es algo més lenta que en férmulas con
menor cantidad de PADAS (fig. 3). La
poliesteramida no consigue retener el DK-T
ajustandose los datos de liberacion al modelo
cinético de primer orden (r*=0,992).
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Figura 4. Perfiles de liberacion de
dexketoprofeno trometamol

La incorporacion de manitol en la formulacion
incrementa la  velocidad de liberacion,
encontrando en el medio de disoluciéon la
totalidad de la dosis (100 %) entre laly 4 h de
ensayo y la liberacion se origina segln una
ética de primer orden (tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros de liberacion de
dexketoprofeno trometamol.

PARAMETROS CINETICOS

caps.

CINETICAS POKT  PMDKT PMDKT  PMDKT  PMOKT DK

ORDENCERO |, | 1385 1408  —

v 0854 0735

ORDENUNO | ', | 036 053 -179 338  -860 517

“ 0992 0965 0983 0999 0972 0877

HIGUCHI Ko | 3843 4110
¢ | o%e7 0941

KORSMEYER- |, 3867 560

PEPPAS, )
v 0969 0968
n 049 041

PARAMETROS IN VITRO

ABCinVitro (% -h) 202627 219912 229027 230105 56196 9017
£1715 5640 +9116 +2223 =103 173

ED (%) 8443 9163 9543 9588 9366 9017
£072 2235  £380  £093 173 173

T™D (h) 374 2,01 110 099 038 0008
£017  £056  +091  £022 2010 002

Conclusiones: El polimero PADAS puede
considerarse un excipiente soporte matricial
adecuado para la elaboraciéon de comprimidos.
Controla y prolonga la liberacion de ketoprofe-
no y el manitol permite modular esa liberacion.
Muestra muy poca eficacia para retener el
dexketoprofeno trometamol en la matriz.
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DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE TRANSFERSOMAS® DE ACETAZOLAMIDA
PARA EL TRATAMIENTO DEL GLAUCOMA
M.J. Cézar-Bernal, A.M. Rabasco, N. Abad, M.L. Gonzalez-Rodriguez
Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Universidad de Sevilla, Espafia

Introduccion

Actualmente el farmaco de eleccion en el
tratamiento  del  glaucoma  agudo  es
acetazolamida (ACZ) por su efectividad en el
control de la presion intraocular.

Para facilitar su administracion topica, debido a
su baja solubilidad y permeabilidad (clase 1V,
BCS) y ante la dificultad de los liposomas
convencionales  para  atravesar  intactos
determinadas capas de la piel o mucosas
quedando acumulado el farmaco en el lugar de
aplicacion, Cevc y Blume propusieron, en 1992,
el disefio de vesiculas elasticas, Transfersomas®,
que poseen una membrana altamente
deformable, y son capaces de atravesar el
estrato corneo sin ser destruidas, accediendo asi
a estructuras mas internas.

Para ello, se incluyen en su composicion los
denominados “activadores del borde o margen”
en el interior de la matriz fosfolipidica, con el
fin de incrementar la elasticidad y
deformabilidad de la vesicula (El Zaafarany y
cols.,, 2010). Este tipo de sustancias son
habitualmente tensioactivos de cadena Unica,
capaces de ofrecer un elevado radio de
curvatura que desestabilicen las bicapas
lipidicas de las vesiculas e incrementen su
deformabilidad (Honeywell-Nguyen y
Bouwstra, 2005).

En el presente trabajo se desarrollan
Transfersomas® de ACZ y posteriormente se
caracterizaran en cuanto a eficacia de
encapsulacion, tamafio vesicular, indice de
polidispersion y potencial zeta, evaluando la
influencia de la adicién de tensioactivos de
distinta naturaleza, asi como la adicion de un
agente portador de carga positiva a las vesiculas
y de colesterol.

Materiales y Métodos

Materiales

ACZ (Acofarma, Espafia), colato, desoxicolato
y taurocolato sodico, 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-
3-fosfocolina  semisintética, estearilamina y
colesterol (Sigma Aldrich, Alemania), Hepes,
acetato de sodio, lauril sulfato sédico y demas
disolventes (Panreac Quimica S.A., Espafia).
Estudios de solubilidad

Con el fin de obtener una formulacién capaz de
incorporar la méxima cantidad de farmaco, ACZ
se repartird entre la bicapa lipidica y el
compartimento acuoso de las vesiculas.

En primer lugar se llevara a cabo un estudio en
placas de solubilidad (Solvinert, Millipore) en
presencia de Hepes, adicionandole distintos
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tensioactivos: colato sédico, desoxicolato sédico
y taurocolato sédico, que formaran parte de la
bicapa y que van a conferir a los liposomas la
deformabilidad deseada.

La incorporacién de farmacos poco solubles en
medio acuoso, como es el caso de ACZ, en
formulaciones de liposomas, resulta un tanto
compleja.  Normalmente, este tipo de
compuestos forman parte de la bicapa lipidica
de las vesiculas. Sin embargo, la adicién de una
fraccion de la dosis en el compartimento acuoso
puede ser beneficiosa en términos de estabilidad
e incremento de la encapsulacion del farmaco.
Para ello se ha recurrido a un estudio de
cosolvencia con PEG400 y glicerina, con el fin
de favorecer la incorporacién del farmaco en el
espacio acuoso.

Los Transfersomas® se elaboraron utilizando la
técnica de evaporacion en capa fina o Bangham
(TLE, Thin Layer Evaporation).

La mezcla de lipidos (fosfolipidos y colesterol),
el activador del borde y la ACZ se disolvieron
en una mezcla de cloroformo: metanol (3:2 v/v)
El disolvente orgénico se evaporé bajo presion a
58 °C hasta obtener una fina pelicula. Esta se
hidraté con una solucién de Hepes/PEG400
(70:30) mediante cinco ciclos intermitentes de
vortex y calor a 50 °C. Tras su elaboracién, se
sometieron al proceso de extrusion con el fin de
obtener  poblaciones  unilaminares  mas
homogéneas. Las vesiculas se almacenaron a 4
°C hasta su uso.

Caracterizacion de los sistemas

Para caracterizar correctamente los sistemas
elaborados se procedié secuencialmente al
estudio de tamafio por espectroscopia de
correlacion foténica. Se determind la carga
superficial utilizando un Zetasizer Nano ZS. La
eficacia de encapsulacion se determin6 por dos
métodos, extraccion en fase sélida y extraccion
por centrifuga.

Para cuantificar de forma precisa la ACZ, se
desarroll6 un método analitico isocrético de fase
reversa por HPLC, cuya fase movil esta
compuesta por acetonitrilo y solucién de acetato
sédico 0.05 M ajustada a pH 4.1 (10:90 v/v),
utilizando un flujo de 0.8 mL/min.

Resultados y Discusion

Tras el estudio de solubilidad de ACZ en los
tensioactivos seleccionados, se puede observar
en la figura 1, que en los tres casos, conforme
aumenta la concentraciéon de tensioactivo, se
incrementa la solubilidad de la ACZ en Hepes.

No obstante, dicho incremento no es tan
considerable en presencia de taurocolato sédico
debido a la diferente capacidad de estos
tensioactivos para autoasociarse en estructuras
agregadas (Mithani y cols., 1996). Se ha
obtenido una mayor solubilizacion del farmaco
en el caso de desoxicolato sédico debido a que
se encuentra en una concentracion superior al
intervalo de CMC, adquiriendo  una
conformacion de hélice, a diferencia de los otros
tensioactivos, que poseen estructura micelar
mayoritariamente (Cross y cols., 2011).

i i . it T
Figura 1. Cantidad de ACZ solubilizada en funcién de la
concentracion de tensioactivos.

Para incrementar la cantidad de farmaco
solubilizado en el compartimento acuoso, se
estudio la solubilidad de ACZ en disolventes no
polares (PEG 400 y glicerina), obteniéndose que
una disolucién al 10% p/v de PEG 400
solubiliza 1.77 veces mejor que la disolucion al
10% p/v de glicerina (Kawakami y cols., 2006).
Por ello, seleccionamos la disolucion al 10% p/v
de PEG 400 como codisolvente. Posteriormente,
se estableci6 el porcentaje de éste en la mezcla
PEG 400/Hepes. Como se observa en la figura
2, a medida que aumenta la proporcion de PEG
400, se incrementa la cantidad de ACZ
solubilizada. También se aprecia que con este
cosolvente al 40% y al 80%, se consigue
aumentar mucho mas la solubilidad del farmaco.
En relacion a este hecho, hay que valorar, ante
todo, que la formulacién de estas vesiculas
estara destinada a la administracion oftalmica y,
por consiguiente, no debe superar una
proporcion del 40% por lo que estableceremos
la proporcién 60/40 (Rowe, 2009).

LT P N g R

Figura 2. Cantidad de ACZ solul
proporcién de PEG 400.

zada en funcion de la

Con respecto a la caracterizacion fisica de los
sistemas vesiculares (tabla 1) podemos observar
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una clara diferencia entre Transfersomas®
extruidos y sin extruir (302 nm vs 1343 nm)
mostrando un indice de polidispersion mucho
més homogéneo las formulaciones extruidas.

En cuanto a los valores de potencial zeta, no se
ven modificados por el proceso de la extrusion.

Tamafio (nm) 1P Potencial zeta (mV)
H SE 3 SE E SE E
8 1343+ 3811 302+ 047 10 009+ 002 146409 167 065
SE E SE E SE E

Blancos

1139+ 023 3392+ 946 1+ 0 0050004 156+ 0.9 177 0.65

Tabla 1. Datos de tamafo, indice de polidispersion y
potencial zeta para lotes sin extruir (SE) y extruidos (E).

Para cuantificar la ACZ encapsulada se han
desarrollado y comparado dos métodos de
extraccion. Como se observa en la tabla 2, la
eficacia de encapsulacion obtenida tras tratar las
muestras con ambos métodos, tiene valores
similares en vesiculas sin extruir. Sin embargo,
en las muestras extruidas, la eficacia de
encapsulacion se ve aumentada méas de un 200%
cuando la extraccion se hace con centrifuga.

Extraccion Extraccion
=3 Centrifuga
H SE E
=
w
w 18.1+105 105% 4.7 161+53 268+36

Tabla 2. Datos de eficacia de encapsulacion para lotes sin
extruir (SE) y extruidos (E).

Conclusiones

A través de los resultados obtenidos puede
concluirse que los sistemas elaborados
presentan buenas caracteristicas fisicas para
atravesar intactos la barrera corneal, pudiendo
presentarse como alternativa al tratamiento del
glaucoma por via tdpica.
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Introduction

Cyclosporine A (CyA) is a neutral cyclic
peptide consisting of 11 aminoacid residues,
widely used for the prevention of transplant
organ rejection and also for the treatment of
several autoimmune disorders. The molecule
was first isolated from the fungal extract of
Tolypocladium inflatum (1). Its structure and its
high molecular weight (1203 Da) confer poor
biopharmaceutical properties on this substance
such as low water solubility and low
permeability trough biological barriers (2).
Therefore, it is a challenge to formulate an
appropriate delivery system that improves its
bioavalaibility and thus drug efficacy. To date,
lipid nanosystems (LN) seem to be a very
promising strategy to overcome the limitations
associated with certain drug characteristics
including low solubility, poor permeability,
instability in the gastrointestinal medium, P-
glycoprotein efflux and presystemic drug
metabolism (3). Based on this, the main
objective was to develop and characterize lipid
nanocarriers for CyA oral administration. These
novel nanosystems are aimed to modify the
biodistribution of the drug, and thus prevent
renal  toxicity and enhance its oral
bioavailability. In order to evaluate the
encapsulation efficiency of the new delivery
systems obtained, it was necessary to develop
and validate an analytical method to quantify
CyA in lipid matrices and also in biological
samples for future in vivo studies. The method
was based on ultra high performance liquid
chromatography combined with tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS).

Material and methods

Development and validation of the UHPLC-
MS/MS method

The UHPLC system consisted of an Acquity
UPLC™ system (Waters Corp., Milford, MA,
USA). Chromatography was performed on an
Acquity UPLC® BEH C18 column (50 mm x
2.1 mm, 1.7 um; Waters, USA) with a mobile
phase system consisting of a gradient elution
program of a 2 mM ammonium acetate solution
with 0.1% formic acid and methanol and with a
flow rate of 0.6 mL/min. Column temperature
was maintained at 50 °C. The mass spectrometer
detection was performed on an Acquity™ TQD
(Triple Quadrupole Detector) mass spectrometer
(Waters Corp., Milford, MA, USA) with an
electrospray ionization (ESI) interface operated
in positive mode. The apparatus was set up for
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multiple reaction monitoring (MRM) to monitor
the transition of m/z 1220.69—1203.7 for CyA
and the transition of m/z 646—58 for
amiodarone, used as internal standard (IS). The
method was validated in terms of linearity,
accuracy and between- and within-day precision
for both lipid matrices and biological samples.

Application of the UHPLC-MS/MS method to
determinate CyA in blood samples
This study was performed in two groups of
BALB/c mice (n=6). Animals were given a
single dose of 10 mg/kg of CyA as commercial
formulations either orally (p.o.) (Sandimmun
Neoral®) or intravenously (i.v.) (Sandimmun®).
Whole blood samples were withdrawn at 0 h
(only after i.v. administration), 1 h, 2 h, 5 h, 8 h,
24 h and 48 h. Finally, samples were pretreated
with a protein precipitation method and CyA
was quantified by the UHPLC-MS/MS method.

Preparation and characterization of the LN
formulations

LN were prepared by hot homogenization
followed by ultrasonication method (4). Briefly,
200 mg of lipid (Precirol® ATO 5) and 5 mg of
CyA were melted at 70 °C (slightly above of the
lipid melting point). Then, 10 mL of a surfactant
aqueous solution (mixtures of 2% polyvinyl
alcohol (PVA) and 2% sodium taurocholate
(TC)) (table 1), preheated at the same
temperature were added and homogeneously
dispersed by ultrasonication for 4 min. Finally,
the formed emulsion was cooled in an ice bath
in order to obtain a nanoparticle suspension,
washed three times and lyophilized. Particle
size, polydispersity index (PDI) and zeta
potential of the LN were evaluated by dynamic
light scattering technique and laser Doppler
electrophoresis, respectively, using a Zetasizer
Nano (Malvern Instruments, UK).
Encapsulation efficiency (EE) was determined
by the UHPLC-MS/MS method described
above.

Results and discussion

Validation of the UHPLC-MS/MS method

The method was linear in the range of 0.001
pg/mL-2.5 pg/mL (r > 0.99) in methanol and
whole blood. Accuracy and precision expressed
in coefficient of variation were below 15%.
Recoveries in the case of whole blood samples
were above 98.72%. This analytical method
proved to be suitable and sensitive enough to
allow a complete pharmacokinetic study of CyA

in mice and to evaluate the contained drug in the
new LN formulations.

Blood concentration-time profile of CyA in
commercial formulations

CyA blood concentration was quantified in
order to determine the pharmacokinetic
behavior of the drug when administered as
Sandimmun® or Sandimmun Neoral®. Figure 1
depicts the concentration-time course of CyA
after its oral and intravenous administration.
The drug followed the typical blood
concentration-time profile of these
administration routes. This study will be a
benchmark  for  comparison ~ with  the
pharmacokinetic behavior of CyA administered
as new nanocarrier systems, and confirmed the
suitability of the UHPLC-MS/MS method
developed.
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Figure 1. CyA concentration-time profiles after i.v
and p.o administration of Sandimmun® and
Sandimmun Neoral®, respectively, in BALB/c mice

(n=6).

Characterization of LN formulations

Table 1 summarizes the characteristics of the
LN formulations developed. Nanoparticles
containing PVA in the formulation presented
mean diameters below 250 nm, which make
them suitable for oral administration However,
LN formulated with 100% of TC (LN (0:100))
showed a larger particle size, probably due to
the inadequate surfactant effect of TC in this
condition. Therefore, this formulation was
carded for further studies. PDI were below
0.2 in all the cases, indicating that LN with a
narrow size distribution were obtained.
Moreover, zeta potential was negative in all LN
formulations,  decreasing when the TC
concentration in the formulation was increased
(-23.0 mV for LN with 0% of TC to -37.5 mV
for LN with 100% of it, table 1). Finally, all
formulations achieved a high drug encapsulation
close to 100%.

Table 1. Physico-chemical characteristics of LN
formulations loaded with CyA

LN Size zeta EE

Formulation (om) Potential @)
(PVATC) (mV)

LN (100:0) 241.8 -23.0 99.99
LN (75:25) 223.0 -26.8 99.99
LN (50:50) 2279 -275 97.17
LN (25:75) 220.1 -30.5 99.99
LN (0:100) 537.7 375 91.55

PVA: polyvinyl alcohol, TC: sodium taurocholate, EE:
encapsulation efficiency

These LN formulations will be evaluated in
future in vivo studies, designed to reduce the
variability in bioavailability observed with
commercially available oral CyA formulations
and to avoid toxicity due to high concentrations.
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Introduccion

El Sindrome de Ojo Seco (SOS) es una
enfermedad multifactorial de la lagrima y de la
superficie ocular que cursa con sintomas de
disconfort, alteraciones visuales e inestabilidad
en la pelicula lagrimal con riesgo de dafiar la
superficie ocular’.

Actualmente no existe ningln tratamiento eficaz
para el SOS debido a la compleja composicion y
carécter dindmico de la pelicula lagrimal. Las
lagrimas artificiales constituyen el tratamiento
de eleccion en cualquier estadio de la
enfermedad.  Los  sustitutos  lagrimales
comercializados no incluyen la totalidad de los
componentes de la lagrima natural. No obstante,
ha incrementado el nimero de formulaciones
oftdlmicas con sustancias para mejorar la
pelicula lagrimal desestabilizada, como es el
caso de la vitamina C. El &cido ascorbico
presenta propiedades antioxidantes protegiendo
la superficie ocular del dafio oxidativo y
favorece la produccién de lagrima natural’. En
solucién acuosa es altamente inestable por lo
que se recurre al empleo de derivados como son
el ascorbato sédico, el palmitoil-L-ascérbico y
la sal trisédica 2-fosfo-ascérbica (SAP).

Debido a la importancia de la pelicula lipidica
se han desarrollado formulaciones con lipidos
en forma de liposomas, capaces de incorporar
los dos derivados de la vitamina C, palmitoil-L-
ascorbico y SAP, incluidos en la bicapa lipidica
0o en el nlcleo acuoso de las vesiculas
respectivamente.

El objetivo de este estudio es el desarrollo de
formulaciones de administracion tdpica ocular
con una composicion semejante a la lagrima
natural capaces de estabilizar el film lipidico
mejorando la calidad de la lagrima.

Materiales y Métodos

Materiales

Fosfatidilcolina (PC) obtenida de lecitina de
soja (Phospholipon  90G®, Phospholipid
GmbH). Colesterol (Cht), a-tocopherol (Vit. E),
acido ascorbico, ascorbato sddico, palmitoil-L-
ascorbico y sal trisédica 2-fosfo-L-ascérbico
(Sigma Chemical Co.).

Estudios preliminares de estabilidad de
soluciones con acido ascérbico y derivados
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Determinacion del % remanente de &cido
ascorbico, ascorbato sédico y SAP en
soluciones acuosas (PBS isoténico pH 7,2) por
espectrofotometria  UV-Vis respectivamente.
Muestras protegidas de la luz y almacenadas a
temperatura ambiente (25°C) y nevera (2-7°C).

Método de preparacion de las formulaciones
liposomales

Se han elaborado dos formulaciones
liposomales (F-1 y F-2) de acuerdo con la
técnica de evaporacion del solvente organico®
modificada por Benitez et al*.

Los componentes de la bicapa lipidica de la
formulacion liposomal F-1 son PC:Cht:Vit
E:palmitoil-L-ascérbico ~ 8:1:0,8:0,9  (ratio
mg/mL). Como medio de dispersion se ha
empleado PBS isoténico (280 mOsm/L).

La bicapa lipidica de la formulacion liposomal
F-2 contiene PC:Cht:Vit E 8:1:0,8 (ratio
mg/mL) utilizandose como medio de dispersion
una solucion de SAP en PBS isotonico.

A fin de homogeneizar el tamafio y la estructura
de las vesiculas formadas, se ha procedido a la
sonicacién y posterior extrusién (Extruder®) en
cascada a través de filtros de policarbonato
(Nucleopore Lipex Biomembrane™), 10 ciclos
a través de membranas con tamafio de poro de
0,8 um y 10 ciclos a través de membranas con
tamafio de poro de 0,22 um.

La concentracion de PC y vitamina C expresada
como acido ascorbico en F-1 y F-2 ha sido de
40 mg/ml y 300 pg/ml respectivamente.

Caracterizacion  de  las  formulaciones
liposomales

Se ha analizado el tamafio de las vesiculas
lipidicas por espectroscopia de correlacion
foténica empledndose un equipo Zetasizer
3000HR (Microtrac Inc).

Del mismo modo se ha estudiado el pH (Crison
GLP 21) a temperatura ambiente y osmolaridad
(Knauer K-7000) a una temperatura de 33°C®.

Estudios de tolerancia in vitro

La tolerancia in vitro de las formulaciones se ha
determinado a través de medidas de viabilidad
celular en dos lineas celulares: conjuntiva
humana (IOBA-NHC) y cérnea humana
(Human Corneal-Limbal Epithelial Cells).

La evaluacion de la tolerancia se ha basado en la
técnica del MTT a tiempos de exposicion cortos

(15 minutos) para simular tratamientos breves y
largos (1 y 4 horas) para simular tratamientos
crénicos. Como control positivo de viabilidad se
ha empleado células tratadas con una solucién
de cloruro de bezalconio (BAC) al 0,005% y
como control negativo (viabilidad del 100%)
células sin tratar®.

Resultados y Discusion

Estudios preliminares de estabilidad de
soluciones con acido ascorbico y derivados

El SAP presenta una estabilidad en solucion
acuosa durante al menos 7 dias, sin presentar
diferencias significativas con la concentracion
inicial (p>0,05) tanto a temperatura ambiente
como a 2-7°C. Sin embargo, las soluciones de
4cido ascorbico y ascorbato sédico muestran
una reducida estabilidad en ambas condiciones
de almacenamiento (Fig. 1 y Fig. 2).
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Figura 1. Estabilidad de las soluciones de &cido ascorbico,
ascorbato sédico y SAP en PBS isotonico almacenadas a
temperatura ambiente (25°C).
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Figura 2. Estabilidad de las soluciones de acido ascérbico,
ascorbato sédico y SAP en PBS isotonico almacenadas en
nevera (2-7°C).
Caracterizacion  de  las  formulaciones
liposomales

Las formulaciones liposomales F-1 y F-2
presentan una distribucion de tamafio de
particula unimodal (Fig. 3) con valor de
didametro medio volumen 149,6+9,6 nm para F-1
y de 169,7+5,5 nm para F-2.
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Figura 3. Distribucién de tamafio de particula de las
formulaciones liposomales F-1y F-2 (n=3).

El valor de pH de ambas formulaciones resultd
ser proximo a la neutralidad y una tonicidad
fisioldgica (Tabla 1).

. Osmolaridad
Formulacion liposomal pH (mOsmiL)

F-1 7,03+0,04 289,144

F-2 7,09+0,13 285,7+3,0

Tabla 1. Valores de pH y osmolaridad F-1y F-2 (promedio
+ DE) (n=3).

Estudios de tolerancia in vitro

Los valores de viabilidad celular medios son
superiores al 80% en ambas lineas celulares
ensayadas (cornea y conjuntiva) para los
distintos tiempos de exposicion ensayados (Fig.

4y Fig. 5).
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Figura 4. Valores de viabilidad celular de las formulaciones
F-1y F-2 en la linea celular de cérnea humana.
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Figura 5. Valores de viabilidad celular de las formulaciones
F-1y F-2 en la linea celular de conjuntiva humana.

Conclusiones

Las formulaciones liposomales F-1 y F-2
desarrolladas en el presente trabajo presentan
propiedades 6ptimas para su aplicacion por via
topica oftadlmica. Los estudios de viabilidad
celular confirman una tolerancia adecuada en
células que conforman la superficie ocular.
Ambas formulaciones presentan caracteristicas
apropiadas para el tratamiento de los sintomas
del Sindrome de Ojo Seco.
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Introduction: PLGA nanoparticles (PLGA-
NPs) have proved to be very efficient in
improving drug  absorption after  oral
administration. However, PLGA-NPs have
some difficulties which tends to limit their
intracellular ~ uptake  leading a  lower
bioavailability, such as a slight negative surface
charge or the recognition on the reticulo-
endothelial system (RES) of hydrophobic
particles as foreign (1). To solve these
limitations, modification of NP surface
properties can be achieved either by coating NP
surface with hydrophilic stabilizing, bioadhesive
polymers and surfactants or by incorporating
biodegradable  copolymers  containing a
hydrophilic moiety (2).

In the present work CB13, 1-Naphthalenyl[4-
(pentyloxy)-1-naphthalenyl] methanone have
been employed as a model drug. It is a
CB1/CB2 dual agonist which displays potent
antihyperalgesic activity in animal models and
limited brain penetration. On the other hand,
CB13 is a cannnabinoid derivate highly
lipophilic which belongs to class Il compounds,
and as a consequence of its poor solubility and
dissolution in the gastrointestinal fluids, is
incompletely absorbed (3). The objective of our
work is to elaborate CB13-loaded-PLGA NPs
and to modify their surface in order to improve
CB13 oral bioavailability.

