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X111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Farmacia Industrial y Galénica (SEFIG 2017)

Bienvenida

En este hermoso lugar, la ciudad de Alcala de Henares, declarado patrimonio de la
humanidad en el afio 1998, celebramos el X111 Congreso de la Sociedad Espafiola
de Farmacia Industrial y Galénica, en la sede histérica de la Universidad de Al-
cald, fundada por el Cardenal Cisneros en el afio 1499.

Durante estos dias y pretendiendo continuar con el espiritu innovador y de excelen-
cia academica del fundador, compartiremos aspectos tecnolégicos tanto a nivel de
investigacion como industrial, sin olvidar los docentes.

En nombre del Comité Organizador integrado por los profesores de la Unidad Do-
cente de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Alcala y pro-
fesores del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universi-
dad Complutense de Madrid, deseo daros la bienvenida y mi gratitud por vuestra
asistencia, esperando que disfrutéis de una grata y célida estancia. Espero que este
evento colme vuestras expectativas profesionales, culturales, sin olvidar las gas-
tronémicas y las de ocio, que ofrece para disfrute esta bella ciudad que vio nacer a
Miguel de Cervantes Saavedra.

La presidenta del Comité Organizador
Begoria Escalera Izquierdo
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Bienvenida

Es un placer daros la bienvenida al Congreso de la Sociedad Espafiola de Farmacia
Industrial y Galénica que en su decimotercera edicién se celebra en Alcala de
Henares, ciudad patrimonio de la humanidad y sede de una de las universidades
con mas solera de Espaiia.

El congreso es el acontecimiento cientifico mas relevante de nuestra Sociedad vy,
desde que se celebré por primera vez en Madrid 1992, entonces bajo la
denominacion de “I Reunion Cientifica de la Asociacion de Docentes de Farmacia
Galénica”, retne con periodicidad bianual a profesionales, docentes e
investigadores que desarrollan su actividad en el ambito de la Farmacia Industrial
y Galénica. Constituye una excelente oportunidad para intercambiar
conocimientos, establecer nuevas colaboraciones e impulsar la integracion de
conocimientos entre profesionales procedentes de la universidad, la industria y las
agencias reguladoras, cumpliendo asi uno de los objetivos que establecen nuestros
estatutos.

El congreso bianual de la SEFIG tiene que ser un reflejo de la actividad que
desarrollan los socios, actuando como herramienta util para su divulgacion y para
la promocion de la Ciencia y la Tecnologia Farmacéuticas. La Junta Directiva de la
SEFIG es consciente de que la organizacion de un congreso supone un
considerable esfuerzo, sobre todo en momentos en los que no resulta facil
conseguir apoyos economicos. Como no podia ser menos en Alcala de Henares, el
comité organizador y el comité cientifico han tenido muy presente que, como
afirma el refran que Cervantes pone en boca de Don Quijote, “donde una puerta se
cierra, otra se abre”, y superando todas las dificultades han logrado confeccionar
un programa muy atractivo que, unido a los insuperables alicientes historicos,
artisticos y culturales de la ciudad que nos acoge, hara inolvidable esta XIII
edicion del congreso de la SEFIG.

Francisco J. Otero Espinar
Presidente de SEFIG
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Lunes, 23 de enero de 2017

12.00

12.30

13.00

14.00

15.30

Entrega de documentacion

Sesién Inaugural
Paraninfo de la Universidad de Alcala

Conferencia Plenaria |
Moderador; Guillermo Torrado Duran

Nuevas tecnologias para la liberacion prolongada de medicamentos:
Desarrollo de una Risperidona de administracién mensual

Lourdes Ochoa Diaz de Monasterioguren
Dra. en Farmacia. Departamento de I+D.
Laboratorios Farmacéuticos ROVI, S.A.

Almuerzo

Comunicaciones orales
Moderador: Angel Concheiro Nine

0-01 Técnicas de inteligencia artificial para el escalado de procesos de
granulacion

Mariana Landin Pérez

0-02 Prediccion de la absorcién de farmacos en colon de rata mediante el
desarrollo de un modelo de perfusion in situ

Isabel Lozoya-Agullo, Isabel Gonzélez-Alvarez, Marta Gonzalez-Alvarez,
Matilde Merino-Sanjuan, Marival Bermejo

0-03 Low-molecular-weight hialuronan as cryoprotectant for the
cryopreservation of microencapsulated cells

Haritz Gurruchaga, Jesus Ciriza, Laura Saenz del Burgo, Argia Acarregui,
Rosa Maria Herndndez, Gorka Orive, José Luis Pedraz

0-04 Effect of Amphotericin B nanomedicine on red blood cells and
Candida spp. in vitro activity

Raquel Fernandez-Garcia, Liliana Bautista Chavez, Larry Statts,
Aikaterini Lalatsa, M. Paloma Ballesteros, Dolores R. Serrano

O-05 Engineering of sulfadimidine/4-aminoslicylic acid cocrystals and
dissolution modelling through shadowgraph imaging

Dolores R. Serrano, Tim Persoons, Deirdre M. D’ Arcy, Carolina Galiana,
Maria Auxiliadora Dea-Ayuela, Anne Marie Healy

-15-
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16.30

17.30

18.30

19:15

20.00

Entrega y presentacién de premio de la SEFIG
Pausa-café. Sesion de poster

Comunicaciones orales
Moderador: José Farifia Espinosa

0-07 Preparacion de membranas antifungicas por electrohilado de poli
(ciclodextrinas) y polimerizacion en plasma de HMDSO

Alejandro Costoya, Florencia M. Ballarin, José Llovo, Angel Concheiro,
Gustavo A. Abraham, Carmen Alvarez-Lorenzo

0-23 Percutaneous intramyocardial injection of microencapsulated FGF1
and NRGL1 improves cardiac function in a preclinical model of
ischemia-reperfusion

Elisa Garbayo, Juan José Gavira, Manuel Garcia de Yebenes, Beatriz Pelacho,
Gloria Abizanda, Hugo Lana, Felipe Prdsper, Maria Blanco-Prieto

Actuacién musical

Coctel bienvenida

Martes 24 de enero

09.00

10.00

Conferencia Plenaria Il
Moderadora; Emilia Barcia Hernandez

Exploiting nanotechnology to develop differentiated medicines

Ijeoma Uchegbu
University College London (United Kingdom)

Comunicaciones orales
Moderadora: Rosa Hernandez Martin

0-08 Error de medicacion por similitud ortogrdfica. Aproximacion
algoritmica

Carlos De Figueiredo Escriba, Cecilia Fernandez Lastra,
Pilar Modamio Charles, Eduardo L. Marifio Hernandez

0-09 Comparacion entre hidrogeles obtenidos por interaccion de cargas
Elizabeth Henao, Germéan Quintana, Ezequiel Delgado

0-10 Epalrestat-imprinted silicone hydrogels to address diabetic-eye
complications
Fernando Alvarez-Rivera, Angel Concheiro, Carmen Alvarez-Lorenzo
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X111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Farmacia Industrial y Galénica (SEFIG 2017)

11.00

12.00

14.00

15.30

16.30

0O-11 Nueva actividad docente para los alumnos, orientada hacia la comprension
de la comunicacion cientifica publicada en medios escritos e internet

M? Jests Lucero Muiioz, M* Rosa Jiménez-Castellanos Ballesteros

0-12 Estrategias para la vehiculizacion de cannabidiol en nanocapsulas
lipidicas
Juan Aparicio Blanco, Victor Sebastian Cabeza, Giovanna Lollo,
Guillaume Bastiat, Jean Pierre Benoit, Ana Isabel Torres Suarez

Pausa-café. Sesion de poster

Visita a la Universidad y al centro historico de la ciudad
de Alcala de Henares

Almuerzo

Conferencia Plenaria Il
Moderador: José Martinez Lanao

Medicamentos biosimilares

César Hernandez Garcia
Jefe de Medicamentos de Uso Humano de la AEMPS

Comunicaciones orales
Moderadora: Rosa Jiménez Castellanos

0-13  Anti-PD-L1 tumor concentrations induce tumor-specific and nonspecific
biomarkers in a melanoma mouse model

Ana M. Contreras-Sandoval, Maria Merino, Marcos Vasquez,
Ifiaki F. Troconiz, Pedro Berraondo, Maria J. Garrido

0O-14 Incertidumbre del método de andlisis en la prueba de biosimilitud
analitica

Matias Llabres Oliva, Alexis Oliva Martinez

0-15 Obtencion de nanoparticulas Magnetita/PEI y su aplicacion en terapia
génica y aislamiento celular

Ratl Megias, Maialen Arco, Jesus Ciriza, Laura Séenz Del Burgo,
Gustavo Puras, José Luis Arias, Margarita Lépez-Viota

0O-16 Desarrolloy control de calidad de una suspension oral de dexametasona
adecuada para pediatria

Javier Suarez-Gonzalez, Diego Dorta-Vera, Iris Gonzalez-Garcia,
Nuria Teigell-Pérez, Ana Santovefia, José B. Farifia

O-17 Disefio de interfaces coloidales para la administracion oral de farmacos

M.J. Santander-Ortega, M. Plaza-Oliver, E. Villar, L. Castro-Vazquez,
V. Rodriguez, N. Villaseca, J. Gonzalez-Fuentes, P. Marcos, M.V. Lozano,
M.M. Arroyo
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17.30

18:15

21.30

Pausa-café. Sesion de poster

Asamblea

Cena del Congreso

Miércoles 25 de enero

09.30

10.30

11.30

Conferencia Plenaria IV
Moderadora: Amparo Nacher Alonso

Modelos predictivos de sobresaturacion y absorcidn intestinal
M? del Val Bermejo Sanz
Universidad Miguel Hernandez

Comunicaciones orales
Moderadora: M? José Blanco Prieto

0O-18 A new biomaterial based on lactose-crosslinked fish gelatin for tissue

0-19

0-20

0-21

0-22

engineering applications
Edorta Santos, Claudia Vairo, Alaitz Etxabide, Pedro Guerrero,
Koro De La Caba, José Luis Pedraz, Manoli Igartua, Rosa Maria Hernandez

Non-viral vectors based on chitosan, cationic lipid and magnetic
nanoparticles for VEGF gene delivery to Central Nervous System cells

Ilia Villate Beitia, Gustavo Puras Ochoa, Cristina Soto Sanchez,
Eduardo Fernandez Jover, José Luis Pedraz Mufioz

Data analitics en el estudio retrospectivo de las infracciones de los
criterios STOPP

Silvia Gonzalez-Munguia, Esther Sanchez, Obdulia Munguia, Matias Llabrés

Folic acid-PEG-PLGA nanoconjugates can optimize the antitumour
activity of 5-fluorouracil in colon and breast cancers

Mazen M. El-Hammadi, Angel V. Delgado, Consolacién Melguizo,
José C. Prados, M?* Adolfina Ruiz, José L. Arias

Hyperthermia application of magnetic solid lipid nanoparticles

Maria Mufioz de Escalona, Eva Saez-Fernandez, Angel V. Delgado,
José C. Prados, M?* Adolfina Ruiz, José L. Arias

Pausa-café. Sesion de poster
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12:15

13:15

Mesa Redonda sobre nuevos retos en docencia e investigacion
Moderador: Fidel Ortega Ortiz de Apodaca

¢ Alberto Lazaro Lafuente
Director de Doctorado. Universidad de Alcala

* Fidel Ortega Ortiz-Apodaca
Decano Facultad Farmacia. Universidad de Alcala

*  Almudena Agiiero

Coordinadora Nacional de Horizonte 2020

* José Carlos Montilla
Presidente Comision Nacional Especialidad Farmacia Industrial y Galénica

Acto Clausura
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Abstract

Pharmaceutical nanotechnology involves the formation
of drug loaded nanoparticles from polymers, lipids
and surface active agents [1]. Such nanoparticles
have been used to formulate approved drugs,
which target a particular clinical problem, such
as: avoiding cardiotoxicity in the case of Doxil
and avoiding hypersensitivity reactions in the case
of the excipient used in Abraxane [2, 3]. To gain
approval and encourage prescribing, it is essential
that nanomedicines are sufficiently differentiated
from a clinical perspective and preclinical data
should support such potential differentiation, prior to
proceeding to expensive clinical testing. An increase
in bioavailability, for example, is often an insufficient
driver for clinical development.

Over the last two decades, we have designed a
large variety of self assembling polymers [4-6]
and peptides [7, 8] and used these to develop
nanomedicines, which may be administered via
the intravenous [7-9] oral [10-12] and intranasal
[13] routes. Some of these preclinical stage na-
nomedicines have already demonstrated that they
are well differentiated in a manner that is relevant
to their clinical use. These nanomedicines will be
discussed in the talk.
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Todos los medicamentos, para ser autorizados,
tienen que demostrar calidad, seguridad y efica-
cia. Cuando el medicamento es nuevo, ello exige
un desarrollo completo. Cuando el medicamento
es conocido, expirados los periodos de patente y
proteccion de datos, el desarrollo puede apoyarse
en los datos ya conocidos del medicamento in-
novador. Para los principios activos de sintesis
quimica, estos medicamentos se llaman genéri-
cos y para asumir que su eficacia y seguridad es
la misma que el innovador tienen que demostrar
bioequivalencia.

Para los medicamentos biolégicos es distinto.
Un medicamento bioldgico es un medicamento
gue contiene uno 0 mas principios activos fabri-
cados o derivados de una fuente biol6gica. Los
principios activos de los medicamentos biol6gi-
cos son mas grandes y complejos. Tanto su com-
plejidad como la forma en la que se fabrican dan
como resultado un cierto grado de variabilidad
en las moléculas de un mismo principio activo,
especialmente en diferentes lotes de un mismo
medicamento.

Un medicamento biosimilar es un medicamento
bioldgico que se desarrolla para ser similar a otro
medicamento biol6gico que ya estd autorizado.
Un biosimilar no es lo mismo que un genérico,
ya que estos medicamentos tienen estructuras
mas simples y es facil asegurar que son idénticas
a las de los medicamentos de referencia. El prin-
cipio activo de un biosimilar y su medicamento
de referencia son la misma sustancia bioldgica,

aunque puede haber diferencias menores por su
propia variabilidad (tanto para medicamentos in-
novadores como para sus biosimilares).

Para que un biosimilar sea autorizado tiene que
haber quedado probado que esta variabilidad
y cualquier otra diferencia con el innovador no
tienen efecto sobre la seguridad y eficacia del
producto. Y esto lo garantizan las agencias de
medicamentos. Obviamente, al tratarse de un
desarrollo abreviado, el biosimilar puede salir a
un precio mas bajo que el innovador, y esta es su
principal ventaja, la de permitir una competencia
en precios. Como no hay diferencias en calidad,
seguridad o eficacia, ambos son igualmente elegi-
bles para iniciar un determinado tratamiento.

Sin embargo, los medicamentos bioldgicos estan
en la lista de medicamentos no sustituibles sin el
conocimiento del prescriptor por un logico prin-
cipio de precaucion. ;Quiere ello decir que no se
puede cambiar de uno a otro? No exactamente.
De hecho, los médicos cambian de un medica-
mento bioldgico a otro sin que hasta la fecha se
haya detectado mayores problemas asociados.
Lo que ocurre es que esto hay que hacerlo caso a
caso y siempre muy pegado al paciente. No hay
experiencias ni datos de cuales serian las conse-
cuencias de cambios o sustituciones masivas de
unos medicamentos biol6gicos por otros en cor-
tos periodos de tiempo. En este punto debe impe-
rar el sentido comun y el trabajo en equipo dentro
de los hospitales con el paciente como centro del
sistema.
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In vitro dissolution of immediate release oral
drug products is one of the most relevant tools
to ensure batch to batch quality and process per-
formance. This test is an integral component of
any new drug application worldwide. Neverthe-
less, the in vivo relevance of the Quality control
dissolution tests depends on the drug substance
and its biopharmaceutical properties as well as on
the drug formulation characteristics. Ideally, the
dissolution test conditions should discriminate
product changes that may affect product perfor-
mance. However, unless an IVIVR or and IVIVC
exists for the product, variations in dissolution
behavior may or may not reflect variations in per-
formance. To determine if a dissolution method
can discriminate the impact of product changes
the method needs to be challenged against in vivo
data. For drugs whose limiting step for intestinal
absorption is in vivo dissolution it is essential to
identify the critical variables affecting dissolution
in the gastrointestinal environment. Due to the
complexity of the gastrointestinal tract this task is
not straightforward. In the past many efforts were
devoted to the development of the so called “Bio-
relevant media” that were used in the pharmaco-
poeial apparatus with some degree of success. On
the other hand, for drugs with weak acid or basic
nature the pH change that the formulation faces

during the transit on the GI system can be a major
determinant of the dissolution rate. Nowadays,
In vivo predictive dissolution (IPD, i.e dissolu-
tion media and apparatus able to predict in vivo
performance) is considered as a valuable deve-
lopment and regulatory tool which could be able
to reduce human BA/BE studies and to speed
up marketing authorization. In this presentation
an overview of different dissolution approaches
(from QC dissolution through biorelevant media
and gastrointestinal simulators) will be presented
and the application to the study of the supersatu-
ration phenomena will be discussed. Supersatu-
ration of weak bases after gastric emptying in the
small intestine has received recently attention as
a potential formulation strategy to enhance oral
fraction absorbed. The supersaturated state must
be effectively induced ad maintained. For that re-
ason, the availability of screening methods to test
the development of supersaturable formulations
is necessary and. Dissolution transfer systems al
so known as Gastrointestinal Simulators (GIS)
could serve to this purpose. An example of the
use of a gastrointestinal transfer system to exp-
lain the performance of two drug formulations
of a slow dissolving class | formulation will be
presented to illustrate the added value of systems
mimicking the intestinal transit.
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1. Introduccion

El escalado de procesos de granulacion via hu-
meda es una etapa critica en el desarrollo de
formulaciones sélidas, que se aborda mediante
experimentos en equipos de escala creciente di-
sefiados para mantener similaridad geométrica,
dinamica y cinética. El control de la velocidad
del aspa y por ende, del consumo de potencia se
relacionan directamente con los parametros dina-
micos y cinéticos [1].

En estudios previos se ha presentado un método
de escalado basado en el consumo de potencia,
mediante el calculo parametros adimensionales:
Numero de potencia (NP) /Numero de Reynolds
(NRe) /Numero de Froude (NFr), pero no se con-
siguio probar la universalidad del concepto para
cualquier tipo, tamafio o disefio de mezclador [2].

Este trabajo aborda el reto del escalado del con-
sumo de potencia en granuladores de alta veloci-
dad de diferentes escalas, entre 25L y 600L, me-
diante el empleo de herramientas de inteligencia
artificial [3] que permiten seleccionar las varia-
bles criticas del proceso, y facilitan la obtencion
de la ecuacion matemética que las relaciona con
el consumo de potencia del equipo. Este modelo
debe ser util para predecir el punto final del pro-
ceso en granuladores de gran tamafio.

2. Materiales y Métodos
2.1. Base de datos

Se generd una base de datos a partir de expe-
rimentos de granulacion a velocidad variable
en equipos Fielder PMA de 25, 100 y 600L,
geométricamente similares y de 65L no simi-
lar a los anteriores. Se empled la formulacion:
lactosa (80%), almidén de maiz, y almidon

pregelatinizado (2%). La carga del equipo y la
velocidad de cuchillas se mantuvieron constan-
tes, 0.3 Kg/L y 1500 rpm.

Se adiciond agua en proporciones crecientes y se
determin6 para cada adicion el consumo de po-
tencia y la densidad (masa humectada correspon-
diente a un volumen conocido) y las propiedades
reoldgicas de las masas humectadas generadas
(reometria de torsion).

2.2. Modelizacién: Curvas de potencia

Se aplico la metodologia desarrollada por Landin
y colaboradores [2] para la prediccion del punto
final del proceso en funcion de los parametros:
NP’ NRc y NFr'

N, =APg/pN°D®; N, =D’Np/n; N =N°D/g.

Donde AP es la potencia del motor (Watts), N
la velocidad del aspa (rps), D su diametro (m),
g (9.8 ms?), p la densidad (kg m®) y n (Nm) la
consistencia de la masa humectada.

Se establecieron las funciones N =fn{N_ ,N_, h,
D } para cada equipo. De la regresién In/In con-
junta se obtuvo el modelo general:

N, =273.96 [N x Ny, x h/D]°7 )

A partir de ella se calcularon los valores consumo
de potencia predichos (Fig. 2B).

2.3. Modelizacion: Inteligencia Artificial

Se emplearon los software FormRules® v4.03 e
INForm ® v5.01 (Intelligensys Ltd., UK) que im-
plementan las técnicas de logica difusa y “Gene
Expression Programming” (GEP).
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Para la modelizacion con ldgica difusa, se selec-
cionaron como variables: volumen del equipo,
didmetro y velocidad del aspa, porcentaje de li-
quido y densidad y consistencia de la masa hu-
mectada. Se modeliz6 el pardmetro potencia del
motor. Para la modelizacién con GEP se intro-
dujeron como variables, las criticas previamente
establecidas por la logica difusa y se obtuvo la
funcion matematica que las relaciona con la po-
tencia del motor. La base de datos se dividi6 en
aleatoriamente en tres grupos: 33 datos para en-
trenamiento de la red, 3 para evaluar el error y 5
para validacion del modelo.

La evaluacion de los modelos se realizé mediante
el ANOVA vy la determinacion del parametro R?
definido como:

x100%
2
@

Donde y es el valor experimental de la variable,
y’ es el valor predicho por el modelo y y” es el
valor medio de la variable.

Valores de R? entre 70 y 99.9 son indicativos de
una buena predictibilidad.