Materials and Methods: 1-Naphthalenyl[4-
(pentyloxy)-1-naphthalenylJmethanone (CB 13)
(Tocris, Great Britain), Resomer® RG 502 H
(PLGA) (Boehringer Ingelheim, Germany),
Chitosan low MW, Span® 60, Tween® 80,
Pluronic® F-68 and Coumarin-6 and Nile-red as
fluorochromes  (Sigma-Aldrich,  Germany).
Eudragit RSPO (Mw: 32,000 g/mol) was a
generous gift from Evonik Rohm GmbH
(Germany).  Acetone PRS, HPLC-grade
acetonitrile, acetic acid and DMSO were
purchased from Panreac (Spain); threalose and
HCI were obtained from VWR (Spain). Vitamin
E (BASF Chem Trade GmbH, Germany) and
lecithin (Cargill Texturizing Solutions, Spain).
Formulation of the PLGA particles:

The NPs were prepared by a nanoprecipitation
method (4). Briefly, a co-solution of PLGA
(1.5% w/v) and Span®60 (0.5% w/v) in acetone
was added dropwise at 5 mL/h using a syringe
pump into 15 mL Pluronic® F68 aqueous
solution (0.5% w/v) under magnetic stirring.
After acetone evaporation, the suspension was
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centrifuged to collect the NPs. After washing
twice, the NPs were re-suspended in a threalose
aqueous  solution (5% w/v) used as
cryoprotectant and then, the NPs were freeze-
dried. For CB13-PLGA loaded NPs, the
polymer and drug were co-dissolved in acetone.
NPs surface modification:

To produce surface modified-PLGA NPs, four
mucoadhesive additives were assayed: Chitosan,
Eudragit RSPO, Lecithin, and Vitamin E.
Additives, at different concentrations, were co-
dissolved in the polymer solution, except for
chitosan, which was added in an additional step
(after NP formation).

Characterization methods: the mean particle
size and particle size distributions were
measured at room temperature by laser
scattering (Partica LA-950 V2, Horiba).
Geometry and surface morphology were
determined by scanning electron microscopy
(SEM) (Philips XL-30, Philips Electron Optics)
and transmission electron microscopy (TEM)
(Philips CM-10, USA). NPs surface charge was
evaluated by measuring zeta potential values
(ZP) at r.t. (Malvern Mastersizer 2000). CB13
content was determined by HPLC (Hitachi
LaChrom® (D-7000) Series) and expressed in
terms of entrapment efficiency (EE %).

For in vitro drug release, NPs samples were
suspended in phosphate buffer (pH=7.4)
containing 0.1%w/v of Tween® 80, maintained
at 37 °C and stirred mechanically. Aliquots were
withdrawn at fixed time intervals and filtered
upon centrifugation at 10000 rpm. The filtered
sample was injected into the HPLC apparatus
for the evaluation of CB13 (5).

Ex vivo assays were also carried out in order to
evaluate the mucoadhesion properties of each
sample. For this purpose the falling liquid film
technique was carried out (6).

Results and  Discussion:  The  main
physicochemical characteristics of PLGA-NPs
surface-modified (CB13-loaded or non-CB13-
loaded) were listed in Table 1 in terms of
particle size (nm), drug encapsulation efficiency
(%) and ZP (mV). Related to particle size, NPP
method allowed obtaining particles in the
nanoscale range with almost narrow particle
e distribution in all formulations. Studying
each formulation in deep, there are obtained
expected results. For PLGA-Eu-NPs, was
obtained the smallest particle size. However,
when NPs were incubated in CS (PLGA-CS-

NPs) mean diameter of the nanoparticles
increased up to 45 %.

Different values for ZP were obtained as a
function of the additive employed. ZP values for
plain PLGA-NPs were used as control. PLGA-
Tc-NPs and PLGA-Lc-NPs showed slighter
negative value. However, the PLGA-Eu-NPs
and PLGA-CS-NPs ZP values were strongly
positive. So, these two formulations are a priori
the most suitable for an oral administration.

Size £ SD ZP +SD
PLGA-NPs ) V) EE + SD (%)

Control NPs Blank 89,65 + 97,90 |-32,70 + 0,50

Control NPs CB13 $22,34 +113,55|-35,60 + 1,10 | 71,04 +2,33

Eu-NPs Blank 09,65 + 113,33|16,10 + 1,40 -

Eu-NPs CB13  $25,31+131,80|11,80+ 0,60 | 85,45 + 3,09
CS-NPs Blank ~ $37,75 + 116,33 |57,70 + 2,90 -

CS-NPs CB13  }20,07 +193,00{59,00 + 1,10 | 91,59 + 0,87

Lc-NPs Blank 196,65 + 103,50 |-21,00 + 1,70

Lc-NPs CB13 37,79 +12510-16,10 + 0,40 | 80,85+ 1,98

Tc-NPs Blank ~ $20,97 +119,70{-18,80 + 0,40 -

Tc-NPs CB13  $43,71+173,20(-17,10+ 0,50 | 77,78 + 2,82

Table 1. Physicochemical characteristics and
drug loading of PLGA-NPs surface-modified.

SEM and TEM micrographs for CB13-PLGA-
NPs surface-modified NPs showed in all cases
spherical and smooth particles (data not shown).
Results obtained for drug content are
summarized in Table 1. In terms of entrapment
efficiency (EE %), high values were achieved
for all formulations of NPs developed, due to
the poor solubility of CB13 in the external
aqueous phase. In all cases EE was superior to
70%, reaching a higher value to 90% for PLGA-
CS-NPs.

The representative CB13 in vitro release profile
from PLGA-NPs surface modified showed the
typical drug release mechanisms in PLGA-
based delivery systems. Moreover, after
conducting the test during 15 days, no
hydrolysis products were detected CB13 or
degradation, indicating that the system keeps the
CB13 in the structure of the developed
nanocarrier (data not shown).

Finally, the results of mucoadhesion properties
for PLGA-Eu-NPs and PLGA-CS-NPs are
shown in figure 3. For this assay, NPs were died
with nile red. A freshly excised porcine small
intestine 15 cm pieces were cut from the
intestine  (duodenum, jejunum and ileum
sections) and washed with physiological saline
(37°C). Then, 600 uL of NPs suspension in PBS
(or dye solution, as control) were added
dropwise, this step was repeated ten times. The
fluorescence intensity of the final residual
solution was measured with a plate reader (hex
= 380/40 nm, kem = 460/40 nm). As it can be
seen in figure 1, CS-PLGA NPs showed the
higher mucoadhesion strength. These results
were in accordance with ZP values obtained.
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Figure 1. Mucoadhesion strength of PLGA NPs
containing CB13 (error bar: SD)

Conclusions: Different additives to modify the
surface of CB13 loaded-PLGA nanoparticles
have been employed in order to improve CB13
oral bioavailability. After in vitro and in vivo
evaluation, NPs containing chitosan and
Eudragit RSPO were the most suitable
formulations. For these additives, NPs were
300-420 nm in diameter and presented positive
ZP values which improved the mucoadhesion
strength to the intestinal mucosa as ex vivo
assays demonstrated.
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Introduccidon:  Uno de los principales
problemas relacionados con la quimioterapia
empleada en clinica actualmente es la reducida
acumulacion que el agente antitumoral alcanza
en la masa de células malignas. Diversos
factores contribuyen a esta situacion, por
ejemplo, una intensa metabolizaciéon (y
aclaramiento presistémico), junto a una extensa
distribucion de la sustancia activa en el
organismo. Ademas, los antineoplasicos
utilizados suelen caracterizarse por una escasa
especificidad de accién (1). Un claro ejemplo de
esta situacion lo constituye la gemcitabina:
molécula que tiene una muy rapida
metabolizacién sistémica (ty, < 17 min) (2).
Recientemente, se ha  propuesto  su
incorporacion en coloides biodegradables de
naturaleza polimérica para optimizar su eficacia
y seguridad en el tratamiento de diversos tipos
de céancer (2, 3). Su vehiculizacién en estos
sistemas intenta asegurar la concentracion de la
dosis de este quimioterapico en la masa tumoral,
a la vez que pretende una minima
biodistribucién. En este sentido, la poli(D,L-
lactida-co-glicolida) (PLGA) puede presentar
interesantes  posibilidades como  matriz
biocompatible y biodegradable, ampliamente
utilizada en el disefio de nanoparticulas (NPs)
para el transporte de farmacos (4).

El objetivo de la presente contribucion es
disefiar y optimizar NPs de PLGA conteniendo
clorhidrato de gemcitabina, como nanocarriers
de este antineoplésico. Para ello, se compararon
dos técnicas de sintesis mediante diversas
caracterizaciones fisicoquimicas: el método de
doble emulsién con evaporacion de disolventes
(DE/SEV) y la novedosa técnica de Flow
Focusing™ (FF).

Materiales y Métodos: El agua u
todos

Francia). Todos los reactivos u
calidad analitica (Sigma-Aldrich, Alemania).

En los dos métodos de sintesis de NPs de PLGA
se utilizd idéntica cantidad polimero (2.5%, p/v)
disuelto en etilacetato. Se desarrollaron 2
formulaciones (sin carga de farmaco y cargadas)
para cada método de elaboracién empleado. La
sintesis de NPs de PLGA mediante DE/SEV y
FF ha sido previamente puesta a punto por

nuestro grupo de investigacion (5), siendo las
Unicas variantes introducidas en este trabajo: (a)
la velocidad de agitacion (8000 rpm) en el
método DE/SEV, y (b) las velocidades del
fluido enfocante (mezcla agua:etanol 1:1, 2
mL/min) y del fluido enfocado (emulsién A/O,
fase acuosa: solucion de gemcitabina, fase
oleosa: PLGA en etilacetato, 0.1 mL/h), para el
método de FF.

La caracterizacion fisicoquimica de las NPs
obtenidas se realiz6 mediante SEM y PCS
(geometria), y electroforesis (potencial zeta, ¢,
en funcién del pH del medio de dispersion). La
incorporacién de gemcitabina en las particulas
de PLGA y su posterior liberacién in vitro (37
°C y pH 7.4, método de dialisis) se cuantificd
mediante un método validado de
espectrofotometria UV-Vis (269 nm). La
vehiculizacion de este principio activo se indicé
en términos de entrapment efficiency (EE %).
Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.

Resultados y Discusion: El método de sintesis
basado en la técnica FF permitié obtener NPs
con una distribucién de tamafios notablemente
homogénea (655 + 79 nm, indice de
polidispersion: 0.054). Sin embargo, la técnica
de DE/SEV condujo a la preparacion de
microparticulas con una heterogénea
distribuciéon de tamafios (3800 + 1300 nm,
indice de polidispersién: 0.257). En ambos
casos, la incorporacion de gemcitabina en las
particulas no tuvo una clara influencia en la
geometria de éstas, mostrando siempre una
morfologia esférica.

Por otro lado, en comparacion con el método
DE/SEV, se lograron valores de EE (%) de
gemcitabina muy superiores mediante el método
FF (figura 1). Por ejemplo, cuando la
concentracion utilizada de farmaco era 1 mM,
este parametro pasé de 57.5 + 5.2 % (DE/SEV)
a 97.3 £ 0.1 % (FF). Como puede apreciarse en
la figura, existe un efecto positivo de la
concentracion de agente antitumoral utilizada
sobre la incorporacion alcanzada en las
particulas de PLGA. De forma complementaria,
las determinaciones de los valores de potencial
zeta de las particulas de PLGA (cargadas con
gemcitabina y sin carga) tuvieron como objetivo
principal la estimacion cualitativa del tipo de

vehiculizacion obtenida en los dos tipos de
sintesis: adsorcién superficial o absorcién en
matriz.
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Figura 1. Valores de EE (%) de gemcitabina en
las particulas de PLGA en funcién del método
de elaboracién: DE/SEV (o) y FF (o).

Como puede apreciarse en la figura 2, los
perfiles electrocinéticos de las particulas
cargadas con farmaco coinciden con aquéllos
correspondientes a las particulas sin carga. Estos
resultados ponen de manifiesto que el tipo de
incorporacién lograda ha sido la absorcion en
matriz. Por otro lado, queda patente que el tipo
de sintesis utilizada no influye en las
propiedades electrocinéticas en funcion del pH
() de las particulas de PLGA.

Figura 2. Potencial zeta ({, mV) de las
particulas de PLGA sin farmaco (método
DE/SEV: m, método FF: @) y con gemcitabina
(método DE/SEV: o, método FF: o), en funcion
del pH y a fuerza i6nica constante (KNO; 107
M).

Por altimo, la preparacion de las particulas de
PLGA mediante la técnica FF asegura una
liberacion de gemcitabina mucho mas sostenida
en el tiempo, lo cual unido al tamafio
nanométrico del sistema, hace que esta
estrategia de formulacién sea a priori la mas
idénea para fines terapéuticos. La figura 3
muestra como en ambos casos el perfil de
liberacion es bifasico, si bien mas rapido en el
caso de las microparticulas (DE/SEV, completo
en 72 h). La liberacion de gemcitabina desde las
nanoparticulas  preparadas  mediante  FF
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transcurre con una primera fase de liberacion
rapida del farmaco situado més externamente en
la matriz (~ 30 % en 6 h), seguida de una fase
lenta (completa en 102 h) debida a la difusion
de este agente y a la degradacion polimérica.
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Figura 3. Perfiles de liberacién de gemcitabina
(%) desde las particulas de PLGA preparadas
mediante DE/SEV (o) y FF (©), en una solucién
tamp6n NaOH-KH,PO, (pH 7.4 £ 0.1) a 37.0 +
0.5°C.

Conclusiones:  Se han comparado dos
estrategias de sintesis de particulas de PLGA
cargadas con gemcitabina. Este estudio ha
demostrado que el método FF es claramente
mejor que el DE/SEV: se obtienen particulas
maés pequefias, con una mayor capacidad de
carga del antitumoral y con un perfil de
liberacién mucho més sostenido en el tiempo.
La utilidad de estas nanoparticulas en la mejora
de la actividad de gemcitabina se encuentra en
evaluacion in vitro e in vivo.

Referencias:

(1) Davis ME et al. Nanoparticle therapeutics:
an emerging treatment modality for cancer.
Nat. Rev. Drug Dicov. 2008;7:771-82.

(2) Reddy LH, Couvreur P. Novel approaches
to deliver gemcitabine to cancers. Curr.
Pharm. Design. 2008;14:1124-37.

(3) Avrias JL et al. Superior preclinical efficacy
of gemcitabine developed as chitosan
nanoparticulate system.
Biomacromolecules. 2011;12:97-104.

(4) Holgado MA et al. Possibilities of
poly(D,L-lactide-co-glycolide) in  the
formulation of nanomedicines against
cancer. Curr. Drug Targets. 2011;12:1096-
111.

(5) Cézar-Bernal MJ et al. Insulin-loaded
PLGA microparticles: flow focusing versus
double emulsion/solvent evaporation. J.
Microencapsul. 2011;28:430-41.

Agradecimientos:  Ingeniatrics  Tecnologias
S.L., Sevilla, Espafia; Proyecto FIS 11/02571
(Instituto de Salud Carlos 111, Espafia).




CYCLODEXTRIN-POLY(ANHYDRIDE) NANOPARTICLES FOR THE ORAL
DELIVERY OF CAMPTOTHECIN
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Introduction:

Camptothecin (CPT) is a topoisomerase |
inhibitor that was first isolated from the bark of
Camptotheca acuminata in 1966. Athough it
shows powerful anticancer activity, it has great
limitations such as poor solubility and stability

1.

Figure 1. Camptothecin. Chemical structure.

When administered orally, camptothecin and its
analogues display a high variability and a low
bioavalability due to their physicochemical
characteristics and their presystemic metabolism
wich has been related with the fact that they are
substrates of both the intestinal P-glycoprotein
(P-gp) and the cytochrome P450 enzyme
complex (CYP 450) [2].

Recently, the combination between
cyclodextrins and poly(anhydride) nanoparticles
have been found to be effective to increase the
ex vivo permeability [3] and the oral
bioavailability [4] of paclitaxel. These
cyclodextrin-poly(anhydride) nanoparticles
would conduct the loaded drug to the surface of
the enterocyte in which their cargo would be
released. Then, the presence of the
oligosaccharide would inhibit the activity of
both P-gp and CYP450 allowing the absorption
of the anticancer drug.

The aim of this work was to prepare and
characterize CPT-loaded nanoparticles. For this
purpose, three different cyclodextrins have been
studied: sulfopropylated-f-cyclodextrin  (SP-
NP), hydroxypropyl-B-cyclodextrin  (HP-NP)
and methyl-B-cyclodextrin (M-NP).

Materials and Methods:
Materials

Poly(methyl vinyl ether-co-maleic anhydride) or
poly(anhydride) (Gantrez® AN 119; MW
200,000) was kindly gifted by ISP (Barcelona,
Spain).  Sulfopropylated-B-cyclodextrin ~ was
provided by Cyclolab (Hungary),
hydroxypropyl-B-cyclodextrin and methyl-f-
cyclodextrin were provided by Sigma (Spain).
CPT was purchased from 21CEC PX PHARM
Ltd (UK). Acetone was obtained from VWR
Prolabo (Fontenay-sous-Bois, France).
Deionized water (18.2MQ resistivity) was
prepared by a water purification system
(Wasserlab, Pamplona, Spain). All other
chemicals and solvents used were of analytical
grade.

CPT-CD-PVM/MA nanoparticles preparation

Nanoparticles containing CPT were prepared by
a solvent displacement method previously
described [3] with some modifications. Briefly,
100mg of poly(anhydride), 18 mg of
cyclodextrin and a 4.5mg of CPT (1:1 molar
ratio of CD:CPT) were dispersed in 5 ml of
acetone. Inmediately, the nanoparticles were
formed by the addition of ethanol and water.
After elimination of the organic solvents, the
resulting suspensions were filtered through a
0.45 pum membrane and purified twice by
centrifugation. The supernatants were removed
and the pellets resuspended in water. Finally,
the formulations were frozen and freeze-dried
(Genesis 12EL, Virtis, USA) using sucrose (5%,
w/w) as cryoprotector.

Characterization of nanoparticles

The particle size and the zeta potential of
nanoparticles were determined in a Zeta Plus
apparatus (Brookhaven Instruments
Corporation). The morphological examination

of the nanoparticles was performed by SEM.
The amount of CPT loaded was quantified by
HPLC from digested nanoparticles.

In vitro release studies

In vitro release studies were carried out under
sink conditions after the dispersion of the
nanoparticles in simulated gastric (SGF) and
intestinal fluids (SIF) containing 1% (w/v) of
Tween 80 as surfactant. At different times,
samples were taken and centrifuged through
Vivaspin tubes at 3000xg for 20 min.
Supernatants were recovered and analyzed by
HPLC.

Results and Discussion:

The main physicochemical characteristics of the
nanoparticles are summarized in Table 1.
Nanoparticles displayed spherical shape with a
slightly rough surface, sizes between 130 and
170 nm and a negative surface of around -40
mV. The amount of CPT incorporated in the
nanoparticles ranged from 34 to 50 pg/mg
depending on the cyclodextrin used. The
encapsulation efficiency ranged between 40 and
63 %.

Table 1. Physico-chemical characteristics of
CPT-CD nanoparticles. Data expressed as
mean#SD (n=3).

Zeta CPT
Potential loading  EE (%)
(mV)  (ug/mgNP)

. (J
Formulation (om)

SP-NP 15744 3722 3425 4131
HP-NP 12849 -40:] 50£2.6 6333
M-NP 1685 -44=1 43435 52+43

Figure 2. Scanning Electron Microscopy (SEM)
of freeze-dried nanoparticles. A: SP-NP; B: HP-
NP; C: M-NP.

Figure 3 shows the release profile of CPT from
SP-NP, HP-NP and M-NP. The in vitro release
profile of the three formulations exhibited a
phasic pattern, characterized by an al non

release period when the nanoparticles were
incubated in the SGF followed by a rapid
release of about 50-60% of the loaded drug
when the nanoparticles were dispersed in the
SIF. The release then is mantained and complete
after 18 hours of incubation.
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Figure 3. In vitro release profile of CPT from
SP-NP, HP-NP and M-NP. Data expressed as
mean#SD (n=3).

Conclusions:

SP-NP, HP-NP and M-NP are able to load
camptothecin. The three types of nanoparticles
show gastroresistant properties and they only
release the loaded anticancer drug under
simulated intestinal conditions.
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Introduccion

La nimesulida (NS) (4-nitro-2-fenoxi-metano-sulfon-
anilida) es un inhibidor selectivo de COX-2 clasificado
como farmaco clase Il dentro del Sistema de
Clasificacion ~ Biofarmacéutico  (1). Su  perfil
toxicolégico a nivel gastrointestinal es comparable al
que presentan otros AINES pero su riesgo hepatotéxico
es mayor. La EMA public6 en el 2012 un documento
en el que se establece la eficacia clinica de la NS para
uso sistémico en tratamientos a corto plazo (2).
Algunos autores han puesto de manifiesto la
sobreexpresion de COX-2 en células tumorales (3).
Existen trabajos publicados que sugieren que la
incorporacién de la NS en nanoparticulas (NP) puede
representar una alternativa para obtener una liberacién
controlada del farmaco y reducir asi los efectos
adversos del mismo cuando es administrado (4).

La finalidad de este trabajo es mejorar el potencial
terapéutico de la NS para el tratamiento coadyuvante y
prevencion del cancer de préstata, mediante su
incorporacion en NP capaces de actuar como depdsitos
del farmaco y de prolongar sus efectos sobre las
células tumorales de la prostata.

Materiales y métodos

Preparacion de las NP

Las NP de &cido polilactico glicélico (PLGA, RG-504)
y quitosano (CS) cargadas con NS (NPCS) fueron
obtenidas mediante el método de evaporacion del
disolvente.

La fase organica que contiene PLGA y NS se dispersa
utilizando ultrasonidos en una fase acuosa con PVA.
Posteriormente se elimina el disolvente organico de la
emulsion utilizando un rotavapor y las NP obtenidas se
centrifugan a 12000g durante 15 min para eliminar el
PVA en exceso de la fase acuosa. El residuo obtenido
se resuspende con una disolucién de CS en é&cido
acético. Tras incubar las NPCS 15 min en un bafio a
37°C, se vuelven a centrifugar a 20000g durante 15
min. Como formulaciones control se prepararon NPCS
sin NS (NPBCS) siguiendo el mismo esquema
experimental.

Caracterizacion de las NP
El porcentaje de farmaco encapsulado se obtuvo
mediante espectrofotometria UV-Vis a 230 nm. El
rendimiento del proceso de elaboracion de las NPCS
se determind a partir del peso de los resi

obtenidos tras centrifugar las NPCS a 20000g durante
15 min.

Para realizar el analisis morfoldgico de las particulas
se emplearon técnicas de microscopia electronica de
barrido (SEM:; Philips XL-20). El tamafio de particula
y el potencial zeta fueron medidos en equipos
Microtrac UPA 'y Zetatrac, respectivamente. La
capacidad de retencion y la cinética de liberacion de la
NS a partir de las NPCS se determinaron a temperatura
ambiente (37°C) y utilizando un tampén PBS de pH
7.4.

Los estudios de permeabilidad se llevaron a cabo
utilizando el modelo PAMPA con diferentes
concentraciones de NS (control) y NPCS. El sistema
se incuba durante 6 h a temperatura ambiente. A
continuacion se miden mediante espectrofotometria
UV-Vis las cantidades de NS encontradas en los
compartimentos donador y receptor en el rango de
600-190 nm.

La viabilidad celular y la eficacia de la NS se
valoraron mediante un ensayo MTT realizado con
cultivos de células de cancer de préstata (PC-3).

Resultados y discusién

Las NPCS obtenidas son esféricas y de superficie lisa.
Presentan PVA residual asociado a su superficie (Fig.
1).

El tamafio de particula obtenido para las NPCS y
NPBCS fue de 393nm y 374nm y el potencial zeta,
10.07+4.45 mV y 7.56+2.24 mV, respectivamente.

Figura 1.- Fotografia electrénica de barrido de
NPCS.
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Las NPCS encapsulan un 82.71+6.79% del farmaco
afladido inicialmente. Con respecto a la cantidad de
farmaco presente en el producto final, las NPCS
presentan un  porcentaje de captacion  del
98.75+0.85%. El porcentaje de recuperacion de la NS
fue de un 84.07+11.72%. En cuanto al rendimiento
del proceso de obtencion de las NPCS y NPBCS el
valor obtenido fue de wun 6857+16.36% vy
70.04+8.04%, respectivamente.
En condiciones sink las NPCS liberaron la préctica
totalidad del farmaco tras la primera hora de
incubacion. (Fig. 2).
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Figura 2.- NS liberada por las NPCS.

Los resultados obtenidos en el estudio de liberacion
inmediata ponen de manifiesto la afinidad de la NS por
el polimero (Fig. 3).
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Figura 3.- NS retenida por NPCS en los estudios de
iberacion inmediata con agua milliQ (barras blancas)
0 pH 7.4 PBS (barras negras) (n=3).

Los estudios de permeabilidad demuestran que la NS
pasa a través de barreras lipidicas de forma réapida
(Pe=1-1.5x10"° cm/s) aunque disminuye ligeramente en
los estudios realizados con las NPCS (Fig. 4).

Tal y como recoge la figura 5, la NS y las NPCS
muestran un marcado efecto citotoxico sobre las
células de cancer de préstata (PC-3). Sin embargo, las
NPCS demostraron ser mas eficaces que el farmaco
bre. En los cultivos realizados, las NPBCS no
presentaron un efecto citotoxico significativo lo que

demuestra el potencial terapéutico de la formulacion
estudiada.
1,8E-05
1,6E-05
1,4E-05
1,2E-05
1,0E-05

8,0E-06

Pe (cm/s)

6,0E-06
4,0E-06

2,0E-06

0,0E+00

S'2SOSNdN
STSOSNdN
SZSOSNAN

WrigoTSN
WrioozsN
WH00YSN

Figura 4.- Coeficiente de permeabilidad de la NS en

forma libre o unido a NPCS (n=4).
140,00
120,00
100,00
80,00

60,00

% control

40,00

20,00

0,00 + T T T T o
0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00
NS(uM)

Figura 5.- Viabilidad celular a las 48 h en presencia
de NPBCS (circulo negro), NS (triangulos) y NPCS
(circulo blanco) (n>6).

Conclusiones

Se han obtenido NP esféricas con tamafios de
particular inferiores a 0,5 pum. La NS se incorpora de
forma eficaz en las NP y muestra una liberacion
dependiente de la dilucion realizada. La permeabilidad
del farmaco cuando esta incluido en las NPCS se ve
ligeramente disminuida. Los estudios realizados con
células PC-3 demostraron que la formulacion
desarrollada podria constituir una contribucién eficaz
en el tratamiento del cancer de préstata.
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NANOPARTICLES FOR APPLICATION IN DEFECTIVE TELOMERASE
DISORDERS

S.P. Egusquiaguirre*?, C. Manguan-Garcia®, L. Pintado-Berninches®, R. Hernandez*?, J.L. Pedraz'?,
R. Perona®, M. Igartua*?

NanoBioCel Group, Laboratory of Pharmaceutics, University of the Basque Country, School of Pharmacy, Vitoria, 01006, Spain
“Biomedical Research Networking Center in Bioengineering, Biomaterials and Nanomedicine (CIBER-BBN), Vitoria, 01006, Spain
3Instituto de Investigaciones Biomédicas CSIC/UAM C/Arturo Duperier, 4 Madrid 28029, IDIPaz and CIBER de Enfermedades
Raras CIBERER, Valencia Spain.

INTRODUCTION

Defective telomerase disorders are rare inherited
diseases characterized by defects in telomere
maintenance, caused by mutations in different
components of the telomerase complex (1). It
has been described that the peptide GSE 24.2,
corresponding to an internal domain of DCK1
gene (encoding dyskerin, a component of
telomerase complex), is able to induce
telomerase reactivation (2). However, peptides
are unstable and prone to degradation when
administered, and so, lose their activity.
Moreover, GSE 24.2 site of action is localized
inside the nucleus, and thus it must be
appropriately internalized inside cells and reach
the nucleus. Therefore, in this study a method to
overcome these shortcomings has been
proposed, by the encapsulation of GSE 24.2 into
biodegradable nanoparticles, elaborated with
poly-lactic-co-glycolic acid (PLGA NPs) and
the addition of different polycations.

EXPERIMENTAL METHODS

Nanoparticle elaboration:
PLGA NPs containing GSE 24.2 were prepared
by the solvent extraction technique using a
WI/O/W double emulsion system (3). Briefly,
the NPs were developed emulsifying 0.5% (w/v)
GSE 24.2 aqueous solution containing PEG 400
with 2 ml of a 5% (w/v) PLGA (Resomer®
RG503) solution in dichloromethane by 30 s
sonication at 50W (Branson Soni q@v. This
primary emulsion was then added to 10 ml of a
5% (w/v) polyvinyl alcohol aqueous solution
and sonicated 60 s at 50W to obtain the W/O/W
emulsion. Finally, this second emulsion was
poured into a 2% (v/v) isopropanol aqueous
solution and left under magnetic stirring for 2 h
to allow the evaporation of the organic solvent.
The resulting NPs were recovered by
centrifugation, washed three times in distilled
water and lyophilized after the addition of
trehalose. For the preparation of the cationic
NPs, different coating polymers were used:

polyethyleneimine (PEI), chitosan (CS) and
dextran (DX). Different concentrations of CS
and DX were dissolved in the PVA aqueous
solution, whilst PEI was dissolved in
dichloromethane.

Nanopatrticles characterization:

PLGA NPs were characterized in terms of size
and ¢ potential by Dynamic Light Scattering and
Laser Doppler Micro-Electroforesis,
respectively. Particle morphology and surface
characteristics were analyzed by scanning
electron  microscopy (SEM). GSE 24.2
encapsulation efficiency, surface adsorbed
peptide and in vitro release profile were
evaluated by micro-BCA assay kit. The
structural integrity of GSE 24.2 extracted from
NPs was assessed with polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). The cytotoxicity
of NPs was assayed in HelLa and murine
embryonic  fibroblasts (MEF) cell lines.
Intracellular uptake was performed in F9 cell
line and itro biological activity of GSE 24.2
using F9 A353V cells harbouring a DKC1
mutation.

RESULTS AND DISCUSSION

As exposed in table 1, PLGA NPs size was
around 220 nm with a narrow size distribution
(polydispersity index (PDI)  <0.1). g potential
values confirmed the presence of polycation
chains shielding a positive charge at the NPs
surface, resulting in cationic PLGA NPs, with
the exception of CS, which acquires positive
charge in acidic media.

Formulation | Size | PDI { Potential | EE SAP
(nm) (%) | (%)
PLGA 2312 | 0.126 -20.1 60.27 | 28.64
PLGA-CS 2439 | 0.151 -3.05 18.89 | 9.36
PLGA-PEI 2219 | 0.144 +30.4 86.42 | 23.33
PLGA-DX 2262 | 0095 | +24.4 30.48 | 4.32

Table 1: Characteristics of GSE 24.2 PLGA NPs.

As observed in SEM images (Figure 1), small
spherical particles in the nanometer size range
with smooth surface were obtained.

Figure 1: Morphology of GSE 24.2 PLGA NPs.

According to the GSE 24.2 structural integrity
study with SDS-PAGE (Figure 2), no
configuration or conformational damage of the
peptide occurred during the encapsulation
process. Therefore, the biological activity of
GSE 24.2 incorporated into PLGA NPs should
be maintained.

L R L

Figure 2: SDS-PAGE of GSE 24.2 PLGA NPs.

The cytotoxicity test (Figure 3) displayed an
acceptable viability for PLGA NPs and CS
PLGA NPs, and greater toxicity for PEl and DX
PLGA NPs.
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Figure 3: In vitro cytotoxicity of GSE 24.2 PLGA NPs in MEF cells.

As demonstrated by the in vitro release studies
(Figure 4), a biphasic GSE 24.2 release profile
with an initial burst effect of 20% was observed.
This first phase is followed by a second constant
slow release phase, until nearly 100% of the
loaded GSE 24.2 is released.

m
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Figure 4: In vitro release profile of GSE 24.2 - PLGA NPs.

To check if GSE 24.2 PLGA NPs were able to
be internalized in F9 cells, intracellular
localization was assayed (Figure 5). During the
first 48 hours of incubation, results illustrated an
important confocal internalization of NPs inside
cells and nucleus.

- Fhasrmence Chvartay

Figure 5: Intracellular localization of GSE 24.2 PLGA NPs.

Finally, the bioactivity of GSE 24.2
encapsulated into PLGA NPs was assessed in
vitro by the incubation of 15 ug of the peptide
with F9 A353V cells. As exposed in figure 6,
GSE 24.2 incorporated into PLGA NPs
preserves the in vitro biological activity,
rescuing DNA damage. Moreover, the addition
of PEI seems to, slightly; enhance the DNA
rescue, probably due to the positive charge on
the surface of NPs which could increase
internalization.

Formulation % DNA rescued
PLGA 20,09 +0.07
PLGA-PEI 38,21+0.11

Figure 6: In vitro biological activity of GSE 24.2 PLGA NPs.

CONCLUSION

From the data obtained, we can conclude that
GSE 24.2 peptide has been successfully
encapsulated into biodegradable NPs. In
addition, structural integrity and biological
activity of GSE 24.2 are maintained after the
encapsulation, and also an acceptable viability
was obtained. Finally, PLGA NPs are efficiently
uptaken by F9 cells and are able to be
internalized within the nucleus.
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Introduction:

Thermosensitive hydrogels are aqueous polymer
solutions that are transformed into gels through
temperature changes. Under physiological
conditions, gels are formed upon heating to
body temperature and can maintain their
integrity for a period of time. These hydrogels
may provide the advantage of easier
administration and could have several
biomedical applications such as drug controlled
release, cell immovilization and tissue
regeneration (1-2).

In this work, we synthesized a new serie of
random  X—Y  copolymers that form
thermosensitive and pH-dependent hydrogels
whose gelation temperature and mechanical
properties can be controlled by the molar
relationship of X and Y polymers and
copolymer concentration in water.

Material and Methods:

Synthesis of the X—Y colopymer

Briefly, 2.0 g of Y were added into a one-
necked glass flask and dissolved in 150 mL of
anhydrous THF with a mechanical stirrer. Then,
different amounts of X were added to the
solution (Xm/Y molar ratios: 1, 2, 5, 10 and 20;
Xm=X monomer) and they reacted for 48 hours
at room temperature under magnetic stirring.
The organic solvent was eliminated by
evaporation and the residue was mixed with
cold ethyl ether to precipitate the polymer.
Later, the polymer precipitate was filtered and
dried at room temperature under vacuum.

FT-IR analysis
The IR spectra were obtained on a Thermo
Nicolet FT-IR Nexus spectrophotometer.

Preparation of the X—Y hydrogels and
phase diagrams measurements

The copolymers were prepared in 10 mL glass
vials at concentrations of 0.5, 1, 2, 2.5, 3,5, 7.5
and 10 wt% in deionized water to a final
volume of 2 mL. The vials were kept in
continuous stirring at room temperature until
complete dissolution (24-72 hours). Then,
NaOH was added carefully in order to adjust the
pH (6-7.5). Finally, the solutions were kept in a
water bath at different temperatures to allow gel
formation. The temperature at which the

polymer solution stopped flowing upon the vial
inversion (during at least 30 seconds) was
visually observed and recorded as the gelation
temperature.

Viscosity analysis

Viscosity measurements of the X—Y hydrogels
were carried out at different temperatures using
a Haake Viscotester 550 rotational viscometer
with a SV2 rotor and equipped with a
thermostatic bath Thermo Phoenix I1.

In vitro cytotoxicity of X—Y copolymer

MTT assay was used to test the cytotoxicity of
X—Y hydrogels on J774.2 macrophages after
20 hours of treatment in Transwell microplates.
The solution with the copolymer was placed in
the apical side whereas the macrophages were
located in the basolateral side.

Results and Discussion:

All  synthesized copolymers showed pH-
dependent  (6-7.5)  gelation  behaviour.
Therefore, their sol-gel transition temperatures
could be modulated by manipulation of the
Xm/Y molar ratios and concentrations of the
copolymers (Figures 1 and 2). The gelation
temperature tended to decrease when the Xm/Y
ratio increased till Xm/Y of 20, when the
gelation occurred at room temperature. At a
fixed Xm/Y value, the sol-gel temperature
decreased at higher copolymer concentrations
(Figure 2). In all cases, gels reverted to solution

upon cooling.
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Figure 1: Influence of Xm/Y molar ratios and
concentrations in sol-gel transition phases (o
indicates sol. and e indicates gel).
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Figure 2: Influence of Xm/Y molar ratios and
concentrations in the gelation temperature.

The gelation temperature was confirmed by
iscosity measurements  (Figure 3). The
viscosity is an important parameter that could
affect the drug release. As expected, the
viscosity sharply increased around gelation
temperature, reaching higher values and faster at
igh polymer concentrations (i.e. 3.5 Pa.s for
the Xm/Y=5 copolymer at 10% vs. 1.2 Pa.s at
3%, Figure 3a) and lower Xm/Y ratios
(Xm/Y=5 in Figure 3a vs. Xm/Y=10 in Figure
3b).

Both, viscosity values and gel transition
temperature will determine which copolymer
concentration and Xm/Y ratio will be chosen
according to their use.
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Figure 3: Viscosities vs. temperature profile at
different concentration of hydrogel prepared
with  Xm/Y=5 (a) and Xm/Y=10 (b)
copolymers.

Biocompatibility of new polymers is a requisite
for biomedical application. Thus, cytotoxicity of
the hydrogels was evaluated by an MTT assay
using J774.2 macrophages (Figure 4). For X—Y

hydrogels with a molar ratio of 5, cell viability
was slightly higher than hydrogels with a molar
ratio of 10, although in all the experiments cell
viability was > 70%.
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Figure 4: In vitro cytotoxicity of synthesized
X—Y copolymer. The results represent the
means + SD for n = 4.

Overall, we have synthesized a new series of
random X—Y copolymers that are able to form
non-toxic, pH-sensitive and thermosensitive
hydrogels. The gelation temperature can be
manipulated as a function of the Xm/Y molar
ratio between 30 and 37 °C. The viscosity can
be controlled by the copolymer concentration.
Thus, they could be used as vehicles for
controlled topical, ocular or subcutaneous
delivery of drugs.
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Introduction: Leishmaniasis is a zoonotic
infection caused by parasitic protozoans from
the genus Leishmania and transmitted by means
of sandfly bite to vertebrate hosts including
man. Chemotherapy remains the primary tool
for treatment of human leishmaniasis. However,
currently available drugs present serious
problems regarding side-effects, variable
efficacy, and cost (1). Local therapy can be of
value in nondisseminated disease (CL) because
it offers significant advantages over systemic
therapy such as fewer adverse effects and ease
of administration (2). The diselenide (diSe)
compound 2a (4-bis-aminophenyl-diselenide)
showed stronger in vitro antileishmanial activity
than miltefosine, while showing negligible
toxicity against mammalian cells (3). The aim
of this work was to develop topical formulations
that are able to carry the 2a drug into the skin
dermis, where parasites are mainly located in
CL (2). Chitosan was selected as the m
component of the hydrogels because of its
biodegradability and bioadhesive properties (4),
which make it suitable for the treatment of
ulcerative lesions. Furthermore, this polymer
has shown antimicrobial activity, which could
boost the drug effect. In this work we optimised
hydrogels based on chitosan- (-CDs-
cyclodextrins (CDs) networks that are suitable
to load hydrophobic drugs (i.e. diSe compound).
Including the diSe drug in the hydrogels was
possible due to the presence of B-CDs within the
hydrogel network.

Materials and Methods: Chitosan hydrogels
containing the diSe drug (3, 4 and 5 mg/ml) and
PM (15 and 30 mg/ml) were prepared by adding
a B- glycerolphosphate (B-GP) solution (5 and
15%), as well as methyl-B-cyclodextrin (M-pB-
CD, 5.74%) or a hydroxipropyl-B-cyclodextrin
(HP-B-CD, 6.4 and 19.8%) solution in different
concentrations to several concentrations of
chitosan (1 and 1.5%), which had been
previously dissolved in 2% of lactic acid.
Chitosans of different molecular weights
(95/100 and 95/200) were used. The amount of
CDs introduced was adjusted to maintain a 3:1
molar ratio with the diSe drug. The skin
permeation experiments across intact pig ear
skin were performed in Franz diffusion cells
(Hanson Research Microette, membrane surface
of 4.909 cm2 and volume of the receptor fluid
of 4 ml). The stratum corneum (SC, 20 um), the
epidermis (E, 80 pum) and the dermis (D) were
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separated using the microtome cryostat Leica
CM 1900 (Leica Microsystems). The different
skin layers were pretreated with nitric acid
before determining the diSe drug concentration
in each layer.

Results and Discusion: In order to optimize
formulations for the treatment of CL, the
influence of several parameters on skin drug
permeation  (drug  concentration,  chitosan
molecular weight and CD concentration and
type), was assessed. The formulations that we
evaluated in the Franz cells with the diSe drug
(3, 4 or 5 mg/ml) were composed of chitosan
95/100 or 95/200 (1 or 1.5%), B-GP 5% and B-
or o-CDs (6.4 or 128% and 5.74%,
respectively) (see figs. 1 to 5). As expected,
formulations containing a higher amount of the
diSe drug (4 mg/ml) led to higher levels of this
compound in the D and in the E, where the
amount of drug was around 2 times higher in the
E than in the D (fig. 1).

Effect of diSe concentration

1000
PBS
800 3mg
600 4mg
0
sc E D

Fig. 1: Effect of drug concentration on the
penetration of DiSe across the skin.
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Higher levels of the diSe drug were found in the
SC and in the D at higher concentrations of HP-
B-CD (nearly 2 and 15 times more,
respectively) (fig. 2). Our data for permeation
across intact skin are consistent with several
studies previously published, in that dermal and
transdermal delivery of hydrophilic drugs
entrapped in the HP-B-CD structure were
greater than that observed for conventional
formulations (6).

Effect of CD concentration
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Fig. 2: Effect of CD concentration on the
penetration of DiSe across the skin.

Entrapment of the diSe drug in the structure of
the M-B-CD resulted in improved topical
delivery into and across intact skin when
compared with formulations that contained HP-
B-CD. Se levels were 1.7 times higher in the D
when the hydrogel contained M-B-CD than
when it contained HP-B-CD (fig. 3).

Effect of CD type

1500 ﬂ nwm_w.oo
1000 W w-p-cD
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Fig. 3: Effect of CD type on the penetration of
DiSe across the skin.

Formulations  containing  chitosan  95/200
(higher molecular weight) resulted in an
improved topical delivery of the drug across the
skin. The levels of Se in the E were 1 time
gher when the hydrogel contained chitosan
95/200 (fig. 4).

Effect of chitosan MW
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95/100
600 98/200
400
200
0

SC E D

Fig. 4: Effect of formulation on the penetration
of DiSe across the skin.

Finally, the effect of the formulation was
studied. For this purpose, a solution containing
only HP-B-CD 12.8%, B-GP 5% and the diSe
drug (5 mg/ml), was compared with a hydrogel
that contained chitosan 95/100 1.5%, HP-B-CD
12.8%, B-GP 5% and the diSe drug (5 mg/ml).
The levels of the diSe compound from the
hydrogel were higher in the different skin
layers, especially in the SC (1.7 times higher),
but also in the D (1.35 times higher) (fig. 1e).
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Effect of formulation
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Fig. 5: Effect of CD type on the penetration of
DiSe across the skin.

DiSe drug levels in the receptor compartment
were very low or under the it of detection
within the first hours. They peaked at 24h, but
levels were still very low (data not shown). This
is of great importance because it proves that the
formulation enters the D, but it does not reach
substantial levels in the receptor compartment,
which simulates the blood circulation under the
skin. Therefore, the drug does not enter the
blood circulation and this prevents systemic side
effects. Drugs topically applied for the treatment
of CL must be able to target the Leishmania
parasites within the phagolysosome of the
infected macrophages in the deep dermal layer
of the skin (7). Our topical formulations based
on chitosan- B-GP hydrogels led to the delivery
of the diSe drug to the dermis of the skin in the
in vitro assay (see figs. 1 to 5). Therefore, the
diSe drug is a good candidate for topical
treatment of CL.
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Introduccion: El pizotifeno malato es un
principio activo utilizado para la prevencion de
migrafia asi como para aumentar el apetito. Por
su seguridad se utiliza habitualmente en
pacientes de corta edad.

Este estudio forma parte del desarrollo de
nuevas formas de administracion del pizotifeno,
en concreto de parches transdérmicos.
Objetivos: Evaluar la absorcion transdérmica
del pizotifeno incorporado en  parches
transdérmicos, formulados con los promotores
quimicos acido decenoico o 4cido oleico.
Materiales y Métodos: El estudio de absorcién
transdérmica se llevé a cabo con tres parches:
control (sin promotor quimico), con &cido
decenoico y con &cido oleico. La composicion
de los mismos se muestra en la Tabla 1.

Parche Parche Parche

Control Ac. Ac.
Oleico  Decenoico

PVP K90 17.0 17.0 17.0
Plastoid
E35H 10.0 10.0 10.0
Propilenglicol 51.7 51.7 51.7
Etanol 20.0 15.0 15.0
Acido oleico - 5.00 -
Acido ) ) ) 500
decenoico
el 134 134 1.34
malato

Tabla 1: Composicion en % (p/p) de los parches
de pizotifeno utilizados en el estudio.

Los experimentos de absorcién transdérmica se
realizaron en células de Franz utilizando como
modelo de piel oreja de cerdo, a 37 + 1 °C y
durante 56 horas. Las muestras se analizaron
mediante un  método HPLC previamente
validado [1]. Los pardmetros cinéticos se
obtuvieron por medio del ajustado de la segunda
ley de Fick. El farmaco retenido en piel se
determiné al finalizar los experimentos.
Asimismo se realiz6 la caracterizacion fisica de
los parches determinando la elongacién hasta
rotura, la resistencia maxima, la bioadhesion,
humectacion y desecacion [2].

Resultados y Discusion: A partir de los datos
obtenidos del andlisis de las muestras se

representaron las curvas de las cantidades de
farmaco acumuladas en el compartimento frente
al tiempo, representativas del proceso de
absorcion (Figura 1).
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compartimento receptor (ug/cmz2)

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (h)

Figura 1. Cantidades acumuladas de pizotifeno
(ng/cm?) en el compartimento receptor frente al
tiempo (h).

El flujo en el estado estacionario de pizotifeno a
través de la piel con el parche control fue de
0.60 + 0.18 pg/(cm*h). Los parches que
contenian 4cido decenoico y é&cido oleico
proporcionaron unos flujos de 3.41 + 044 y
1.81 + 1.20 pg/(cm?h), respectivamente.

La caracterizacion fisica de los parches puede
observarse en la figura 2.
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Figura 2. Caracterizacion fisica de los parches
de pizotifeno formulados: (a) Elongacion hasta
rotura; (b) Resistencia maxima; (c) Trabajo y
fuerza méxima de adhesién; y (d) Humectacion
y desecacion. “*” y “**” presentan diferencias
estadisticamente significativas entre si mismos
(p<0.05; ANOVA, Dunnet T3).

De los 3 parches formulados, el que contenia
4cido decenoico presentd los mayores valores

Fuerza Maxima de Adhesion (N)
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de elongacion hasta rotura y bioadhesion, y el
valor mas bajo de resistencia maxima. No se
apreciaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la humectacion de los
parches, no obstante los porcentajes de
desecacion si que resultaron diferentes,
obteniendo el parche control el valor de
desecacion mas bajo, seguido por el parche de
4cido decenoico.
Conclusiones: Se desarrollaron 3 parches
transdérmicos de pizotifeno. El parche que
contiene acido decenoico parece Optimo para
administrar el farmaco, tanto por sus
caracteristicas fisicas, como por el efecto
observado sobre la absorcién transdérmica del
farmaco.
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DESARROLLO FISICOQUIMICO DE NANOCOMPUESTOS MAGHEMITA/POLI(D,L-
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Introduccién: Numerosos estudios se centran
actualmente en el uso de coloides para la
formulacion de nanosistemas transportadores de
farmacos (1). Asi, se pretende lograr la
acumulacion masiva y especifica de la dosis de
principio activo en el lugar de accién, junto con
una minimizacion de los problemas de
estabilidad y seguridad asociados a su uso (2).
En este trabajo se describe una técnica
reproducible para la sintesis de nanocompuestos
de maghemita (y-Fe,O3) y poli(D,L-lactida-co-
glicolida) (PLGA) como sistema transportador
de farmacos. La y-Fe,O3; se eligié por su
caracter no toxico y superparamagnético que
confiere al sistema sus propiedades magnéticas,
mientras el PLGA se seleccioné como matriz
biocompatible y biodegradable, con capacidad
para el transporte de principios activos.

Materiales y Meétodos: El procedimiento
seguido en la sintesis de las nanoparticulas de y-
Fe,05 se fundamentd en la sintesis mediante co-
precipitacion  quimica 'y  oxidacion de
nanoparticulas de magnetita (3). La sintesis de
los nanocompuestos se basé en un método de
emulsion con evaporacion de disolvente puesto
a punto por nuestro grupo de investigacion (4).
Las nanoparticulas de PLGA se sintetizaron de
igual forma. Brevemente, se afiadi6 bajo
agitacion mecanica, una solucion de PLGA (250
mg) en acetato de etilo, a una solucién acuosa
de polivinilalcohol (3%, p/v) que contiene los
nlcleos magnéticos (125 mg). Posteriormente,
se redujo la velocidad de agitacion, dejando
evaporar completamente el disolvente.

En cuanto a la caracterizacion fisicoquimica de
los nanocompuestos, su geometria se determind
mediante microfotografias FeSEM y HRTEM y
mediante PCS. Ademéas, Se utilizd la
difractometria de rayos X para determinar la
estructura cristalina de las nanoparticulas y-
Fe,O4/PLGA. Las propiedades eléctricas
superficiales de los nanocompuestos se
analizaron mediante electroforesis en funcion
del pH. Por otro lado, las propiedades
termodinamicas superficiales se estudiaron a
partir de determinaciones de angulo de contacto
con agua, formamida y a-bromonaftaleno, junto
con un adecuado tratamiento termodinamico.
Las  propiedades  magnéticas de las
nanoparticulas y-Fe,O3/PLGA se investigaron
mediante la obtencién y andlisis de su ciclo de
histéresis. ~ Finalmente, se investigd la
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estabilidad térmica de los nanomateriales
mediante DSC y TGA.

Resultados y Discusion: Gracias a la
metodologia de sintesis desarrollada, se
obtuvieron particulas completamente esféricas
con un tamafio medio de 135 + 50 nm, muy
adecuado para la via de administracion
parenteral.

La eficacia del recubrimiento polimérico de los
ndcleos magnéticos se demostré comparando el
potencial zeta ({) de los nanocompuestos con el
de los nanomateriales que los constituyen. En
efecto, la figura 1 muestra valores de ¢
précticamente iguales para los nanocompuestos
y el polimero puro.

[
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Figura 1. Valores de potencial zeta ({; mV) de
las nanoparticulas de y-Fe,O;, PLGA y y-
Fe,03/PLGA en funcion del pH y a fuerza
i6nica constante.

El estudio de las propiedades termodinamicas
de las nanoparticulas confirmé los resultados
obtenidos en la caracterizacion electroforética
con respecto a la eficacia del recubrimiento
polimérico de los nlcleos magnéticos. La figura
2 muestra nuevamente la similitud entre los
nanocompuestos y las nanoparticulas de
polimero puro, asi como las diferencias con los
ndcleos magnéticos. De hecho, en esta figura
puede apreciarse como el caracter hidréfilo de
los nlcleos de o6xido de hierro se pierde al
quedar englobados en la matriz polimérica
hidréfoba.