3. Resultados y Discusién

El modelo establecido mediante logica difusa
permitié eliminar la variable volumen del equi-
po como parametro determinante del consumo de
potencia del mezclador. Sobre esta base, se llevo
a cabo la modelizacién con GEP (R?, . =
97.93%, R, = 86.78%, R? .. .. = 89.48), cuya
ecuacion resulto ser la siguiente:

AP (Watts) = p-D - 17.14-p-D-n* + p-D*1'N -%liq
+6.19N -%liq + 0.28N-%lig?- 6.19-p'n) - 0.28+p-
n-%liq

El modelo desarrollado mediante GEP para anali-
zar datos del proceso de granulacion via himeda
en granuladores de alta velocidad, permite prede-
cir el consumo de potencia en los equipos de di-
versos tamafios (entre 25L y 600L), sin necesidad
del uso de complejos parametros adimensionales
(N, N, N, ) o asunciones fisico-quimicas. Ade-
mas, la prediccion es excelente tanto para granu-
ladores geométricamente similares, como para

los no geométricamente similares (Fig. 1A) y
mejora sustancialmente la prediccidon respecto al
modelo establecido mediante las curvas de poten-
cia, que como puede observarse (Fig. 1B) predi-
cen valores muy inferiores a los experimentales.

Fig. 1: Relacién entre la potencia del motor experimental
y la predicha calculada: A) por el modelo GEP para los
conjuntos de datos de entrenamiento, test, validacion y el
granulador PMA 65L (sin similitud geométrica); y B) se-
gun el método desarrollado previamente por Landin et al.
(1996).
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1. Introduccién

Tras la administracion de un medicamento por
via oral, el intestino delgado es el lugar de absor-
cién por excelencia debido a sus caracteristicas
anatomicas, fisiologicas y fisicoquimicas [1]; por
tanto, la capacidad de absorcion de xenobiéticos
por parte del colon suele considerarse menor. Sin
embargo, el elevado tiempo de permanencia de
los compuestos en este tramo, que puede llegar a
superar las 24 h, contribuye a que la absorcion se
realice de forma completa. Este elevado tiempo
de permanencia es de vital importancia para las
férmulas de liberacién controlada, disefiadas para
liberar el principio activo entre 12 y 24 h; por tan-
to, es necesario garantizar una correcta absorcion
en colon, sobre todo cuando el principio activo
es de baja permeabilidad, para asegurar el éxito
de una formulacion con estas caracteristicas [2].

Seglin las bases del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (BCS), la absorcion oral de un
farmaco estd definida por su solubilidad acuosa
y su permeabilidad intestinal [3]. En la literatura
cientifica existen multitud de modelos para pre-
decir la absorcion en intestino delgado, pero no
ocurre lo mismo para la prediccion en el colon.

El objetivo de este estudio es desarrollar y validar
un modelo de perfusién in situ en colon de rata
util para predecir la permeabilidad de nuevas mo-
Iéculas en colon y comparar su utilidad con la de
otros modelos, ya validados, obtenidos en intes-
tino delgado y en cultivos celulares. Ademas, se
estudiard la aplicacion del BCS a los datos obte-
nidos en colon. Asimismo, se intentard aumentar

la permeabilidad de un compuesto poco permea-
ble mediante la formacién de un par i6nico.

2. Material y Métodos

Se seleccionaron 16 farmacos, pertenecientes a
las cuatro clases del BCS, y se ensay6 su permea-
bilidad mediante una técnica de perfusion in situ,
basada en el método de Doluisio [4], en colon e
intestino delgado de rata. También se estudio su
permeabilidad usando una técnica in vitro en cul-
tivos celulares Caco-2 [5].

Las muestras obtenidas in situ e in vitro se ana-
lizaron mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) con el método analitico, pre-
viamente validado, correspondiente para cada
compuesto. Se calculd el valor de permeabilidad
de cada farmaco y, para poder comprobar la ca-
pacidad de prediccion de la absorcion del modelo
desarrollado en colon, se establecieron correla-
ciones entre los datos obtenidos en colon y en
intestino delgado y, entre aquéllos obtenidos en
colon y en monocapas celulares Caco-2. Ademas,
se clasificaron los 16 compuestos segun la per-
meabilidad en colon, atendiendo a los criterios
del BCS.

Para finalizar, se escogi6 el atenolol como farma-
co poco permeable en colon y se formulé un par
i6nico, usando azul brillante y azul de bromofe-
nol como contra-iones, con el que se evalu6 la
permeabilidad en colon.
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3. Resultados y Discusién

Las correlaciones obtenidas entre los resultados
de permeabilidad en intestino delgado y en colon,
y entre la permeabilidad en colon y Caco-2 son
buenas (R? > 0.9 y R? > 0.8) (Fig. 1). Esto in-
dica que los datos de permeabilidad en intestino
delgado de rata y/o monocapas Caco-2 pueden
usarse para predecir la absorcion en colon, pues
la clasificacion de los compuestos en baja y alta
permeabilidad es idéntica en todos los modelos
experimentales.

Fig. 1: Correlacién entre permeabilidad in situ en intes-
tino delgado (circulos) e in vitro en Caco-2 (triangulos) y
colon de rata. El simbolo rojo corresponde al metoprolol.

En la Figura 2 se muestra el incremento de la
permeabilidad en colon del atenolol tras la for-
macion de los pares iénicos desarrollados. Como
se aprecia, los dos colorantes de caracter acido
incrementan la permeabilidad del atenolol, pro-
bablemente por favorecer la formacion de una
molécula de mayor lipofilia debido a la diferen-
cia de la carga i6nica de ambas sustancias en las
condiciones ensayadas.

Fig. 2: Permeabilidad del atenolol en colon de rata en au-
sencia y en presencia de contra-iones. * diferencias esta-
disticamente significativas (p<0.05).

4. Conclusion

El modelo de perfusion in situ en colon de rata,
validado en este trabajo, demuestra que la cla-
sificacion existente para farmacos en intestino
delgado es aplicable a colon y sirve de cribado
para el desarrollo de formulaciones de liberacién
controlada.
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1. Introduction

Cell encapsulation allows the immobilization of
desired cell and its protection from the immune
system. Moreover, it permits the exchange of
nutrients between the environment and the core
of the microcapsule containing the cells while al-
lowing the release of therapeutic molecules pro-
duced by the entrapped cells. Thus, this technolo-
gy is being studied both as drug and cell delivery
system to treat different diseases such as diabetes,
anemia, cancer, and hepatic diseases [1]. Cryo-
preservation would help to approach this tech-
nology to the clinic as it would reduce costs and
facilitate the “on demand” access of patients to
the treatment in a clinic far from the manufac-
turer. However, the establishment of optimized
and standardized protocols for cryopreservation
of microencapsulated cells is necessary in order
to reach the desired goal.

Two different freezing methods are used to pre-
serve encapsulated cells, with specific freezing
rates and cryoprotectants (CPA): slow freezing
protocols and vitrification. The most used meth-
od to cryopreserve encapsulated cells is the slow
freezing protocol with 5-10% dimethyl sulfox-
ide (Me2SO). In a previous study, we showed
that Me2SO at 10% is the best CPA solution for
the cryopreservation of microencapsulated mes-
enchymal stem cells (MSC) following a slow
freezing protocol [3]. But, although the cryopres-
ervation with Me2SO showed good results, its
toxicity can be harmful for some cell types.

On this regard, low-molecular-weight hyaluronan
has shown protective effects in the preservation

of human fibrotic monolayers [4]. Hyaluronan is
a natural product present in diverse regions of the
body whose protective effect could be explained
by its high hydration capability and the inhibition
of ice growth. Based on these properties, we are
studying hyaluronan as a CPA agent in the cryo-
preservation of encapsulated cells.

2. Material and methods
2.1. Cell microencapsulation

Epo secreting D1MSCcells (DIMSC-Epo) and
Epo secreting C2C12 myoblasts (C2C12-epo)
cells were immobilized into 1.5% alginate micro-
capsules of 480um of dimaeter using an electro-
static droplet generator (Nisco ®).

2.2. Cryopreservation

Three CPA solutions fresh prepared and diluted
in the maintenance medium of each cell type
were tested: 5% low-molecular-weight hyalu-
ronan 25-50 kDa (HA 5%), Me2SO 10% and
Cryostor® CS10 (CS10). Volumes of 200 pL of
encapsulated cells were resuspended in cryovials
with 1 mL of the different CPA solutions previ-
ously prepared. Cryovials were equilibrated in
ice for 20 minutes, frozen at -80°C for one day
on Coolcell container and, later, stored on liquid
N, tanks for 1 week before performing any assay.
Cryovials were thawed quickly at 37°C until no
ice was observed in the solution.

2.3. Performed assays

Two assays were performed to evaluate the
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viability of the cells inside the microcapsules:
calcein/ethidium measured by microscope dye
and CCK-8 assay.

3. Results and discussion

C2C12-epo cryopreserved microcapsules with
5% HA showed the highest metabolic activity
among cryopreserved groups without statisti-
cal differences compared to the non cryopre-
served (Control) group. In contrast, 10% Me2SO
showed statistical differences compared to CN
group (p>0,001). These results were corroborated
in cells viability by means of the calcein/ethidi-
um assay. CS10 and 5% HA groups stained sim-
ilarly to the control group, whereas 10% Me_SO
showed a lower staining. On the other hand, there
were no significant differences among the met-
abolic activity of D1IMSC-epo cryopreserved
microcapsules compared to the control group
(p>0,001), confirming these data by the calcium/
ethidium staining with high viability at all the
groups studied.

Some studies have shown that low-molecu-
lar-weight HA could be internalized by endocy-
tosis mediated by the CD44 and CD168 receptors
[4]. On this regard, Ujihira et al. proposed two
different protective effects for HA: an extracel-
lular protective effect and an inhibition of ice
creation within the cells mediated by the inter-
nalization of HA and its high hydration capacity.
This two mechanisms would explain our differ-
ent results in the metabolic activity of C2C12-epo
and D1MSC-epo cells since the expression of the
two receptors could not be similar and so the in-
ternalization of HA.

This preliminary study shows that HA could be a
potential protective agent in the cryopreservation
of microencapsulated cells but more assays are
necessary in order to demonstrate that low-mo-
lecular-weight HA is an alternative to the conven-
tional CPA agents in the slow freezing protocol.
The expression of surface receptors should be
determined to explain the protective mechanism
from HA. Moreover, HA should be tested in more
cell types in order to determine its cryoprotective
effect.

Nowadays, we are studying if preliminary incu-
bation with HA could enhance the viability of
microencapsulated cells. Moreover, we are per-
forming a more exhaustive study of encapsulated
cell viability after cryopreservation with HA by
means of apoptotic assays, membrane integri-
ty assays and the quantification of the released
molecules. Our goal is to understand better the
HA effects in cryopreserved encapsulated cells
and determine if HA could be used, by itself or
in combination, as a protective agent in the cryo-
preservation of microencapsulated cells.
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1. Introduction

Amphotericin B (AmB) is a macrolide with an-
tifungal and anti-leishmanial activity. This drug
joins ergosterol in fungal cells, including Candida
spp., and some parasites, such as Leishmania.

Currently, marketed AmB formulations consists
of micellar dispersions (Fungizone®), liposomes
(AmBisome®) and other lipidic systems such as
Abelcet® and Amphocil®. All formulations are
intravenously administered. However, the devel-
opment of transdermal formulations would be of
interest to treat topical fungal infections as well
as cutaneous leihsmaniasis and at the same time
to limit the severe adverse effects associated with
the intravenous administration of the drug such
as infusion-related side effects, haemolysis and
nephrotoxicity. Nanomedicines are elastic lipos-
omes, which have shown a great potential in en-
hancing topical delivery of poorly soluble drugs.
For this reason, the aim of this work was to devel-
op AmB nanomedicines to test their haemolytic
and anti-fungal in vitro activity.

2. Methods
2.1. AmB nanomedicines

AmB nanomedicines were prepared using the fo-
llowing process.

Lipids (Soy Bean dehydrogenated), AmB and
sodium deoxycholate were dissolved in metha-
nol. The solution was then rotaevaporated in or-
der to elimite all the solvent. And afterwards, a
mixture of PBS pH 7.4 and ethanol was added to

reconstitute the formed film. Finally, the suspen-
sion was sonicated to ensure a nanometric par-
ticle size of the nanomedicines. Gels were pre-
pared by addition of Carbopol EDT or Metolose
directly onto the liquid nanomedicines.

2.2. Ex Vivo red blood cells (RBCs) haemo-
lysis assay [1]

Diluted RBCs to 4% concentration were added
into a 96 well plate (180 pL/well). Formulations
were diluted using deionised water. 20 puL of
each sample was loaded into the well in tripli-
cate. Three formulations were tested: AmB na-
nomedicines, placebo nanomedicines (unloaded)
and AmB in DMSO. As positive control, a 20%
solution of Triton X-100 (20puL) was added. As
negative control, PBS at pH 7.4 (20 uL) was in-
corporated. Plates were incubated at 37°C for 1 h.
Subsequently, plates were centrifuged and 50 pL
of supernatant from each well were transferred
into a clear, flat-bottomed 96-well plate. The ab-
sorbance of the supernatants was measured using
a plate reader at 570 nm (Fig. 1).

Fig. 1: Supernatants collected in a new plate before mea-
surement of the absorbance at 570 nm.

—47 -



X111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Farmacia Industrial y Galénica (SEFIG 2017)

The concentration that produces 50% of haemol-
ysis at the tested conditions (HC, ) was calculat-
ed using Compusyn® software.

2.3. Candida spp. in vitro activity

Antifungal activity was tested against two differ-
ent strains of Candida (C. albicans and C. gla-
brata) by agar diffusion assay, according to the
European Pharmacopoeia [2] and according to
Ruiz et al. [3]. First of all, yeast isolates were cul-
tured on Sabouraud dextrose agar at 30°C for 72
h. Antifungal sensitivity was assayed in Miieller
Hinton agar (MHA) supplemented with glucose
(2% w/v) and methylene blue (0.5 mg mL*). The
MHA (200 ml) was sterilized at 121°C and once
attemperated, 3 mL of yeast suspension, prepared
in sterile NaCl (0.9%) and adjusted to 0.1 Abs
at 600 nm, were inoculated. The MHA with the
inoculated Candida was placed onto petri dish-
es. Paper disks (6 mm) were embedded with 20
pL of each sample. The amount of drug inoc-
ulated per disk was 10 or 15 pg (equivalent to
the amount of AmB and ketoconazole contained
in neo-Sensitab® tablets respectively). Once the
disks were dried and the agar solidified, the disks
were placed onto the plates. Plates were kept at
5°C for 2 h followed by 48 h at 30°C and then
the diameter of the growth inhibition halos was
measured. To test the activity of the gels, a circu-
lar section of 6 mm was removed from the agar
plate once solidified. The gels (50 = 5 mg) were
added into the cavity. Plates were kept for 48 h at
30°C and then the diameter of the growth inhibi-
tion halo was measured.

3. Results

3.1. Ex vivo red blood cells (RBCs) haemolysis
assay

The HC_ for AmB nanomedicines, placebo nano-
medicines and AmB in DMSO were 160, 233 and
10.1 pg/mL respectively. AmB in DMSO is 16-
fold more haemolytic than the AmB nanomedi-
cines formulation.

3.2. Candida spp. in vitro activity

Inhibition halos for C. albicans were: 23.1 mm
for 10 pg of AmB nanomedicines, 24.6 mm for

AmB gel nanomedicines (500 pg/g), while the
placebo both liquid and gel had no inhibition
halo. AmB-DMSO gel (500 pg/g) had a 27.9 mm
inhibition halo. The commercial neo-sensitabs
tablets had the following halos: 22.9 mm for 10
pg of AmB, 29.1 mm for 10 pg of clotrimazole
and 36.7 for 15 pg of ketoconazole.

Inhibition halos for C. glabrata were: 15.1 mm
for 10 pg of AmB liquid nanomedicines, while
the placebo liquid and gel nanomedicines had no
effect. Two different AmB gels were tested: 21.8
mm for metolose gel and 22.9 mm for carbopol
gel. The commercial tablets had the following in-
hibition halos: 12.9 mm for 10 pg of AmB, 21.35
mm for 15 pg of ketoconazole and 15.15 mm for
2% ketoconazole cream.

4. Conclusions

AmB nanomedicines can be a potential topical
formulation to treat fungal infections and cutane-
ous leishmaniasis as the have reduced haemolytic
toxicity while retain their in vitro activity. In all
the cases, both liquid and gel nanomedicines ex-
hibited a inhibition halo > 15 mm indicating that
both strains were susceptible to the AmB [4].
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1. Purpose

Sulfadimidine (SDM) is a poorly-soluble anti-in-
fective agent. Cocrystallization with suitable co-
formers, such as 4-aminosalicylic acid (4ASA),
combined with changes in the crystal habit can
favourably alter its physicochemical properties,
such as dissolution, and also its in vitro activity.
The aim of this work was to engineer SDM:4A-
SA cocrystals with different habits and polymor-
phic forms and to investigate the dissolution and
in vitro activity. Shadowgraph imaging and mo-
lecular modelling were used to explain differenc-
es observed for different cocrystal habits.

2. Methods

Cocrystals were prepared in a 1:1 (SDM:4ASA)
molar ratio. Polymorph | (PI) was obtained by
liquid-assisted milling and polymorph 11 (PII)
was produced by solvent evaporation using
ethanol (Pll-Habit I) or acetone (PlI-Habit II),
spray-drying (PlI-Habit I11) and solvent evapora-
tion followed by grinding (PII-Habit IV) [1]. Sol-
id state characterization was performed as well
as shadowgraph imaging studies and antibacterial
in vitro assays. Mercury® was used to predict the
Bravais, Friedel, Donnay and Harker (BFDH)
morphology and full interaction map to get an in-
sight into the molecular arrangement on different
crystal facets of the cocrystal.

3. Results & Discussion

Cocrystallisation via milling of SDM with 4ASA
(1:1 molar ratio) led to small polyhedral crystals
with a 2.3-fold higher drug release at 60 min and
significantly higher antibacterial activity than
SDM, due to the synergistic effect between drug
and coformer; whereas cocrystallisation by sol-
vent evaporation (ethanol, acetone) or spray dry-
ing led to flattened, plate-like or quasi-spherical
cocrystals respectively with more hydrophobic
surfaces and tendency to form aggregates in
aqueous media, which limited both the dissolu-
tion rate and in vitro activity (Fig. 1).

Fig. 1: In vitro antibacterial activity.

Despite the fact that PII exhibited a higher aque-
ous solubility compared to PI, the crystal habit
played a key role in the overall dissolution pro-
file, as a consequence of the facets that were
predominantly exposed to the dissolution media,
which determine the capability of forming either
H-bond or hydrophobic interactions with the en-
vironment (Fig. 2).
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Fig. 2: Visualization of molecular surface and molecular
interactions using Mercury® 3.5.1 software. Predicted
BFDH crystal morphology of polymorph I.

A deeper understanding of the dissolution per-
formance was critical, in terms of monitoring not
only the amount of drug dissolved but also chang-
es in particle size over the dissolution course [2].
The inexpensive laser-based optical technique
of shadowgraph imaging has great potential to
monitor drug dissolution by measuring real-time
particle size (Fig. 3).

)
'd- | @

@ ®)
@
Fig. 3: Setup for shadowgraph imaging. Key: 1: laser
beam, 2: beam expander, 3: rhodamine-B fluorescent dye
diffuser, 4: water jacket, 5: test cell, 6: lens arrangement,
7: CMOS high speed camera.

PI and PII-Habit I'V showed similar shadowgraph
imaging patterns, characterised by deaggregation
of bigger clusters into smaller particles in suspen-
sion, with higher velocity at earlier time points
leading to faster dissolution rates.

In contrast, shadowgraph imaging studies of
PlI-Habit I, PlI-Habit Il and PI1-Habit 111 showed
patterns characterised by a slower deaggrega-
tion of big clusters into smaller particles and
the appearance of a fourth population of bigger
particle size (> 100 um) as a result of aggrega-
tion over the dissolution time course, resulting in
slower dissolution rates (Fig. 4).

Fig. 4: Number of particle at each particle size range de-
termined by the shadowgraph method along with corres-
ponding particle velocity at 1000 s.

4, Conclusions

Crystal habits have a great influence on the phys-
icochemical and biological properties of drugs.
Even for cocrystals with poor pharmaceutical
properties, a habit can be engineered which leads
to a better dissolution profile and activity, if a
suitable coformer and manufacturing process are
selected.
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1. Introduccion

Las membranas electrohiladas resultan muy
adecuadas como componentes de apdsitos. Su
estructura porosa asimétrica permite la absor-
cién de exudados, protege de la penetracion de
microorganismos y permiten el intercambio de
vapor de agua y oxigeno [1]. Ademas, se pueden
cargar con sustancias activas para acelerar la ci-
catrizacion y prevenir las infecciones [2].

El electrohilado de ciclodextrinas (CDs) solas o
con polimeros permite incorporar las sustancias
activas como complejos de inclusion, que incre-
mentan la estabilidad y regulan los perfiles de
cesion [3].

El objetivo del trabajo fue implementar un pro-
cedimiento de preparacién de apdésitos a partir
de polimeros de ciclodextrinas (poliCDs) para
conseguir una cesion modulable y completa de
fluconazol. Este antifingico es activo frente a
especies de Candida que forman biopeliculas en
las heridas, impidiendo la curacién. Las fibras se
prepararon por electrohilado de poliCDs con po-
li(e-caprolactona) (PCL) o poli(N-vinilpirrolido-
na) (PVP). Como controles, se utilizaron fibras de
PCL y de PVP con fluconazol pero sin poliCDs.
Adicionalmente, las membranas se recubrieron
por polimerizacién en plasma de HMDSO, para
formar peliculas hidrofébicas biocompatibles
que aporten un mecanismo adicional al control
de la cesion.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

La poli-aCD y la poli-BCD se prepararon por
reticulacion con epiclorhidrina [4]. PCL (Mw
80 kDa), PVP (Mw 360 kDa), HMDSO y N,
N-dimetilformamida (DMF) fueron de Sigma Al-
drich (USA). Diclorometano (DCM) de Biopack
(Argentina).