T L

Figura 4. Caracter hidréfilo/hidréfobo de y-
Fe,0;, PLGA y  nanocompuestos -
Fe,O4/PLGA.

La difractometria de rayos X nos permite
afirmar que la estructura cristalina de los
ncleos magnéticos se mantiene tras su
inclusion en la matriz de PLGA (figura 3). Este
es un aspecto muy importante ya que las
propiedades magnéticas de las nanoparticulas y-
Fe,O4/PLGA dependen fundamentalmente de
esta estructura cristalina.

Imtansidad (a.u.)

L[] » k| & -n. L+ ™ : ..-ﬂ
20 (grados]
Figura 3. Difractograma de rayos X de los
nanocompuestos y-Fe,03/PLGA. Figura
insertada: difractograma de rayos X de y-Fe,Os,

En cuanto a las propiedades magnéticas, la
figura 4 muestra el ciclo de histéresis de los
nanocompuestos. Los valores de susceptibilidad
inicial = 2.51 + 0.11) y magnetizacion de
saturacion (206 = 12 kA/m) demuestran la
elevada capacidad de respuesta a gradientes de
campo  magnético que  exhiben las
nanoparticulas y-Fe,03/PLGA.

M (KA/m)

-100
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-300
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Figura 4. Ciclo de histéresis de las

nanoparticulas y-Fe,Os/PLGA.
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Finalmente, se llevéd a cabo una evaluacion
preliminar de la estabilidad térmica de las
nanoparticulas y-Fe,O4/PLGA (figura 5). Como
puede apreciarse en esta figura, los
nanocompuestos se caracterizan por un perfil
térmico muy estable hasta temperaturas
proximas a 330 °C. De esta manera, podri
postularse la posibilidad de someter las
formulaciones basadas en estas nanoparticulas a
procedimientos de esterilizacion mediante calor.

Figura 1. Termograma DSC (a) y TGA (b) de
los nanocompuestos y-Fe,03z/PLGA.

Conclusiones: Se ha desarrollado  una
metodologia reproducible para la sintesis de
nanocompuestos y-Fe,O4/PLGA. La extensa
caracterizacion  quimica, electrocinética y
termodindmica ha demostrado la eficacia de la
metodologia de formulacién desarrollada. El
estudio de las propiedades magnéticas
demuestra la excelente capacidad de respuesta a
gradientes de campo magnético que presenta
este tipo de nanoparticulas. Por lo tanto, puede
sefialarse que estos nanocompuestos deben ser
Gtiles en el disefio de sistemas transportadores
de farmacos.
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Introduccioén: Los nanotubos de carbono son
nanoparticulas cilindricas compuestas por una o
varias capas de grafeno enrrolladas, formadas
por varios anillos de atomos de carbono
perfectamente estructurados. Su tamafio varia
desde un didmetro de pocos nandmetros hasta
varios milimetros de longitud. Debido a la baja
solubilidad que presentan este tipo de
nanoparticulas en cualquier solvente comdn, es
necesario funcionalizarlas, bien con
polielectrolitos o bien con nanoparticulas. De
este modo se consigue aumentar su solubilidad
y su biocompatibilidad.

Siguiendo los resultados descritos por Yang y
cols. [1], en este trabajo estudiamos la
posibilidad de combinar ambos tipos de
funcionalizacién: con polimeros (PEG) y con
nanoparticulas magnéticas. Estudiaremos la
capacidad que tienen estas nanoparticulas
compuestas de vehiculizar un farmaco como la
doxorubicina, y comprobaremos su eficacia
como vehiculos transportadores de farmacos in
vitro, en cultivos celulares de cancer de colon.
Ademés analizaremos la capacidad de liberar
farmacos recubriendo los compuestos con
receptores especificos sobre expresados por
células tumorales como es el acido félico.

Materiales y Meétodos: La sintesis y
funcionalizacién de particulas se realizaron en
agua Milli Q. Los productos quimicos
necesarios para la sintesis de nanoparticulas
fueron adquiridos a Sigma Aldrich, y los
nanotubos de carbono fueron comprados en
cheaptubes.com.

Sintesis de nanoparticulas magnéticas: Las
nanoparticulas de magnetita fueron obtenidas de
acuerdo con el método de coprecipitacion
descrito por Massart [2]. Brevemente, a
temperatura ambiente se prepara una solucion 1
M de CI3Fe en un volumen de 40 mL y otra
solucién de HCI 2 M de CI2FE 2M. Amabas
soluciones se mezclan bajo agitacién mecanica
en una solucién acousa 0.7 M de amonia. El
resultado es un precipitado de color negro. El
proceso de limpieza consiste en decantar
magnéticamente este precipitado,
redispersandolo en medio acuoso, hasta
conseguir que la conductividad del sobrenadante
sea inferior a 2 uS/cm.

Los nanotubos de carbono fueron dispersados
con la ayuda de un ultrasonidos en una solucién
acuosa a pH 2 de acido nitrico.

La funcionalizaciéon de los nanotubos con las
nanoparticulas  magnéticas fue efectuada
afiadiendo gota a gota, una suspensién acousa
de nanoparticulas magnéticas al 1 % en
volumen, sobre una suspension acousa a pH
natural de nanotubos de carbono, con la ayuda
de un vortex. La mezcla se dejé reposar en
contacto toda la noche. La funcionalizacién con
PEG se realizé suspendiendo los nanotubos de
carbono en una solucién de PEG, a pH natural.

Caracterizacion eléctrica superficial. Las
medidas de la carga eléctrica superficial se
realizaron en un dispositivo Malvern NanoZS.
Las suspensiones fueron preparadas afiadiendo
una gota de la suspension sobre la solucion al
pH determinado y medidas 24 h después de
preparar la suspension.

Cantidad de doxorrubicina y 4cido félico
adsorbida/absorbida por las nanoparticulas. La
concentracion de doxorubicina retenida por las
particulas fue determinada mediante medidas de
absorbancia optica en un espectrofotémetro
Perkin-Elmer ~ Lambda 11  UV-vis
spectrophotometer (Perkin-Elmer, USA).
Las medidas fueron realizadas a la longitud de
onda de maxima absorbancia.

Microscopia confocal. La liberacién de farmaco
antitumoral en las células de colon fueron
evaluadas por microscopia confocal en un
dispositivo  Leica Fluorescence Microscope
(Bensheim, Germany) utilizando un objetivo de
inmersion 63X.

Experimentos in vivo. El estudio de liberacion
de doxorubicina en cultivos in vivo fue
realizado sobre células de cancer de colon DLD-
1, mantenidas en monocapa en medio de cultivo
RPMI, suplementada con un 10 % de serum
bovino, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL
de estreptomicina, incubados a 37 © C bajo
una atmésfera del 5 % de CO,.

Resultadosy Discusion: La eficiencia del
recubrimiento de los nanotubos de carbono con
nanoparticulas magnéticas fue seguida mediante
microscopia de transmision de alta resolucion.
como se puede observar en la Fig. 1.
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Figura 1.Figura de Microscopia de Transmision
de nanotubos de carbono recubierto de
nanoparticulas magnéticas.

La funcionalizacién superficial de los nanotubos
con PEG y con nanoparticulas magnéticas fue
evaluado en términos de la modificacién de su
carga superficial, como se puede ver en la Fig,
2.

Figura  2.Movilidad  electroforética  de
suspensiones de nanotubos de carbono
Transmision de nanotubos de carbono
recubierto de nanoparticulas magnéticas.

La Fig. 3 muestra la adsorcion del farmaco
doxorrubicina, claramente se observa a partir de
las medidas de movilidad electroforética en
funcién de la concentracion de farmaco y esta es
tanto mas positiva cuanto mayor es la
concentracion de farmaco. Por Ultimo, la
incorporacién de uno de los receptores
especificos sobre expresado en lineas celulares
de cancer, como el écido félico ha sido seguida
en términos de medidas de movilidad
electrocinética (ver Fig. 4). Como puede
apreciarse, las particulas funcionalizadas con
PEG y sin PEG muestran punto isoeléctrico, en
las proximidades de pH 4 y pH 55
respectivamente.Finalmente la liberacion de
doxorrubicina por los nanotubos de carbono in
vitro en cultivos celulares de células DLD-1, se
muestran en la Fig. 4. Como puede apreciarse,
la liberacion de farmaco es mayor en presencia
de é&cido folico comparada con la misma
formulacién de nanoparticulas sin funcionalizar
con acido félico.

Figura  3.Movilidad electroforética  de
suspensiones de  nanotubos de carbdn
recubiertos con nanoparticulas magnéticas,
doxorubicina, y acido félico, con y sin PEG.
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Figura 4.Imagen confocal de la liberacion de
doxorrubicina por nanotubos de carbono
recubiertos de PEG y funcionalizados con
nanoparticulas  magnéticas,  doxorubicina,
recubiertos y sin recubrir con acido félico.
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Introduction: The International Association for
the Study of Pain (IASP) defines neuropathic
pain (NP) as that resulting from disease or
damage of the peripheral or central nervous
systems, and from dysfunction of the nervous
system (1). Drug treatments currently available,
normally opioids and anti-inflammatory drugs,
are not effective in many clinical situations.
Cannabinoids have different antinociceptive
mechanism, providing a new line for the
treatment of NP that is unresponsive to actual
treatments. The problem is that these actives
present unfavourable characteristics for their
oral administration: not adequate
physicochemical  properties,  stability or
solubility problems (2). In this work, a
comparative  study of  physicochemical
characteristics and in vitro behaviour of
different poly(D,L-lactide-co-glycolide)
(PLGA) nanoparticles (NPs) containing two
cannabinoids is described.

The selected cannabinoids are 1-
Naphthalenyl[4-(pentyloxy)-1-naphthalenyl]
methanone (CB13), a CB1/CB2 dual agonist
(the  selective activation of peripheral
cannabinoid CB1 receptors has the potential to
become a valuable therapy for chronic pain)
which displays potent antihyperalgesic activity
in animal models, and limited brain penetration
(3); and A%tetrahydrocannabinol (A®-THC or
THC), which is the cannabinoid with major
psychoactive activity (4).

Materials and Methods: 1-Naphthalenyl[4-
(pentyloxy)-1-naphthalenyl] methanone (CB 13)
and A°-tetrahydrocannabinol (Tocris, Great
Britain), poly(DL-lactide-co-glycolide) (PLGA
50:50) Resomer® RG 502 (Mw: 12,000;
inherent viscosity: 0.24 dl/g), Resomer® RG
502H (Mw:12,000; inherent viscosity: 0.19
dl/g), Resomer® RG 504 (Mw:48,000; inherent
viscosity: 0.5 dl/g), Resomer® RG 504H (Mw:
48,000; inherent viscosity: 0.53 dl/g) and PLGA
75:25, Resomer® RG 752S (Mw: 15.000;
inherent viscosity: 0.24 dl/g), were obtained
from Boehringer Ingelheim (Germany), Span®
60, Tween® 80, Pluronic® F-68 (Sigma-
Aldrich, Germany). Acetone PRS, HPLC-grade
acetonitrile and HPLC-grade methanol were
purchased from Panreac (Spain); threalose and
HCI were obtained from VWR (Spain).
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Formulation of the PLGA particles:

The NPs were prepared by the nanoprecipitation
method (NPP) (5) in which a co-solution of
PLGA (1.5% w/v) and Span® 60 (0.5% w/v) in
acetone was added dropwise at a constant rate
into 15 mL Pluronic® F68 aqueous solution (0.5
% wi/v) under magnetic stirring. After acetone
evaporation, the particle suspension was
centrifuged to collect the NPs. Then, the NPs
were re-suspended in a threalose aqueous
solution (5% w/v) used as cryoprotectant and
they were freeze-dried.

For CB13 and THC-PLGA loaded NPs, the
polymer and drug were co-dissolved in acetone.

Characterization methods:

The particle size was calculated by a laser
scattering method (Partica LA-950 V2, Horiba).
The study of the geometry and surface
morphology was performed by scanning
electron microscopy (SEM) (Philips XL-30,
Philips  Electron  Optics). The electrical
characteristics, zeta potential (ZP), of the
particle surface were measured with a Malvern-
Mastersizer 2000. CB13 and THC content was
determined by HPLC (Hitachi LaChrom® (D-
7000) Series) and expressed in terms of
entrapment efficiency (EE %).

In order to show if there are significant
differences between the formulations developed,
ANOVA statistics studies were realised in terms
of size and zeta potential. A value of p< 0.001
was considered to be significant.

For in vitro drug release, NPs samples were
suspended in phosphate buffer (pH=7.4)
containing 0.1%w/v of Tween® 80, maintained
at 37 °C and stirred mechanically. Aliquots were
withdrawn at fixed time intervals and filtered
upon centrifugation at 10000 rpm. The filtered
sample was injected into the HPLC apparatus
for quantifying of drugs (6).

Results and Discussion: The physicochemical
characteristics of PLGA-NPs (CB13-loaded and
THC-loaded) were listed in Table 1.

Related to particle size, it was obtained particles
in the nanoscale range for all formulations
assayed. No statistical differences in size were
obtained (p= 0.0017). This result could be
explained due to the method preparation of the
PLGA-NPs, nanoprecipitation (NPP). In spite of

the differences in the formulations, NPP allows
to obtain NPs with narrow particle size
distribution (7).

Moreover, the NPs surface charge (zeta
potential-ZP) was negative for all samples
assayed. The ANOVA test shows statistical
differences between the formulations developed
(p= 0,0006) because the different PLGA used
(Resomer ®) confer to PLGA-NPs different
surface charges.

Besides, results obtained for drug content show
high values of EE % for all formulations of NPs
developed.

Resomer | Drug Mna % m_Nmmﬁé * whﬂwﬁw_%ma EE (%)
wiw
R502 THC 15 mwww“,wwcw ~33,40+0,30 | 77,7648
R502 THC 33 mmww,ow“cw —28,90+0,40 | 79,1469
R502 CB13 15 mwwmm,%cw -19,48 +0,40 | 83,1356
R502 CB13 33 m”M,MWOH -20,23+0,20 | 81,7009
R502H THC |15 s | 2902040 | s g1z
R502H THC |33 T | 42202100 | 946954
R502H cB13 |15 Ty | 4019020 | 899015
R502H CB13 33 NMD@W&,MDH 38,49+0,10 | 84,9772
R504 THC 15 mw—_,%mwmow —38,50 +0,40 | 70,3875
R504 THC 33 mMW%wbow —34,50+0,20 | 64,0488
R504 CB13 15 m%%mm,wow -42,29+0,30 | 77,7050
R504 CB13 33 bMMND,MDH —41,30 +0,40 | 69,6371
R504H THC 15 m%w,ﬁm,wow -40,58 +0,20 | 63,9855
R504H THC 33 mww,mm,wow -34,80+0,20 | 70,5174
R504H CB13 15 mMWww,MOH -45,28 +0,80 | 56,7229
R504H CB13 33 bm—ﬁnwmw,mow -41,49+0,60 | 53,5276
R752S THC 15 waMMWDH 39,48+ 0,50 | 65,7645
R752S THC 33 mNﬂMmﬂ,on 34,40+ 0,40 | 73,3286
R752S CB13 15 mwwww“,wwow 38,49+ 0,50 | 64,8486
R752S CB13 33 mmu%&b,WoH 35,39+ 0,50 | 62,9563

Table 1. Physicochemical characteristics and
drug loading of CB13 and THC PLGA-NPs.

In Figures 1a and 1b are shown, as examples,
SEM and TEM micrographs, for CB13 and
THC-PLGA NPs, respectively. As it can be
seen, spherical and smooth particles were
obtained in all cases with a similar size.
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Figure 1. Microphotographies of PLGA-NPs
obtained by (a) SEM and (b) TEM
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Finally, the CB13 and THC in vitro release
profiles from PLGA-NPs showed the typical
drug release mechanisms in PLGA-based
delivery systems (Data not shown).

After 2 h of assay, hydrolysis degradation
products of CB13 and THC were not detected
and only a well-defined peak appeared on its
respective  chromatograms, indicating that
developed PLGA NPs allows to retain
cannabinoids in their structures, reaching the
proposed objectives.

Conclusions:

Results obtained allow to conclude that the
proposed method (NPP) has been able to
produce  cannabinoid-PLGA-NPs in a
nanometer range, with appropriate surface
characteristics and adequate EE % values.
Furthermore, the in vitro dissolution studies of
the assayed formulations show adequate and
controlled release profiles of the PLGA-NPs.
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Introduction: CB13, a cannabinoid drug which
produces high antihyperalgesic activity is a
highly lipophilic compound with low water
solubility  (~0.001-0.002 mg/mL). As a
consequence, this compound is incompletely
absorbed when administered orally (1). Particles
comprised of poly(lactic-co-glycolic  acid)
(PLGA) have been widely studied as therapeutic
delivery vehicles to improve bioavailability of
lipophilic compounds and present special
interest in oral delivery. However, PLGA
nanoparticles (PLGA NPs) present some
drawbacks e.g. their limited ability to interact
with the mucosa. Strategies to improve this
interaction and escape clearance mechanisms,
thus improving in vivo biodistribution of PLGA
nanoparticles, have been developed. Most of
them are based on nanoparticle surface
engineering which can be achieved by surface
coating or incorporating  biodegradable
copolymers in the formulation (2). In this work,
chitosan, vitamin E, lecithin and Eudragit have
been evaluated in vitro and in vivo as additives
to improve CB13-loaded PLGA NPs
bioavailability by means of particle surface
modification.

Materials and Methods: The NPs were
prepared by the nanoprecipitation method (NPP)
(3). For CB13-PLGA loaded NPs, the polymer
and drug were co-dissolved in acetone at a 20 %
w/w  concentration. To produce surface
modified PLGA NPs: chitosan, Eudragit RSPO,
Lecithin, and vitamin E were co-dissolved in the
polymer solution except for chitosan which was
added in an additional step (after NP formation).
For this purpose, NPs were incubated in a
chitosan solution overnight (0.25 % w/v
chitosan in acetic acid 1% v/v) and then
collected by centrifugation. Cell viability CB13
loaded-PLGA  nanoparticles and  surface
modified nanoparticles were measured by MTT
assay in Human colon adenocarcinoma cells,
Caco-2 cells (American Type Culture
Collection) as described previously (4). The
cells were incubated with the CB13-loaded NP
suspensions or CB13 at concentrations ranging
from 0.025 to 25 mg/mL for 24 and 48h. Cells
without particles were used as a negative control
and cells incubated with DMSO as a positive
control. Cell viability was calculated as the
percentage of absorbance referred to the control
mean value of absorbance. To quantitatively
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measure in  vitro cellular uptake of
nanoparticles, Caco-2 cells were cultivated in
culture flasks until 80% confluence. Then, the
medium was changed with nile red-loaded NPs
suspension in culture medium (500, 250 and
100 mg/mL). After 2 h of incubation, the
suspension was removed and the flasks were
washed with medium. The cells were removed
with a trypsin solution (1x) and the amount of
fluorescence present in each well was then
measured using a flow cytometer (Cytomics FC
500 MPL). As a qualitative cellular uptake
study, cells were seeded in a chamber (250 uL
of a 4 mg/mL NPs suspension) (lbidi, Germany)
until 80 % of confluence. After that, cells were
incubated with a medium suspension containing
nile red NPs for 2 h. Then, cells were washed
with PBS and then fixed with paraformaldehyde
(PFA) The nuclei were counter stained with
Hoescht 33258 and observed by confocal laser
scanning microscope (CLSM) (Zeiss LSM 410).
To determine the NPs biodistribution,
fluorescently labeled particles were orally
administered to unchallenged twelve weeks
CD/57 male mice (25 - 30 g). Seven groups of
three mice per group were treated with 4 mg of
labeled NPs in 0.2 mL sterile saline by oral
gavage. After 1 and 4 days, organs were
collected and homogenized on ice in PBS and
analyzed for fluorescent particles on a plate
reader (Biotek, Winooski, Vermont) at
excitation and emission wavelengths of 488 nm
and 525 nm, respectively.

Results and discussion: After NPP synthesis
PLGA NPs resulted in 320-420 nm with almost
narrow size distribution. NPs treated with
chitosan and Eudragit showed positive zeta
potential (ZP) values. On the other hand, plain
PLGA NPs and those elaborated with lecithin
and vitamin E resulting in negative ZP. In order
to increase the mucoadhesion properties to
retain drugs at a site of action positively charged
NPs are required. In this sense, CS-PLGA and
Eud-PLGA are a priori the most suitable NPs
for CB13 oral drug delivery.

MTT assays after 24 and 48 h demonstrated that
formulations assayed were non cytotoxic.
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Figure 1. Caco2 cell viability after 48h of
incubation with surface-modified PLGA NPs
containing CB13

Cellular uptake of NPs was studied qualitatively
and quantitatively by CLSM and flow
cytometry (figure 3), respectively. Figure 2
show CLSM microphotographs where it is
possible to observe the internalization of NPs
into Caco2 cell, used as gastrointestinal mucosa
model.

Figure 2. CLSM images of Caco?2 cells after 2h
exposure with plain PLGA NPs (red: nile red
NPs; green: nuclei)

' w' - -

Figure 3. Quantitative analysis by flow
cytometry of uptake rate in Caco-2 cells after 30
and 120 min incubation of CB13 loaded-PLGA
nanoparticles.

NPs biodistribution was evaluated after 1 and 4
days after oral administration into mice. NPs
accumulation into heart, liver, kidney, lung,
spleen and brain were quantified by
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fluorescence measurements. Results obtained
are summarized in figure 3. NPs were
accumulated mainly in spleen and liver
followed by brain, kidney, lungs and heart.
Nevertheless, chitosan-PLGA NPs showed the
lower accumulation in all the analyzed organs.
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Figure 3. Tissue distribution graphically
represented as a measure of percentage of
particles detected of the total particles (n=3)
(error bars indicate SD): (a) 24 hours and (b) 4
day

Successful in vivo drug delivery for oral
administration may require not just a wel
defined nanostructure but also a low
cytotoxicity, cellular uptake efficacy by the
gastrointestinal gut and long circulating
efficacy. In present work, various PLGA NPs
coated with CS, Eudragit RSPO and other
additives were successfully elaborated. CS-
PLGA and Eu-PLGA NPs resulted positively
charged and were effectively uptaken by Caco2
cell. In vivo distribution assays demonstrated a
lower amount of CS-PLGA NPs sequestered in
spleen, liver and kidney. Based in the above
results, these polymeric NPs are presented as
good candidate for oral delivery of CB13.
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Introduccion: Los flavonoides son compuestos
polifendlicos ampliamente distribuidos en el
reino vegetal. En muchos estudios se han
descrito sus propiedades beneficiosas para la
salud, destacando el rol que cumplen en la
prevencion de enfermedades cardiacas y cancer.
Las propiedades farmacolégicas de los
flavonoides estadn relacionadas a su efecto
antioxidante, protegiendo a los organismos
vivos que sufren estrés oxidativo, del dafio que
producen radicales libres y otras especies
reactivas, incluyendo al oxigeno excitado. El
oxigeno molecular singulete AONAHP.B es el
estado de mayor energia del oxigeno molecular,
normalmente presente en sistemas en los cuales
hay un desbalance entre el sistema antioxidante
y la produccién de especies oxidantes. Las
reacciones del ONAHEV son importantes en los
temas bioldgicos, en los cuales puede ejercer
un  papel nocivo (dafilando  valiosas
biomoléculas) y/o un papel benéfico,
principalmente debido a su uso en la terapia
fotodinamica del cancer.

Los flavonoides se han propuesto como
antioxidantes en formulaciones para productos
farmacéuticos y de alimentos funcionales. Sin
embargo, el uso de estos compuestos es limitado
por restricciones de solubilidad en agua e
inestabilidad  bajo ciertas condiciones de
temperatura, luz y pH.

El objetivo de este trabajo fue estudiar y
caracterizar la incorporacion de flavonoides en
sistemas  microheterogéneos  de  interés
farmacéutico  (liposomas,  fantasmas de
eritrocitos y nanoparticulas de silice) y evaluar
sus propiedades antioxidantes frente al oxigeno
molecular singulete.

Materiales y Métodos: Quercetina (QUER),
canferol (CANF) y morina (MOR) fueron
seleccionados como flavonoides de estudio.
Liposomas unilamelares de DPPC, POPC y
mezcla de ambos, obtenidos por extrusion y
sonicacion, fueron preparados en el laboratorio.
Las membranas de eritrocitos (gosth) fueron
obtenidas por hemdlisis de sangre de
voluntarios sanos. Nanoparticulas de silice
fueron sintetizadas por hidrélisis de TEOS y
posterior modificacién superficial con grupos
NH,.

Se evalud la incorporacién de flavonoides en
iposomas y membranas de eritrocitos mediante
la determinacién del coeficiente de reparto y

modulacion de la fluidez de la membrana,
utilizando pruebas fluorescentes (laurdan vy
DPH) que se ubican a distintas profundidades en
la bicapa.

En las nanoparticulas de silice se determin¢ la
eficiencia  de  incorporacion de  estos
antioxidantes,  dependiendo  del  tamafio,
potencial ~ superficial ~por  modificaciones
estructurales y pH del medio de dispersion.

En todos los sistemas propuestos se estimo la
capacidad antioxidante frente a oxigeno
molecular singulete, generado por
fotosensibilizacién, mediante determinacion de
la reactividad quimica bajo condiciones
experimentales de estado estacionario.