2.2. Preparacion de los complejos de inclusion

A disoluciones de poliCD en agua (0.5 g en 3
mL) se incorpor6 fluconazol disuelto en etanol
(0.07 g en 3 mL) para obtener una relacion molar
CD:farmaco 1:1. Los disolventes se eliminaron
en rotavapor. Los complejos resultantes se desig-
naron como (FLU-poli-aCD)-IC y (FLU-poli-
BCD)-IC, y se caracterizaron por DSC y XRD.

2.3. Preparacion de membranas electrohiladas

Se prepararon disoluciones de los complejos con
PCL (40:60 p/p) en DMF/DCM 4:1 v/v (concen-
tracion de polimeros 15%), y de los complejos
con PVP (50:50 p/p) etanol/agua 4:6 v/v (con-
centracion de polimeros 20%). El electrohilado
se llevd a cabo a 1 mL/h con una distancia bo-
quilla-colector de 15 cm, y tensién aplicada de
12-17 kV. Las membranas se secaron a vacio, y
se caracterizaron por SEM y DSC.

-51-



X111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Farmacia Industrial y Galénica (SEFIG 2017)

2.4. Tratamiento con plasma

Las mallas se expusieron a vapor de HMDSO en
condiciones de plasma (FEMTO PCCE, Diener
Electronic, Alemania; 13.56 MHz, 30W, 10 min)
[4]. Se registré el angulo de contacto y la compo-
sicion elemental por EDX.

2.5. Cesion de fluconazol

Muestras de 40 mg se colocaron en viales con
tampon fosfato pH 7.4 (5 mL; 37°C; 100 osc/
min) y a tiempos preestablecidos se registro la
absorbancia del medio a 261 nm.

2.6. Test de actividad antifingica

Se cortaron discos (9 mm didmetro) y se colo-
caron placas de agar inoculadas con C. albicans
(ATCC 90028) que se incubaron a 35°C.

3. Resultados y Discusion
3.1. Preparacion de membranas electrohiladas

La formacion de los complejos fluconazol: poliCD
se confirmod por la ausencia de cristales del far-
maco por DSC y XRD. Con los complejos no se
obtuvieron estructuras fibrosas, por lo que fue ne-
cesario preparar mezclas con PCL o PVP (Fig. 1).

Fig. 1: Micrografias SEM de las membranas electrohila-
das. Didametro fibra 350-850 nm.

Las muestras no recubiertas cedieron el 85% de
la carga en 15 min. El recubrimiento con HMD-
SO dio lugar a una barrera nanométrica hidro-
fébica, que permiti6é controlar la cesion durante
varias horas (Fig. 2).

Las membranas antes y después del recubrimien-
to mostraron una elevada actividad antifingica
(Fig. 3), lo que confirma que el recubrimiento no
impide la cesién completa del farmaco [4].

i)

i:;frf

~A— (FLU-poli- CD)-IC/IPCL
A (FLU-poli- CD)-IC/PCL

—A— FLUPCL

~B— (FLU-poli- CD)-IC/IPVP
O (FLU-poli- CD)-ICIPVP

—m— FLUPVP

Fluconazol cedido (%)

0 2 4 6 8 24 30
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Fig. 2: Perfiles de cesion de fluconazol a partir de mem-
branas recubiertas.

NT

Fig. 3: Zonas de inhibicién de C. albicans producidas por
membranas de (4) PCLy (B) PVP (C: control sin flucona-
zol; T: tratadas con HMDSO; NT: no tratadas).

4. Conclusiones

El electrohilado de mezclas de poliCD formando
complejos con fluconazol y PCL o PVP seguido
de recubrimiento con HMDSO permite obtener
membranas nanofibrosas capaces de proporcio-
nar cesion sostenida del farmaco y de inhibir efi-
cazmente el crecimiento de C. albicans.
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1. Introduccion

En numerosos estudios se ha identificado la simi-
litud de nombres de los medicamentos como una
importante fuente de errores de medicacion (EM)
[1,2]. Esto ha hecho que diferentes grupos de in-
vestigacion hayan trabajado y estén trabajando
en la busqueda de soluciones para minimizar el
impacto de esta situacion.

Asi, diversos organismos oficiales responsables
de la aprobacién de los nuevos medicamentos
y, por lo tanto, de sus nombres han establecido
sistemas mas o menos complejos para evaluar
la similitud de un nuevo nombre propuesto en
relacion a los que ya existen en el mercado. Por
ejemplo, la FDA ha establecido el Phonetic Or-
thographic Computer Analysis Software (POCA)
para la revisién de los nombres comerciales de
medicamentos [3]. Este sistema utiliza algorit-
mos complejos para identificar potenciales nom-
bres similares, teniendo en cuenta aspectos tanto
ortograficos como fonéticos, que ayudan a apro-
bar 0 no las propuestas de nombres comerciales
de nuevos medicamentos presentadas [4,5].

No se conoce, sin embargo, ninglin sistema simi-
lar al POCA de la FDA, ni se ha encontrado en la
bibliografia ninglin estudio sobre la situacion de
los nombres de los medicamentos en el mercado
espaflol utilizando algun tipo de aproximacion al-
goritmica. Por ello, el objetivo principal del estu-
dio ha sido establecer un grupo de algoritmos ma-
tematicos, que ayuden a identificar y, en su caso,
predecir potenciales confusiones en los nombres
de los medicamentos comercializados en Esparia.

2. Material y Métodos
2.1. Seleccion de la muestra

Los nombres de los medicamentos utilizados
para el estudio se distribuyeron en dos grupos
formados por 454 parejas de nombres. El primero
estaba formado por aquellas consideradas como
posible fuente de confusion [6,7], denominando-
se grupo similar. El segundo formado por pare-
jas de nombres no incluidas en el primer grupo,
constituyendo un grupo que se denoming control.

2.2. Algoritmos aplicados

Se identificaron en la bibliografia diferentes algo-
ritmos, seleccionandose algunos que han sido utili-
zados en estudios similares [8,9,10], entre ellos los
basados en la distancia de Edicion (EDR y NED),
los que utilizan la Formula de Dice (BIGRAM,
BIGRAMI1B, TRIGRAM y TRIGRAM2B) y los
basados en la longitud de la subsecuencia comiin
mayor entre las dos cadenas (LCSR1 y LCSR2).

2.3. Tratamiento estadistico de los datos

Para establecer la existencia o no de diferencias
estadisticamente significativas entre ambos gru-
pos se aplico el test ji-cuadrado, calculandose la
v de Cramer para medir la intensidad de dicha
asociacion.

3. Resultados y Discusién

Tras la aplicacion de los ocho algoritmos se pudo
apreciar que existian diferencias en los resulta-
dos obtenidos para cada uno de los dos grupos
analizados. En las Figs. 1 y 2 se muestran, a
modo de ejemplo, los resultados obtenidos tras
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la aplicacion de los algoritmos EDR y LCSR1.

Fig. 1: Grdfico de cajas del algoritmo EDR.

Fig. 2: Grdfico de cajas del algoritmo LCSRI.

Asi mismo, los resultados de cada algoritmo al
aplicar el test de ji-cuadrado demostraron que
estas diferencias eran estadisticamente significa-
tivas entre los dos grupos, similar y control, con
valores de p inferiores a 0,001 en todos los casos,
como se aprecia en la Tabla 1:

Algoritmo © p V de Cramér
EDR 742,626 <0,001 0,904
NED 714,966  <0,001 0,887

BIGRAM 521,890  <0,001 0,758

BIGRAM1B 669,216 <0,001 0,858
TRIGRAM 669,216  <0,001 0,858
TRIGRAM2B 685,260 <0,001 0,869
LCSR1 723,392 <0,001 0,893
LCSR2 726,192  <0,001 0,894

Tabla 1: Resultados del test ji-cuadradopor algoritmo.

4. Conclusiones

Los algoritmos utilizados en el presente estudio
diferencian las parejas de nombres de medica-
mentos incluidas en el grupo de similares de las
del grupo control, indicando que podrian ser una
herramienta 1til en la identificacion de posibles
confusiones entre nombres de medicamentos en
el mercado espafiol.
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1. Introduccién

Los métodos de interaccion de carga (complejo
coacervado (CC) y gelacion ionotrépica (Gl))
han sido empleados en la formacién de hidroge-
les pero aun no estan claros los efectos que cada
método ocasiona en la formacion del gel.

Por esta razon, el objetivo de este estudio fue ob-
tener hidrogeles por ambos métodos de interac-
cidn de carga separados y combinados, emplean-
do carboximetilcelulosa (CMC), y cloruro de
calcio (CaCl,) y quitosana (CS), para descubrir
sus efectos en las morfologias.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

La carboximetilcelulosa de sodio (CMC) vy la
quitosana (CS) (CAS (9004-32-4 y 9012-76-4)
son productos de Sigma Aldrich, el cloruro de
calcio dihidratado es un producto de Carlos Erba.

2.2. Formacién de hidrogel

Se gotean 10 mL de CMC (2% w/v) a un vaso de
precipitados que contiene 10 mL de solucion ca-
tiénica, CaCl2 (1 0 4,9% w/v) o CS (0,01% w/v
en acido acético al 1% v/v), bajo agitacién (600
rpm) durante 10 minutos a temperatura ambien-
te. La mezcla se agita durante otros 20 minutos
y el hidrogel se mantuvo 24 horas a temperatura
ambiente, la muestra se centrifuga a 3300 rpm
durante 30 minutos, los geles se lavan con agua
y se separan para finalmente almacenarlos hasta
su observacion. Para la combinacion de Gl y CC
se solubiliza el CaCl, en la solucion de CS, y des-
pués se gotea la CMC en esta mezcla.

2.3. Caracterizacion morfoldgica

Se observan los hidrogeles himedos bajo un mi-
croscopio optico (Leica DMREB, software LAS,
version 7.1. Camara Leica DFC320) y los mis-
mos liofilizados en un microscopio electronico
de barrido (SEM) HITACHI TM-1000(Hitachi
High-Technologies Inc., Japon).

2.4. Caracterizacion por FTIR

Se toman espectros FTIR de los hidrogeles secos
con un espectrometro Perkin-Elmer FTIR, mode-
lo Spectrum GX con un accesorio de reflectancia
total atenuada (ATR) y cristal de diamante, en-
tre 4000 y 600 cm-1, con una resolucion de 4,00
cm-1y 16 barridos.

3. Resultados y discusiones

La Fig. 1 muestra las micrografias para los hi-
drogeles, en ellas se observan formas conicas y
espirales para la Gl y una membrana aglomerada
para el CC, mientras que la combinacion de los
métodos genera particulas alargadas, coincidien-
do con Dhanaraju y otros [1] quienes encontraron
diferencias en los hidrogeles variando la concen-
tracion de CMC y dejando fija la concentracion
de CaCl..

Las imagenes SEM de la Fig. 2 muestran mem-
branas porosas, con menor espesor al aumentar la
concentracion de sal en la IG, Dhanaraju y otros
[1] en su trabajo muestran membranas porosas y
aseguran que el tamafio de los geles se incrementa
con la concentracion de CMC fijando la concen-
tracion de CaCl,. Los hidrogeles obtenidos por
CC tienen aspecto algodonoso y poseen pequefios
poros, y la membrana se vuelve mas densa y con
poros mas grandes al mezclar los métodos.
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Fig. 1: Micrografias de hidrogeles a) Gl con CaCl2 1%
whv, b) Gl con CaCl, 4,9% wlv, ¢) CC con CS 0,01% wiv'y
d) GI-CC (CaCl2 1% wi/v). * Escala a, b) 200x, c, d) 100x.

Fig. 2: Imégenes SEM a) Gl con CaCl2 1% wlv, b) GI
con CaCl2 4,9% wiv, ¢) CC con CS 0,01% w/v y d) GI-CC
(CaCl2 1% w/v). * Escala 200x.

3.2. FTIR de los hidrogeles

Los espectros de FTIR (Fig. 3) muestran que to-
dos los hidrogeles tienen las bandas caracteris-
ticas de CMC [2]. Para el IG la sal aumenta la
banda en 3300 cm, aparecen otras a 1490 y 1200
cm y disminuye las bandas a 1300 y 1100 cm'?
[3]. EI CC reduce la banda de 1620 cm?, define el
pico a 1300 cm'?, desaparece la banda a 1150 cm
y tiene atenuada la banda a 1050 cm, también
tiene una nueva banda en 1725 cm? debido al
estiramiento de C=0, ademas el espectro mues-
tra bandas caracteristicas de quitosana en 1640,
1380, 1150 cm? [4]. La banda en 1040 cm* es
mas atenuada que la banda a 1030 cm™. Final-
mente el gel CMC/CS/CaCL, muestra caracteris-
ticas de todos los compuestos.

[ —owmc CMC-CS-CaCl2, —— CMCCS, CcMC-CaCl2 |
T T T T T T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wave number (cm-1)

Fig. 3: Espectro FTIR a) Gl (CaCl2 1% wi/v), b) CC, d GI-
CC (CaCl2 1% wiv) d) CMC.

5. Conclusiones

Todos los métodos producen hidrogeles. La sal
produce hidrogeles con membrana porosa defi-
nida y los CC producen aglomeracion. El FTIR
muestra interaccion entre todos los compuestos
utilizados en la formacion de gel.
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1. Introduction

Nearly 390 million people worldwide suffer di-
abetes mellitus and this number continues to in-
crease [1]. Diabetes is a leading cause of vision
loss; people living with diabetes have a 25-fold
increased risk of blindness. High glucose blood
levels lead to diabetic keratopathy, retinopathy, or
cataracts. In addition to tools for precise control
of glucose blood levels, there is an urgent need of
developing ocular delivery systems that help to
prevent or treat eye complications [2].

Eye complications occur through different bio-
chemical mechanisms; but the two-step sorbitol
pathway is considered one of the most important
in diabetes complications pathology. When glu-
cose is in excess, aldose reductase transforms
glucose into sorbitol, which is further oxidized
to fructose by sorbitol dehydrogenase, increasing
the NADH/NAD" ratio and triggering a “pseu-
dohypoxia” state, characterized by oxidative
stress and inflammation which strongly damages
the cells. Several aldose reductase inhibitors are
available in oral products, although liver/renal
toxicity raises concerns on the systemic use [3].

The aim of this work was to design silicone hy-
drogels with high affinity for epalrestat, through
molecular imprinting technology, and to inves-
tigate their potential as components of contact
lenses that could address diabetic-eye complica-
tions. Contact lenses may perform as sustained
release platforms that overcome shortcomings of
classical topical formulations [4].

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of silicone hydrogels

Various sets of monomers mixtures (Table 1) con-
taining 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA)
and  monomethacryloxypropyl-sym-polydime-
thylsiloxane hydroxypropyl terminated (MCS-
MC12, silicone monomer) as structural mono-
mers, and aminopropyl methacrylamide (APMA)
as functional monomer were polymerized at 50°C
for 12 h and then heated at 70°C for 24 h. Im-
printed hydrogels were prepared including epal-
restat in the reaction medium as a template. After
polymerization, hydrogel sheets were placed in
boiling water for 15 min and cut into discs (10
mm in diameter) to remove unreacted monomers.

Formulation HEMA MC(S';V\IZI)C].Z AIBN APMA Epalrestat

(L) EGOMAGL) () (mg) (mg)

Tni 0 3 152 493 [ 0
1i [ 3 452 493 [} 192
2ni 05 25 52 293 0
2i 05 25 452 493 0
2Ani 05 25 452 493 2145
2Ai 05 25 452 493 2145 192
3ni 15 15 152 293 [ 0
3i 15 15 452 493 0 192
3Ani 15 15 452 493 2145 0
3Ai 15 15 452 493 2145 192
ani 25 05 52 293 0 0
4i 25 05 452 493 0 19.2
4Ani 25 05 452 493 2145 0
4Ai 25 05 452 493 2145 192
5ni 2.75 025 152 493 0 [
5i 2.75 025 452 493 0 192
5Ani 2.75 025 452 493 2145 0
5Ai 2.75 0.25 45.2 4.93 21.45 19.2
6ni 3 0 52 293 0 0
6i 3 0 452 493 0 192
6Ani 3 0 452 493 2145 0
6AI 3 0 452 493 2145 192

Table 1. Composition of the monomer mixtures used to
synthesize silicone hydrogels.

0
19.2
0

2.2. Hydrogels characterization

Light transmission was measured in discs after
swelling in simulated lachrymal fluid at 400 and
600 nm.

Swelling degree (%) was measured in water us-
ing the following equation:
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Swelling degree (%) = lvv‘vw—o x 100
0

where W, and W, represent the initial and final
weight at each time point, respectively.

2.3. HET-CAM test

Ocular irritation was evaluated on the chorioa-
Ilantoic membrane (CAM) of fertilized hen eggs
as an alternative to animal experimentation.
CAM was exposed to formulations during 5 min
and any sign of lysis, haemorrhage and coagu-
lation was visually detected. Irritation score (IS)

was calculated as follows:
(301-Tw) ) (301-T) ) (301-T2) )
Is_( 300 ) T\ T30 )T\ T

2.4. Drug release

Dried discs (after boiling) were placed in 45 mL
of 0.9% NaCl solution and kept under magnet-
ic stirring (200 rpm) at room temperature and
protected from light. At certain time intervals,
absorbance of the medium was measured at 400
nm and the concentration of epalrestat quantified.

3. Results and discussion

Imprinted hydrogels showed light transmittance
above 90% in the 400-600 nm range, despite the
typical yellowish colour of epalrestat still re-
mained after boiling. Hydrogels with more than
50% of MCS-MC12 content had moderate wet-
tability (40-56%) and discs did not lead to lysis,
haemorrhage or coagulation on the CAM. Addi-
tionally, silicone hydrogels were able to maintain
a controlled release of epalrestat.

6

—0— 1i —— 2j —O0— 3i —¥— 4i —— 5| —#— 6i

Epalrestat released (mg/g‘?’
N S

0 4 8 12 16 20 24
Time (days)

b

=
=

—&— 2Ai —O— 3Ai —v— 4Ai —>— 5Ai —8— GAI

IS
M

N
M

Released epalrestat (mg/g)

0 4 8 12 16 20 24

Time (days)
Fig. 1: Epalrestat release profiles from imprinted discs a)
without APMA and b) with APMA in 0.9% NaCl (45 mL,
magnetic stirring 200 rpm and room temperature, protec-
ted from light).

4, Conclusions

Imprinted silicone hydrogels with amounts of
MCS-MC12 until 50% showed suitable proper-
ties to act as contact lenses due to their transpar-
ency, wettability, and lack of irritation. Further-
more, discs were able to control the release of
epalrestat.
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1. Introduccion

El sistema educativo de los nuevos Planes de
Estudios conlleva mejorar e implementar proce-
sos de adquisicion de competencias en nuestros
alumnos. El objetivo es que este aprendizaje con-
duzca a una mejora en el desarrollo profesional
del discente de forma que se garantice su futu-
ra inclusién en el mercado laboral. Ademas, se
hace necesario la participacion e implicacion de
un profesorado motivado, para poder avanzar en
nuevas lineas de innovacién. Para ello, es nece-
sario el apoyo institucional a las nuevas metodo-
logias como lo recogido en el 1l Plan Propio de
Docencia de la Universidad de Sevilla. Su pro-
posito es la posibilidad de proponer nuevas lineas
de trabajo docente, no solo desde una perspectiva
de mejora individual, sino también articulando
redes interdisciplinares de colaboracion docente
y que creen un espacio de trabajo compartido.
Surge asi esta actividad extracurricular que uti-
liza como herramienta de trabajo una plataforma
compartida de difusion: el blog creado por pro-
fesores ad hoc de las Universidades de Sevilla 'y
Huelva (http://initiationinresearch.blogspot.com.
es) que cuenta con cerca de 5000 visitas. Este me-
dio on line nos permite la conversién del alumno
en fuente divulgativa de la Ciencia, articulando
ademas mecanismos de comunicacion adecuados
en funcion del interlocutor social al que se dirija.

2. Material y Métodos

La experiencia se ha desarrollado de forma
voluntaria, entre los alumnos que cursan las
asignaturas de Tecnologia Farmacéutica | (gru-
po 1), y obligatoria para los matriculados en

Dermofarmacia y Formulacion Magistral. Para
ello, se han creado equipos de trabajo constitui-
dos por un niimero de alumnos que oscila entre 1
a 305, respectivamente.

- El objetivo es la busqueda de noticias apareci-
das recientemente en los medios de comunicacion
escritos u on line y relacionadas con Tecnologia
Farmacéutica o Dermofarmacia. Cada equipo de
trabajo selecciona la que considere mas intere-
sante y sea adecuada a su formacion académica y
a su aspiracion profesional. A continuacion, han
realizado una memoria en la que ha quedado de-
tallado el fundamento cientifico de la noticia.

- Posteriormente, el equipo de trabajo ha elabo-
rado un pdster explicativo para la difusion de las
principales bases cientificas en las que se sustenta
dicha noticia y que puedan ser comprendidas por
el publico ajeno a la especialidad. Dichos carteles
se han publicado en el blog antes mencionado.
Al ser de acceso libre, los alumnos podran vo-
tar, el que a su criterio es el mejor trabajo, para
posteriormente elegir la mejor presentacion de
cada especialidad. Se entregaran certificados de
participacion a todos los alumnos, asi como a los
mejores trabajos realizados.

- Por ultimo, se han recogido los datos estadisti-
cos de la participacion. Con esta informacion, los
profesores han realizado una reflexion sobre los
intereses generales de sus estudiantes y de la ca-
pacidad de los mismos para expresar con claridad
y nitidez conceptos cientificos relacionados con
las noticias publicadas en cualquier tipo de medio
de comunicacion.
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3. Resultados y Discusién
3.1. Tecnologia Farmacéutica I (grupo 1)

En esta asignatura participaron el 35,6% de los
alumnos. Este porcentaje lo consideramos eleva-
do, habida cuenta que el alumno tiene otras op-
ciones con mejor rendimiento académico, como
es el caso de obtener més créditos para el Grado.
Se han constituido 18 grupos: 7 de 3 alumnos, 5
de 2 alumnos y 6 de forma individual.

El tiempo para la seleccion de la noticia, por parte
del alumno y con el visto bueno del Profesor, ha
sido de dos semanas. Se han abordado teméticas
muy variadas, como, por ejemplo: a) mal uso
de los conceptos farmacéuticos por parte de los
periodistas, b) medicamentos genéricos y bio-
similares, ¢) denuncias de FACUA y d) Tratado
de Libre Comercio Transatlantico (TTIP). Con
relacion al primer tema, los alumnos han podido
identificar, por ejemplo, el uso indiscriminado de
los términos pastilla y droga. Respecto al medi-
camento genérico, su calidad y eficacia respecto
al de referencia o los problemas para su puesta en
el mercado, asi como que los medicamentos bio-
similares requieren un desarrollo mas complejo y
con mayor control de calidad. En otros casos, han
analizado las denuncias que FACUA ha realiza-
do sobre prospectos y la respuesta de la AEMPS,
0 las repercusiones sobre los medicamentos del
acuerdo comercial TTIP.

3.2. Dermofarmacia

Han participado 77 alumnos de los 85 matricula-
dos. Hay que tener en cuenta que la calificacion
obtenida en esta actividad supone un 15% de la
nota final de la asignatura. Cada grupo y duran-
te 2 semanas ha seleccionado una noticia de los
medios de comunicacién escritos y/o de paginas
web, blogs, redes sociales, etc. En general, los
alumnos han buscado titulares controvertidos que
les permitan demostrar la importancia de la pro-
fesion farmacéutica en el campo de la Dermofar-
macia. A partir de la discusion de la noticia, han
establecido un plan de abordaje para hacer una
critica técnica constructiva, sin entrar en las opi-
niones personales. A continuacién, han hecho un
informe técnico y posteriormente han elaborado
el poster.

A modo de ejemplo, un grupo ha seleccionado el
titular recogido en el periédico “20 minutos” cuyo
titular era “Una crema de tres euros repite como
la mejor hidratante, segiin la OCU”. A partir de la
noticia, visitaron la web www.ocu.org y buscaron
la noticia completa que tenia como titular “OCU
encuentra grandes diferencias de precios para una
calidad similar” y como subtitulo “Analizadas 17
cremas hidratantes faciales de dia”. Tras la lectura
completa del articulo, han realizado una labor de
campo buscando en los distintos establecimientos
varias de las cremas que se citaban en el texto. De
ellas, han seleccionado las que se indicaban que
era mejor y peor. El informe técnico lo han reali-
zado con los datos recogidos en el etiquetado de
los productos, visitando las paginas web oficiales
de los laboratorios, consultando la funcién de los
ingredientes [1, 2] y basandose en el Reglamen-
to Europeo 1223/2009 sobre productos cosméti-
cos [3]. Finalmente, a través de la funcion de los
ingredientes han podido formular las siguientes
conclusiones:

- La OCU no indica cuales son los métodos utili-
zados para asegurar que la calidad de una crema
es mejor o peor, por lo que no es una informa-
cion fiable.

- Todos los productos cosméticos puestos en el
mercado son seguros y su eficacia depende de
los ingredientes que componen la formulacion.

- El precio de venta ptiblico de una crema no sélo
se debe a la marca del laboratorio y al tipo de
acondicionamiento primario, sino también a los
ingredientes que poseen. Su origen, el proceso
de obtencién, la concentracion utilizada y el
sistema fisicoquimico del producto cosmético
acabado son criticos.
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1. Introduccién

El potencial terapéutico de los cannabinoides en
quimioterapia se ha visto diezmado en gran me-
dida por su extremadamente baja solubilidad en
agua [1]. En este sentido, la nanomedicina ofrece
una alternativa para posibilitar la administracion
sistémica de cannabinoides sin necesidad de re-
currir al empleo de disolventes organicos.

En concreto, las nanocapsulas lipidicas, cons-
tituidas por un micleo oleoso y una cubierta de
surfactantes, representan un transportador dpti-
mo para cannabinoides, dada su naturaleza bio-
compatible y lipofilica. Ademas, el tamafio de
estos transportadores puede modificarse en base
a la proporcion relativa de sus excipientes, con
valores de polidispersion realmente bajos, lo que
plantea su uso como vectores para favorecer la
localizacion del farmaco a nivel celular.

En este contexto, en nuestro grupo de investiga-
cion hemos desarrollado nanocapsulas lipidicas
de tres tamafios diferentes (20, 50 y 80 nand-
metros) cargadas con cannabidiol, el principal
fitocannabinoide no psicotropico, siguiendo dos
estrategias distintas. La primera estrategia persi-
gue la localizacion del farmaco en el interior del
nanotransportador, y la segunda persigue la loca-
lizacion del farmaco en la superficie [2, 3].

2. Material y métodos
2.1. Materiales

Labrafac WL 1349® (mezcla de triglicéridos de
nacidos grasos de cadena intermedia) fue sumi-
nistrado por Gatefossé S.A. Kollipor HS15® y
Lipoid S75® (surfactantes) fueron proporciona-
dos por BASF y GmbH, respectivamente. Can-
nabidiol fue adquirido de THC Pharm.

2.2. Métodos
2.2.1. Elaboracion de las nanocépsulas lipidicas

Las nanocapsulas se elaboraron siguiendo la téc-
nica de inversion de fases (PIT, Fig. 1). [4]. La
incorporacion del cannabidiol se llevd a cabo
siguiendo dos estrategias: una primera incorpo-
rando el farmaco en la base oleosa y una segunda
incubando una solucién del farmaco con nano-
capsulas ya formadas.

Fig. 1: Esquema de la técnica de inversion de fases.

2.2.2. Caracterizacion de las nanocapsulas
lipidicas

Se ha efectuado una extensa caracterizacion in vi-
tro de las distintas formulaciones de nanocapsulas
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lipidicas en términos de tamafio, potencial zeta,
eficacia de encapsulacion y microscopia electro-
nica de transmision. Asimismo, se ha evaluado la
eficacia antitumoral de las nanocéapsulas cargadas
con farmaco sobre la linea celular de glioma hu-
mano U373.

3. Resultados y discusion

Las nanocapsulas lipidicas obtenidas por adsor-
cion del farmaco mostraron tamafios y perfiles de
carga superficial diferentes.

3.1. Tamafio de particula

La adsorcion del farmaco exhibe una marcada
correlacion con un aumento de tamafio en todas
las formulaciones (Fig. 2).

Fig. 2: Correlacion entre farmaco adsorbido y tamafio de
las nanocépsulas lipidicas.

3.2. Potencial zeta

La adsorcion del farmaco modifica la distribucion
de potencial zeta de las nanocapsulas: éste pasa a
ser mucho mas uniforme y gaussiano, frente al
perfil irregular atribuible al polietilenglicol que
exhiben los nanotransportadores blancos o con el
farmaco encapsulado en el nucleo oleoso (Fig. 3).

Fig. 3: Perfiles de potencial zeta de las diferentes
formulaciones.

3.3. Microscopia electrénica de transmision

Las imagenes tomadas por microscopia electroni-
ca de transmision apuntan nuevamente a un perfil
mucho mas uniforme y definido en las formula-
ciones con farmaco adsorbido (derecha, Fig. 4)
que en las que lo albergan en su nucleo oleoso
(izquierda, Fig. 4).

Fig. 4: Nanocépsulas lipidicas de 20 nanémetros visuali-
zadas con microscopio electrénico de transmision.

3.4. Evaluacion de eficacia antitumoral

Para una misma concentracion de farmaco, las na-
nocapsulas mostraron mayor actividad sobre la li-
nea celular U373 que el farmaco libre en solucion.

4. Conclusion

Diferentes estrategias de carga conducen a siste-
mas trasportadores que pueden explotar diferen-
tes mecanismos para potenciar la eficacia antitu-
moral del CBD.
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1. Introduction

Immune-checkpoint targeting represents a new
therapeutic strategy in oncology. Programmed
death-1 (PD-1) receptor and its ligand (PD-L1)
is one of the axes able to up- or down regulate
the immune response against tumors. When
PD-1 engages PD-L1 transduces an inhibition to
T-cells proliferation limiting their expansion and
leading to tumor immunoresistance. Based on
that, the PD-L1 blockade represents a therapeutic
approach able to abolish this negative regulato-
ry mechanism of T-cell activation and thereby
promoting the antitumor immunity [1]. In sev-
eral animal models, a relationship between high
PD-L1 expression in tumors and T-cells inhibi-
tion, limiting the antitumor response, has been
established; although this mechanism is not fully
known [2]. Therefore, the objective in this work
is to explore in a qualitative way, the anti-PD-L1
tumor kinetics as well as the expression of certain
biomarkers associated with the immunomodula-
tion induced by this antibody, in order to provide
information about the mechanisms of anti-PD-L1
to attain antitumor response.

2. Material and Methods
2.1. Pharmacodynamics

2.1.1. Influence of the initial tumor size in the
antitumor effect of anti-PD-L1

Female C57BL/6 mice (Harlam) weighting 20-
25g, s.c. injected with 5x10° cells/100 ml PBS in
the right flank, were randomly divided into four
groups: 1.- Control; 2.- Small Tumor Size (STS);

3.- Medium (MTS) and 4.- Large (LTS). These
groups were according to the day for starting
the treatment, 100 mg mAb/mouse i.v. (Q3Dx4
doses): STS, at day 3 post-cells injection, MTS
atday 7 and LTS at day 11. Tumor size was meas-
ured every 2-3 days. This protocol was approved
by the Ethic Committee of University of Navarra.

2.2. Pharmacokinetics

2.2.1. Time profiles of tumor biomarkers after
anti-PD-L1 administration

Mice bearing B16-OVA cells were divided into
2 groups: Control (n=6) and Treated (n=21). At
day 7, 100 mg of anti-PD-L1 was i.v. adminis-
tered and after at different times, animals were
sacrificed to collect tumor and blood. Antibody
concentration and peripheral lymphocytes (PBL)
were measured in serum, whereas tumor was
processed and labelled with different antibodies:
iTAg™ MHC Class | Murine Tetramer — SA-PE
[1:100, v/v] and with a mix of (FITC)-conjugat-
ed anti-mouse CD8a [1:200, v/v] and APC an-
ti-mouse CD279 [1:500, v/v], to quantify several
biomarkers. Data from tumor were acquired on a
BD FACSCalibur™ flow cytometer and analyzed
using FlowJo software (TreeStar - USA).

2.2.2. Time profiles of anti-PD-L1 concentration
in tumor

In a parallel study mice (n=21) injected with an-
ti-PD-L1 (100 mg/mouse) at day 7, were sacri-
ficed at different times to collect the tumor and
measure the antibody levels by ELISA.
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2.3. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using a two-
way ANOVA followed by Bonferroni test. The
significance level was set at P<0.05.

3. Results

3.1. No influence of the initial tumor size in
the antitumor effect of anti-PD-L1

Anti-PD-L1 exerted similar efficacy with inde-
pendence of the stage of the disease, as is ob-
served in Figure 1. Response showed high het-
erogeneity observing three populations in each
group: responders (RES), with total tumor regres-
sion, non-responders (NRES), and a group with a
delayed response (Delayed).

Fig. 1: Individual time profiles of tumor growth in control
and treated groups: small (STS), medium (MTS) and large
(LTS). Symbols correspond to observations, and lines the
mean tendency of the three populations.

3.2. Tumor specific and nonspecific biomarkers
correlate with tumor antibody concentrations

Anti-PD-L1 concentrations in tumor provide a
specific response characterized by an increment
in tumor infiltrates lymphocytes (OVA-CD8+),
as is observed in Figure 2 (left panel). At the
same time, peripheral lymphocytes (PBL) fol-
lowed similar profile to specific infiltrates (right
panel), suggesting a correlation between both
types of lymphocytes.

Fig. 2: Time profiles of OVA-CD8+ vs. mAb tumor con-
centrations (upper panel) and PBL vs. OVA-CD8+ (lower
panel) throughout 72h post-dosing. Symbols represent ex-
perimental data and solid lines the tendency.

4, Discussion

Anti-PD-L1 triggers tumor shrinkage in mice. This
activity seemed not to be influenced by the state
of the disease because in each group, total tumor

regression was found in approx. 20% of mice,
with a durable response > 40 days. The tree types
of populations, RES, NRES and Delayed were
similar to those found in clinical trials for these
immune-modulators [3,4]. Therefore, the aim is
to identify biomarkers associated with the disease
evolution [5], in order to predict the individual bi-
ology of the immune system, and the optimal dos-
age. Here, tumor anti-PD-L1 concentrations led to
arapid tumor infiltration characterized by an incre-
ment of OVA-CD8+ lymphocytes, demonstrating
that ligand blockade triggered this immune re-
sponse. In this way, PBLs in blood seemed to re-
flect the kinetics of OVA-CD8&+ in tumor.

5. Conclusion

Anti-PD-L1 antitumor effect was supported by the
correlation between antibody tumor concentra-
tions and specific infiltrating lymphocytes found
in B16-OVA tumor bearing mice. This mechanism
was also reflected by the PBL modulation at pe-
ripheral blood, establishing a possible relationship
between PBL and anti-PD-L1 levels in the target.
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1. Introduccion

Los ensayos para probar la biosimilitud publica-
dos por la FDA [1] estan estructurados en tres eta-
pas que deben superarse sucesivamente: similitud
analitica, similitud funcional y similitud clinica.
La etapa de similitud analitica incluye las prue-
bas de equivalencia basadas en las propiedades
fisico-quimicas y otros atributos criticos de la ca-
lidad utilizados para controlar el proceso de ma-
nufactura y el aseguramiento de la calidad. Para
el analisis de los datos se proponen a su vez tres
métodos segun el riesgo para la calidad del para-
metro analizado: prueba de equivalencia (nivel 1,
el mas exigente), intervalo de calidad (nivel 2) y
métodos graficos (nivel 3, menos exigente).

Los fundamentos estadisticos y criterios utiliza-
dos para establecer las pruebas estadisticas de los
niveles 1y 2 fueron expuestos por Tsong y cols.
[2]. Chow y cols. [3, 4] han realizado un analisis
critico de los métodos estadisticos propuestos,
pero en ninguna de estas publicaciones se hace
referencia a la influencia de la incertidumbre del
método analitico.

En esta comunicacion se analiza brevemente la
razdn por la que no se hace referencia a la incer-
tidumbre del método analitico propuesto por el
FDA [1, 2]; y se propone interpretar los datos
del producto de referencia mediante un modelo
longitudinal para estimar la varianza entre-lotes
mediante el método de maximizacion de la ve-
risimilitud. Los calculos se ha realizado con la
aplicacion R [4].

2. Métodos de evaluacion de la similitud
analitica

La recomendacion del FDA para el ensayo de
similitud analitica nivel 1 se basa en probar la

hipétesis nula de no similitud,
Ho:np—pr<-8 0 pr-pgr =38

El producto ensayado se declara “biosimilar”
si se rechaza la hip6tesis Ho para o= 0,05,0 lo
que es operacionalmente equivalente, el intervalo
de confianza de la diferencia de promedios esta
comprendido en el intervalo [-8,3] . Las particu-
laridades de este método son: (i) solo se analiza
una muestra por lote; (ii) el intervalo de aceptabi-
lidad es relativo a la desviacion tipica del produc-
to de referencia (entre-lotes), es decir, 3=C-og
, proponiéndose ademas C = 1,5; (iii) la potencia
del ensayo debe ser no inferior a 0,80 cuando
lur —pr|=0or /8.

3. Modelo estadistico

El modelo estadistico propuesto para estimar
G R es un modelo longitudinal que toma forma

Xi = UR +Li+8j

Donde L;~ N(0,o} )es el efecto aleatorio del
lotei (i=1...,m),y & ~N(0,6%)es el error aso-
ciado a la determinacion j del lote i (i = 1..., N;
); obsérvese que en [1] j = 1. Para la estimacion
de los parametros del modelo, g, Oy O, se
utilizo la libreria nlme de R [S]. El script R puede
solicitarse a los autores.

4. Experimental

En este estudio se incluyeron 47 muestras de tres
lotes de un producto comercial de bezacizumab
(18, 25 y 4 ensayos respectivamente), analizadas
entre mayo de 2013 y mayo de 2015. El parame-
tro analizado fue la masa molecular; el método
de determinacion esta descrito con detalle en [6]
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5. Resultados y discusion

La Figura 1 muestra los resultados obtenidos.
Obsérvese que, por la forma de disefiar la toma
de datos, la variabilidad es atribuible a la incerti-
dumbre del método analitico, y que este se mues-
tra estable durante los dos afios que abarca el es-
tudio. Las estimadas y sus intervalos de confianza
95% fueron: =148,874 kDa [148,525 - 149,224,
[0,981, 1,46];=; el intervalo de confianza de esta
indefinido al incluir el valor 0. En la figura 1 se
han incluido las lineas para,, para K =2y K=3
(K =3, criterio de similitud analitica nivel 2).
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g 3 e fv\‘o H Jli fo)
SR R 2
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NG ve v R e s et
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Fig. 1: Masas moleculares obtenidas para los tres lotes en-
sayados e incertidumbre expandida del método analitico.

Del modelo estadistico se deduce,
E[Xi]=ur

2

_ c
VAR[X;]=05% =02 +—
n;
Es bien conocido que la estimada muestral
de GZR es sesgada, razén por la que la guia del
FDA fija nj= 1 para todos los lotes, de forma

que o4 =% +o2. Esta decision plantea el

problema de determinar cual de las dos varianzas
es dominante. Para los atributos de calidad muy
variables debido a la variabilidad natural del pro-
ceso de produccion, GE > o2,y fijar 6:1,5(52R
parece razonable. Sin embargo, si cf < o2 no
tiene sentido fijar el criterio de similitud en fun-
cion de la incertidumbre del método analitico, ya
que entre otras consecuencias, desincentivaria
al promotor del ensayo a utilizar un método con
baja incertidumbre.

Los resultados presentados muestran que la hi-
pétesis implicita en el método descrito en [1],
GZL > 52, no es generalizable, y deben identifi-
carse los atributos de calidad para los cuales esta
hipotesis es razonable.
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1. Introduccion

La irrupcion de la nanotecnologia en la tecnolo-
gia ha abierto en los Gltimos afios un amplio y
prometedor campo de desarrollo. Asociado a ello
el desarrollo de nanosistemas funcionales se ha
convertido en una necesidad para poder aplicar
dicha nanotecnologia. En biomedicina se exigen
sistemas biocompatibles y con diferentes propie-
dades que los hagan ttiles bien en diagnoéstico,
tratamiento o prevencién de la enfermedad. Por
ello, materiales como la magnetita o la polieti-
lenimina (PEI) se han convertido en referencias
dentro de sus campos de aplicacion. El presente
trabajo muestra como obtener un hibrido de am-
bos materiales con aplicaciones propias de cada
uno: terapia génica, donde la PEI es considerada
referente, y aislamiento celular, en el que la mag-
netita brilla debido a su biocompatibilidad y la
capacidad de respuesta a un gradiente de campo
magnético externo [1].

2. Materiales y métodos

Todos los productos utilizados son grado reac-
tivo. La PEI 25kD y todos los reactivos fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).
Todos los procesos de sintesis fueron llevados a
cabo con agua ultrapura desionizada (Mili-Q).

2.1. Sintesis de Nanoparticulas Magnetita/PEI

Para la obtencion de los nucleos de magnetita
se llevd a cabo una coprecipitacion en medio
basico de dos soluciones de FeCl,y FeCl,. Pos-
teriormente se estabilizaron gracias a la adicion
de citrato sodico y se recubrieron de PEI por
adicion de una solucion al 5% (m/m) del citado
polimero. El tamafio y carga eléctrica superficial
de las nanoparticulas se llevo a cabo por PCS y
DLS, respecticamente, empleando un Zatasizer
Nano ZS. Las microfotografias SEM, STEM y
EDX se llevaron a cabo en un microscopio Zeiss
SUPRA40VP.

2.2. Ensayos de transfeccion

Los ensayos de transfeccion se realizaron sobre
células HEK-293 cultivadas en monocapa en
medio minimo esencial. Para ello se afiadieron
150.000 células en 24 pozillos diferentes y se
dejaron crecer durante 24 hs en medio sin anti-
biético. Posteriormente este medio es retirado y
afiadido 1.25 ug de pmaxGFP pDNA acompleja-
do con a diferentes ratios con las nanoparticulas
Magnetita/PEI. La expresion cualitativa de GFP
fue determinada utilizando un microscopio inver-
tido con epi-fluorescencia y contraste de fase. La
expresion cuantitativa se llevé a cabo por citome-
tria de flyjo.
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3. Resultados y discusion
3.1. Tamaiio y carga eléctrica superficial

Ambos parametros respaldan la hipdtesis del
recubrimiento y estabilizaciéon de los nticleos
de magnetita por el citrato sodico, se puede ob-
servar una disminucion de su tamafio hidrodina-
mico y el viraje de la carga eléctrica superficial
como consecuencia de este hecho. Finalmente,
la adicion de polimero provoca un recubrimiento
de los nucleos de magnetita con el consecuente
aumento del sistema y la aparicion de la carga
eléctrica superficial tipica del polimero cémo la
propia del sistema.

PotZ SD Tama SD

Mg 29,9 8,6 126,7 6,7
Mg+Ca -40,1 3,7 33,1 55
Mg+Ca+Pei 66,8 2,1 110,1 8,6

Fig. 1: Evolucion del tamafio de particula y carga eléc-
trica superficial del sistema a lo largo de las diferentes
etapas del proceso de sintesis.