Resultados y Discusion: La Tabla 1 muestra
los resultados del reparto de los flavonoides
estudiados en sistemas hidrofilico / lipofilico
(sistema octanol / medio tamponado; liposoma /
fase acuosa externa. Los hidroxilos de estos
compuestos tienen una fraccion ionizada
dependiendo del pKa del grupo sustituyente y
del pH del medio. Los resultados muestran que
en un medio tamponado a pH 7,4, sélo el
hidroxilo ubicado en posicion 3 del anillo C de
morina se encontraria ionizado, y el de
quercetina 'y canferol, se encontrarian
parcialmente desprotonados. Al aumentar el pH
del medio, aumentariamos la ionizacion de este
hidroxilo en C-3 y también del OH ubicado en
la posicion 5 del anillo A. A pH fisioldgico, este
hidroxilo que se encuentra ionizado, favoreceria
su interaccion con la superficie de liposomas
con carga positiva (DODAC). Los liposomas de
POPC / DPPC sintetizados, poseen un potencial
zeta negativo, interaccion membrana -
flavonoide modulada por el efecto de la
densidad electrénica de los grupos hidroxilos
que no se encuentran ionizados a este pH.

log D (distribucién) o log P (particién)
FLAV | Octanol/ | Liposomas | Liposomas
tamp6n | POPC/DPPC | DODAC
pH7.4 (7:3)
QUER 2.8 3.8 45
MOR 1.9 5.0 5.4
CANF 3.5 4.5 5.2

Tabla 1: Valores obtenidos para el coeficiente
de reparto de los flavonoides

GP

Anisotropia

En cuanto al efecto de flavonoides sobre la
modulacién de la fluidez de membranas (Figura
1y Figura 2), se observa que para liposomas
con los antioxidantes incorporados, existe un
decremento de los valores de la polarizacion
generalizada de Laurdan (GP), en comparacion
a los datos obtenidos en liposomas blancos
(Figura 1). Esto se debe al cambio en el acceso
del agua en el microentorno donde esta ubicada
esta prueba fluorescente por presencia del
flavonoide. Asi, los flavonoides y laurdan
compartirian una ubicacién similar en la
membrana. Sin embargo, no se aprecia cambio
en la temperatura critica por presencia de los
tres flavonoides en la bicapa, resultado que es
corroborado con los datos de la anisotropia de
DPH en eritrocitos (Figura 2). La anisotropia es
utilizada para obtener datos sobre la estructura y
dindmica de la porcién hidrocarbonada (zona
hidrofébica) de las membranas, evaluando la
microviscosidad.
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Figura 1: Variaciones de GP de laurdan en
liposomas POPC/DPPC. Efecto de la
incorporacion de flavonoide morina.
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Figura 2: Cambios de la anisotropia (DPH) en
membranas de eritrocitosVValores obtenidos para
el coeficiente de reparto de los flavonoides.

Respecto a la reactividad de estos antioxidantes
con oxigeno excitado (Tabla 2), los valores
obtenidos en  medio  microorganizados
presentan diferencias de magnitudes con los de
medio homogéneo, sin embargo, el orden de
reactividad es similar:
morina>quercetina>canferol.

La inhomogeneidad caracteristica de las
bicapas lipidicas propicia un medio de 6ptimo
para la reaccion de flavonoides con oxigeno
molecular singulete con similitudes a un medio
con menor polaridad que el etanol, otorgado por
la presencia de grupos gliceroles en las
membranas  fosfolipidicas.  Los  valores
obtenidos en membranas de eritrocitos
mantienen la tendencia a los resultados
obtenidos para liposomas. La membrana de los
eritrocitos contiene -al igual que todas las
membranas naturales- una gran cantidad de
proteinas, las cuales otorgan un medio ambiente
distinto.

Constante experimental( kexp) /5™
FLAV | Liposomas | Liposomas | Membrana
POPC POPC/DPPC | Eritrocitos
(7:3)

QUER | 4.3x10* 3.6x107 6.3x 107
(1.6x10°) | (9.5 x10%) | (7.8x10°)

MOR | 5.4x10° 3.6x10° 26x10
(1.6x10% | (1.5x10% | (9.4x10°

CANF | 1.3x107 1.7 x 10 1.6 x10™
(59x10°%) | (8.1x10°% | (1.7x10°

Tabla 2: Constantes experimentales de
reactividad quimica en medios
microheterogéneos.

La incorporacion de los flavonoides en
nanoparticulas de silice se incrementa (90-95%)
cuando se modifica la superficie del vehiculo
con grupo NH, en comparacién con las
nanoparticulas porosas con grupos OH, donde el
porcentaje de antioxidante adsorbido se
encuentra por debajo del 10%. Sin embargo, las
nanoparticulas con grupos NH, tienen
problemas de dispersiéon en medio acuoso, lo
cual puede ser mejorado con la adicién de PEG,
agente que también favorece la cesion de los
compuestos antioxidantes.
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Introduction: Nano-emulsions are a class of
emulsions with a uniform and very small droplet
size ranging between 20 and 200 nm*. Owing to
their small size, some nano-emulsions are
optically transparent or translucent appearing
microemulsions but they are non-equilibrium
systems and therefore require energy input for
their formation. Nevertheless, in spite of being
thermodynamically unstable dispersions, they
may exhibit a long kinetic stability. All of these
characteristic properties make nano-emulsions
idoneous systems for different applications in
chemical, cosmetical and pharmaceutical
fields®®. The choice of composition variables as
well as the suitable preparation method plays a
key role in the formation of nano-emulsions
with a small droplet size and low polydispersity
index. In this context, experimental design is a
useful tool to evaluate the influence of different
composition variables collectively, contrasting
to the conventional method in which one only
variable is studied while the others remain
constant and the combined effect of all variables
is not taken into consideration®. The aim of this
research has been to study the formation of O/W
nano-emulsions in  water (W)/ nonionic
surfactant (S)/ nonionic cosurfactant (coS)/ oil
systems  with  biocompatible  components
suitable for drug delivery and to optimize these
nano-emulsions  through  the study of
composition parameters by a central composite
factorial design.

Materials and methods: The phase diagrams
of water/ Cremophor® EL: Poloxamer 188/
saturated medium chain triglyceride systems
were determined visually at 25°C by stepwise
addition of one component to the mixture of the
other components. After each addition the
samples were stirred, homogenized and kept at
25°C.

Nano-emulsions were prepared at 50°C by the
Phase Inversion Composition (PIC)
emulsification method® through the addition of
water to oil/surfactant /cosurfactant mixtures
under mechanical stirring at 2500 rpm using a
vibromixer.

The mean droplet sizes and polydispersity index
of nano-emulsions were determined at 25°C just
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after preparation by Dynamic Light Scattering
(DLS) using a Zetasizer nano Zs (Malvern
Instruments, UK).

Nano-emulsions formulations were optimized
by a central composite factorial design which
allows generating a specific response surface
through  the statistical analysis of the selected
variables. In this study, we selected the droplet
size and polydispersity index as dependent
variables and three composition parameters (S,
CoS and water concentration) which were
studied at five different levels as independent
variables. Therefore, a matrix with a total of 16
experiments was designed using Statgraphics
Centurion software. Response surfaces were
represented by a second-order polynomial
regression model as shown in the following
equation:
Y=ho+ba(X1)+ba(X2) +D3(X3) +D15(X1X) +b13(X1Xa) +
b23(X2Xs)+b11(X1) +b22(X2) +b3s(Xa)

where y corresponds to the measured response,
X; to the influence of independent variable i and
b;; to the effect derived of interaction between
different independent variables. The
significance of the effects and interactions
between variables were performed through the
analysis of variance (ANOVA).

Results and Discussion: A liquid isotropic
region corresponding to nano-emulsions and
microemulsions was identified in the water/
Cremophor® EL: poloxamer 188/ saturated
medium chain triglyceride systems as shown in
Fig.1.
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Figure 1: Liquid isotropic region (shadowed
areas) determined visually at 25°C in the water/
Cremophor® EL: poloxamer 188/ saturated
medium chain triglyceride systems.

In order to optimize the nano-emulsion
formulations, a central composite factorial
designed was developed. Surfactant
concentration (corresponding to O/S ratio
expressed in %S), cosurfactant concentration
(corresponding to S/CoS ratio and expressed in
% CoS) and water concentration were selected
as the most influencing factors that might affect
the physicochemical properties of nano-
emulsions. Droplet size and polydispersity
index were selected as main nano-emulsion
properties to evaluate. Experimental matrix with
droplet size and polydispersity index values
obtained by DLS for each experiment is plotted
in table 1.

Table 1: Experimental field for a central
composite design matrix: Formulation variables
and measured response (mean droplet size and
polydispersity index) in nano-emulsion systems.

Mean Droplet ~ Polydispersity
size (nm) ey

15 954 %00 2083

16 800 95 2500

To evaluate the statistical significance of the
effects and their interactions derived of the
influence of independent variables in nano-
emulsion properties, ANOVA statistical test
were performed for each factor by Pareto charts
(Fig.2).
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Figure 2: Pareto chart of the standardized
effects on the mean droplet size of O/W nano-
emulsions.

Factorial design showed five statistically
significant effects in the nano-emulsion droplet
size with a p value lower than 0.05. Thereby,
the concentration of surfactant and water
provided a negative effect in the mean droplet

contrasting to the cosurfactant concentration
which showed a positive effect.

To establish the relationship between the factors
and the response, quadratic polynomial equation
was calculated and the three-dimensional
response surface was plotted (Fig 3).
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Figure 3: Response surface of nano-emulsion
droplet diameter as a function of surfactant and
co-surfactant concentration.

As shown in Fig 3, for a constant concentration
of water (90wt%), the formation of O/W nano-
emulsions with a small droplet diameter is
achieved with low concentration of CoS but
high concentration of surfactant. Moreover, a
neal correlation between surfactant and co-
surfactant concentration with the droplet size
was observed.

Therefore, we can conclude that low
concentrations of poloxamer 188 and high
concentrations of surfactant are required to
obtain O/W nano-emulsions with the smallest
droplet size and low polydispersity index.
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Introduccion

El 4&cido hialurénico (HA) es un polimero
natural compuesto de cadenas lineales de f8-1,3-
N-acetilglucosamina y a-1,4 &cido glucurénico
con un peso molecular de hasta 6 millones de
Dalton. EI HA es un importante
componente de la matriz extracelular en el
tejido conectivo te y particularmente abundante
en el humor vitreo y fluidos sinoviales. Debido
a su immunoneutralidad ha sido ampliamente
utilizado como material biocompatible y
biodegradable para la administracion de
farmacos, en procesos de regeneracion de
tejidos, sutura de heridas y como promotor de la
absorcion de farmacos y proteinas (Cho et al,
2003). Sin embargo, los hidrogeles de HA
muestran unas pobres propiedades mecénicas
con una rapida degradacion in vivo debido a su
elevada capacidad de adsorcion de agua y a la
degradacion enzimatica por la hialuronidasa
(Lee et al, 2010). Los hidrogeles de
HA/Pluronic-F127 representan un tipo de
hidrogeles con una transicién  sol-gel
dependiente de la temperatura, con unas
excelentes propiedades de adhesion a los tejidos
y podrian ser wuna alternativa para la
administracion de farmacos (Lee et al, 2010).
Para la sintesis de este tipo de hidrogeles se
requiere HA de bajo peso molecular (~130kDa).
En este punto, los ultrasonidos han sido
aplicados en procesos de degradacion de
polimeros, reacciones de copolimerizacion,
reacciones quimicas de diferente naturaleza,
purificacion de polimeros dado que permite
eliminar las fracciones de elevado peso
molecular y en el fraccionamiento de HA. En
este tipo de estudios, el peso molecular es uno
de los factores determinantes de la eficacia del
proceso que puede ser controlado durante la
degradacion por ultrasonidos. A diferencia de la
degradacion fisica o quimica, la degradacion por
ultrasonidos es un proceso no aleatorio y
reproducible si se mantienen constantes las
condiciones del proceso y ademas, sus efectos
son permanentes (Mahalik et al. 2005, Gronroos
et al. 2008). La velocidad y extension de la
degradacion dependen de la concentracion de
polimero, duracién y potencia del ultrasonido y
de la naturaleza quimica del disolvente y del
polimero. Hay varios modelos que describen la
evolucion del peso molecular durante la
sonicacion, la mayoria de ellos basados en la
cinética de distribucion continua (Madrés y col.
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2003). El objetivo de este trabajo fue obtener
HA de bajo peso molecular a partir de un
proceso de fraccionamiento por ultrasonidos
para utilizarlo posteriormente como producto de
partida en la sintesis de hidrogeles de
HA/Pluronic. En segundo lugar, comprobar si el
proceso de degradacion del HA por ultrasonidos
sigue un proceso no aleatorio aplicando el
modelo de Madras y col. (2003) basado en
cinéticas de distribucion continua.

Materiales y Métodos

Fraccionamiento del &cido hialurénico (HA)
comercial

Se utiliz6 una solucioén al 1% de HA (Fluka) en
tampon fosfato (PBS) sumergida en un bafio de
agua-hielo a una temperatura entre 0-4°C que
fue sonicada zando una sonda de
ultrasonidos ~ (SONIFIER™ 150) a una
frecuencia de 35kHz y una densidad de potencia
de 0,2 W/mL. Se tomaron alicuotas a intervalos
de tiempo regulares durante 3 horas y se
analizaron inmediatamente por duplicado.
Determinacion del peso molecular absoluto
Se utiliz6 un cromatégrafo Waters compuesto
por una bomba (modelo 600E), un inyector
automatico  (Wisp  700), una columna
Ultrahydrogel  lineal ~ (Waters), 'y un
refractometro  diferencial ~ (Modelo ~ 410)
conectado en linea a un detector de dispersion
de luz laser multidngulo (Treos ®, Wyatt
Technology). Ambos  detectores  fueron
calibrados previamente. Se asign6 un valor de
dn/dc de 0,155 mL/g para el &cido hialurénico y
sus derivados. La adquisicién y analisis de los
datos se realiz6 a través del programa ASTRA®
(Wyatt Technology).

Modelo tedrico

Considerando que la rotura de la cadena del
polimero (Px) se produce en el punto medio
dando lugar a dos cadenas hijas de pesos
moleculares similares, el proceso puede ser
descrito como:

P(x) - 2P(x/2 Ec.1

Asumiendo que la constante de degradacion K
(M) viene dada por:

K (M) - k(M — M;;,) Ec.2

Esta expresion indica que la degradaciéon no
progresa cuando se alcanza un peso molecular
limite (Myim) y la velocidad de degradacion k,
es independiente del peso molecular.

Aplicando una cinética de distribucién continua,
considerando los momentos de la distribucié
de los pesos moleculares y asumiendo unas

c

condiciones iniciales adecuadas (para mas
detalles ver Konaganti y Madras 2010),
obtenemos:
PI 1
Ln(Yetim) = In (H,) = kMt Ec.3
M¢ Mpim
Donde M, representa la variacion del peso
molecular (en numero) con el tiempo de
sonicado t, en funciéon de un peso molecular
inicial (M,) y un peso molecular limite que
corresponde a la cadena mas pequefia que se
puede obtener en el proceso de degradacion
Q/\_CBV.
Resultados y Discusion
La Figura 1 muestra el ajuste de la variacion del
peso molecular (en nUmero) con el tiempo,
considerando el modelo de Madras y col (2003).
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Figura 1. Variacion del peso molecular en
niimero con el tiempo de sonicado de acuerdo
con el modelo de Madras y col.

Como puede verse, el peso molecular desciende
rapidamente en una primera fase, antes de 30
minutos, pasando de 6700kDa a menos de
1000kDa y posteriormente progresa lentamente
hasta alcanzar un peso molecular limite.
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igura 2. Variacion de la polidispersidad del
HA con el tiempo de sonicado.

Por el contrario, la polidispersidad (pd) se
aproxima a la unidad (pd media de 1,055) lo que
pone de manifiesto que el fraccionamiento de
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HA por ultrasonidos permite obtener polimeros
monodispersos (Figura 2).

La representacion del Ln (H;) vs tiempo permite
obtener la constante de velocidad del proceso
4,47-10°® (mol-g™-min™), mientras que el peso
molecular limite fue de 257kDa (Figura 3). Este
resultado confirma que la rotura del HA por
ultrasonidos sigue un proceso no aleatorio,
donde la cadena inicial se fragmenta en dos
cadenas hijas y asi sucesivamente, hasta un peso
molecular limite.
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1] i L1} 10 lisd
1]

Figura 3. Representacion del In (H1) frente
al tiempo de sonicado de acuerdo con el
modelo de Madras y col.

Los resultados obtenidos indican que bajo las
condiciones de trabajo del ultrasonido es posible
obtener HA de bajo peso molecular (en peso),
~270kDa, practicamente monodisperso, aunque
lejos del objetivo inicial, ~130kDa. Dado que la
velocidad y extension de la degradacion del HA
depende de varios factores, es necesario
optimizar las condiciones de trabajo por
ultrasonido para obtener HA de peso molecular
inferior a 150kDa.
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Introduction:

Fabry disease is an X-linked recessive disorder
caused by a deficiency of lysosomal hydrolase
a-galactosidase A (GLA). Current enzyme
replacement therapy (ERT), with exogenously
administered recombinant enzyme, has a limited
treatment efficacy because the enzyme may be
opsonized, due to the lack of effective protein
delivery systems that allow the controlled
release of GLA into the lysosomes. In that
respect, we have recently developed functional
trimethyl chitosan (TMC)-based polyelectrolyte
complexes (PECs) through self-assembly and
ionotropic gelation, able to release the enzyme
at acidic pH [1]. These PEC nanoparticles were
stable and active under physiological
conditions, and were efficiently internalized by
human endothelial cells and mostly accumulated
in lysosomal compartments. The superior
physicochemical characteristics of these PECs
together with their excellent cellular uptake
properties indicate their enormous potential as
advanced protein delivery systems for the
treatment of Fabry disease. However, stability
in liquid medium during storage was found to
be a major limitation for these systems. To
overcome this problem, lyophilization should be
an appropriate method for isolating PECs in
solid state.

The aim of this work was therefore to establish
the adequate conditions for freeze-drying (FD)
TMC/GLA PECs. To this end, dynamic light
scattering (DLS) and atomic force microscopy
(AFM) analyses were performed in a routine
way to all samples in order to evaluate the
suitability of the assayed methods.

Experimental:

Polyelectrolyte complexes formation:

Recombinant GLA (obtained by transient gene
expression in the HEK 293F cell line and
purified by affinity chromatography [2]) was
kindly supplied by Dr. J.L. Corchero and Prof.
A. Villaverde from the Institute for
Biotechnology and Biomedicine, Autonomous
University of Barcelona (IBB, UAB).

TMC was synthesized in our lab from
commercially available middle-viscous chitosan
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(Fluka) with a deacetylation degree of 87% (as
determined by 1H NMR), following a two-step
method described in the literature [3].

For PECs preparation, penta-sodium triphosphate
(TPP, Fluka), used to induce ionotropic gelation,
was first dissolved in a GLA solution (100 pg/mL
in 10 mM HEPES buffer pH 7.4) to a concentration
of 23 pg/mL. Afterwards, a solution of TMC at
a concentration of 35 pg/mL (in 10 mM HEPES
buffer pH 7.4) was added in a volume ratio 70:30
for PECs formation, followed by vortex mixing
for 5" and incubation at room temperature for at
least 60 min [1].

Freeze drying of PECs: Here we use a
LyoMega-30 freeze-dryer (Telstar, Terrassa),
equipped with product temperature probes. FD
vials (12 mL) were filled with 6mL sample.

In a previous study [4], different freeze-drying
protocols were tried, defining a constant
condenser temperature of -80°C and a vacuum
limit of 300 umHg. The eutectic point was
found to be -27.4 + 0.8°C, so that freezing at
-35°C seemed a reasonable safety limit.
Conditions of the most suitable protocol are
listed in Table 1.

Freezing Slow, -35°C
Sublimation +20°C, 8 h
Secondary drying +30°C, 10 h
Temperature holds No

Table 1. Freeze-drying conditions.

In this work the convenience of using a
cryoprotector is studied. A 5% (w/v) mannitol
solution was prepared, and added to PEC
suspensions at a 0%, 30%, 50% and 70% (v/v).

PECs characterization:

In order to characterize FD-PECs, 5 mL of
ultrapure water were injected inside the vials for
resuspension. Whenever further dilution was
needed, 10mM HEPES buffer (pH 7.4) was
used to this end, in order to maintain the pH

- Size and £-potential: The average size (D),
polydispersity index (PDI), and ¢ -potential values
for the PEC suspensions were determined by

dynamic light scattering (DLS) with a Zetasizer
Nano ZS (Malvern Instruments) equipped with a
He-Ne laser (A = 633 nm) as the incident beam,
using folded capillary cells.

- Morphology: Imaging of PECs was done
with a Multimode® VIII AFM (Nanoscope® V
controller), operated in the PeakForce QNM®
(Quantitative Nanomechanical Property Mapping)
mode. Nanoscope® and PeakForce QNM® are
trademarks from Bruker. V-shaped Si3N4
cantilevers with a pyramidal SiO2 tip (nominal
spring constant 0.58 N/m, nominal tip radius 5
nm) were used for imaging. Scanning was
performed at 1 Hz frequency with a resolution
of 512x512 pixels. A drop (35 pL) of the
suspension sample was placed on top of freshly
cleaved highly oriented pyrolytic graphite
(HOPG) and left for 30 min. Then, the solution
was removed and replaced with 10 mM HEPES
buffer pH 7.4 for imaging under a controlled
liquid environment.

Results and Discussion:

The results obtained from the DLS analysis of
FD-PECs after redispersion are summarized in
Table 2.

Size ASize Zeta
Sample @ nm) Gweeks)y T4 (mv)
PECs 2381 +187% 0,154 17,6

FD-PECs(0%) 1581 +7,9% 0299 16,0
FD-PECs (30%) 4255 -51,9% 0,458 22,6
FD-PECs (500%) 331,7 -47.2% 0429 23,2
FD-PECs (70%) 2742  -7,3% 0,465 23,0

Table 2. Mean values resulting from DLS analysis of
freeze-dryed samples at different cryoprotector %.
ASize (3 weeks) column shows the diameter increase
after 3 weeks in suspension, storage at 4°C.

A notable diameter increase after freeze-drying
is observed in PECs with cryoprotector. Even if
this effect decreases by increasing mannitol
concentration, no higher percentages were used,
since it would reduce excessively PECs amount
in the final drug presentation. Moreover, a Pdl
around 0,5 was found when using cryoprotector,
despite Zeta potential was >20 mV, which
excludes particle aggregation.

On the other hand, when mannitol solution was
employed, PECs diameter was reduced after 3
weeks storage at 4°C (particularly those with
lower %), whereas PECs and FD-PECs diameter
increased. Moreover, resuspended FD-PECs
without cryoprotector, seem to be more stable in
terms of particle size than freshly prepared
PECs. A comparison of DLS results between
PECs and FD-PECs without cryoprotector is
shown in Figure 1.

162

Size Distribution by Intensity

:
\/ ...... n.mnn
5 wo‘vmnm
10 \

Intensity (Percent)
@
\‘x-__
/’

o N & a
-

10 100 1000
Size (d.nm)

Zeta Fotential Distribution

500000
LT | PECS
FD-PECS
< z00000
<
£ 200000
g
100000
o . ' —t . —_—
-100 o 100 200

Zeta Potenbial (mv)

Figure 1. a) Size and b) ¢-Potential distributions of
PECs and redispersed FD-PECs (0%) resulting from
DLS analysis.

AFM characterization confirmed some of the
assumptions made from DLS results. When no
cryoprotector was used, FD-PECs exhibited
similar morphology to freshly prepared PECs,
as shown in Figure 2, confirming the suitability
of freeze-drying  without  cryoprotectors.
Conversely, when PECs were free-dried using
50% and 70% (v/v) mannitol 5% (w/v) solution,
big particles were observed, rather than
aggregate of smaller particles. No images were
obtained from FD-PECs (30%), probably due to
tip-sample interactions,  which  hindered
continuous scanning.

Figure 2. AFM _ama.mm of a) Freshly prepared PECs,
and b) FD-PECs without cryoprotector. Scan area
was 10x10 um in both cases.
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Introduction: Cell microencapsulation has
been studied over the 3 last decades as a
potential treatment for several diseases such as
type | diabetes, Parkinson, Alzheimer and
genetic disorders among others (1,2).

The number of microcapsules administered with
each dose or the number of cells per capsule are
two often omitted parameters that add
uncertainty to all studies carried out in the field
of cell microencapsulation. Current strategies
for capsule and cell-counting provide
meaningful  intra- and inter-individual
variability, as well as tedious procedures that
result exhausting for researchers.

The possibility to estimate the number of
capsules within a specific volume (p.e. number
of capsules/mL) according to the capsule
diameter, makes much easier, for example,
designing in vitro assay protocols where certain
number of capsules per well are required or
identifying the minimum number of capsules
that results effective in a given treatment.
Moreover, estimating the average number of
encapsulated cells per capsule represents a
valuable and useful tool when it comes to
working with microcapsules. This would enable
us to exert more accurate and standardized
relations between the capsule doses and the
number of cells employed in both plate assays
and the animal practice.

The present study aims to establish a well define
mathematical model to estimate the number of
capsules per milliliter and the number of cells
per capsule according to the particle diameter
and the initial cell load. This is intended to
become a general standard guide in the field of
cell microencapsulation.

Material and Methods: C,Ci;; myoblasts
derived from the skeletal muscle of a C3H
mouse were encapsulated into alginate-poly-L-
lysine-alginate (low-viscosity high guluronic
acid alginate, FMC Biopolymer, Norway)
microcapsules (APA) using an electrostatic
droplet generator following a brief modification
of Lim & Sun’s procedure (3).

Microcapsule counting was performed from
microcapsule pellets of 100 pL in 1.5 mL tubes.
According to particle diameter, capsules were
resuspended in the minimum volume of PBS
required to achieve analyzable aliquots. These
aliquots were subsequently examined using
inverted optical microscopy (Nikon TSM). For

cell-counting, enclosed cells from microcapsule
pellets of 100 pL were firstly de-encapsulated
using 500 pg/mL of alginate lyase (Sigma-
Aldrich) and filtered through a 40 pm mesh
filter. Resulting cell suspensions were counted
by using a neubauer chamber.