3.2. Morfologia y composicion

Para poner de manifiesto la morfologia del siste-
ma Magnetita/PEI y reforzar los datos del ensa-
yo anterior se tomaron diversas microfotografias
SEM, STEM y EDX. Como puede verse los ni-
cleos de magnetita se presentan como pequefias
manchas oscuras que aparecen siempre en el in-
terior de la matriz polimérica y nunca en su su-
perficie, que es lisa y carente de imperfecciones.
El EDX pone de manifiesto la presencia de Fe
en dichas manchas y la ausencia del mismo en
otros puntos por lo que queda aun mas reforzada
dicha teoria.

Fig. 2: Microfotografias SEM, STEM y EDX del mismo
campo en las que puede apreciarse cémo los ndcleos de
magnetita, se encuentran dentro de la matriz polimérica.

3.3. Eficacia de transfeccion

Para determinar la eficacia de transfeccion y
como la cantidad de PEI podia influir en dicha
aplicacion se llevé a cabo un analisis cuantitati-
vo. La cantidad de PEI es un pardmetro que in-
fluye en la eficacia de transfeccion y los mejores
valores obtenidos rondan el 4.5% de eficacia.

4, Conclusiones

El presente trabajo muestra un procedimiento efi-
caz y reproducible de un nanosistema compuesto
por magnetita y PEI con aplicacion en terapia gé-
nica. Son necesarios mas ensayos para optimizar
la eficacia de transfeccion y conocer mejor el pro-
Ceso en su conjunto.
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1. Introduccién

Los medicamentos comercializados de dexa-
metasona (DEX) para su administracion oral y
parenteral, no cubren todas las necesidades del
paciente pediatrico. Por ello, es una practica ha-
bitual en clinica elaborar férmulas orales partien-
do del principio activo o de una férmula farma-
céutica. En este ultimo caso, esta se utiliza como
materia prima incorporando a la formulacién
excipientes complejos no apropiados para los ni-
fos. Ademas, el uso de comprimidos con este fin
puede dar lugar a preparados inestables o con una
mala dispersion del principio activo con los con-
siguientes problemas de heterogeneidad de dosis.

Se han utilizado viales para administracion paren-
teral de DEX fosfato, donde el principio activo ya
se encuentra solubilizado, para la elaboracion de
suspensiones orales, con la incoherencia que ello
supone. Es mas, se estaria empleando por una via
diferente a la autorizada con los problemas de
biodisponibilidad que esto produce [1]. Por todo
ello, se necesita la elaboracion de suspensiones
de DEX adaptadas a pediatria que sean: seguras,
estables y eficaces.

2. Objetivo

Elaboracion de una suspension de DEX, adapta-
da a pediatria, con una estabilidad fisicoquimica
y microbiol6gica apropiada y que asegure la ad-
ministracion de una dosis homogénea.

3. Material y método

Se valid6é un método de cromografia liquida de
ultra alta presion que nos permite cuantificar la
DEX y seguir su degradacion. Se llevé a cabo un
estudio de la estabilidad quimica de la molécula
sometiéndola a 60+0,1°C y diferentes pHs (2-8).
Seguidamente, se elaboraron dos suspensiones de
DEX (1 mg/ml), ver Tabla 1.

Formulacion F1 F2
Tampon citrico/citrato - 20 ml
Diluyente (csp. 100 ml) | Jarabe Simple | Jarabe Simple

pH 7,06+0.05 4,43+0.01

Tabla. 1: Composicion de las suspensiones de DEX. pH
se expresa como la media+SD. SD (desviacion estandar).

Para comprobar la homogeneidad de la dosis se
realizd el ensayo de uniformidad de masa, segun
los criterios de la Farmacopea Europea (FE) para
los envases multidosis [2], y de contenido, expre-
sado como % sobre el valor declarado siguiendo
un ensayo de elaboracién propia [3]. Se hizo uso
de las normas ICH para conocer la estabilidad qui-
mica de las formulaciones [4-5]. También se eva-
lud la calidad microbiol6gica, simulando condi-
ciones de uso, siguiendo los criterios de la FE para
el ensayo de productos no estériles [6]. Ademas,
se realizaron estudios reoldgicos y de sedimenta-
cion. Para este tltimo se verti6 el contenido de las
formulaciones en probetas graduadas y se alma-
cenaron a 5+0,1°C. Tras 30 dias se analizan los
contenidos de las muestras obtenidas de diferentes
alturas de la probeta antes y después de agitar.
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4. Resultados

La DEX es mas estable a pH &cido que neutro.
Tanto F1 como F2 superaron el test de uniformi-
dad de masa y contenido siendo F2 aquella en la
cual la DEX se encuentra mas uniformemente
distribuida.

a)

—e-5°C

—&-25°C —A—40°C

% Remanente

Tiempo (dias)

b)

——5°C ——25°C —&—40°C

% Remanente

0 ‘7 1‘4 2‘1 Zé 3‘5 4‘2 49
Tiempo (dias)

Fig. 1: Porcentaje de DEX remanente en F1 a) y F2 b)

después de 49 dias almacenado a 5, 25y 40°C. Las lineas

discontinuas son los limites superior e inferior (100+£10%)

establecidos con respecto al valor declarado

En cuanto a la estabilidad quimica el % remanen-
te de F2 se mantiene siempre dentro de los limites
establecidos a diferencia de F1, ver Figura 1. Am-
bas cumplen los requisitos de calidad microbio-
I6gica hasta los 15 dias de almacenamiento. En
cuanto a la estabilidad fisica ambas formulacio-
nes siguen un comportamiento newtoniano sien-
do F2 la que genera un sedimento mas facilmente
redispersable.

5. Conclusién

La formulacion a base de jarabe simple y tampon
citrato (F2) asegura la homogeneidad de dosis y

su estabilidad fisicoquimica y bioldgica almace-
nada a 5-25°C durante 15 dias.
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1. Introduccién

Conseguir niveles terapéuticos de moléculas
bioactivas a nivel sistémico tras su administra-
cion oral esta altamente condicionado por el paso
a través de la mucosa intestinal [1]. En este senti-
do, diferentes tipos de nanoestructuras (micelas,
micro y nanoemulsiones, emulsiones, nanoparti-
culas, ...) han conseguido aumentar la biodispo-
nibilidad de diferentes moléculas bioactivas tras
su administracion oral. Estos resultados son espe-
cialmente relevantes debido a la idoneidad de la
via oral para el tratamiento de patologias cronicas
[1]. Entre las diferentes alternativas que presenta
la nanotecnologia una de las mas prometedoras
se sustenta en el uso de nanoparticulas mucodi-
fusivas, las cuales facilitan la difusion del sistema
a través de la barrera mucosa intestinal tras su ad-
ministracion oral [2].

Recientemente se ha demostrado el potencial del
surfactante Pluronic® F127 para la formulacion
de sistemas mucodifusivos tras adsorberse en la
superficie de los mismos [2]. Estas formulaciones
son capaces de difundir de manera eficiente a tra-
vés de la mucosa intestinal y de esta forma mejo-
rar la absorcién del principio activo asociado [2].
No obstante, en dichos estudios se ha trabajado
unicamente con dos tipos principales de nanopar-
ticulas, poliestireno y PLGA.

Basandonos en estas premisas, en este trabajo nos
planteamos si las excelentes propiedades mostra-
das por este surfactante para la formulacion de
sistemas coloidales para la administracién oral
de farmacos pueden ser explotadas con otros
sistemas coloidales o han de cefiirse a este tipo

de nanoparticulas. Dicho de otro modo, en este
trabajo tratamos de clarificar que propiedades
fisicoquimicas ha de presentar una determinada
nanoparticula para poder aprovechar el potencial
de este surfactante para la via oral.

2. Material y Métodos

En este trabajo se han estudiado tres tipos dife-
rentes de nanoemulsiones formuladas enteramen-
te con materiales GRAS. Concretamente se han
formulado nanoemulsiones con ntcleos oleosos
de aceite de coco (semisolido), aceite de palma
(solido) o mezcla 0,34/0,66 aceite de palma:vi-
tamina E (liquido). Todos los sistemas fueron re-
cubiertos con el surfactante no iénico Pluronic®
F127.

Para determinar el efecto del nucleo lipidico en
la estructuracion del surfactante en su superficie
se estudio la estabilidad coloidal de los sistemas
en fluidos gastrointestinales simulados (con y sin
enzimas), su resistencia a la degradacién enzima-
tica, asi como su capacidad para difundir a tra-
vés de la mucosa intestinal mediante la técnica
de particle tracking en moco intestinal de cerdo.

3. Resultados y discusion

Independientemente de su composicion todos
los sistemas presentaron un tamafio comprendi-
do entre los 150-250 nm y una baja polidisper-
sién. Estudios de estabilidad coloidal en funcidn
de la salinidad del medio mostraron que tanto el
aceite de coco como el de palma favorecian la
formacion de una cubierta de Pluronic® F127 ca-
paz de estabilizar estéricamente los sistemas. No
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obstante, tras la adicion de enzimas al medio se
observé como el sistema formulado con aceite de
coco se volvia mas instable. Estos resultados se
confirmaron al estudiar la degradacion enzimati-
ca de los mismos mediante un ensayo de lipolisis.
En este caso el sistema formulado con aceite de
coco presento una degradacion de la matriz supe-
rior al 40%, mientras que el de aceite de palma
apenas superd el 20% tras una hora de incubacién
en medio intestinal simulado.

Una de las principales diferencias fisicoquimicas
entre ambos aceites radica en su diferente ca-
racter hidrofobo, lo cual se confirm¢é realizando
medidas de angulo de contacto de una gota de
agua depositada sobre ambos sustratos. Donde
el aceite de coco presentd un angulo de contacto
a~20°y para el aceite de palma un a.~30°. Estas
diferencias indican claramente, que aunque am-
bos sustratos presentan unas buenas propiedades
fisicoquimicas para la formulacion del sistemas
coloidales estabilizados estéricamente por el Plu-
ronic® F127, la menor hidrofobicidad del aceite
de coco favorece que este surfactante sea des-
plazado de la superficie de la particulas por mo-
léculas tensioactivas con mayor afinidad por la
interfase o/a, tales como las enzimas, co-enzimas
y sales biliares presentes en el intestino delgado.

Una vez en el intestino delgado, la capacidad del
sistema para difundir a través de la mucosa intes-
tinal dependera de la densidad de recubrimiento
de la goticula de aceite. Bajo esta premisa se ana-
lizé in vitro mediante la técnica de microscopia de
particle tracking la difusién del sistema formula-
do con aceite de palma a través de moco intesti-
nal de cerdo. Curiosamente, pese a que el recu-
brimiento de Pluronic® F127 habia mostrado que
podia estabilizar estérimacemente al sistema asi
como minimizar su interaccion con las enzimas
intestinales, este ensayo mostro que las particulas
se quedaron totalmente bloqueadas en el moco
intestinal (coeficiente de difusion en moco~10*
um?/seg). Lo cual seria indicativo de que este

nucleo oleoso no era lo suficientemente hidrofo-
bo como para promover la formacion de una capa
suficientemente densa de Pluronic® F127 [3,4].

En funcion de estos resultados se decidié modifi-
car la matriz de las nanoemulsiones de aceite de
palma con vitamina E (a~54°). Interesantemente
esta modificacién mejord de manera clara la ca-
pacidad del sistema para difundir a través de la
mucosa intestinal. Presentando un coeficiente de
difusion medio de 0,03 pm?/seg.

4. Conclusiones

Numerosos estudios se han centrado en deter-
minar las propiedades fisicoquimicas clave de
surfactantes no ionicos a la hora de obtener sis-
temas coloidales capaces de atravesar el tracto
gastrointestinal y difundir a través de la mucosa
intestinal. No obstante, nuestros resultados mues-
tran que la efectividad de dicho recubrimiento no
dependera tnicamente del surfactante, sino tam-
bién de la matriz sobre la que se adsorbera. En
este sentido nuestros estudios muestran que sera
necesario formular sistemas con un cierto carac-
ter hidréfobo si se pretende obtener un recubri-
miento eficiente de Pluronic® F127.
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1. Introduction

Gelatin can be considered an ideal candidate
for hydrogels formation since it possess an ex-
cellent film forming capacity [1] and it has been
recognized as a “Generally Recognized As Safe”
(GRAS) material by the FDA, with excellent bio-
compatibility and biodegradability [2].

However, gelatin has poor mechanical properties
and thus, the use of crosslinkers is required to
minimize this problem. Among them, glutaralde-
hyde (GTA) has been widely used, although its
cytotoxicity has been largely demonstrated. More
recently, genipin (GP) is receiving increasing at-
tention given that it is less toxic than aldehydes,
but further studies must be developed in the
search of a crosslinker which does not cause any
toxic effect. In this regard, the use of sugars, such
as lactose (Lac), is particularly attractive, due to
their ability to interact spontaneously with gelatin
through a process called Maillard reaction [3].

Thus, the aim of this work was to develop and
characterize a novel hydro-film type scaffold
(=50 pm thickness) based on lactose-crosslinked
fish gelatin, which swells in the presence of flu-
ids, while preserving its structure and integrity.
This may have considerable potential for tissue
engineering applications such as wound healing.

2. Material and methods

Hydro-films were prepared by a simple casting

process. Gelatin was dissolved in distilled water,
glycerol was added as plasticizer and the pH was
adjusted to 10 with NaOH. Then, the crosslinker
(GTA, GP or Lac) was added and finally, the hy-
dro-films forming solution was poured into each
Petri dish and left to dry at room temperature for
48h.

In order to test the hydrolytic stability, gelatin hy-
dro-films were immersed in a phosphate-buffered
saline (PBS) solution at pH 7 at 25 and 37°C for
3 days. The compounds released from the hy-
dro-films were identified by Fourier transform in-
frared (FTIR); the surface analysis was performed
using X-ray photoelectron spectroscopy (XPS),
scanning electron microscopy (SEM) and atomic
force microscopy (AFM). Also, swelling, occlu-
sion and degradation studies were performed.

Fig. 1: Hydro-films crosslinked with Lac, GP and GTA (a)
before immersion in PBS buffer and after immersion in
PBS buffer (b) at 25°C and (c) at 37°C.

The hydro-film biocompatibility was carried out
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following the I1SO 10993-5:2009 guidelines by
direct cell (L-929 fibroblasts) contact with the
material, or by exposing the cells to the extraction
fluid. Moreover, adhesion, spreading, prolifera-
tion and infiltration assays were performed using
a TC20™ Automated Cell Counter and an Olym-
pus Fluoview FV500 confocal microscope. Im-
age analysis was carried out by means of Image J
software. GraphPad Prism 6 (La Jolla, California,
USA) was used for statistical analysis.

3. Results and discussion

Compared to GTA or GP, Lac-mediated crosslink-
ing resulted in the only viable alternative to pro-
duce hydro-films that are stable against hydrolyt-
ic degradation with such a narrow thickness (=50

um) (Fig. 1).

FTIR showed that glycerol and non-reacted
Lac were the main compounds released from
hydro-films. There was no release of new com-
pounds formed during crosslinking. XPS, SEM
and AFM confirmed the crosslinking efficiency
after Maillard reaction and showed the highly
ordered nano-scaled structure of the hydro-film.
Swelling assay suggested that the hydro-films can
nearly increase its weight twice in just 5 minutes,
thereby demonstrating its high hydrophilicity and
suitability for cell-based therapies. Furthermore,
the mild occlusivity showed by the occlusion test
emphasized the excellent properties of this sys-
tem to be used as a wound-dressing material.

In the degradation studies it was found that hy-
dro-films withstand either hydrolysis or cell-me-
diated degradation, but not enzymatic digestion,
which would ensure a desirable duration/degra-
dation profile for the dual purpose of cell-loading
and drug delivery.

Fig. 2: (a) Direct and (b) indirect cytotoxicity assays.
***4n<0.001 comparing dried group with all the others.

The results obtained from cytotoxicity tests (Fig.
2) demonstrated a high cytocompatibility with
practically undetectable negative effects. The ad-
hesion assay values (Fig. 3 a) were comparable
to those observed onto polystyrene plates, where-
as cell spreading (Fig. 3 b-c) resulted to be even
significantly higher, thus confirming the high af-
finity of the cells for these surfaces. Indeed, both
control or hydro-film groups showed a similar
proliferation rates. Finally, the infiltration study
demonstrated that cells were not able to invade
the hydrogel surface.

Fig. 3: Adhesion and spreading assays. ***p<0.001 com-
paring two groups in both time-points. (scale bars = 50

pm)
4. Conclusions

This study demonstrates that Lac-mediat-
ed crosslinking is able to produce gelatin hy-
dro-films with reduced thickness and suitable
properties for tissue engineering applications,
such as wound healing.
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1. Introduction

Recent advances in the fields of biomaterials and
nanotechnologies, together with a better knowl-
edge various genome editing strategies, have
prompted the evolution of biocompatible nano-
materials for gene delivery purposes [1].

Non-viral vectors are characterized by their po-
tential to overcome many of the limitations of
viral vectors, especially those related with their
safety and production.

Cells in Central Nervous System (CNS) are par-
ticularly challenging to transfect for both viral
and non-viral gene delivery systems. In fact, the
finding of effective strategies to face the variety of
neurodegenerative disorders remains a big dare.
In the case of Alzheimer’s Disease (AD), it has
been shown that administration of VEGF in ani-
mal models of AD increases vascularisation and
reduces neuronal loss and AP deposits in brain [2].

Based on these considerations, we present three
different non-viral vector formulations based on
chitosan, cationic lipid and magnetite nanoparticles
to deliver VEGF coding plasmid into CNS cells.

2. Materials and Methods

2.1. Preparation of nanoplexes

Polyplexes based on chitosans were prepared by

the self-assembly method. Lipoplexes were pre-
pared by mixing gently Lipofectamine 2000 solu-
tion and the plasmid solution at appropriate vol-
umes. Magnetoplexes were prepared by mixing
gently NeuroMag solution and plasmid solution
at appropriate volumes.

2.2. Nanoformulation characterization

The hydrodynamic diameter and the zeta po-
tential of nanoparticles and their corresponding
nanoplexes were determined by Dynamic Light
Scattering and by Lasser Doppler Velocimetry,
respectively, using a Zetasizer Nano ZS. Mor-
phology of nanoparticles was evaluated by both
TEM microscopy. The capacity to condense,
protect and release the plasmid was analyzed by
electrophoresis en agarose gels.

2.2. Cell culture and in vitro assays

HEK?293 and C6 cells were maintained in com-
plete medium. Nanoplexes were added to the
corresponding ratios in serum free medium. After
4 h of incubation, the nanoplexes were removed
and cells were allowed to grow 48 h for analysis
of transfection efficiency, cell viability, mean flu-
orescent intensity (MFI), VEGF production and
VEGF bioactivity in HUVEC cells.
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3. Results and Discussion

3.1. Nanoformulation characterization

Fig. 1: Particle size and zeta potential.

All  formulations presented suitable physi-
co-chemical properties for gene delivery: nano-
metric scale with positive zeta potential values at
the ratios tested. PDI values were higher in lipid
formulations, corresponding with a more heter-
egoneous morphology under TEM examination.

Fig. 2: Agarose gel electrophoresis assay.

All formulations condensed and protected DNA.
However, only lipoplexes and magnetoplexes re-
leased DNA upon SDS addition.

3.2. Transfection efficiency

Fig. 3: In vitro transfection results.

As observed in Fig. 3, all formulations were well
tolerated by cells, since the percentage of live
cells was higher than 90%. Percentage of GFP
expressing cells and MFI values were higher in
HEK-293 than in C6. However, VEGF production
was similar in both cell lines and strong correla-
tion between VEGF production and GFP expres-
sion percentage was found, suggesting adequate

production of the desired factor in both cell lines.

3.3. VEGF bioactivity in HUVEC cells

Fig. 4: VEGF bioactivity assay.

The supernatant of C6 transfected cells was used
to evaluate the bioactivity of secreted VEGF.
As observed in fig.5, HUVEC cells proliferated
more than control cells, especially in medium
without supplement.

4. Conclusion

Our study shows that non-viral vectors based on
chitosan, cationic lipid and magnetic nanopar-
ticles were able to transfect efficiently Central
Nervous System cells. Additionally, the super-
natant obtained from transfected cells was bio-
logically active, since HUVEC cells proliferated
under exposition of secreted VEGF. These results
could be relevant for the treatment of brain disor-
ders such as Alzheimer diseases, were neovascu-
larization is a desired condition.
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1. Introduccién

Una prescripcion es inadecuada cuando el riesgo
de sufrir efectos adversos es superior al benefi-
cio clinico, especialmente cuando hay evidencia
de la existencia de alternativas terapéuticas mas
seguras y eficaces [1]. Durante las tltimas déca-
das se han desarrollado diferentes herramientas
que facilitan la identificacion de una PI en los pa-
cientes mayores. Entre las mas utilizadas se en-
cuentran los criterios STOPP-START (Screening
Tool of Older Person’s Prescriptions - Screening
Tool to Alert doctors to Right Treatment) [2]. Los
criterios STOPP comprenden 65 indicadores de
prescripciones potencialmente inadecuadas: inte-
racciones farmaco-farmaco, farmaco - situacion
clinica, duplicidad terapéutica, medicamentos
que incrementan el riesgo de deterioro cognitivo,
y caidas en las personas mayores. Los criterios
START incorporan 22 indicadores que repre-
sentan los casos mas comunes de medicamentos
omitidos que pueden ser potencialmente benefi-
ciosos [1].

No es de esperar que la incidencia de prescripcio-
nes inadecuadas sea elevada, por lo que es nece-
sario analizar un nimero elevado de prescripcio-
nes para poder obtener una informacion precisa
sobre la incidencia y sus causas. En esta comuni-
cacion se describe un procedimiento de analisis
de prescripciones para el estudio retrospectivo de
las infracciones de los criterios STOPP.