All statistical computations were performed
using SPSS 19.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
Observed values were tested for potential
regression.

Results and Discussion: Taking into account
that alginate gel beads are deformable bodies, it
may be assumed that no voids are left within
certain volume of sedimented microcapsules.
Thus, knowing the volume of a single sphere,
the number of capsules per milliliter may be
easily calculated. From this value, if we assume
that a specific volume of pre-gelled solution
results in the same volume of sedimented
microcapsules, it is possible to deduce the
number of cells per capsule by just knowing the
initial cell load in the pre-gelled cell suspension.
Thus, the following table is built with calculated
values for some of the most widely employed
capsule diameter and cell loads:

cells/cap
capsimL 2x10° 5x10° 10x10°
DIAMET cells/mL  cells/mL  cells/mL
ER
1000 1910 1047 2618 5236
700 5568 359 898 1796
450 20959 95 239 477
350 44545 45 112 224
200 238732 8 21 42
100 1909859 1 3 5

Table 1. Estimated number of microcapsules per
milliliter and cells per microcapsule depending
on the microcapsule diameter and initial cell
load.

Since all empirical procedures for cell-counting
entail an intrinsic variability, the error
accumulated through serial procedures may
distort the real number of cells per capsule. In
fact, taking the theoretical values proposed in
Table 1 into account, below are shown the
equations to obtain the maximum and minimum
expectable values (MMEV) of cells per capsule
for a typical cell-counting routine with 3
procedures:

L+x)

@-y)

MMEV =T|+ L+2)

Equation 1. Where, x = variability of the 1%
procedure (%) (p.e. counting of cells to prepare
pre-gelled alginate suspension), y = variability

of the 2" procedure (%) (p.e. measuring of
capsule pellet to be de-encapsulated), z =
variability of the 3 procedure (%) (p.e.
counting of de-encapsulated cells), T
Theoretical value (see the table) and MMEV =
Maximum and minimum expectable values.

Therefore, the estimated number of cells per
capsule represents a reliable central point to set
as reference.

On the other hand, from calculated values of
Table 1, it is possible to draw a well defined
mathematical function to describe the relation
between the number of capsules contained in a
specific volume of sedimented particles and the
capsule diameter. Such relation is shown in Eq.
2:

Capsules/mL =1.91x10%¢

Equation 2. Where, ¢ = capsule diameter.

Following the same principle explained above,
simple  mathematical ~functions may be
attributed to each cell load to estimate the
number of cells per capsule. Correction
coefficient (Z), namely the quotient of the
difference between the volume of the initial pre-
gelled solution and the resulted volume of
particles, must be applied when these two
volumes do not match up with each other. In the
following example, Eq. 3 defines the curve for
the load of 5 x 10° cells/mL:

Cells / Capsule = N@.mom xB‘mswv

Equation 3. Where, ¢ = capsule diameter, and
Z = correction coefficient.

In order to validate our mathematical model, we
counted manually the number of capsules

sedimented in known volumes and compared
against the proposed mathematical function for
several particle diameters. As seen in Figure 1A,
empirical results fitted perfectly the equation
(p<0.001). Figure 1B shows that, when the
number of cells per capsule was manually
counted, observed values were adjusted to the
proposed equation (p<0.001).
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Conclusion: ~ This  work  proposes a
mathematical model to establish well defined
estimations of the number of capsules per
iliter and the number of cells per capsule.
This may be a valuable and useful tool for the
handling of microcapsules in the lab routine.
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Introduction

Nowadays, cholera remains to be a huge
problem, causing 100 000-120 000 deaths per
year (1). Recent outbreaks in Sierra Leone, Haiti
and Democratic Republic of Congo have pointed
out the urge for a massive oral cholera
vaccination campaign. Bearing in mind the
economical situation of the developing countries,
the requirement for a low cost vaccine is
imperative. Hence, the development of a
powdered vaccine such as spray dried
microparticles would be a step forward towards
a cheap vaccine due to its easy transport and
feasibility to administer as a suspension,
especially for elderly population and children.

The goals of this study have been, i) to apply the
spray drying technology for microparticle (MP)
elaboration, i) to characterize the MP
elaborated, iii) to perform in vivo assays in order
to analyse whether the exerted immune
response is comparable to the heat killed Vibrio
cholerae (VC) protection.

Material and Methods

Microparticle _preparation: A spray drying
technique was chosen for the elaboration of
microparticles (MPs). Briefly, spray drying
conditions were set as following, 60 or 80°C as
inlet temperature, pump performance at 5% and
600 L/h of spray flow rate. Cellulose acetate
phthalate A>ncmnomﬁ®v 7.5% (w/V) suspension
was prepared and 1.5% (w/w) of triethyl citrate
was added as polymer plasticizer. When
required, 0.1% of low viscosity alginate was
poured into the formulation. The resulting
suspension was fed into the system in order to
obtain the microparticles. Four different MP were
elaborated, Aquacoat® MP prepared at 60°C as
inlet temperature, Aquacoat. MP at 80°C,
Aquacoat” alginate MP at 60°C, Aquacoat®
alginate MP at 80°C.

The MPs obtained were characterized in terms
of size, surface morphology, encapsulation
efficiency (EE), antigenicity and gastro-
resistance, as previously described (2).

In vivo assays: based on the in vitro results, the
MPs elaborated at 80°C were selected for the
following rat experiments. Two different doses
were assayed in the study, 30 and 60 mg for the
following ~ batches:  Aquacoat”® MP  and
>ncmoomﬁ@ alginate MP or VC.

Sprague Dawley rats were administered per os
with MPs or VC at weeks 0 and 2. At weeks 0, 2,
4, 8, 12, 15, 20 and 22 blood samples were

collected from the femoral vein. Total IgG and
IgM were determined by ELISA for all the
sampling times.

Results and Discussion

A spray drying technique was successfully
applied for the elaboration of MP as previously
reported by our research group (2). The main
properties of MP are summarized in Table 1. All
MPs displayed a particle size around 6 um and
high encapsulation efficiency values (>90%). In
this regard, it is postulated that particle sizes
below 10 pm are the most adequate ones in
order to ensure gut residence and slow release
of the antigen that will finally trigger IgA
secretion (3).

Table 1. Main characteristics of MP elaborated (n=3), where d
means diameter, EE encapsulation efficiency and EY
encapsulation yield.

Formulation d (um) EE (%) EY(%)
Aquacoat” MP, 60°C 6402  89.8+96 56.8:56
Aquacoat” alginate MP, 60°C 65+05 902+53 47.6%57
Aquacoat® MP, 80°C 6102 94960 614:75

Aquacoat” alginate MP, 80°C 63+03  951%43 57.9:62

Antigenicity preservation is believed to be the
most important property in order to study
whether antigen capability remains unchanged
after encapsulation. As shown in Fig. 1, upon
encapsulation, VC kept its antigenicity values
when compared to the standard VC suspension
(100%). Moreover, 60 and 80°C let
temperature groups showed similar values.

e

. ._1.
B Aquacoat® MP, 60°C
Aquacoat® MP, 80°C
11Aquacoat® alginate MP, 60°C

/Aquacoat® alginate MP, 80°C

Antigenicity (%)

Fig.1. Antigenicity value in comparison to VC cellular
suspension.

In order to verify that Aquacoat® led to gastro-
resistant formulation, MPs were mixed for 2 h
with HCI and replaced with neutral medium. As
displayed in Fig.2, all formulations ratified their
gastro-resistance, as MPs did not release more
than the 10% of the VC content in acidic
medium, whereas VC was liberated in neutral

environment, reaching around 30% after 24
hours of the study.
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Time, (h)
__ Aquacoat® MP, 60°C s Aquacoat® alginate MP, 60°C

Aquacoat® WP, B0°C e Aactat lginate MP, BI°C

Fig. 2. Gastro resistance assay for >ncmoom~® MPs with and
without alginate, prepared either at 60°C or 80°C.

The in vivo assay demonstrated that >g:moomﬁ®
MPs were capable of evoking a suitable immune
response that would protect against cholera
infection as shown in the total IgG secretion
represented in Fig. 3. Antibody production
increased after the administration of the first
dose of the vaccine. At weeks 4 and 8, the rats
receiving 60 mg of Aquacoat® MPs and
Aquacoat® alginate MPs displayed lower
antibody levels than the groups receiving the
equivalent dose of VC. Nevertheless, this
difference was not detected for serum samples
at the ﬁo__oé_q% weeks. At the 12" week, 30 mg
of Aquacoat” alginate MP exerted higher
antibody titres than 60 mg of Aquacoat® MPs or
>g:moom~@ alginate MPs.

T
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j

Fig.3. Serum total Anti-VC IgG levels expressed as log;, of the
last reciprocal dilution above pre-immune OD492 plus 2 S.D. *
and § represents statistically significant differences between
groups (p<0.05).

At the 15" week, this difference was o:_w
detectable for rats receiving 60 mg of Aquacoat
MPs. At the end of the study, no difference could
be achieved for any group. Thus, as far as IgG is
concerned, spray dried cholera vaccine
developed the same antibody response as VC
suspension. Similar results were reported by
Borde and co-workers (4); as they administered
freeze dried VC, the exerted immune response
was very similar to the commercially available
heat killed VC along with toxin B subunit.

Regarding IgM production, at the 4" week
groups receiving 60 and 30 mg of >gcmoom~®
MPs evoked lower IgM production than 30 mg
Aquacoat” alginate MPs and the lowest VC
dose. As the assay went on, this difference was
no longer observable. At the end of the
experiment, 60 mg of >Qcm8mﬁ@ alginate MPs
showed lower protection values than the lower

dose of VC. It could be concluded that,
especially 30 mg of >ncmoomﬁ@ alginate MPs
were able to mimic the IgM production of VC.
Yeh et al. described in an earlier work that VC
PLGA microparticles were able to induce IgM
and IgG response against VC. However, they
achieved higher immunoglobulin levels than VC
when adding amphotericin B to the formulation.
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B 60mg Aguacoatalginate P
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Fig.4. Serum Anti-VC IgM levels. * and § points out the
statistically significant differences detected in the study
(p<0.05).

Conclusions

Spray drying was found to be an appropriate
technique for MP elaboration in terms of size,
high encapsulation efficiency, VC loading,
antigenicity ~and  gastro-resistance.  The
subsequent in vivo study demonstrated that MP
with or without alginate were able to induce a
suitable immune response, comparable to that of
VC alone. Besides that, groups administered
with 30 mg of Aquacoat® alginate MPs were
especially capable of exerting the same immune
response as the heat killed VC. Altogether, it
might be concluded that spray drying of VC
along with >ncmnomﬁ@ and alginate leads to an
easy to handle and transport powder product
that is able to mimic VC immune response.
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HIDROGELES pHEMA/CICLODEXTRINAS PARA LA LIBERACION CONTROLADA DE ACETONIDO DE TRIAMCINOLONA
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Introduccion

Las lentes blandas de contacto de poli-(hidroxietil-metacrilato) han
demostrado un interesante potencial como sistemas de liberacion
ocular controlada de medicamentos para tratar afecciones
oftalmicas de la zona anterior. Para ello, es necesario incorporar el
farmaco en la dosis adecuada y que éste se libere a una velocidad
adaptada para obtener dosis terapéuticas durante tiempos més o
menos prolongados (1).

El acetonido de triamcinolona (TA) es un glucocorticoide sintético
con elevada potencia antiinflamatoria y efecto prolongado que se
emplea habitualmente en el tratamiento de patologias oculares.
Pero debido a su reducida hidrosolubilidad, plantea problemas para
ser formulado a dosis elevadas en formulaciones acuosas (2).

Una aproximacion interesante para mejorar las prestaciones de las
lentes de pHEMA como sistemas de liberacion es la incorporacion
de ciclodextrinas (CD) en la estructura de los hidrogeles durante la
fase de polimerizacion, bien en mezcla fisica o unida quimicamente
a los monémeros formadores del hidrogel. La formacion de
complejos de inclusion CD-farmaco en el interior del hidrogel debe
favorecer la afinidad del farmaco y la estructura del hidrogel lo que
redundarfa en mejorar las propiedades de carga y/o liberacion (1).
La elaboracion de los hidrogeles con ciclodextrina unida
covalentemente se basa en el empleo de B-CD modificadas
quimicamente que se unen covalentemente a los monémeros de 2-
hidroxietil-metacrilato (HEMA) en relacion estequimétrica 1:1.

El objetivo de este estudio ha sido optimizar la carga y la liberacion
de TA de los hidrogeles mediante la variacion de su composicion en
cuanto a la cantidad de agua incorporada, la ausencia o presencia
de CDs y el empleo de CDs unidas quimicamente a la red del
hidrogel.

Materiales y métodos
Materiales

2-polihidroxietilmetacrilato  (PHEMA), ~&cido metacrilico ~ (AM)
(Merck); Etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) (Aldrich), Irgacure®2959
(BASF), Acetdnido de triamcinolona (Fagron) y Kleptose HPRCD
(Roquette).

Hemos utilizado dos monémeros de HEMA a los que se unen
covalentemente las CDs, para lo que hemos empleado dos tipos de
espaciadores, uno de ello un croméforo (HEMA-CD(2)) que actla
como marcador (Fig 2). La sintesis de HEMA-CDs se realiz6
usando derivados monosubstituidos de &cido, ester y amida y
halometil CDs e hidroxil derivados de HEMA en condiciones
basicas, (N(CHs)s) 0 Cs2COs, en DMF a temperature ambiente. La
formacion de los derivados de CDs-HEMA se caracterizé mediante
RMN y masas.

HEMA-CD(1)

HEMA-CD(2) bt

Figl. Estructuras de las CDs modificadas quimicamente, R1
representa la CD y R2 el HEMA.

Elaboracion de los hidrogeles mediante fotopolimerizacion

El agente reticulante EGDMA (80 mM, 1%), el monémero funcional
AM (200 mM, 2.5%) v las disoluciones acuosas (en funcion de la
cantidad de agua) de las diferentes CDs estudiadas fueron

167

disueltos en HEMA (6 ml; 96.5%) bajo agitacion magnética
constante durante 45 min (Tabla 1 y 2). Posteriormente se
corpord el iniciador Irgacure®2959 (10 mM) durante 15 min mas.
La solucién de monémeros resultante fue inyectada en un molde
constituido por dos placas de vidrio (10x10 cm) impregnadas
internamente con diclorodimetilxilano y separados por un marco de
ona de 1 mm de ancho. Los moldes se irradiaron con una
lampara UV durante 30 minutos. Tras la polimerizacion, los
hidrogeles fueron lavados hasta eliminacion de los monémeros no
reaccionantes.

La superficie de las lentes se caracterizo mediante un
PERFILOMETRO OPTICO 3D Z-20 (Zeta instruments).

0% H20 20% Hz0 40% Hz0

HEMA (g) 6,218 4,974 2,218
EGDMA (g) 0,095 0,076 0,038
AM (g) 0,103 0,082 0,0412
Agua (ml) - 12 24

Irgacure (g) 0,011 0,011 0,011

Tabla 1. Composicion de los hidrogeles sintetizados en funcién de
la cantidad de agua incorporada, con el fin de modificar la
microestructura de las lentes.

0%H0  20%H20  40%H20 40%H20

506CD  5%CD  +5% HEMA-CD
cD

HEMA(g) | 6218 4968 373  1,865(5%
HEMA-CD /
95% HEMA)

EGDMA() 0095 0076 0057 0,0285

AM (g) 0103 00824  0,0618 0,0309

AGUA(m) - 12 24 12

cD(g) 03 0,24 018

Irgacure (g) 0,011 0,011 0,011 0,0055
Tabla 2. Composicién de los hidrogeles sintetizados conteniendo
CDs y HEMA-CD..

Estudios de carga de TA en los hidrogeles

Los estudios de carga de TA en los diferentes hidrogeles
sintetizados se llevé a cabo por inmersion de los mismos en una
disolucién suturada del farmaco (10 ml) en Nacl al 0,9% durante
cuatro dias. El contenido en TA se determiné por
espectrofotometria UV a A = 242 nm tras ser filtradas por filtros de
membrana (0,45 pm Sartorius®, Alemania). Cada ensayo ha sido
realizado por triplicado.

Estudios de liberacién de TA de los hidrogeles

Los hidrogeles cargados fueron sumergidos en un vial conteniendo
5 ml de fluido lacrimal simulado (FLS; 6.7 g/l NaCl, 2.18 g/l
NaHCOs, 1.38 g/l KCI, 0.084 g/l CaCl>-2Hz0, pH 8) bajo agitacion
orbital a 100 rpm y 37°C. A intervalos de tiempo predeterminados,
se tomaron muestras de 1 ml del medio de liberacion y este
volumen extraido era reemplazado con la misma cantidad de FLS.

mg TA liberados

Resultados y discusion

En la imagen obtenida en los estudios de perfilometria (figura 3) se
observa que la incorporacion de agua en el proceso de sintesis de
las lentes de pHEMA dan lugar a la formacién de poros
superficiales que se adentran profundamente en el hidrogel. Dichos
poros presentan un diametro medio de 1.74+0.69 y 4.29+9.36 para
AM200 40% agua y AM200 20% de agua, ocupando un 3.5% de la
superficie del hidrogel (figura 4). La formacién de poros es debido a
que durante la etapa de polimerizacién aumenta la hidrofobicidad
del polimero por lo que el agua deja de ser miscible forméndose
gotas que dan lugar a la formacién de pequefios poros en el
hidrogel que alcanzan a la superficie.

AM200 0% H20 5%CD

AM200 20% Hz0

AM200 40% Hz0
Figura 3. Iméagenes topograficas de la superficie de los hidrogeles

ma200_p20 ma200_pao

size distrbution (%)
size distribution (%)

S v an s o Aeoe.g PANIEAPAS APIR PRI

Feret diameter (um) Feret diameter (um)

Figura 4. Distribucion de tamafio de poro superficial estimado
mediante anlisis de imagen.
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Fig 2. Velocidad de liberacion de TA a partir de los hidrogels
elabarados con y sin CD..

Los hidrogeles que contienen mayor proporcion de agua son los
que mas cantidad de TA incorporan (datos no mostrados) y liberan
probablemente debido a que la formacién de poros facilita la
difusion del farmaco tanto durante el proceso de carga como en la
beracion. Por otra parte no se observé una influencia significativa
de la presencia de CD en la incorporacion de TA en el hidrogel
aunque si que da lugar a perfiles de cesion mas lentos y
controlados, lo que sugiere que aungue no incremente la afinidad
por el polimero la posible formacién de complejos CD-TA de gran
tamafio molecular, dificulta la difusion del farmaco a través del
hidrogel.

0.08:

® 40%H20 5% CD
O 40%H20 HEMA-CD(1)
0.06 4+ 40% H20 HEMA-CD(2)
3
]
g
53
2 oos
<
=
=
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Fig 4. Liiberacion de TA a partir de los hidrogeles fabricados con un
40% de agua, sintetizados empleando CD en mezcla fisica o unida
mediante enlaces covalentes.

El andlisis estadistico de los resultados ha demostrado que no hay
diferencias significativas, en cuanto a la carga de TA, entre
hidrogeles contenido un 5% HPBCD o HEMA-CD-1. En cambio, sf
se han encontrado diferencias entre éstos y HEMA-CD-2, que
carga menos cantidad de farmaco que los anteriores. Esto podria
deberse a la presencia del grupo croméforo empleado como
espaciador ya que debido al alto tamafio molecular de la TA podria

ificultar el intercambio del farmaco entre el medio y la cavidad de
la ciclodextrina. En cuanto a la liberacion (fig. 4) apenas existen
diferencias entre los tres hidrogeles con idénticos perfiles hasta las
10 horas. A partir de este periodo los elaborados con HEMA-CD-1
beran cantidades ligeramente superiores.

Conclusiones

A partir de los resultados mostrados podemos concluir que la
incorporacién de agua permite modular la microestructura de los
hidrogeles y de esa manera modificar los procesos de carga y
difusion de la TA.

La incorporacion de CDs en mezcla fisica o unida al HEMA no
modificasignificativamente el proceso de carga, salvo la que
incluye el grupo croméforo si bien permiten ejercer un mayor contol
sobre la liberacion del farmaco

Referencias

[1] Rosa dos Santos JF, Couceiro R, Concheiro A, Torres-
Labandeira JJ, ALVAREZ Lorenzo C. Poly(hydroxyethyl
methacrylate-co-methacrylated-B-cyclodextrin) hydrogels:
Synthesis, cytocompatibility, machanical properties and drug
loading/release properties. Acta Biomaterialia. 2008; (4): 745-755.

[2] Jermak CM, Dellacroce JT, Heffez J, Peyman GA.
Triamcinolone acetonide in Ocular Therapeutics. Survey of
Ophthalmology. 2007; 52 (5): 503-522.
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INTRODUCTION

Non-healing diabetic foot ulcer (DFU), a
chronic ulceration commonly suffered by
diabetic patients, has become a problem to
health care systems. The ulcers are
characterized by an atypical extracellular matrix
(ECM) synthesis and remodelation, re-
epithelization disturbance and a recurrent
inflammatory response (1). The Epidermal
Growth Factor (EGF) is essential for a correct
dermal and epithelial regeneration (2).
However, the short half-life of rhEGF in vivo
requires multiple administrations and this
restricts  its  clinical ~ application.  The
encapsulation of rhEGF into polymeric
microspheres  (MS) represents a promising
strategy to overcome this limitation (3).

In the current work, rhEGF Poly-Lactic-co-
Glycolic-Acid (PLGA) MS were optimized and
evaluated for the treatment of a full-thickness
wound model in diabetized Wistar rats.

MATERIALS AND METHODS
Microspheres preparation

EGF-MS were prepared using a w/o/w double
emulsion/solvent evaporation method. Briefly, a
dichloromethane:acetone (3:1) solution
containing 5% (w/v) of PLGA (Resomer
RG503) was emulsified by sonication for 15 s at
50 W with an 1% (w/v) rhEGF aqueous solution
(HSA),
polyetilenglycol 400 and sodium alginate (v/v).
The resulting emulsion (w/o) was poured into
15 mL of 5% polyvinyl alcohol (PVA) and 5%
NaCl aqueous solution and emulsified by a
paddle stirrer during 60 s to perform the double
emulsion (w/o/w). Finally, 800 ml of an
aqueous solution of 5% NaCl and 0.6 mM of
Calcium chloride was added and stirred for 30
min. The MS were then collected by filtration
and lyophilized.

Lastly, the rhEGF-MS were sterilized by v-
irradiation (rhEGF-MS-y) and the influence of
the sterilization process was studied.

Microspheres characterization
After MS preparation the following parameters
were measured: size distribution, surface

morphology, zeta potential, encapsulation
efficiency (EE) and in vitro rhEGF release
estimated by ELISA. The in vitro biological
activity and wound healing assay were
performed using BALB/C 3T3 fibroblasts.

In vivo wound healing study

Wistar rats were diabetized by a single i.p.
administration of 0.5% streptozocin. One week
after, 2 full-thickness excisional wounds were
made in the dorsum of each rat. Animals were
sacrificed on days 7, 11 and 17 after wounding.
Lastly, wound closure (%), re-epithelization
grade and restoration of the inflammatory
process were analyzed. The experimental
groups were set as, (i) blank control, (ii) vehicle
control, (iii) blank MS control, (iv) 75 pg of
non-encapsulated rhEGF twice a week and (v)
75 pg rhEGF-MS. All the treatments were
applied in the wound by injection.

—~

RESULTS AND DISCUSSION

Microspheres characterization

Table 1 show that rhEGF-MS, before and after
ation, presented similar size and zeta
potential values. Nevertheless, the EE decreased
after the sterilization process. Some authors
attribute this decrease to a degradation of the
drug during the sterilization process (4).

Tablel: Characteristics of the MS.

Formulation  Size (um) Z (mV) EE (%)
ThEGF-MS 12.18 2550 68.82
ThEGF-MS—y 14.94 -28.50 60.01

SEM photographs showed regular and smooth
surfaces in both cases (Figurel).
oM .L,\/\J

Figure 1: SEM photographs of MS x1000 enlargement. (A)
rhEGF-MS. (B) rhEGF-MS-y formulation.

No difference was found between both
accumulative released profiles (Figure 2).

EGF aceoraslzive Release (06)

o 10 20 20 40 50
Time (Davs)

Figure 2: rhEGF released from MS.

In vitro Cell culture assays

Bioactivity of released EGF
As shown in Figure 3 the biological activity of
EGF was not significantly affected during the
microencapsulation  or  the  sterilization
processes.

S e Y]

Figure 3: EDsy of the rhEGF released from MS.

Wound healing assay
In the presence of rhEGF, Balb/c 3T3
fibroblasts closed the wound faster than control
group. No differences were detected between
rhEGF released from MS and non-encapsulated
rhEGF (Figure 4).

i
Figure 4: Wound healing assay. (A) fresh serum free
medium, (B) rhEGF released from the MS (C) non-
encapsulated rhEGF.

In vivo studies

Wound closure
Figure 5 shows that 7 and 11 days after
wounding, rhEGF-MS group showed a
statistically significant decrease of the wound
area in comparison with the other experimental
groups. By days 14 and 17 all the groups closed.

Figure 5: Wound closure during the experiment. (A) Blank
control, (B) Vehicle control, (C) Blank MS control, (D)
Non-encapsulated EGF group and (E) EGF MS group.

Re-epithelization grade
For rhEGF-MS and Blank control group there
was a complete re-epithelization on the 11" day.
For the other groups the re-epithelization was
not complete until the end of the study.

Resolution of the inflammatory

process
EGF-MS treated groups left the acute-
inflammatory phase on the 7" day. By the 11"
day after wounding EGF-MS and Blank control
showed a complete recovery and healing. At the
end of the study, all the experimental groups
showed a complete recovery (Figure 6).

e

Figure 6: Inflammatory recovery oﬂ.ﬁ.:m experimental groups
on days 7, 11 and 17 after wounding.