2. Metodologia

El sistema de analisis de datos desarrollado opera
sobre las tablas MS Excel generadas por el siste-
ma de receta electronica implantado por el Ser-
vicio Canario de la Salud. Las tablas contienen
23 campos con los datos de las prescripciones y

datos demograficos (edad en el momento de la
prescripcion y sexo). La identificacion del pacien-
te se sustituy en origen por un codigo seguro.

Para el desarrollo de los algoritmos de construc-
cion de tablas y cribado de datos se utilizé el len-
guaje de programacion estadistica R [3].

2.1. Codificacion de los farmacos

Para identificar los farmacos de forma inequivoca
se eligio el codigo DCSA [4] por las siguientes
razones: es un cédigo utilizado internacional-
mente; esta disponible en el nomenclator de la
AEMPS en el fichero DICCIONARIO_DCSA.
xml; identifica las combinaciones fijas de farma-
cos; y se actualiza periddicamente. Esta base de
datos contiene dos campos, el cddigo DCSAYy la
denominacion DCSA. Para su lectura se utilizd
xmIParse( ) de la libreria XML. Ademas, del
fichero PRESCRIPCION.xml de la AEMPS, se
obtuvo el cédigo nacional para generar una Tabla
que combinara dicho cédigo con su correspon-
diente codigo y denominacion DCSA, identifica-
da con la etiqueta cn2dcsa, en la Figura 1.

2.2. Base de datos criterios STOPP

Utilizando el cédigo DCSA y la denominacion
comun internacional (DCI) de los farmacos in-
cluidos en los criterios STOPP, se construy6 una
tabla con 1.730 combinaciones de los farmacos
incluidos, tomados de dos en dos. La tabla con-
tiene 5 campos: DCI y DCSA para cada farmaco
y el tipo de incumplimiento. La tabla generada se
identifica en la Figura 1 con la etiqueta stoppF1.

2.3. Codificacion del medicamento prescrito

La base de datos con las prescripciones identifica
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el medicamento a través del cédigo nacional de
la presentacion comercial y se denomina tabla de
analisis, para incluir el cddigo DCSA se combind
con la tabla cn2dcsa.

Fig. 1: Estructura del método de andlisis de datos para
identificar errores de prescripcion conforme a los criterios
STOPP.

2.4. Algoritmo de basqueda

El algoritmo de buisqueda ha sido desarrollado en
el lenguaje R. Al enfrentar la tabla stoppF1 con
los datos de las prescripciones en las que se han
incluido los codigos DCSA (identificada como
tabla andlisis + cod DCSA en la Figura 1) se
extrae: lista de los principios activos prescritos,
lista clasificada por grupos de los principios ac-
tivos prescritos incluidos en los criterios STOPP,
y tratamiento por pacientes, incluyendo las fe-
chas de dispensacion, inicio y final del tratami-
ento. Puede obtenerse el algoritmo solicitandolo
a los autores de la comunicacion.

3. Datos de prescripciones

La base de datos actual contiene 241.127 pre-
scripciones dispensadas en dos oficinas de farma-
cia durante los afios 2012, 2013 y 2014.

4. Resultados y discusion

Las prescripciones para los pacientes de 65 afios
0 mas, contenian 654 farmacos diferentes, de los
cuales 148 (22,6%) estan incluidos en alguna de
las listas de los criterios STOPP.

El algoritmo desarrollado permite total flexibili-
dad a la hora de analizar la informacion por pa-
ciente. A modo de ejemplo, se presenta el caso
de uno de los pacientes, un varon de 71 afios de
edad, al que le fueron prescritos y dispensados
los siguientes farmacos (Fecha ini y Fecha fin,
fechas de inicio y final del tratamiento):

Fecha_ini Fecha fin DCSA
2012-05-30 2012-07-25 7947003
2012-05-02 2012-07-25 108551001
2012-05-02 2012-07-25 109081006
2012-05-30 2012-07-25 96304005
2012-05-02 2012-07-25 108564000
2012-02-22 2012-05-16 108547003
2011-12-08 2012-02-02 398727008
2011-12-08 2012-02-02 140751000140108
2011-12-08 2012-02-02 7947003
2012-02-22 2012-05-16 398727008

El niimero de pacientes de 65 afios o mas fueron
2.298, de los cuales 343 (14,9%) recibieron a lo
largo del tiempo dos o mas farmacos que incum-
plen los criterios STOPP.

En un futuro inmediato, abordaremos el estudio
de las posibles causas de las infracciones de los
criterios STOPP.
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1. Introduction

S-fluorouracil (5-FU) is a broad spectrum cyto-
toxic agent that it is widely used in chemotherapy.
However, 5-FU shows a number of limitations
such as short half-life, non-selective biodistribu-
tion, and the development of drug resistance by
tumour cells [1]. It this work we sought to synthe-
size a FOL-PEG-PLGA conjugate and use it to
fabricate targeted NPs loaded with 5-FU for the
treatment of colon and breast cancers.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Chemicals were of analytical quality and were
obtained from Sigma-Aldrich Co., VWR, and
Panreac. Deionized and filtered water was used
in all the experiments.

2.2. Methods

2.2.1. Synthesis of the conjugate

The FOL-PEG-PLGA conjugate was synthesized
in a 4-step process as previously described in the
literature [2] but with some modifications [3].

2.2.2. Formulation of the NPs

NPs were produced by dissolving PLGA,

PEG-PLGA, or FOL-PEG-PLGA in acetone fol-
lowed by nanoprecipitation in water [3]. To select
the optimal formulation, several polyvinyl alco-
hol (PVA) concentrations and solvent ratios were
tested. Sonication conditions were also studied.

Mean particle size and zeta potential were de-
termined using a Malvern Zetasizer (Nano-ZS,
Malvern Instruments Ltd., UK). Drug loading ca-
pacity was evaluated by UV-Vis spectrophotom-
etry (266 nm). Drug release experiments were
performed at pH 7.4 (dialysis bag method).

2.2.3. In vitro proliferation studies

Cytotoxicity of blank (5-FU unloaded) NPs was
investigated not only in normal human CCD-18
colon fibroblast and MCF-10A breast epithelial
cells, but also in human tumour HT-29 colonic
adenocarcinoma and MCF-7 breast adenocar-
cinoma cell lines. Quadruplicate cultures were
evaluated by the MTT proliferation assay. The
MTT assay was further used to define the cyto-
toxicity of free 5-FU and 5-FU-loaded nanofor-
mulations against HT-29 and MCF-7 cells.

3. Results and discussion
3.1. Characterization of the NPs

Findings coming from the complete physico-
chemical characterization of the NPs [3] allowed
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identifying the parameters for the optimal formu-
lation of PLGA NPs (mean size: =180 nm). These
conditions were also used to obtain PEG-PLGA
NPs and FOL-PEG-PLGA NPs, being they char-
acterized by a particle size of =145 nm and =150
nm, respectively.

3.2. Drug loading and in vitro drug release

As the drug amount used in the preparation of
PLGA NPs was increased, the entrapment ef-
ficiency (EE) values increased up to ~8.5% to
reach a plateau at higher drug amounts. Also,
the drug loading (DL) increased linearly with
the amount of the drug and the maximum drug
loading achieved was ~5.5%. Similar drug incor-
poration results were obtained when preparing
PEG-PLGA NPs and FOL-PEG-PLGA NPs.

Finally, PLGA NPs, PEG-PLGA NPs, and FOL-
PEG-PLGA NPs exhibited a similar drug release
profile; an initial burst release, with ~25-30% of
the drug released after 1 h, followed by a sus-
tained, linear release over the 7-day experiment.

3.3. In vitro cytotoxicity experiments

Fig. 1: Cytotoxicity of free 5-FU (grey column), 5-FU-
loaded PLGA NPs (light grey column), 5-FU-loaded
PEG-PLGA NPs (black column), and 5-FU-loaded FOL-
PEG-PLGA NPs (white column) in HT-29 cells (a) and (b)
MCF-7 cells.

Blank NPs exhibited negligible cytotoxicity
in the normal and tumour cell lines at the dilu-
tions corresponding to that of drug-loaded NPs.
Regarding the cytotoxic effect of free 5-FU,
and 5-FU-loaded NPs in HT-29 and MCF-7
cells (Fig. 1), they inhibited cell proliferation
in a dose-dependent manner. In both cell lines,
the half maximal inhibitory concentration (IC,)
values of 5-FU-loaded PEG-PLGA NPs and

5-FU-loaded FOL-PEG-PLGA NPs were ~2-
fold and =4-fold, respectively, less than that of
the 5-FU-loaded PLGA NPs (p < 0.05), whereas
the IC_ of 5-FU-loaded PLGA NPs was found to
be similar to that of the free drug.

Cytotoxicity of 5-FU was additionally increased
with the FOL-PEG-PLGA NPs. These results may
be associated to an enhanced cellular uptake via
folate receptor mediated endocytosis, thus avoid-
ing 5-FU efflux by P-glycoprotein and leading to a
significantly augmented effect against the folate re-
ceptor-overexpressed HT-29 and MCF-7 cells [4].

4. Conclusions

It has been reported for the first time the use of
FOL-PEG-PLGA NPs as a targeted delivery sys-
tem of 5-FU against colon and breast cancers.
Our findings imply that the FOL-decorated and
PEGylated PLGA NPs may facilitate targeted de-
livery of 5-FU to these malignancies.
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1. Introduction

Talking about hyperthermia against cancer, nano-
particulate-based systems can help in definitively
localizing the heating source, e.g. iron oxides,
within the tumour tissue, while heating it by ap-
plying a high frequency alternating magnetic field
[1]. Magnetic solid lipid nanoparticles (MSLNSs)
have been postulated in drug delivery [2] and as
magnetic resonance imaging contrast agents [3],
or even as theranostic agents [4]. Unfortunately,
to the best of our knowledge it cannot be found a
clear move toward the introduction of MSLNs in
the hyperthermia arena. In this work we describe
a reproducible methodology to prepare MSLNs
as a versatile nanotool for hyperthermia against
colon cancer.

2. Materials and methods

2.1. Materials

All chemicals were of analytical quality from
Panreac, and Sigma-Aldrich Co. Water was
deionized and filtered with a Milli-Q® System
(Merck Millipore Co.).

2.2. Methods

2.2.1. Formulation of MSLNs

Colloidal magnetite (Fe,O,) was prepared by

chemical co-precipitation, while SLNs were
formulated by water-in-oil-in-water double

emulsion/solvent evaporation. Preparation pro-
cedure of MSLNs was equal to the one used
in the formulation of pure SLNs, except that
the inner aqueous phase of the double emulsion
contained the Fe,O, nanocores (0.5%, wiv) [5].

2.2.2. Characterization methods

Mean particle size was measured by photon cor-
relation spectroscopy (PCS). To confirm the re-
sults, the NPs were observed by environmental
scanning electron microscopy (ESEM) and by
high resolution transmission electron microscopy
(HRTEM). Surface electrical properties of the na-
nosystems were investigated by electrophoresis,
and a surface thermodynamic analysis of the
colloids was also performed.

2.2.3. Magnetic responsive behaviour and in
vitro magnetic fluid hyperthermia experiments

Magnetic properties of the MSLNs were deter-
mined at 25°C (Manics DSM-8 vibrating mag-
netometer, France). The in vitro heating behav-
iour of an aqueous dispersion of MSLNs was
investigated in triplicate, using a high frequency
alternating magnetic field (AMF, magnetic field
frequency and intensity: 250 kHz and 4 kA/m,
respectively). Finally, in vitro hyperthermic ef-
ficiency tests on the human HT29 colon adeno-
carcinoma cell line were done. Cell viability was
evaluated by the MTT-based colorimetric assay

(5]
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3. Results and discussion
3.1. Characterization of the MSLNs

MSLNSs were found to be spherical particles with
mean size of ~180 nm. Fe O, cores were found to
be completely embedded into the solid lipid ma-
trix, being the shape and surface of the MSLNs
identical to that of the SLNs.

Electrokinetic data proved how similar were the
electrophoretic characteristics of the SLNs and
the MSLNs, and how different from that of Fe,O,.
The investigation of the surface free energy com-
ponents of the NPs allowed verifying the nature
of the solid lipid shell onto the iron oxide cores.
The thermodynamic analysis further demonstrat-
ed how the hydrophilic nature of the Fe,O, was
modified, becoming hydrophobic just like the
SLNs, when covered by the solid lipid shell.

3.2. Magnetic responsiveness / hyperthermia

The magnetic responsiveness (and soft magnet-
ic character) of the MSLNs was fully defined by
their hysteresis cycle.

The in vitro heating behaviour of the magneto-
fluid is depicted in Fig. 1a. The temperature rose
from 25°C to the minimum hyperthermia tem-
perature (=41°C, in 20 min). Then, the maximum
temperature reached ~46°C, that it was stabilized
until the end of the experiment (1 h).

Fig. 1: (a) Heating curve of the MSLN magnetofluid (10
mg/mL, m) exposed to a high frequency oscillating electro-
magnetic gradient. Data from a control formulation (i.e.
aqueous medium without NPs, 0) have been incorporated
for comparison. (b) Hyperthermic efficacy of MSLNs on

HT29 cell viability (%). Groups: 1) cells incubated in the
presence of MSLNs with application of an AMF; 2) cells
incubated in the presence of MSLNs without application
of an AMF (control); 3) cells incubated in the absence of
MSLNs with application of an AMF (control); and, 4) cells
incubated in the absence of MSLNs without application of
an AMF (control).

Finally, the hyperthermic efficacy of the MSLNs
was investigated in vitro on HT29 cells (Fig.
1b). Compared to controls, results satisfactori-
ly demonstrated that the application of the high
frequency AMF to the HT29 culture incubated
with the MSLNs generates a significant reduc-
tion in cell viability (up to ~52%). Remarkably,
no cytotoxic effect was observed either when the
MSLNs were used alone (group 2) or when the
AMF was used alone (group 3).

4. Conclusions

It has been developed a reproducible formulation
procedure to obtain MSLNs made of Fe,O, cores
embedded within a glyceryl trimyristate solid
matrix. They may constitute a potential candidate
for therapeutic applications, i.e. hyperthermia ac-
tivity into the tumour mass.
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1. Introduction

Neuregulin (NRG1) and acidic-fibroblast growth
factor (FGF1) are cardiovascular proteins that re-
quire new formulation strategies for the sustained
bioavailability of the drug in the infarcted my-
ocardium [1, 2]. However, there is no FDA-ap-
proved injectable protein delivery platform due
to translational concerns about biomaterial ad-
ministration through cardiac catheters. The ob-
jective of this work is to evaluate the efficacy of
percutaneous intramyocardial injection of poly(-
lactic-co-glycolic acid) (PLGA) microparticles
(MPs) loaded with NRG1 and FGF1 using the
NOGA Myostar injection catheter in a porcine
model of ischemia-reperfusion [2].

2. Materials and Methods

NRG! and FGF1-loaded MPs were prepared by
multiple emulsion solvent-evaporation method
using the Total Recirculation One-Machine Sys-
tem (TROMS) [2]. Particle size and size distri-
bution were measured by laser diffractometry.
FGF1/NRG1 encapsulation efficiency was quan-
tified by western blot. Bioactivity of MP-released
FGF1/NRG1 was evaluated by determining H9¢c2
cardiomyocyte proliferative capacity following
growth factor treatment. Efficacy of NRG1-MP
and FGF1-MP were investigated in a preclini-
cal model of chronic myocardial infarction (MI)
[2]. Animal experiments were approved by the

Institutional Animal Care and Use Committee of
the University of Navarra and performed accord-
ing to the EU legislation. Ischemia-reperfusion
was induced in 17 Gottingen minipigs as previ-
ously described [3]. Infarcted pigs were treated 1
week after MI with MPs containing NRG1 (200
ng), FGF1 (200 pg) or non-loaded MPs delivered
via percutaneous transendocardial-injection. Car-
diac function was analyzed by NOGA and echo-
cardiography 3 months post-treatment. Animals
were then sacrificed to characterize the effect of
the treatment on heart tissue revascularization.
Vasculogenesis was evaluated by quantifying
the number and area occupied by smooth mus-
cle-covered vessels in the infarct and peri-infarct
areas using an anti-aSMA antibody.

3. Results

FGF1 and NRG1 were successfully entrapped in
7 pum PLGA MPs reaching values of encapsula-
tion efficiency of 84 % for FGF1 and 83.5% for
NRGI. Both cytokines remained bioactive after
microencapsulation demonstrating that MPs al-
lowed the maintenance of protein stability dur-
ing manufacturing and release. The injection
of NRG1 and FGF1-MPs was associated with
a statistically significant benefit in cardiac con-
tractility 3 months post-treatment as shown by
higher fractional shortening (FS) vs. the control
(FGF-MPs: 28.2 + 6.1, NRG1-MPs: 27.9 + 6.1
and Control-MPs: 19.1 £ 2.1) (Fig. 1A).
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Fig. 1: FGF1 and NRG1-MPs improves cardiac function
after Ml in minipigs. A) Improvement in systolic function 3
months after FGF1 and NRG1 loaded MP injection mea-
sured by echocardiography. B) Bipolar changes in compa-
rison with baseline values.

Bipolar voltage measurements at time of injec-
tion and after 3 months of treatment revealed a
reduction of -12.5 4+ 9.9% from baseline values in
control pigs and a significant increase in NRG1-
MPs (+19.8 + 12.3 %) and FGF1-MPs (+10.7 +
5.2 %) treated animals (Fig. 1B). Representative
bipolar map changes of a NRG1-MP treated an-
imal at baseline and before sacrifice are shown
in Fig. 2.

Fig. 2: Bipolar area NOGA maps taken at time of injec-
tion (A) and euthanasia (B) of a NRG1-MP treated animal.
Dark dots in A represent the injection sites.

Moreover, a significant increase in vasculari-
zation was detected in the ischemic area at the
arteriolar/arteries level after treatment with the
microencapsulated proteins (Fig. 3). These re-
sults suggest that the developed formulations

may contribute to cardiac function improvement
by increasing the vasculogenesis of the infarcted
tissue.

Fig. 3: FGF1 and NRG1-MPs promote heart revasculari-
zation 3 months post-treatment. (A) Representative images
of the infarcted/peri-infarcted area stained with o-SMA*.
Quantification of a-SMA total area (B) and vessel density
(C) in infarcted and peri-infarcted zones.

4, Conclusions

The percutaneous intramyocardial injection of
microencapsulated FGF1 and NRG1 is clinically
feasible and has a therapeutic effect in a clinical-
ly relevant animal model of MI, indicating that
catheter delivery of MPs might pave the way to-
wards clinical translation of cardiac regenerative
medicine for MI.
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1. Introduccién

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensio-
nales capaces de captar agua e hincharse hasta el
equilibrio. Pueden estar formados por polimeros
naturales o sintéticos, y entrecruzarse por enlaces
quimicos (covalentes) o fisicos. Los hidrogeles
covalentes ofrecen mejores propiedades mecani-
cas. Se han usado distintas moléculas bifunciona-
les para entrecruzar los polimeros, (dialdehidos,
diacrilatos diglicidil-éteres, diisocianatos, etc).
Sin embargo, la mayoria son relativamente toxi-
€os 0 con un coste elevado [1].

El clorhidrato de tetraquis (hidroximetil)fosfonio
(THPC), es un compuesto organofosforado hi-
drosoluble y relativamente econémico compues-
to por cuatro grupos hidroximetilos unidos a un
atomo de fésforo electronegativo. Esta molécula
se ha estudiado como agente entrecruzante para
materiales basados en proteinas [2]. EI THPC
puede formar reacciones de condensacién Man-
nich en condiciones suaves con compuestos que
contienen aminas primarias y secundarias; ade-
mas, debido a la tetrafuncionalizaciéon del THPC,
su alta reactividad en medio acuoso y su citocom-
patibilidad se consider6 la posibilidad de realizar
la gelificacion de polimeros aminados en presen-
cia de farmacos (que no presenten aminas prima-
rias ni secundarias en su estructura) obteniendo

hidrogeles con alto grado de reticulacion y alta
capacidad de encapsulacién de farmacos.

2. Materiales y métodos

2.1. Obtencion y caracterizacion de los
hidrogeles

Se prepar6 una solucion de quitosan al 2% en
acido acético 0.5%, a continuacion se afiadieron
distintos volimenes de THPC en agitacién con-
tinua del polimero a temperatura ambiente para
obtener hidrogeles con distinto grado de entre-
cruzamiento (24, 40, 80 y 160% moles de THPC
por moles de unidades repetitivas de quitosan).
Se realiz6 la encapsulacion de Camptotecina me-
diante la adicion de dicho farmaco disuelto en
N-metilpirrolidona a la solucién del polimero y
gelificacion posterior por la adiciéon de THPC a
la mezcla.

Los hidrogeles se caracterizaron por analisis ter-
mogravimétrico y difraccion de rayos X.

2.2. Estudio de liberacion del farmaco

Se realizaron estudios de liberacion de la Camp-
totecina en un medio con variacién de pH de 1.2
(1.5h),4.5(0.25h), 6.8 (2.75h) y 7.5 (hasta 48 h)
en un agitador oscilante a 100 rpm y 37°C.
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3. Resultados y discusion

En la Figura 1 se muestra la reaccién de Man-
nich de los grupos hidroximetilo del THPC con
las aminas del quitosan para formar el hidrogel.

HO.

OH OH
o o —/
.0 + cl
HMO HO o- e ., -
H, NHAC OH
X

H H
Fig. 1: Reaccién de formacion del hidrogel.

El analisis termogravimétrico, Figura 2 de DTG,
muestra que la temperatura de maxima degrada-
cién térmica es menor cuanto mayor es el por-
centaje de entrecruzamiento, por lo que se con-
cluye que la reticulacion del hidrogel disminuye
la termoestabilidad.
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Fig. 2: DTG del quitosan y los hidrogeles.