CONCLUSION

In this study EGF containing microspheres have
been optimized. Neither the microencapsulation
nor the y-sterilization processes affected
significantly the activity of the rhEGF. The in
vivo results demonstrate the potential use of
rhEGF-loaded microspheres to promote a faster
wound healing on the excision region of rats
than control groups.
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ACCION CODISOLVENTE DEL METAMIZOL MAGNESICO EN MEZCLAS ACUOSAS Y NO
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Introduccién: En la solubilizacion de los
principios activos son diversos los factores que
influyen, durante la primera fase de este
proceso, el sélido sufre una desestructuracion de
su red cristalina, y en la segunda, las moléculas
del soluto se separan superando sus fuerzas
cohesivas, en el disolvente se crean cavidades
para acomodar al soluto. En esta etapa se
absorbe calor, por lo que su contribucién a la
solubilidad es desfavorable, por otro lado, las
moléculas de soluto se introducen en las
cavidades creadas en el disolvente. Se produce
la solvatacion, es decir, la interaccion entre el
soluto y el disolvente mediante fuerzas de van
der Waals y/o enlaces de hidrégeno. Esta
segunda etapa contribuye favorablemente a la
solubilidad porque el proceso es exotérmico
(1). La solubilidad se relaciona directamente
con las magnitudes termodindmicas del modo
(ec. 1):

AG® = AH® - TAS®=-RT InX, (ec. 1)

AG, es la energia libre, AH, la entalpia, AS, la
entropia, X, la fraccion molar del soluto, que
representa la solubilidad.

Esas magnitudes termodinamicas sirven para
interpretar el mecanismo de accién codisolvente
y para comprobar si existen relaciones de
compensacion entalpia-entropia (AH-AG).

Materiales y Métodos: En este trabajo se ha
utilizado el  metamizol Mg  (Fagron),
antiinflamatorio no esteroideo (pirazolonas), y
dos mezclas binarias que contienen un
codisovente comln. Acetato de etilo, etanol
(grado espectrofotométrico. Panreac, Monplet &
Esteban, Espafia), y agua destilada.

Métodos: Las disoluciones saturadas se
preparan a 15°-35°C y se sitlan en bafios
provistos de agitacion (Heto SH 02/100, AT
110) hasta alcanzar el equilibrio de solubilidad.
La fase sélida se separa por filtracion (0,2 um).
La concentracion disuelta se mide en un
espectrofotdmetro (Shimadzu UV-2001PC) a la
longitud de onda de maxima absorcion
seleccionada. Se determina la entalpia (AH") y
temperatura de fusién (TF) por calorimetria
iferencial de barrido (Mettler TA 4000).

Para realizar el ana de compensacion
entalpia-entropia, se determinan las magnitudes
termodinamicas de disolucion utilizando el

método de Krug et al. (2,3). Se representa InX,
frente a (1/T-1/Tyy), donde T es la temperatura
experimental y T, la media arménica del
intervalo de temperatura empleado. Las gréficas
obtenidas son lineales, a partir de la pendiente y
ordenada en el origen se obtienen la entalpia
(AH%) y la energia libre de disolucion (AGS):
AHS® = -R pendiente (ec.2)

AG® = -R Ty, pendiente (ec. 3)

Los valores de las entalpias y entropias de
mezcla se calculan con las ecs. 4 y 5,
(TF=152,59°C, AH = 260,83 J/g):

AHM = AHS - AHF (ec.4)

ASM = AS® - ASF (ec.5)

El porcentaje de contribucion entélpico-
entropico (G y Crs respectivamente) para cada
fase del proceso de solubilidad se calcula (4):

Cn = (|AH|/|AH[+[TAS]) 100 (ec.6)

Crs = (TAS|/|AH[+{TAS]|) 100 (ec.7)

Resultados y Discusion: Las magnitudes
termodindmicas de disolucién y mezcla se
muestran en esta tabla.

Tabla 1. Funciones termodindmicas del proceso
aparente de disolucion y mezcla (KJ/mol)

%Et | AGS AHS ASS AHY %8 %rs

0 49,34 | 4236 | -264 | -234 | 8367 | 1633

30 3265 | 2580 | -243 | -39,9 | 7733 | 22,67

60 3134 | 2375 | -254 | -422 | 7576 | 2424

80 30,08 | 2136 | -278 | -444 | 7244 | 2756

90 2487 | 1563 [ -309 | -50.1 | 6243 | 37,57

100 52,11 | 40,72 | -384 | -251 778 22,2

90 52,64 | 4038 | -412 | -254 | 7644 | 2356

80 52,35 | 3957 | -429 | -262 | 7533 | 24,67

70 4087 | 2750 | -447 | -38,2 67,1 329

50 4207 | 2712 | -49,9 | -387 | 64,34 | 3566

30 2847 | 1352 | -49,9 | -522 474 52,6

0 28,35 | 1384 | -487 -52 48,78 | 51,22
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Figura 1. Solubilidad metamizol Mg,
en funcion de la polaridad y dela T proport

El cambio entalpico (ec. 6) involucra los
requerimientos energéticos del proceso global
de disolucién. La entropia aumenta por la
ubicacion del soluto en el seno del disolvente,
también  debe  considerarse la  posible
organizacion por asociacion de las moléculas
del disolvente alrededor de las particulas del
soluto, lo cual disminuye la entalpia.

Para el proceso de mezcla, los valores de
entalpia y de entropia son negativos, la entalpia
soluto-disolvente es exotérmica, ésta magnitud
es superior a la de formacion de cavidades. La
estructuracion de las moléculas alrededor de los
grupos no polares del soluto (hidratacion
hidrofébica) contribuye a disminuir el calor neto
de mezcla (AHF) en solucién acuosa hasta
valores negativos (Tabla I).

La Figura 1 muestra el perfil de solubilidad se
observa un Ginico maximo de solubilidad situado
en el segmento mas polar de la mezcla de
solventes. Dicho maximo alcanza su mayor
valor en el porcentaje 40% etanol-agua, aunque
se trata de un maximo muy amplio. La Figura 2
representa la variacion de la entalpia de
disolucién con la proporcion de etanol. El
descenso de la entalpia en etanol-agua, se
relaciona con el incremento de solubilidad
observado (Tabla I).
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Las fuerzas que dirigen el proceso de
solubilidad durante la fase de disolucién son de
naturaleza predominantemente entélpica (Tabla
1, Figura 2).

La Figura 3 representa la compensacion
entalpia-entropia. En las dos mezclas se obtiene
una relacién lineal. Esta relacion indica que
existe un Unico mecanismo responsable de la
variacion de solubilidad, la entalpia, cuando se
afiade el codisolvente.

El mecanismo de disolucion depende de la
naturaleza de la mezcla disolvente, y de la
proporcién de codisolvente en la mezcla. Los
resultados apoyan la hipotesis de que la
compensacion entalpia-entropia es caracteristica
de la solubilidad de farmacos en mezclas

disolventes, tanto acuosos como no acuosos. Los
resultados  también  permiten identificar
mecanismos comunes que explican la accién
codisolvente. En anteriores trabajos en las
mezclas acuosas se observaron dos mecanismos,
entalpia y entropia, cada uno de ellos dominante a
una cierta proporcién de codisolvente que
depende de la hidrofobicidad del farmaco (5-7).
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Figura 3. Compensacion entalpia-entropia
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BIOAVAILABILITY OF QUERCETIN ENCAPSULATED IN POLYMERIC
NANOPARTICLES.
R. Pefialva, |. Esparza, E. Rincén, M. Agleros, JM Irache
Department of Pharmacy and Pharmaceutical Technology; University of Navarra,

31008 Pamplona (Sp

Introduction: Quercetin, 3,3°,4’5°-7-
pentahydroxy flavone, is one of the most
abundant flavonoids in plants. It has been
demonstrated a wide variety of pharmacological
effects, such as dilating coronary arteries,
decreasing blood lipids, anti-platelet
aggregation, anti-oxidation, anti-anaemia and
anti-inflammative activity [1]. In spite of the
potentially beneficial effects of quercetin, it
shows a very low absorption in the
gastrointestinal tract, and thus, its oral
bioavailability is lower than 10% [2]. Quercetin
has affinity for drug transporters, including P-
glycoprotein, multidrug resistance-associated
protein2 (MRP2) and cytochrome P450
(CYP3A); all of them highly expressed in the
gut epithelium [1], [3]. In addition, quercetin is
easily degraded in the presence of factors such
as light and oxygen. [1], [3].

In order to overcome these problems, the aim of
this work was to study the encapsulation of this
flavone in nanoparticles in order to improve its
stability and increase its oral bioavailability.

Material and Methods: Two different types of
quercetin-loaded polymeric nanoparticles (NP-
A and NP-B) were prepared following a
patented procedure (PCT/ES2011/070118).

For the characterization, the size, zeta potential,
morphology and shape of the resulting
nanoparticles were evaluated. The size and
surface charge of nanoparticles were determined
by Laser Doppler Electrophoresis using a
ZetaPlus, (zeta potential and size analyzer
Brookhaven Instruments Corporation). The
morphology of nanoparticles was observed by
scanning electron microscopy (Zeiss DSM
940A, Germany). The amount of quercetin
encapsulated in nanoparticles was quantified by
HPLC [4].

In vitro release studies

“In vitro” release studies were carried out under
sink conditions after dispersant of nanoparticles
in simulated gastric (SGF) and intestinal fluids
(SIF) containing 1% (p/v) Tween 80 as
surfactant. At different times, samples were
taken and centrifuged in a Mikro 220R
centrifuge for 15 min at 10000 rpm.
Supernatants were recovered and analyzed by
HPLC [4].
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Pharmacokinetic studies in rats

The oral bioavailability of quercetin was
determined in male Wistar rats. The animals
were fasted overnight before experiment with
free access to water. The study was conducted
after administration of a single dose of 25
mg/kg quercetin to rats in the following
formulations: (i) Solution, (quercetin-PEG
400:water (40:60 by vol)), (ii) Suspension
(quercetin-water  suspension),  (iii)  NP-A
(quercetin loaded nanoparticles in pol A) and
(vi) NP-B. (quercetin loaded nanoparticles in
pol B) In addition, the flavonoid was also
administered i.v. at the same dose. At different
times, 250 pL of blood samples were extracted.
The amount of quercetin in plasma was
determined by HPLC.

The pharmacokinetic analysis of concentration—
time data, obtained after the administration of
the different flavonoid formulations, was
analyzed using a noncompartimental model
using  WinNonlin 6.0 software (Pharsight
Corporation, Mountain View, USA).

Results and discussion: The main physico-
chemical characteristics of the nanoparticles are
summarized in Table 1. Nanoparticles displayed
spherical shape with sizes around 300 nm and a
negative surface charge. The amount of
quercetin incorporated in these nanoparticles
was dependent on the polymer used and ranged
from 24 ng/mg NP-A to 80 pg/mg NP-B. The
encapsulation efficiency in both cases was
closed to 80 %.

Table 1 Physico-chemical characteristics of
quercetin-loaded nanoparticles. Data expressed as
mean + SD (n=3).

Size QU loading

{1 0
Formulation (m) otenti (ug/mgNP.) EE (%)
NP-A 25149 205309 23.9:08 79.4%0.9
NP-B

352+4 -455+0.7 79.1+46.9 924412

Regarding the in vitro release studies of
quercetin, Figure 1 shows the release profile of
this component when loaded in NP-A and NP-
B. The in vitro release profile of NP-A and NP-
B exhibited a biphasic pattern, characterized by
an initial non release period when the
nanoparticles were incubated in the SGF
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followed by a rapid release when the
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Figure 1 In vitro release profile of quercetin

from NP-A and NP-B. Data expressed as mean

+SD (n=3)

Figure 2 shows the plasma concentration of
quercetin  (ng/mL) vs. time (hour) for the
different formulations tested. When the
formulations loaded on nanoparticles were
evaluated, the curves were characterized by a
rapid  increase  in  quercetin  plasma
concentrations till the Cmax was reached. Then,
constant levels were maintained until 8 hours
and finally the quercetin plasma concentration
declined slowly with time. The flavonoid
plasma levels when loaded in nanoparticles
(NP-A and NP-B) were significant higher than
those observed for either the solution or
suspension of the flavonoid (p<0.05)

—t— Suspension

ceeslleee S

~ — & = NP-A

10 20

30 Time (hy*0 50
Figure 2. Quercetin plasma levels after the oral
administration of a single dose of 25 mg/kg. in
different formulations: (i) Solution (quercetin after
their dissolution in a mixture PEG 400-H,0 (40:60
by vol.)) (ii) Suspension (quercetin dispersed in
water) (iii) NP-A (quercetin-loaded nanoparticles in
pol A) and (iv) NP-B (quercetin-loaded nanoparticles
in pol B). Data expressed as mean+SD (n=6).

Table 2 summarizes the pharmacokinetic
parameters. Significant differences were found
by comparing AUCs. In fact, AUCs obtained for
both nanoparticle formulations were
significantly higher than for both the solution
and the suspension of quercetin used as control
(p<0.05).

On the other hand, the oral bioavailability of
quercetin formulated as solution was calculated
to be about 2% which is in line with previously

reporting data [2]. For the quercetin suspension,
this parameter was significantly reduced. On the
contrary, the relative oral bioavailability of
quercetin when loaded in nanoparticles was
between 3 and 6 times higher than the value
observed for the PEG:water solution of the
flavonoid. In any case, the highest
bioavailability was found for NP-B.

Table 2. Pharmacokinetic parameters of QUE in
rats for the different formulations tested. (i) I.V. (i.v
administration of quercetin after their dissolution in a
mixture PEG 400-H,0 (40:60 by vol.)) (ii) Solution
(oral administration of quercetin after their
dissolution in a mixture PEG 400-H,O (40:60 by
vol.)) (iii) Suspension (oral administration of
quercetin dispersed in water) (iv) NP-A (QUE-loaded
nanoparticles in pol A) and (v) NP-B (QUE-loaded
nanoparticles in pol B).

Formulation T max (h)  Cmax (ug/mL) ::UMA_AWIUE Fr (%)
LV. 0£0 59.1+148 633.8+152.0
Solution 15zx1 17£07 85+ 46 100
Suspension 6817 0.4+0.08 39+18 453
NP-A 36+19 30+14* 251+185%  296.6*
NP-B 63+£23 31+12* 51.1+£206* 603.7*
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*p<0.05 all groups vs Solution (U-Mann Whitney test)

Conclusions: NP-A and NP-B are able to load
quercetin. Both types of nanoparticles show
gastro-retentive  properties and they only
released the loaded flavonoid under simulated
intestinal ~ conditions.  Both  types  of
nanoparticles increased the oral bioavailability
of quercetin in comparison with the traditional
approaches of formulation based on solutions or
conventional suspensions of the flavon
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LENTES DE CONTACTO Y EN ENVASES ACTIVOS
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Introduccioén:

Los agentes antioxidantes tienen un gran interés
en la prevencion y tratamiento de patologias de
la piel y del globo ocular (1). Ademas, se
utilizan habitualmente  como  aditivos
alimentarios para prolongar la vida til de los
alimentos, previniendo la alteracion de sus
propiedades organolépticas. Cualquiera de estas
aplicaciones plantea problemas de formulacion,
dado que los agentes antioxidantes presentan, en
general, una baja hidrosolubilidad y son
quimicamente labiles. Una molécula todavia
poco estudiada pero que encierra notables
posibilidades debido a su elevada actividad
antioxidante (considerado como el segundo
agente  mas  potente) y  reconocida
biocompatibilidad e inocuidad es el
roxitirosol, que se extrae del aceite de oliva
(2). Se pretende sintetizar hidrogeles acrilicos,
disefiados con los grupos quimicos mas
adecuados  para interaccionar con el
hidroxitirosol, que cuenten con elevada
capacidad de carga de antioxidante y que
puedan controlar la cesion durante periodos de
tiempo prolongados, con vistas a dos
aplicaciones: a) confeccion de lentes de
contacto blandas medicadas potencialmente
Gtiles para la prevencion de retinopatias y
cataratas, y b) confeccion de peliculas
adecuadas para ser incorporadas a estructuras
laminares que puedan servir como materiales de
envases activos. Para optimizar la afinidad del
entramado por hidroxitirosol se aplicé la técnica
de imprinting molecular, que consiste en
incorporar el farmaco a la disolucion
monomérica, de manera que los monémeros se
reordenen espacialmente 'y que, tras la
polimerizaciéon 'y la eliminacion de las
moléculas que han actuado como molde, se
formen cavidades con afinidad por el farmaco.

Materiales y Métodos:

Sintesis de los rogeles: Se prepararon
mezclas de 2-hidroxietil metacrilato (HEMA):
2-butoxietilmetacrilato (BEM) 40:60 vol/vol, y
se les incorporé é&cido acrilico (AAc) en
distintas proporciones (Tabla 1). Como agente
reticulante se utiliz6 etilenglicol dimetacrilato
(EGDMA) 'y como iniciador de la
polimerizacién azoisobutironitrilo (AIBN). A
alicuotas de estas mezclas se les afiadié
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hidroxitirosol acetato (Seprox Biotech, Madrid)
para preparar entramados imprinted (Tabla 1).
La composicion de los entramados no imprinted
fue la misma, salvo que no se incorporé farmaco
durante la sintesis. La polimerizacion
transcurrié a 70°C durante 48 horas. Todos los
entramados se lavaron en agua en ebullicién
durante 30 minutos, se cortaron en piezas de
10x10 mm y se secaron a 40°C durante 24h.
Finalmente, los entramados se acondicionaron
en bolsas de plastico herméticamente cerradas y
protegidas de la luz.

Caracterizacion de los hidrogeles: Se registro la
temperatura de transicién vitrea (T,) de los
hidrogeles secos en un DSC Q100 (TA
Instruments, UK) y la transmitancia a 600 nm
de los hidrogeles himedos en un
espectrofotémetro Agilent 8453 (Alemania). La
biocompatibilidad se evalu6 mediante el ensayo
de HET-CAM [3]. El grado de hinchamiento en
agua a temperatura ambiente se obtuvo por
diferencia entre los pesos himedo (Ws) y seco
(Wd) de los hidrogeles, aplicando la ecuacién:
Q = (Ws —Wd)x100/Wd

Cesion a partir de entramados imprinted recién
preparados:  Piezas de entramado se
sumergieron en 30 ml de agua y se conservaron
en viales topacio a temperatura ambiente, bajo
agitacion magnética y protegidos de la luz. A
distintos tiempos, se tomaron muestras de 3 ml
de cada vial y se registr6 su absorbancia a 280
nm (Agilent 8453, Alemania). Las muestras se
devolvieron a los correspondientes viales. El
ensayo se prolongé durante 23 dias, y
transcurrido este tiempo, las piezas se pesaron y
se lavaron exhaustivamente con mezcla
etanol:agua 50:50 para completar la extraccion
de hidroxitirosol. Como controles se utilizaron
piezas de entramados no imprinted.

Carga y cesion a partir de entramados no
imprinted e imprinted recargados: Piezas de
entramados no imprinted e imprinted una vez
extraido el hidroxitirosol, se incubaron en
disoluciones de agente antioxidante de
concentracion (0.2 g/, 10 ml) y se monitoriz6 la
concentracion de hidroxitirosol remanente en el
medio de carga durante 1 semana a temperatura
ambiente. Una vez cargados, se evalud la cesion
a partir de los entramados en las condiciones
indicadas.




Tabla 1. Composicién quimica de los hidrogeles.

Hidrogel 1 2 3 4
2-HEMA 22ml 2.2ml 2.2ml 2.2ml
BEM 3.3ml 3.3ml 3.3ml 3.3ml
Ac. Acrilico 0.5ml 0.5ml 0 0
EGDMA 0.5ml 0.5ml 0.5 ml 0.5 ml
AIBN 16 mg 16 mg 16 mg 16 mg
Hidroxitirosol acetato 0 100 mg 0 100 mg

Resultados y Discusid
Caracterizacion de los hidrogeles: La
temperatura de transicion vitrea (Ty) de todos
los entramados, tanto imprinted como no
imprinted, se situd en el intervalo 54-57 °C.

En agua, los entramados mostraron un grado de
hinchamiento de 1-2%. Una vez hidratados,
presentaron una elevada transparencia optica
con valores de transmitancia a 600 nm
superiores al 90%.

El proceso de lavado tras la polimerizacion,
mediante inmersion en agua en ebullicion
durante 30 minutos, resulto ser suficiente para la
eliminacion de mondmeros residuales, como se
confirmé al registrar la absorbancia UV-vis del
medio en la regién 190-220 nm durante el
ensayo de cesion de los entramados imprinted y
no imprinted recién lavados. Es interesante
destacar que tras este procedimiento de
limpieza, los entramados imprinted todavia
retienen mas del 50% del hidroxitirosol
incorporado durante la sintesis. Por lo tanto, el
procedimiento es adecuado para extraer los
mondmeros residuales, permitiendo el uso
directo de los entramados imprinted. En la
Figura 1 se muestra el perfil de cesion de
hidroxitirosol a partir de estos entramados.

Hidroxitirosol cedido (mg/g)

0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias)

Figura 1. Perfiles de cesién de hidroxitirosol en
agua a partir del entramado imprinted tipo 2
(Tabla 1).
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Los entramados mostraron una elevada afinidad
por el hidroxitirosol acetato, que puede unirse a
los componentes poliméricos a través de
interacciones hidrofébicas tipo n-n (con BEM)
y puentes de hidrégeno (con &cido acrilico). En
agua a temperatura ambiente, la cesion se
sostuvo durante mas de un mes. Los ensayos
preliminares de carga de los entramados no
imprinted y de recarga de los imprinted ponen
de manifiesto que pueden incorporar cantidades
suficientes del agente antioxidante. Ademas, los
entramados mostraron una elevada
biocoimpatibilidad el ensayo HET-CAM.

Conclusiones: La incorporacion de monémeros
funcionales a entramados de HEMA permite
modular el grado de hinchamiento y la
incorporacion de olopatadina sin alterar las
propiedades mecéanicas. La presencia del
farmaco en la mezcla de polimerizacién no
causd cambios en las propiedades mecanicas,
opticas ni de biocompatibilidad de los
entramados, que presentan  caracteristicas
adecuadas como lentes de contacto medicadas.
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Introduccién: Los cannabinoides son un grupo
de compuestos que derivan de la planta
Cannabis sativa, siendo los mas importantes A
9-tetrahidrocannabinol (THC) y cannabidiol
(CBD). La investigacién en cannabinoides ha
experimentado en los Ultimos afios un gran
auge, plantedndose su posible utilizacion en el
tratamiento de diferentes patologias como las
nauseas y vomitos asociados a la quimioterapia,
la anorexia en pacientes con SIDA, el dolor
neuropatico, la esclerosis multiple, el glaucoma
y el cancer. Estos efectos son consecuencia de
la estimulacién de receptores CB1 (localizados
preferentemente a nivel del SCN) y CB2
(asociados preferentemente al sistema inmune).
Nuestro equipo de investigacion ha comprobado
el elevado efecto citotéxico de THC y CBD en
un modelo xenografico de glioma humano
inducido en ratones!, y ha desarrollado con
ambas moléculas nanoparticulas poliméricas® y
microparticulas  biodegradables  para  su
liberacion prolongada durante 3 semanas tras su
administracién subcuténea®.

El objetivo del presente trabajo es el disefio y
desarrollo de nanocapsulas lipidicas (LNCs)
como un sistema eficaz de vehiculizacion de
cannabidiol. Estas LNCs facilitarian la
dosificacion del principio activo y, su acceso a
biofase potenciando los efectos antitumorales
de esta molécula.

Materiales y Métodos:

1.- Elaboracién de LCNs: para la elaboracion
de las nanoparticulas lipidicas se ha utilizado el
método de inversion de fases®, realizandose
tres ciclos de temperatura. Como componentes
lipidicos se utiliza Labrafac WL 1349
(triglicéridos de acido caprico-caprilico), Lipoid
S75-3 (lecitina de soja con un 69% de
fosfatidilcolina) y Solutol HS 15 (mezcla de
polietilenglicol 660 e hidroxiestearato de
polietilenglicol 660).

La temperatura de inversion se fases se ha
determinado por conductimetria, realizandose
medidas cada 2°C, entre 45°C y 95°C, bajo
agitacion magnética.

Se elaboran tres lotes de LNCs blancas y
cargadas con CBD segun las féormulas de la
tabla 1, con el fin de evaluar la influencia de la
composicion lipidica sobre el tamafio de las
LNCs. Una vez obtenidas, las nanocépsulas se
esterilizan mediante filtracion utilizando una
membrana de 0,22um y se conservan a 4°C en
forma de suspension acuosa.
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Para la elaboracion de las LNCs cargadas, se
incorpora entre un 4% y un 9% de CBD a la
fase lipidica.

% Fase lipidica
Componente L-1 L-2 L-3
Solutol 65.7 415 26.1
Labrafac 28.8 50.4 65.1
Lipoid 5.5 8.1 8.8

Tabla 1. Composicion lipidica de los tres lotes
de LNCs.

2. Caracterizacion de las LNCs: se determina el
tamafio medio y la distribucién de tamafios de la
suspension de nanopapsulas, por dispersion
dindmica de luz laser, utilizando un equipo
Zetatrac NPA152, con el que también se mide el
potencial Z de las nanocépsulas blancas y
cargadas con activo. El aspecto de las LNCs se
observa por microscopia electrénica de
trasmision (TEM), tifiendo previamente las
muestras con acetato de uranilo al 2% y
utilizando un microscopio Jeol 100CX.
Resultados y Discusion:

Con las tres formulas ensayadas se obtuvieron
suspensiones acuosas de nanoparticulas
blancas, con apariencia turbia azulada al incidir
sobre ellas la luz.