En el difractograma de rayos X (Fig. 3) se obser-
va una disminucion de la cristalinidad del quito-
san (MPM) al entrecruzar el polimero con THPC
(M24 y M160) ya que aumenta el grado de amor-
fizacion en el polimero; la adicion de la campto-
tecina (NM160-CPT) no modifica la cristalinidad
del polimero entrecruzado con THPC.

Fig. 3: Difractograma de rayos X.

En cuanto a la liberacion del farmaco (Fig. 4),
ésta es mayor cuanto menor es el porcentaje de
entrecruzamiento del hidrogel; tras 1.5 horas a
pH acido queda un 70% de farmaco susceptible
de liberacién a lo largo del intestino.

100 T
° 80
el
g 60 1 iI
= 12171
= i M4
a0 12 ?f M40
i I} & M80
0 M160
20 -
[ §
B
0 + + + + + + t t t i
[} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Tiempo (h)
Fig. 4: Liberacion de Camptotecina.

4. Conclusiones

Se ha propuesto un nuevo sistema de liberacion
modificada de farmacos basado en un hidrogel
compuesto por quitosan y THPC; el método de
formacidn es simple, rapido y econémico. Este
sistema presenta una liberacion modificada del
farmaco capaz de suministrar el activo terapéuti-
co al menos durante 48 horas.
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1. Introduccién

Las enfermedades raras, también denominadas
de baja prevalencia, se encuentran en el grupo de
enfermedades cuyos tratamientos farmacol6gicos
no han sido promocionados en por la industria
farmacéutica por su escaso retorno econoémico.
Debido a esta circunstancia, este vacio se presen-
ta como un punto de interés para la Universidad
en el desarrollo de nuevas lineas de investiga-
cion, con posterior comunicacion a la sociedad
de soluciones que ayuden en la mejora de las con-
diciones de vida de aquellos grupos de enfermos
afectados.

Desde la Facultad de Farmacia y ciencias de la
Alimentacién (UB) se dispone de la ventaja de
contar con el equipo humano y las instalacio-
nes del Servicio de Desarrollo del Medicamento
(SDM), una planta piloto de tecnologia farma-
céutica, que ofrece servicios de investigacion y
desarrollo de medicamentos y proximamente
también se dispondra de una planta certificada
en GMP (Farmatec-UB), para la elaboracion de
medicamentos a pequefia escala y lotes clinicos,
lo que posibilita la realizacion de proyectos co-
munes (GITER, SDM, Farmatec-UB) donde se
elaborardn medicamentos a pequefia escala y bio-
lotes para ensayos clinicos.

Por otra parte, la Facultad cuenta con un grupo
de trabajo sobre investigacion terapéutica de
enfermedades raras (GITER). La realizacion
de proyectos en comun (GITER, Farmatec-UB,
SDM) propiciara en un futuro préximo un mayor

éxito en la investigacion y desarrollo de medi-
camentos para el tratamiento de este grupo de
enfermedades.

2. Materiales y métodos

Se presentan tres proyectos relacionados con los
medicamentos huérfanos que se han llevado a
cabo desde la Facultad de Farmacia.

3. Resultados

La Facultad de Farmacia de la Universidad de
Barcelona acumula una larga trayectoria en el
ambito de las enfermedades raras, puesto que ya
en el afio 2000 empezo a colaborar en el campo
de los medicamentos huérfanos con el Instituto
de Salud Carlos Il y con la Sociedad Espafiola
de Farmacia Hospitalaria mediante los investi-
gadores del grupo GITER. Esta colaboracion se
materializd en una pagina web sobre “Legisla-
cién vigente sobre medicamentos huérfanos” y
ademas en una base de datos sobre este tipo de
medicamentos. También se colaboro en estudios
sobre prevalencia mediante la participacion en
la Red Epidemiologica para la Investigacion de
Enfermedades Raras (REpIER) del Instituto de
Salud Carlos 1l y paralelamente en el proyecto
europeo EuOrphan- Service for the support of the
European Orphan medicines market. Algunos la-
boratorios farmacéuticos han contado con el co-
nocimiento del grupo GITER sobre medicamen-
tos huérfanos. Diferentes estudiantes del Grado
de Farmacia han colaborado con el grupo GITER
mediante estudios especificos sobre determinadas
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enfermedades, asi como alumnos de postgrado
para la realizacion de tesis doctorales.

Los proyectos llevados a cabo en el SDM han
sido:

1. La formulacion de una suspension de acido ur-
sodesoxicolico para la fibrosis quistica,

2. Comprimidos para el sindrome de Rett

3. Una solucion inyectable para el tratamiento de
la enfermedad de Joseph Machado.

Los tres proyectos llevados a cabo se han centra-
do en el desarrollo de una férmula farmacéutica y
se han puesto a disposicién de la industria farma-
céutica, para que ésta complete las fases clinicas
y el posterior registro del medicamento.

Por otra parte, el SDM ha desarrollado mas de
270 proyectos y mas de 300 servicios para el sec-
tor quimico farmacéutico y también del sector
hospitalario en diferentes aspectos relacionados
con la elaboracién de medicamentos:

- Desarrollo galénico: capacidad para desa-
rrollar proyectos galénicos de investigacion
completos o llevar a cabo servicios concre-
tos, disponiendo de equipos para realizar
cualquier forma farmacéutica.

- Control de calidad.

Ademés, el SDM ofrece servicios relacionados
con el registro de medicamentos tales como la
preparacién de la documentacion e informes de
experto.

Préximamente, la Facultad de Farmacia y cien-
cias de la Alimentacion (UB) dispondra de un
centro GMP, autorizado para la fabricacion de
biolotes para ensayos clinicos que se integrara en
la cartera de servicios actuales.

4. Conclusiones

Desde la universidad se trabaja e investiga en
proyectos que generan conocimiento y un retor-
no a la sociedad que los gestiona. El objetivo es
ampliarlo progresivamente en el futuro proxi-
Mo y encontrar partners que se involucren en el
proyecto.

Las dificultades mas importantes de los medi-
camentos para enfermedades raras estan rela-
cionadas con la accesibilidad y los costes de los
principios activos, los ensayos de calidad que se
requieren para que el producto llegue a ser un
medicamento y la limitada prevalencia de la en-
fermedad que hace poco rentable su abordaje por
parte de la industria farmacéutica convencional.
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1. Introduccién

El cemento 6seo destinado a la fijacion de prote-
sis articulares cargado con antibidtico, es una al-
ternativa terapéutica bien establecida en la practi-
ca asistencial para la profilaxis o el tratamiento de
las infecciones periprotésicas. En la actualidad,
unicamente se dispone de combinaciones co-
merciales de cemento 6seo con los antibi6ticos
gentamicina y clindamicina. Este hecho limita las
alternativas de tratamiento, ya que mas del 50%
de las infecciones periprotésicas son causadas
por microorganismos Gram-positivos, en gene-
ral de sensibilidad limitada a estos antibiGticos.
Ciprofloxacino, es una fluoroquinolona sintética
que se puede administrar con seguridad y eficacia
para el tratamiento de la mayoria de los aislados
asociados con la infeccién periprotésica y osteo-
mielitis crénica.

Los objetivos de este estudio fueron caracterizar
la liberacion de ciprofloxacino in vitro incorpora-
do a cementos dseos en proporciones utilizadas
para la profilaxis y el tratamiento de infecciones
periprotésicas y analizar la bioactividad in vitro
e insilico.

2. Material y métodos

Se prepararon mezclas del cemento poliacrilico
Palacos® con ciprofloxacino en las proporciones
utilizadas para la profilaxis antibidtica (40:1) y
para el tratamiento de infecciones periprotésicas
diagnosticadas (40:4). Los estudios de liberacién
del antibi6tico se realizaron en tampon fosfatos
(pH=7,4) durante 48 horas a 37°C, manteniendo

las muestras en celdas sometidas a flujo continuo.
La determinacion de ciprofloxacino se realizo por
HPLC con detector UV(A=254nm).

La Figura 1 muestra el modelo farmacocinético
utilizado para simular las concentraciones de anti-
bidtico en la zona del implante en 1000 pacientes
utilizando NONMEM VII. Las concentraciones
liberadas simuladas a los tiempos seleccionados
se utilizaron para evaluar la bioactividad in silico
utilizando como referencia valores de concentra-
cién minima inhibitoria (CMI) de los microorga-
nismos S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa
y E. Coli.

k, )
Cementa | o | Espacio articular 9 » COMMpEMimEnta
cargaQP o > < central
antibidtico ?2 K |

c1
l Cldrenaje l ka

Fig. 1: QO: velocidad de liberacion del antibiético (mg/h);
Cl drenaje: aclaramiento local de antibiético debido al
drenaje de la herida (mL/h); kd (h-1): constante de veloci-
dad de distribucion desde el espacio articular al comparti-
mento central; kr (h-1): constante de velocidad de retorno
del antibidtico desde el compartimento central al espacio
articular; Kel (h-1): constante de eliminacion corporal del
antibiético.

Para evaluar la bioactividad de las mezclas in vi-
tro se utilizd el método del recuento de unidades
formadoras de colonias (UFC) y la medicion del
halo de inhibicion. Las dos pruebas se han en-
sayado con los microrganismos indicados en el
calculo de la bioactividad in silico.
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3. Resultados

La cantidad de ciprofloxacino liberado transcu-
rridas 48 horas desde el inicio del ensayo a partir
de las mezclas que contienen la proporcién (40:4)
es un 568% superior a la cantidad de antibioti-
co liberada a partir de las mezclas de proporcion
(40:1) (p<0,05).

La Figura 2 muestra las concentraciones de anti-
bidtico en el lugar del implante, obtenidas en el
ejercicio de simulacion farmacocinética (96 ho-
ras post intervencion quirurgica).

Fig. 2: Concentracion de ciprofloxacino simulada en el
espacio articular (linea continua) e intervalo de confianza
del 90% (zona sombreada). Las lineas horizontales mues-
tran los valores de la CMI (S. aureus=32mg/L, S.epidermi-
dis=8mg/L, E. Coli=2mg/L y P. aeruginosa=4mg/L).

En la Tabla 1 se muestra el halo de inhibicion
producido por los microorganismos.

Proporcion 40:1 Proporcién 40:4
Halo de inhibicién . Halo de inhibicién
(mm) Bacteria (mm)

D1 | D2 | D3 D1 D2 D3
36 3 30 S. aureus 4 39 31
24 15 R S.epidermidis 34 30 26
50 46 42 E. coli 60 50 45
45 35 38 Ps.aeruginosa 53 40 39

Tabla 1: Resultados del halo de inhibicién expresado en
milimetros (mm.). D: dia.

En el estudio de bioactividad in vitro inicamente
hubo crecimiento de colonias en el cultivo de P.

aeruginosa (100.000 y 10.000 UFC proliferaron
cuando se utilizaron las muestras que contenian
ciprofloxacino en las proporciones 40:1 y 40:4)
y S epidermidis (10.000 UFC proliferaron con la
mezcla 40:1).

4. Discusion

El ejercicio de simulacién indica que la menor
concentracion de ciprofloxacino se obtendria a
las 72 horas post-cirugia; a partir de este momen-
to, el 100% de pacientes presentaria concentra-
ciones en espacio articular superiores a la CMI de
los microorganismos considerados.

El recuento de UFC vy el resultado de los halos
de inhibicion, mostraron algunas diferencias. Ci-
profloxacino no fue activo contra P. aeruginosa
cuando se evalué mediante el método de inmer-
sion, pero si lo fue cuando se evalué mediante la
prueba del halo de inhibicion (dimension del halo
entre 35 y 53 mm; Tabla 1). Este hecho podria
ser debido a la capacidad del microorganismo P.
aeruginosa de crear peliculas adheridas a la su-
perficie (biofilms), gracias a la capsula de algina-
to que posee [1, 2]. En medio liquido la bacteria
podria desarrollar esta pelicula durante las pri-
meras horas de contacto y los poros del cemento
quedarian tapizados, limitando la elucién del an-
tibiotico y facilitando la resistencia del microor-
ganismo evaluada mediante el método de UFC.

5. Conclusiones

La bioactividad durante las primeras 72 horas
post-cirugia, es dependiente de la sensibilidad del
microorganismo, aumentando sustancialmente
tras la retirada del drenaje. Es posible que la for-
macion de biopeliculas por P. aeruginosa sea la
causa que limite la actividad antimicrobiana del
ciprofloxacino para este microorganismo.
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1. Introduccién

En el marco actual de la docencia universitaria,
el Espacio Europeo de Educacién Superior exi-
ge poner un mayor énfasis en el trabajo auténo-
mo del alumno que en el modelo anterior. Esto
ha llevado al profesorado, en los tltimos afios, a
buscar nuevas metodologias mas enfocadas en
la labor del alumno dentro del proceso de ense-
fianza-aprendizaje y a explorar estrategias que
permitan implementar de una manera diferente y
mas atractiva estas actividades, que de otra ma-
nera pueden ser percibidas por el alumno como
un exceso de carga de trabajo. Con este objetivo
se han aplicado diversas herramientas, entre ellas
aquéllas basadas en la denominada Web 2.0, en la
que el usuario no es un mero receptor de informa-
cion si no que adopta un papel activo en la gene-
racion de la misma. Las ventajas que nos ofrecen
las caracteristicas de este nuevo concepto 2.0 se
han aplicado en diversas experiencias educativas
[1]. De entre las mas usadas se encuentran las he-
rramientas tipo Wiki, en las que el propio usuario
participa en la construccién de contenidos de for-
ma colaborativa [2]. En este caso, se ha elegido
Wikipedia por ser sin duda las mas popular, ex-
tendida y accesible de las herramientas tipo wiki.

2. Material y métodos

La actividad se ha realizado con alumnos volun-
tarios de la asignatura de Legislacion y Deontolo-
gia Farmacéutica desde el curso 2012-13 al cur-
S0 2015-16. Se ha realizado con los alumnos un
trabajo practico consistente en la edicién de con-
tenidos en Wikipedia de aspectos relacionados
con el marco regulatorio de los medicamentos.

Se les permiti6 escoger el tema del articulo de
Wikipedia a crear o mejorar y se les impartieron
talleres practicos de aprendizaje de codigo wiki
para conocer cdmo editar los contenidos. Para la
evaluacion de la actividad se tuvo en cuenta tanto
los resultados de aprendizaje de los alumnos par-
ticipantes como la informacién obtenida a partir
de una encuesta inicial acerca de sus conocimien-
tos previos sobre Wikipedia y expectativas de la
actividad, y de una encuesta final de satisfaccion.

3. Resultados y discusion

Una vez finalizada la actividad, en funcion de los
resultados obtenidos por los alumnos, se ha ob-
servado una mayor motivacion en la asignatura
por parte de aquellos alumnos participantes en
la actividad, que a su vez consiguieron mejores
resultados en la calificacion de la misma. Des-
de el punto de vista del alumnado, las encuestas
arrojan una vision bastante satisfactoria, ya que
los resultados de las encuestas en las sucesivas
ediciones han sido positivos, tal y como se refleja
en la Figura 1. Teniendo en cuenta que el valor 5
corresponde a Completamente de acuerdo con la
afirmacion del item correspondiente de la encues-
ta, se observa una predominancia de valoraciones
positivas, ya que la media de sus valoraciones a
lo largo de los afios es 3.9, siendo especialmente
alta en los items relacionados con el atractivo de
la actividad (“Encuentro positiva la utilizacion
de actividades innovadoras distintas a la forma
clasica para el aprendizaje de contenidos rela-
cionados con la asignatura™ y “Me ha gustado
participar como iguales en un proyecto global a
gran escala como es Wikipedia™).
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Fig. 1: Valores medios y desviacion estandar de la valo-
racion de los distintos items de la encuesta de satisfaccion
con la actividad.

Otro aspecto especialmente positivo de este tipo
de actividades es el hecho de que el resultado del
trabajo de los alumnos no se reduce al aula, sino
que redunda en toda la sociedad, ya que queda a
disposicion de todo aquél que consulte la plata-
forma en el futuro.

Respecto a esto, hay que tener en cuenta que a
pesar de las multiples bondades que se esgrimen
acerca de la creacion colaborativa del conoci-
miento en Wikipedia, una de sus mayores debi-
lidades es el hecho de cualquiera puede editar los
contenidos, lo que conlleva un importante riesgo
de que éstos sean erréneos o incompletos [3]. Es
por ello que la edicién de contenidos por parte de
estudiantes conocedores del tema y a su vez su-
pervisados por un profesor, resulta especialmen-
te ventajoso, tanto desde el punto de vista de los
participantes en la actividad (alumnos y profeso-
res que evalian la adquisicién de competencias)
como de la sociedad, que recibe informacion fia-
ble de fuentes contrastadas.

4, Conclusiones

La actividad en su conjunto ha resultado posi-
tiva y satisfactoria tanto para profesores como

para alumnos. Los resultados obtenidos revelan
el interés de implementar nuevas actividades en
las diversas asignaturas, en vista de los resultados
de aprendizaje observados por el profesorado, asi
como la buena aceptacion que ha tenido la activi-
dad entre los estudiantes.

Por otro lado, desde el punto de vista de la co-
munidad, también resulta muy positivo, ya que
las sucesivas ediciones de esta actividad estan
permitiendo crear una serie de contenidos acerca
de distintos aspectos de la asignatura Legislacion
y Deontologia Farmacéutica, de manera que
Wikipedia constituya una fuente de informacion
contrastada y fiable en lo relacionado con la nor-
mativa reguladora del medicamento.
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1. Introduction

The SeDeM Methodology is a galenic method
applicable in tablet-formulation studies. It char-
acterizes and provides information about pow-
dery substances, excipients as well as principle
actives. This characterization indicates the suit-
ability to which substances can be successfully
compressed by direct-compression technology.
In this study, the SeDeM Method is applied to
study the reproducibility of a powder manufac-
turing process [1-4].

Emcompress® are calcium phosphates manufac-
tured by JRS Pharma. Calcium phosphates are
water insoluble fillers excipients for wet granu-
lation and direct compression [5,6]. As filler, it
tends to be in high amounts in the formulations,
therefore a not reproducible manufacturing could
have critical consequences in the final formula
behavior.

The aim of this study is to characterize three
different batches of Emcompress® with SeDeM
methodology and determine, statistically, their
Confidence Intervals in order to know if the man-
ufacturing technique is reproducible.

2. Material and Methods
2.1. Materials

Three Emcompress® manufactured by JRS Phar-
ma, batches: 15B-063, 15C-093 and 15D-108.

2.2. Methods

The SeDeM methodology was performed to
evaluate and compare the three batches of Em-
compress®. The average of each incidence mean
and index was calculated as well as its standard
deviation and its Coeficient of Variation. The
Mean and the Confidence Intervals were calcu-
lated for each parameter.

3. Results and discussion

The Incidence means values obtained for each
batch, their average and their standard deviations
are shown in Table 1. The SeDeM diagrams ob-
tained are illustrated in Figure 1. The mean ob-
tained for each parameter and their Confidence
Intervals are shown in Table 2.

INCIDENCE MEANS INDEXs
Estabilty/ | Dosage/

Batch Dimensions | Compresibility | Flow abilty | Lubricity | Lubricity| I | 1P | iGC
158-063 10 3,65 7,80 | 742 | 823 [0,75]7,08]674
15C-093 9,96 3,52 7,98 | 7,22 | 664 [0,67]6,84]651
15D-108 9,96 3,91 7,95 | 686 | 654 [0,67]6,86]6,53
Mean 9,97 3,69 7,91 | 7,17 | 7,14 [0,70] 6,93 6,59
D 0,02 0,20 0,10 | 028 [ 095 [005[0,13[0,13
cv 0,23 5,38 122 | 396 [1329]6,63]1,92{1,93

Table 1: Means values for each batch, their averages, SDs
and CVs

Emcompress® average diagram (see Fig. 1) indi-
cates it is a really suitable excipient to be com-
pressed by means of direct compression.
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15B-063 15C-093

Fig. 1: SeDeM Diagrams

15D-108 3 Batches average

It displays an Index of Good Compression (IGC)
of 6.60 and a Parametric Index (PI) of 0.67. It has
excellent dimensions (9.99). It stands out with
the Flowabilty value (7.91) because it displays an
excellent value for Flow time (9.02) and Haus-
ner Index (9.29). Besides, the values obtained
for the Lubricity/Stability and Dosage/Lubricity
means are also good (7.17 and 7.04 respective-
ly). Its compressibility is the unique incidence
mean which does not reach the acceptable val-
ue of 5.00. Although it shows a good cohesion
(7.54), its Carr’s Index and its Airiness Index are
deficient. However, this deficiency is easily solv-
able in combination of another filler binder which
displays good compressibility.

If we have a look at the Standard Deviations
obtained for each incidence mean (see Table 1),
we can see that the greatest standard deviation is
smaller than 0.3, except the standard deviation for
“Lubricity/dosage” (0.95). The greatest deviation
is observed in the Homogeneity Index. Actually,
if a powder is not homogenous, the sample tak-
en to analyze its homogeneity has not always the
same composition. That is to say, no homogenous
sample has more dissimilar results for Homoge-
neity Index than homogenous one.

Table 2: Parameter’s means and Cls.

The Confidence Intervals obtained for each pa-
rameter (see Table 2), indicates, in a 95% of cas-
es, the differences between the batches have no
critical influences on the powder characteristics.
In this way, the manufacturing technique applied
by JRS Pharma in Emcompress® manufacturing

is reproducible and produces no critical differ-
ences between batches.

4, Conclusions

Regarding the results obtained we can conclude
the next statements:

- Emcompress is a really suitable excipient for
direct compression although its compressibility
is improvable.

- JRS Pharma manufacturing technique for Em-
compress® is reliable and reproducible and it
has been demonstrate statistically with 95% of
confidence.