Formulaciones .S.Bmmo Potencial Z
medio (nm) (mv)

L1 Blanca 22.25 20.89
CBD 24.73 12.84

L2 Blanca 40.80 21.59
CBD 42.20 21.49

L3 Blanca 108.9 1.77
CBD 119.7 -3.71

Tabla 2: Tamafio medio y potencial Z de las
distintas  formulaciones de nanoparticulas
blancas y cargadas con CBD.

Segln se recoge en la tabla 2, al disminuir el
porcentaje de Solutol y aumentar, en
consecuencia, el porcentaje de Labrafac,
aumenta el tamafio de las LNCs; de manera que
la modificacién de las proporciones de estos
dos componentes resulta una forma eficaz de
controlar el tamafio de las nanocapsulas
obtenidas. Mientras que Labrafac constituye el
nlcleo de las nanocapsulas, Solutol acta en la
formulaciéon como agente surfactante hidréfilo




y quedaria localizado en la superficie exterior
de las nanocapsulas, aportandolas estabilidad
fisica ya que presenta una temperatura de
solidificacién de 35°C. En concreto, con las
formulas estudiadas, se obtienen nanocépsulas
con un tamafio medio de 22.25nm, 50.80nm y
108.9nm, y una muy estrecha distribucién de
tamafios, como puede observarse en las gréficas
Ay Cde lafigura 1.

Figura 1: distribucion de tamafios de las
nanoparticulas: L-1 blancas (A) y con CBD (B);
L-2 blancas (C) y con CBD (D)

Esta estrecha distribucion de tamafios también
queda patente por microscopia electronica
(figura 2 A), observandose esferoides lipidicos
con una elevada uniformidad de tamafio.

Figura 2. Aspecto de las nanocapsulas al
microcopio electrénico: L-1 blancas (A) y L-1
con CBD (B).

La figura 3 representa la variacion de la
conductividad en funcién de la temperatura para
la mezcla de fase lipidica y CBD. Como se
puede observar la TIF se encuentra alrededor de
los 76.4C, valor sdlo ligeramente superior al
que, segln la bibliografia, presenta la mezcla de
lipidos sin principio activo (TIF =74.3°C)".
Teniendo en cuenta este valor se elaboraron los
tres lotes de nanocapsulas cargadas de CBD.
Con las tres formulas estudiadas se obtuvieron
suspensiones de nanocapsulas de CBD,
verificado visualmente por presentar un claro
efecto Tyndall y una tonalidad azulada debido a
la  dispersion de Rayleigh, especialmente
marcado en el caso del Lote 2.
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Figura 3. Resultados de la determinacion de la
TIF de la mezcla lipidica-CBD.

Las LCNs cargadas con CBD presentan
caracteristicas similares a las LNCs blancas.
Aunque se obtuvieron valores de tamafio medio
ligeramente superiores, las diferencias no fueron
significativas (figura 1.B y D). Tampoco se
observaron  diferencias  por  microscopia
electronica (figura 2.B) de manera que la
presencia del principio activo no afecta a las
caracteristicas de las nanocépsulas obtenidas.
Conclusién: Se han puesto a punto tres
protocolos para la obtencién de LNCs de CBD
que permiten obtener nanocapsulas con tamafios
medios de 20nm, 50nm y 100nm. Estudios
posteriores permitiran determinar la influencia
del tamafio de particula en la eficacia de las
nanocapsulas  desarrolladas como vehiculos
para la administracion de cannabidiol.
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APLICACION DEL DISENO EXPERIMENTAL A LA OPTIMIZACION DE UN PROCESO DE
EXTRACCION DE ACETAZOLAMIDA A PARTIR DE TRANSFERSOMAS®
M.J. Cézar-Bernal, A.M. Rabasco, N. Abad, M.L. Gonzalez-Rodriguez
Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, Universidad de Sevilla, Espafia

Introduccion

Acetazolamida (ACZ) es el farmaco de eleccion
empleado en el tratamiento de ataques agudos
de glaucoma y para el control de la presion
intraocular (P10) post-quirdrgica.

Actualmente se estad investigando la via topica
como alternativa a la via oral. Este farmaco
presenta tanto baja solubilidad (0.7 mg/mL)
como permeabilidad (clase IV, BCS).

Para solventar estas dificultades, con el fin de
que pueda atravesar intacto determinadas capas
de la mucosa, se han disefiado vesiculas
elasticas o Transfersomas®, capaces de cruzar el
estrato corneo sin ser destruidas, accediendo asi
a estructuras mas internas.

Los Transfersomas® son liposomas modificados
que incluyen en su composicién los
denominados “activadores del borde o margen”
en el interior de la matriz fosfolipidica, con el
fin de incrementar la elasticidad y
deformabilidad de la vesicula (El Zaafarany y
cols.,, 2010). Este tipo de sustancias son
habitualmente tensioactivos de cadena uUnica,
capaces de ofrecer un elevado radio de
curvatura que desestabiliza las bicapas lipidicas
de las vesiculas e incrementa su deformal ad
(Honeywell-Nguyen y Bouwstra, 2005).

El disefio experimental (DOE) es una estrategia
que implica la utilizacion de elementos
matematicos y  estadisticos  (Gonzélez-
Rodriguez y cols.) con objeto de obtener la
méxima informacion a través de datos
experimentales y encontrar las condiciones
Optimas para la ejecucion de un determinado
proceso experimental (Lewis y cols., 1999).

En el presente trabajo se pretende optimizar las
condiciones del método de extraccion de ACZ
de las vesiculas formuladas por centrifugacion
con el fin de evaluar la eficacia de
encapsulacion de los Transfersomas®. Para ello,
se ha llevado a cabo un estudio de cribado de
distintos factores, con el objetivo de conocer
aquellos que influyen significativamente en las
respuestas seleccionadas.

Materiales y Métodos

Materiales

ACZ (Acofarma, Espafia), desoxicolato sédico,
colesterol y  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfocolina  semisintética  (Sigma  Aldrich,
Alemania), Hepes, acetato de sodio, lauril
sulfato sédico y demas disolventes (Panreac
Quimica S.A., Espafia).

Elaboracion de vesiculas multilaminares

Los Transfersomas® se elaboraron utilizando la
técnica de evaporacion en capa fina o Bangham
(TLE, Thin Layer Evaporation).

La mezcla de lipidos (fosfolipidos y colesterol),
el desoxicolato (activador del borde) y la ACZ
se disolvieron en una mezcla de cloroformo:
metanol (3:2 v/v) El disolvente orgénico se
evaporo bajo presion a 58 °C hasta obtener una
fina pelicula. Esta se hidraté con una solucién
de Hepes/PEG400 (60:40) mediante cinco ciclos

intermitentes de vortex y calor a 50 °C. Las
vesiculas se almacenaron a 4 °C hasta su uso.
Optimizacién de la eficacia de encapsulacion

Se ha desarrollado y optimizado un método de
separacion de fracciones (encapsulada y no
encapsulada) y su posterior cuantificacion.

Este método consiste en centrifugar la
dispersion liposomal (Eppendorf Centrifuge
5804R) a una velocidad apropiada (8000 -
12000 r.p.m), durante un tiempo y temperatura
adecuados (Chimanuka y cols., 2002; Fang y
cols., 2008).

Tras someter las muestras a las distintas
condiciones, se separa el sobrenadante del
precipitado y se realizan distintos tratamientos
previos a su cuantificacioén por HPLC:

1) El sobrenadante se filtra y se cuantifica
directamente por HPLC, determinando
asi la cantidad de farmaco no
encapsulado.

2) Al precipitado se le afiade una solucién
de lauril sulfato sddico (LSS) 0.5% p/v
para facilitar la destruccion de las
vesiculas (Bhardwaj y cols., 2010) y se
determina la cantidad de farmaco
encapsulado por HPLC.

En la tabla 1 se recogen las variables estudiadas
en el proceso de optimizacion.

Para cuantificar de forma precisa la ACZ, se
desarrollé un método analitico de fase reversa
por HPLC, utilizando un cromatégrafo Hitachi
HPLC Elite Lachrom.

Factores Niveles
-1 0 +1
Tiempo (minutos) 60 90 120
Volumen de muestra (mL) 04 0.7 1
T de centrifugacion (°C) 2 4 6
Velocidad centrifugacién (rpm) | 8000 10000 12000

Tabla 1. Factores seleccionados para el
estudio, con sus niveles correspondientes.




Resultados y Discusion

La determinacién de la cantidad de ACZ
encapsulada en las vesiculas requiere la
destruccion de las mismas con una solucion de
LSS una vez sedimentadas tras el proceso de
centrifugacion.

Con el fin de establecer las condiciones 6ptimas
del proceso de centrifugacion, se procedio al
estudio mediante la aplicacion del DOE. En la
tabla 2 se recogen las condiciones fijadas para
cada uno de los experimentos, asi como los
resultados obtenidos de porcentaje de farmaco
encapsulado. Como se aprecia, se obtienen
porcentajes de encapsulacion comprendidos
entre un 26.5y 52.4%.

Exp | rpm. [ °C | min | mL | x(%)+*sd
1 8000 2 60 04 | 385£217
2 8000 4 90 0.7 | 524£379
3 8000 6 | 120 | 1.0 | 355%6.86
4 10000 2 90 10 | 325+1.22
5 10000 | 4 | 120 | 04 | 41.7+1.89
6 10000 6 60 0.7 | 435+0.60
7 12000 2 | 120 | 07 | 39.7+484
8 12000 | 4 60 10 | 26.5+3.46
9 12000 6 90 04 | 345+4.05

Tabla 2. Matriz ortogonal L9 de Taguchi y
resultados de eficacia de encapsulacién (x) de
ACZ (sd: desviacion estandar).

En primer lugar, se llevé a cabo un analisis de
las medias (ANOM), obteniéndose como
resultados mas concluyentes que Unicamente
dos de los factores (velocidad y volumen)
ejercen significacion estadistica en la eficacia de
encapsulacion, ya que los valores obtenidos se
encuentran fuera de los limites de error
establecidos en el disefio. Por tanto, la
temperatura y el tiempo de centrifugacion no
influyen en la eficacia de encapsulacion del
farmaco, puesto que los valores se encuentran
dentro del intervalo, lo que significa que esas
diferencias son debidas a errores
experimentales.

En lo que respecta a la velocidad, se obtiene una
relacion inversamente proporcional con la
respuesta analizada, es decir, los valores de
atrapamiento aumentan conforme disminuye la
velocidad. Este hecho podria atribuirse a la
destruccion de los liposomas cuando se utilizan
velocidades de centrifugacion muy elevadas.

En relacion al volumen de muestra, existe un
valor maximo de eficacia de encapsulacion, que
se corresponde con la utilizacion de 0.7 mL.
Este estudio ha sido corroborado con un
ANOVA.

Una vez analizados los distintos factores de la
matriz experimental en cuanto a su significacion
estadistica respecto a las distintas respuestas, se
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procedid al estudio de la optimizacién de dichos
parametros, con el fin de conseguir una mayor
eficacia de encapsulacion del farmaco.

Con el fin de determinar las condiciones
optimas bajo las cuales se debe realizar el
proceso de centrifugacion para obtener una
eficacia de encapsulacién elevada en las
muestras, es estudian las medias marginales
(figura 2) donde se representan secuencialmente
los factores de la matriz con sus respectivos
valores de eficacia de encapsulacion. Dado que
lo que se pretende es maximizar la respuesta, es
decir, obtener valores maximos de atrapamiento
del farmaco, se seleccionan los datos mayores
de los distintos factores.
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Figura 2. Representacion gréfica de las medias
marginales de los parametros estudiados para
la respuesta ““eficacia de encapsulacion”.

Conclusiones
Las condiciones de centrifugacion que se
aplicardn a npartir de este momento para
sucesivos estudios seran:
o Velocidad de centrifugacion: 8000 rpm
o Temperatura: 4 °C
o Tiempo de centrifugacion: 60 minutos
o Volumen de muestra: 0.7 mL

Bibliografia

Bhardwaj y cols., Int J Pharm 388: 181-189
(2010).

Chimanuka y cols., J Pharm Biomed Anal 28:
13-22 (2002).

El Zaafarany y cols., Int J Pharm 397: 164-172
(2010).

Fang y cols., Int J Pharm 356: 144-152 (2008).
Gonzélez-Rodriguez y cols., J Pharm Sci 101:
3845-3863 (2012).

Honeywell-Nguyen y Bouwstra, Drug Discov
Today: Technol 2: 67-74 (2005).

Lewis y cols.,, Marcel Dekker, New York
(1999).

Agradecimientos:  Este  trabajo se ha
desarrollado bajo la cofinanciacién del Consejo
Andaluz de Colegios Oficiales de
Farmacéuticos.

Evaluacién de la utilidad de un polimero hiperramificado (Hybrane
H1500) para la elaboracion de pelets de liberacion controlada por
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Introduccién

La extrusion por fusién es una técnica ampliamente
utilizada en el sector alimentario y en la industria de
plasticos (1), que s6lo en los dltimos afios ha sido
objeto de atencion en el &mbito farmacéutico. Por ello,
hoy se dispone de un nimero reducido de excipientes
adecuados para esta finalidad.

Los polimeros hiperramificados han sido objeto de
estudios muy recientes, centrados mayoritariamente en
su uso como materiales de recubrimiento en formas de
liberacion controlada (2,3).

Tomando estos hechos como punto de partida, en este
trabajo se han evaluado las posi ades que ofrece
un polimero hiperramificado con estructura de
poliesteramida (Hybrane H1500) como excipiente
base para la elaboracion de pelets de estructura
matricial de liberacion controlada, elaborados por
extrusion por fusién, conteniendo cafeina (CAF) como
farmaco modelo de elevada hidrosolubilidad.

Materiales y métodos

Materiales:

Principio activo: Cafeina (Guinama), lote: 0012939
Excipiente: Hybrane H1500 (DSM New Jersey,
USA), insoluble en agua y con temperatura de
transicion vitrea de 78°C, lote: HvH

Métodos

Formulaciones objeto de estudio. Se han elaborado y
evaluado 12 formulaciones de pelets, en las que se
combinan 3 proporciones de CAF/H1500 y 4 tamafios
de particula, cuyas caracteristicas se detallan en la
tabla 1.

Elaboracion de las formulaciones. La mezcla de
excipiente y principio activo (Turbula® T2C 15min.,
30rpm) se introdujo en un extrusor Randcastle RCP
0375 equipado con tornillo sin fin girando a 30rpm y
con temperaturas de 105, 110, 115 y 115°C en las
zonas de control. Los pelets se obtuvieron mediante
corte manual del extruido. Las fracciones con tamafio
inferior a 1mm se obtuvieron por pulverizacién del
extruido en mortero y posterior separacion por
tamizacion.
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IMS oﬂwﬂ yﬁjzmws_uwQ ° ED 24h
90 10 168437 14,56
90 10 373£72 9,89
90 10 763£132 6,08
90 10 1609343 2,80
80 20 17037 13,33
80 20 40365 9,98
80 20 825+109 5,59
80 20 1912299 2,33
70 30 16838 11,99
70 30 36166 821
70 30 8062122 412
70 30 1978+369 1,54

Tabla 1. Composicion y propiedades de las formulaciones objeto de
estudio.

Caracterizacion de las formulaciones:
Difractometria de rayos X. La cristalinidad de
muestras de farmaco, polimero, formulaciones y
mezclas fisicas equivalentes se evalué en un equipo
Philips PW1710 en el intervalo 0-70°26.

Tamarfio de particula. Se determiné por microscopia
oOptica (Estereomicroscopio Olympus SZ-CTV
conectado a una videocdmara JVC TK-S350), el
didmetro medio de Feret de, al menos, 600 pelets de
cada formulacion.

Velocidad de disolucion. Los perfiles de disolucion de
CAF a partir de muestras de 200 mg de pelets se
obtuvieron en aparato tipo I, USP 29 (Turu Grau DT-
6, Barcelona, Espafia). Los ensayos se llevaron a cabo
en 900 ml de agua destilada, a 37°C, con las paletas
girando a 50 rpm. La cantidad de CAF disuelta a cada
tiempo de  muestreo se  determind  por
espectrofotometria UV directa (Agilent 8453) a 273
nm. Los perfiles de disolucién se caracterizaron a
través de la eficacia de la disolucion 0-24 horas

de los resultados. Para la evaluacion de los
efectos de las variables bajo estudio sobre EDys Se
acudio a la regresion mltiple secuencial (SPSS, v.15)
y a la construccién de la correspondiente superficie de
respuesta.




Resultados y discusién

En la tabla 1 se recogen los resultados obtenidos en la
caracterizacion de las formulaciones objeto de estudio.
Cabe destacar que, para cualquiera de las proporciones
farmaco-polimero ensayadas, no fue necesaria la
incorporacion de un agente plastificante para obtener
pelets de homogeneidad y de propiedades
morfolégicas adecuadas.

Los difractogramas de rayos X (Figura 1) indican que
el proceso de extrusion provoca una moderada
dispersion del farmaco en el seno del polimero, siendo
menor la cantidad de farmaco dispersada a medida
que aumenta la proporcién de farmaco en la
formulacion.
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ura 1. Difractogramas de Rayos X de las formulaciones indicadas: (a)
Cafeina, (b) Hybrane H1500 (c) mezcla fisica 10% CAF-90%H1500, (d)
10% CAF-90%H1500 pelet, (¢) mezcla fisica 20% CAF-80%H1500, (f)
20% CAF-80%H1500 pelet, (g) mezcla fisica 30% CAF-70%H1500, (h)
30% CAF-70%H1500 pelet.
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Figura 2. Curvas acumuladas de disolucién de CAF para las
formulaciones indicadas.(a) 10% CAF-90%H1500, (b) 20% CAF-
80%H1500, (C) 30% CAF-70%H1500. Pelets: (m)~2mm; O
500pum; (A)500-250 pm; (V) <250pm.

En la Figura 2 se recogen las curvas acumuladas de
disolucién de CAF a partir de cada una de las 12
formulaciones analizadas.

Cabe destacar la amplia variedad de perfiles de
disolucién de farmaco que se obtienen con este tipo de
formulaciones. Como reflejo de la velocidad global de
disolucion se tomé el parametro EDo4p cuya superficie
de respuesta muestra la clara incidencia del tamafio de
los pelets sobre la velocidad de disolucién de cafeina y
la ligera influencia del porcentaje del farmaco sobre el
valor de este parametro (Figura 3).
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Figura 3. Superficies de respuesta para el parametro ED p4.

La observacion de los diferentes perfiles de disolucion
sugiere que hay un mecanismo comun de liberacién
del farmaco en todas las formulaciones. El polimero
portador experimenta, en medio acuoso, una
progresiva gelificacién/hidratacién provocando la
iberacion del farmaco a través de la estructura
matricial que se origina, aspecto que ratifica el ajuste,
més que aceptable, de los perfiles de disolucién a la
cinética de raiz cuadrada de Higuchi. Ademas, las
particulas de mayor tamafio permiten una importante
prolongacion del proceso de disolucién de un farmaco
tan marcadamente hidrosoluble (22 mg/ml) como la
cafeina.

Conclusiones

El Hybrane H1500 permite una facil extrusion por
fusion  si necesidad de incorporar agentes
plastificantes y utilizando temperaturas relativamente
bajas. Las formulaciones de pelets de cafeina/ Hybrane
H1500 obtenidas por EF permiten obtener una amplia
variedad de velocidades de disolucion del farmaco,
controladas por difusién del farmaco a través de la
estructura hidratada/gelificada del polimero portador
en el medio de disolucion y fuertemente dependientes
del tamafio de los pelets.
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IMPLANTES INYECTABLES DE POLOXAMINA, HEPARINA Y ACIDO HIALURONICO
PARA CESION CONTROLADA DE PROTEINAS
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Introduccion: La elevada incidencia de las
enfermedades degenerativas que afectan al
sistema musculoesquético dota de gran interés a
la preparacion de andamiajes o scaffolds que
promuevan la regeneracion del tejido o el
érgano afectado. Las poloxaminas (Tetronic®)
son copolimeros tribloque ramificados que
cuentan con un grupo central etilendiamina del
que parten cuatro cadenas con bloques
idrofilicos de poli(6xido de etileno) (PEO) e
rofébicos de poli(6xido de propileno) (PPO)
(Figura 1). Esta arquitectura hace que sus
dispersiones acuosas se comporten como
sistemas sensibles al pH y a la temperatura (1) y
experimenten transiciones de sol a gel a la
temperatura corporal formando depots Utiles
para cesion controlada de proteinas (2). Por otra
parte, se ha observado que la conjugacién con
heparina (glucosaminoglucano aniénico) mejora
la capacidad de diversos polimeros para
interaccionar con proteinas morfogénicas, lo
que resulta en un control mas preciso de su
cesion y de la actividad osteogénica (3).

CHy Dl My CHy Dig £y CHOH

Hy Ol

Figura 1. Estructura de una poloxamina

El objetivo de este trabajo fue preparar sistemas
inyectables utilizando poloxamina Tetronic®
908 y heparina en forma de mezcla fisica y de
conjugados quimicamente unidos y evaluar in
vitro su utilidad para liberacién sostenida de
proteinas. También se prepararon sistemas
ternarios poloxamina/heparina/acido hialurénico
y se evaluaron las posibilidades que ofrece la
incorporacion de este Ultimo glucosamino-
glucano para modular las propiedades
mecénicas y de cesion de los geles. El écido
hialurénico actia como promotor de la
organizacion estructural de tejidos y aumenta la
expresion de marcadores de diferenciacion de
células mesenquimales a osteoblastos (4), pero
forma hidrogeles de baja resistencia mecanica in
vivo. La combinacion de los tres polimeros
podria dar lugar a geles con propiedades
mejoradas como scaffolds 6seos.

Materiales y Métodos:
Materiales: Tetronic ® 908 (T908) de BASF
(Alemania); hialuronato sodico (AH) de

184

Guinama (Espafia); heparina sodica de la
mucosa intestinal porcina (HEP) de Calbiochem
(Alemania); anhidrido succinico, 4-
dimetilaminopiridina, dioxano, MES (4cido 4-
morfoniloetanosulfénico), N-
hidroxisuccinimida  (NHS) y  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) de
Sigma-Aldrich (Alemania); trietilamina y n-
hexano de BDH (Inglaterra); HCI 37 % y azul
de toluidina de Panreac (Espafia); membrana de

Spectra/Por  (MWCO=3500) de
laboratorios Spectrum (Holanda), seroalblimina
Bovina (BSA) de Acros (Bélgica); BCA Protein
Assay Kit de Thermo Scientific (EE.UU.); agua
ificada por 6smosis inversa (MilliQ®,
Espafia). Todos los restantes
reactivos fueron de calidad analitica.
Preparacion de los geles: Se prepararon geles,
en tampoén fosfato de pH 7.4, a partir de mezclas
fisicas y conjugados con las composiciones que
se recogen en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de los hidrogeles

Hidrogel Composicién

1 T908 20%

AH 1%

HEP 12%

2

3

4 Conjugado T908-HEP 32%

5 Conjugado T908-HEP 32% + AH
0,5%

Mezcla fisica T908 20% + HEP
12%

(2]

7 Mezcla fisica T908 20% + HEP
12% + AH 0,5 %

La conjugacion se llevo a cabo en dos pasos. En
primer lugar se carboxilé la poloxamina
disolviendo 0,46 mmoles de T908, 2,49 mmoles
de anhidrido succinico, 1,99 mmoles de 4-
dimetilaminopiridina y 2 mmoles de trietilamina
en 300 ml de 1,4 dioxano anhidro agitando
durante 24 horas a temperatura ambiente. A
continuacion, se evapord el dioxano en
rotavapor y el residuo se redisolvio en
cloroformo. La conjugacion con la heparina se
evd a cabo por el método EDC/NHS, haciendo
reaccionar 0,24 mmoles de T908 carboxilado,
0,27 mmoles de heparina, 1,0935 mmoles de
EDC y 0,5535 mmoles de NHS en 200 ml de
tamp6n MES pH5,6 durante 24 h, Finalmente,
se dializ6 durante 3 dias y el producto resultante
se liofiliz6. El contenido en heparina del
conjugado se determind colorimétricamente




utilizando, como reactivo cromogénico, el azul
de toluidina.

FTIR andlisis: Se registraron los espectros de
infrarrojos (FTIR) del T908, la heparina, el
conjugado y la mezcla fisica, en comprimidos
de KBr, en un espectrofotometro Bruker modelo
IFS-66v (USA).

Incorporacion y cesion de BSA: Se dispersaron
50 mg de seroalbimina en 8 g de gel mediante
agitacion a 4°C. Porciones de 2 g de cada gel se
llevaron a un bafio a 37°C, en el que se
mantuvieron bajo agitacion oscilante a 50 rpm y
se tomaron muestras durante 7 dias. La cantidad
de BSA cedida se determiné utilizando el kit
BCA.

Resultados y Discusion:

Preparacion y caracterizacion de los geles: Las
dispersiones de poloxamina sin y con HEP y de
conjugado T908-HEP, sin y con AH, dieron
lugar a geles homogéneos y semitransparentes
cuando la temperatura se incrementé hasta 37°
C. La HEP sola no dio lugar a geles ni a
temperatura ambiente ni a 37°C. El porcentaje
de heparina conjugada detectado por el método
colorimétrico fue préximo al 100%, lo que
indica que el conjugado esta constituido por
T908:HEP 60:40 p/p.

En el espectro FTIR del conjugado T908-
heparina (Figura 2), se observé una banda a
1625 cm™ atribuible al enlace carbonilo o al
grupo amida monosustituido de la heparina y
otra a 1735 cm™ correspondiente a la vibracién
del enlace carbonilo de la poloxamina
conjugada. También se aprecia una banda a
3421 cm?, que puede corresponder a la
vibracién de los grupos hidroxilo de la heparina
conjugada.

°
3

°

4

Transmitancia

00
4000 3000 2000 1 1000
Namero de onda (cm™)