- SeDeM diagram can be used accurately as a Qual-
ity Control tool for pharmaceutical excipients.
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1. Introduccién

El cancer es una de las principales causas de
muerte en la actualidad. A dia de hoy existen
diversos tratamientos siendo la quimioterapia la
forma de tratamiento méas extendida. El trata-
miento quimioterapéutico convencional presenta
diversos efectos adversos [1] que pueden ser mi-
nimizados con el empleo de un tratamiento mas
eficaz, basado en el uso de sistemas de liberacion
controlada, capaces de encapsular farmacos anti-
neoplasicos, como la Doxorrubicina, y aumentar
su biodisponibilidad.

La evolucion de la nanomedicina ha hecho po-
sible el disefio de nuevos sistemas a escala na-
nométrica capaces de llegar a su diana de accion
y quedar retenidos gracias al efecto de permeabi-
lidad y retencion aumentada (EPR) caracteristica
de los tumores solidos. Las nanoparticulas basa-
das en polimeros naturales, como el quitosano
y la albimina, son una estrategia prometedora
debido a su biocompatibilidad y capacidad de
biodegradacion.

Adicionalmente, la union de ligandos especificos,
como el acido folico, a la superficie de las parti-
culas permite la vehiculizacién activa del farma-
co'y, por tanto, reducir la dosis del tratamiento [3]

2. Materiales y métodos

Se sintetizaron tres composiciones de nanoparti-
culas diferentes (Tabla 1) variando la composi-
cidn de quitosano (C) (2% m/v en HCI 0.5 M) y
albimina (A) (1% m/v en HC1 0.5 M). La sintesis
se realizd mediante entrecruzamiento ionico de
ambos compuestos, empleando el tripolifosfato
sodico (TPP) como entrecruzante.

Porcentaje Porcentaje

Composicién quitosano albimina

(2% m/v) (1% m/v)
C20/A80 20 80
C50/A50 50 50
C80/A20 80 20

Tabla 1: Cantidad de quitosano y albimina empleadas en
la sintesis de los nanosistemas

Tras la sintesis se realizo la union del folico dos
pasos: la activacion del acido félico mediante la
formacion de un enlace éster (NHS-f6lico) y la
conjugacion del acido félico a las particulas.

El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas
se estudiaron mediante microscopia electroni-
ca de transmisién (TEM). Ademas, se evaluo el
didmetro de las nanoparticulas por Dispersion de
Luz Quasielastica (DLS) y el potencial Z.

La estabilidad térmica de estos sistemas se evalud
mediante termogravimetria (TGA).
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La cuantificacion de la DOX incorporada en las
nanoparticulas se realiz6 mediante espectrosco-
pia de absorcion (A=470 nm). La liberacion del
farmaco se llevé a cabo en tampon PBS a pH 7,4
a37°C en oscuridad. El farmaco se cuantifico por
fluorescencia.

Se realizaron dos estudios de viabilidad celular
tanto de las nanoparticulas funcionalizadas con
félico como sin funcionalizar en tres lineas ce-
lulares diferentes (MCF7, HeLa y T47D). En el
primer estudio de viabilidad celular se realizd
una curva dosis-respuesta de las diferentes com-
posiciones de los sistemas después de 24 horas
de incubacion. El segundo estudio consistié en
la evaluacion de la viabilidad celular variando el
tiempo de incubacion.

3. Resultados y discusion

Los resultados obtenidos por TEM mostraron
para todas las composiciones una morfologia
esférica y un tamafio nanométrico comprendido
entre 8,9 + 1,8 nmy 34,6 + 5,4 nm (Fig. 1) Tanto
la morfologia como el tamafio son caracteristicas
que les convierten en buenos sistemas de libera-
cion controlada.

Fig. 1: Imagenes obtenidas mediante microscopia de
transmision electréonica de las nanoparticulas C50/
A50-DOX

Los valores de potencial Z son positivos y decre-
cen con la inclusién del farmaco.

Las curvas de degradacion térmica de los mate-
riales modificados y las nanoparticulas, confir-
maron su estabilidad térmica a elevadas tempe-
raturas y, por tanto, a temperaturas fisiologicas.
La presencia del farmaco no modifico el perfil
termogravimétrico de estas nanoparticulas. Los
perfiles de degradacion térmica fueron diferentes
a los de los materiales de partida.

La eficiencia de encapsulacion del farmaco en las
nanoparticulas estaba comprendida entre un 34 %
(5.2 + 1.8 ug DOX/mg NP) y un 81 % (12.11 +
0.99 ug DOX/mg NP), donde el maximo de in-
corporacion de farmaco correspondia a la compo-
sicién C50/A50-félico y el minimo a la composi-
cion C20/A80 sin funcionalizar.

Los ensayos de liberacion in vitro mostraron la
presencia de un efecto burst en los primeros 25
minutos, con un méximo de liberacion de 50,32%
en la composicion C50/A50-fol-DOX. La libera-
cion del contenido total del farmaco se produjo
entre las 22,5 horas y las 47 horas.

Por ultimo, los ensayos de viabilidad celular
demostraron que las nanoparticulas sin farmaco
C20/A80 y C50/A50 eran biocompatibles, inclu-
so a elevadas concentraciones, no asi la compo-
sicién C80/A20. En todas las composiciones se
observo que el farmaco incorporado en las nano-
particulas tenia el mismo efecto que el farmaco
en disolucion, comprobandose la efectividad de
las nanoparticulas que encapsulan el farmaco.

4. Conclusiones

Las nanoparticulas sintetizadas en este trabajo
mostraron caracteristicas fisico-quimicas adecua-
das para su empleo como sistemas de liberacion
controlada, una morfologia esférica y un tamafio
nanomeétrico que permiten su extravasacion en
los tumores, ademas de la capacidad de incorpo-
rar DOX como farmaco antineoplasico y su libe-
racion a lo largo del tiempo.
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1. Introduccion

El Grado de Farmacia goza de una gran demanda
por parte de los estudiantes debido a que implica
a una formacion de amplio espectro. Esta vasta
formacion permite al estudiante del Grado de
Farmacia poder acceder a sectores que van desde
el ambito asistencial, en caso de profesionales de
oficinas de farmacia y hospitales, el desarrollo de
la profesion en empresas del sector quimico-far-
macéutico, el area docente en ensefianza media o
universitaria, la investigacion en centros publicos
y privados, etc.

La inquietud por hacer que el grado esté ac-
tualizado en conocimientos es uno de los ejes
que comparten los profesores de la Facultad de
Farmacia.

En este marco, la necesidad de realizar acciones
dentro del Grado de Farmacia que acerquen el
mundo profesional a los estudiantes ha hecho
que, desde el afio 2012, se hayan formalizado una
serie de actividades orientadas a satisfacer tal fin.

Asi, se han celebrado una serie de work-shops en
los que profesionales de empresas quimico-far-
macéuticas visitan la Facultad y realizan exposi-
ciones en las que explican a los estudiantes las
actividades profesionales que desarrollan en sus
empresas.

2. Material y métodos

Tratamiento estadistico de los datos recogidos,
mediante el programa Google Drive, de la en-
cuesta de satisfaccion voluntaria a 85 asistentes
de los 181 al work-shop Galenicum-University
Joins Industry de mayo de 2016.

Programa de la tercera edicién

Pharma Presentation (Galenicum Health), Re-
search and Development (Uriach), Project Ma-
nagement (Almirall), Tech Transfer (Synthon),
Regulatory Affairs (Galenicum Health), Quality
Assurance (Laboratorios Salvat), Business De-
velopment (Galenicum Health), Clinical Trials/
Drug Safety (Esteve), Intellectual Property (Gru-
po Ferrer) y Manufacturing (Kern).

Fig. 1: Cartel de difusion.

3. Resultados y discusion

Datos representativos obtenidos del estudio
La mayoria de los estudiantes que asisten al
work-shop (88%) se encuentran en tercer y cuar-

to curso del Grado de Farmacia.

- El canal por el que los estudiantes han recibido la
informacion del work-shop es mayoritariamente a
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través del Férum de los estudiantes de la Facultad.

- El 58% de los estudiantes han asistido a un ni-
mero elevado de sesiones (7-11), lo cual es indi-
cativo del interés de la sesion para los estudiantes.

- Las sesiones que despertaron mas interés
entre los asistentes fueron Bussiness Develo-
pment, Project Management y Research and
Development.

- Los encuestados consideran en un elevado por-
centaje 56% que la actividad es muy interesante
y en un 40% que es interesante.

- El 94% opina que la informacion recibida en
el work-shop es util o muy 1til para su futuro
profesional.

- EI 88% de los asistentes opinan que la duracion
de las sesiones es adecuada.

- Las encuestas revelan que el 88% creen que la
organizacion del work-shop ha sido buena o muy
buena.

4. Conclusion

La actividad estd muy bien valorada a distintos
niveles por los asistentes como indican los re-
sultados de la encuesta de satisfaccién. Los pro-
fesionales de la industria estdn muy satisfechos

con su contribucion a la formacion de los futuros
graduados en Farmacia y el equipo decanal con-
sidera como prioritaria dentro de sus actividades
de ocupabilidad la sesién Galenicum-University
Joints Industry.
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1. Introduccién

Las personas de edad avanzada son proclives a
sufrir prescripciones potencialmente inadecuadas
(PPI) [1]. Para reducirlas existen diversas herra-
mientas. Entre ellas, los criterios STOPP/START
[2], un listado de 65 tratamientos potencialmente
inadecuados (STOPP) y otro con medicamentos
que deberian iniciarse (START).

Por otra parte, se ha visto que las actuaciones
farmacéuticas ayudan a disminuir el nimero de

PPI [3].

El objetivo de este trabajo es analizar la aplica-
bilidad de los criterios STOPP/START como he-
rramienta para la identificacion de pacientes con
PPI durante la validacion farmacéutica con el fin
de disponer de informacion que ayude a optimi-
zar, de acuerdo con la situacion clinica del pa-
ciente, el tratamiento farmacoterapéutico que esta
recibiendo.

2. Material y métodos

Estudio de intervencién, prospectivo y longitudi-
nal, realizado durante 6 meses en el hospital so-
ciosanitario San José de Teruel.

Se incluyeron todos los pacientes ingresados ma-
yores de 65 afios y pluripatolégicos [4] que acep-
taron su inclusion en el estudio.

Este estudio obtuvo la aprobacion del Comité Eti-
co de Investigacién Clinica de Aragén (CEICA).

Al ingreso, el farmacéutico realiz6 una valora-
cion integral del tratamiento prescrito al paciente
utilizando las herramientas habituales de valida-
cion farmacéutica de la prescripcién médica en el
hospital y los criterios STOPP/START. Las PPI
identificadas se comunicaron al médico, con la
correspondiente recomendacion farmacoterapéu-
tica, a excepcion de las identificadas por los crite-
rios START en pacientes con deterioro funcional
importante o esperanza de vida limitada.

El grado de aplicabilidad de los criterios STOPP/
START se valor¢ a través de los indicadores I,
Lel;

I,: nimero y porcentaje de PPI identificadas con
los criterios STOPP/START y con las herramien-
tas habituales de trabajo frente al total de PPI
identificadas.

I, nimero y porcentaje de PPI identificadas con
los criterios STOPP/START y con las herramien-
tas habituales de trabajo que conllevaron actua-
cion farmacéutica frente al total de PPI identifi-
cadas con cada una de las herramientas.

I,. numero y porcentaje de PPI identificadas con
cada herramienta que fueron modificadas tras
la actuacion farmacéutica frente al total de PPI
identificadas con cada herramienta que conlleva-
ron actuacion farmacéutica.

3. Resultados

Se incluyeron 112 pacientes. En 86 de ellos, se
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identifico alguna PPI, con un total de 170.

Se realizaron 87 actuaciones farmacéuticas. La
aceptacion global de las mismas por parte del
médico fue del 74,7%.

El grado de aplicabilidad evaluado a partir de los

indicadores 1, I, 1, se indica en la Tabla 1.
INDICADOR | STOPP START H.H
I, 40 (23,5%) | 96 (56,5%) | 34 (20%)
[ 38 (95,0%) | 15 (15,6%) | 34 (100%)
I 29 (76,3%) | 8 (53,3%) | 28 (82,5%)

H.H: Herramientas habituales
Tabla 1: resultados de los indicadores 1., L1,

4. Discusion

Durante el ingreso hospitalario es frecuente la
presencia de PPI en pacientes con edad avanzada
[5], como sucede en este estudio.

Los criterios STOPP identifican un numero ele-
vado de PPI en el ingreso hospitalario y practi-
camente todas conllevan actuacion farmacéutica.
El grado de aceptacion del prescriptor de las re-
comendaciones efectuadas por el farmacéutico es
alto (76,3%), puesto que se trata de actuaciones
encaminadas a la suspension de farmacos en una
poblacion fragil y polimedicada. Por el contrario,
la mayoria de las PPI identificadas con los crite-
rios START no conllevan actuacion farmacéutica
(84,4%), ya que ésta no llegd a realizarse en pa-
cientes con esperanza de vida limitada. De hecho,
en diferentes foros de debate se ha resaltado que
en pacientes mayores con multimorbilidad, y es-
pecialmente en los mas mayores, la utilizacién de
métodos que valoran la infraprescripcion es con-
trovertida [6].

Las herramientas habituales utilizadas durante la
fase de validacion farmacéutica de la prescripcion
permiten detectar un tipo de PPI diferentes a las
detectadas por los criterios STOPP/START. Las
actuaciones farmacéuticas orientadas a resolver
los incidentes detectados con estas herramientas

se aceptaron en un porcentaje elevado (82,5%),
pues en general, los problemas detectados con
las herramientas habituales no suponen afadir ni
suspender medicamentos, sino que estan orien-
tadas a realizar una adaptacién del tratamiento
farmacoterapéutico que no requiere por parte del
prescriptor una valoracion compleja (por ejem-
plo, ajuste de dosis debido a disfuncion renal).

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que en el ingre-
so hospitalario de pacientes pluripatolégicos de
edad avanzada los criterios STOPP complemen-
tan el uso de las herramientas habituales en el
proceso de validacion de la prescripcion médica
y permiten mayor deteccion de PPI. Sin embargo,
la aplicabilidad de los criterios START en estos
pacientes (pluripatolégicos de edad avanzada) es
limitada.
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1. Introduction

The aim of this study was to perform a system-
atic analysis using a parametric survival model
to describe the time to progression in multiple
myeloma (MM) patients treated by lenalidomide
and to identify potential risk factors for disease
progression, such as lenalidomide exposure. This
approach has advantages compared to non-par-
ametric and semi-parametric analyses, since it
enables inclusion of time-varying covariates and
allows simulation based on the final model.

2. Methods

MM diagnosed adult patients (>18 years) treated
by lenalidomide (Revlimid®, Celgene Europe
Ltd, Uxbridge, United Kingdom) were included
in the analysis. Patients were treated with 25 mg/
day of lenalidomide on days 1-21 of a 28-day cy-
cle and 40 mg/day of dexamethasone on days 1-4,
9-12, and 17-20 of each cycle, until progressive
disease. The criteria for progressive disease used
in this study were the defined by the International
Myeloma Working Group [1]. Dose reductions of
lenalidomide were permitted in the event of treat-
ment-related toxicity or renal impairment follow-
ing the recommendations of the manufacturer.
No dose increase was performed in the event of
lack of response.

2.1. Bioanalytics

Individual pharmacokinetic data were not

available for all patients included in the study.
Thus, lenalidomide exposure (area under the curve
(AUC_,,) and maximum plasma concentration
(C,,,)) were derived using a previously developed
lenalidomide population pharmacokinetic model
(under review for publication) taking into account
the dose history and demographic characteristics
of each patient included in the study.

2.2. Model development

The time at which disease progression during
lenalidomide treatment occurred was record-
ed. Patients who had not experienced an event
by the end of the follow-up period or patients
that stopped treatment for other reasons (ad-
verse events, intolerance to lenalidomide) were
right-censored. The time to progression was
analyzed using a parametric survival model. The
model was developed using a time-to-event mod-
el with a two-step approach: first a base model
without any explanatory factor was built; thereaf-
ter the base model was used to explore potential
covariates as risk factors. Covariate relationships
were evaluated by forward inclusion and back-
ward deletion procedure.

2.3. Software

Nonlinear mixed effect modelling was used.
NONMEM v7.3 (Icon Development Solutions,
Ellicott City, MD, USA) [2] was used for mod-
elling, using PsN toolkit 3.4.2 and Pirana version
2.8.0 as modelling environment. Results were
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analysed using statistical software package R
(v2.15.2) and RStudio (v0.97.248; Boston, MA,
USA).

2.4. Model evaluation

Model selection was based on the likelihood ratio
test, as represented in the differences of the NON-
MEM objective functions between the competing
models. A graphical assessment of goodness of fit
was also performed. The final model was evaluat-
ed on the basis of nonparametric bootstrap analy-
sis using 500 bootstrap datasets.

3. Results

Clinical data from 54 patients were available for
the analysis. A total of 26 events (24 progressions
and 2 deaths due to progression) were recorded.
The maximum follow-up of the study was set to
1,000 days. Five patients discontinued lenalido-
mide treatment due to adverse events.

The time to progression was best described by
the log-normal function. The retained final sur-
vival model included lenalidomide AUC _,, type
of monoclonal protein (MP), f-2-microglobullin
(B2MG) and stem cell transplantation previous to
lenalidomide treatment (SCT) as statistically sig-
nificant predictors of the hazard (HR) of disease
progression:
hif) = hg- glP1-AUCH 75+ 83 -MP+B3-BEIMG+f4-5CT
where h, is the baseline hazard and f, are the re-
gression coefficients describing the effect of each
covariate. The risk of disease progression dur-
ing lenalidomide treatment increased by 2% per
each 10 ug-h/L increase of lenalidomide AUC,,,
(HR=1.02 95%CI 1.01-1.03) and was more than
2-fold the baseline hazard per each 1 pg/mL in-
crease in B-2-microglobullin (HR=2.44 95%CI
1.95-3.81). In addition, the risk of disease pro-
gression during lenalidomide treatment was high-
er in patients with immunoglobulin A, light chain
or non-secretor type of MM compared to patients
with immunoglobulin G (HR=3.97 95%CI 2.02-
14.67). Moreover, patients who received he-
matopoietic stem cell transplantation previous to

lenalidomide treatment had a higher risk of pro-
gression compared to patients who did not receive
a transplantation (HR=3.56 95%CI 1.65-18.73).

4. Discussion

To our knowledge, no previous studies have been
conducted to assess the relationship between
lenalidomide exposure and risk of disease pro-
gression in MM patients. The results of this study
show that patients with lenalidomide AUC_,,
above 1110 pg-h/L had an increased risk of dis-
ease progression of 2% with every 10 pg-h/L in-
crease of AUC ,,. This increased risk of disease
progression might be a result of an increased rate
of lenalidomide resistance [3]. Our findings sup-
port the theory of progressively decrease dosage
according to tumour response and, as an expo-
sure target of the drug related with response has
been found in this study, therapeutic drug moni-
toring of lenalidomide could be used in order to
decrease the risk of disease progression. In ad-
dition, although the association of B2MG, type
of MP and SCT with the risk of progression has
already been identified, it has not been quantified
yet using a statistical approach.

5. Conclusion

Time-to-progression as an efficacy outcome of
lenalidomide treatment in MM patients was sig-
nificantly influenced by several risk factors, such
as Pf-2-microglobulin levels, type of monoclonal
protein, SCT previous to lenalidomide treatment
and the longitudinal exposure to lenalidomide.
This work advocates the avoidance of unneces-
sarily high lenalidomide dosing and puts forward
new arguments for lenalidomide therapeutic drug
monitoring.
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1. Introduction

Nanotechnology has challenged and has changed
the basis of diagnosis and therapy, especially in
cancer [1]. There are several reasons why nano-
technology could transform cancer research and
clinical approaches to cancer care. Most bio-
logical processes leading to cancer occur at the
nanoscale, and nanotechnology offers new tools
to monitor and manipulate these processes with
therapeutic and diagnostic purposes [2]. Con-
ventional cancer management frequently leads
to the development of serious side effects of
chemotherapeutics and does not provide accurate
tools for detection of early tumours. Nanoparti-
cle-based drug-delivery systems have improved
the delivery of chemotherapeutic agents dur-
ing the last two decades, overcoming resistance
and toxicity problems of conventional therapies.
Nanoparticles can reach tumour sites through
two ways, namely passive and active targeting.
Passive targeting allows for the efficient locali-
zation of nanoparticles based on the physiologi-
cal characteristics of tumour microenvironment.
Active targeting facilitates the selective uptake
of nanoparticles by the tumour cells themselves
[3]. Cancer cells, in general, over-express folate
receptors on their surface and this characteristic
property has been commonly used to direct nan-
oparticles toward tumours by attaching folic acid
as a ligand on the surface of nanoparticles [4].
The use of natural polymers to design folate-con-
jugated nanoparticles combines biocompatibility
and biodegradability with the enhanced uptake of
the systems mediated by folate-targeting.

In this study, folate-targeted nanoparticles based
on bovine serum albumin (BSA) and alginate
(ALG) mixtures have been prepared and stabi-
lized by amide bonds. Several studies have been
performed for their in vitro characterization in
order to evaluate them further as anticancer drug
delivery systems.

2. Materials and Methods
2.1. Preparation of Nanoparticles

Briefly, BSA 5% (w/v) and ALG 1% (w/v) aque-
ous solutions were prepared in the presence of
EDAC 50 mM. Then, several blends of BSA/
ALG were obtained by mixing different volumes
of the solutions prepared previously (Table 1).

Name of Percentage of Percentage of
composition BSA-EDAC ALG-EDAC
. solution added to | solution added to
(Wiwratio) | the plend (%, viv) | the blend (%, viv)
2BSA:1ALG 70 30
3BSA:1ALG 40 60
5BSA:1ALG 50 50

Table 1: Percentages (v/v) of BSA and ALG solutions ad-
ded to each blend.

Ethylenediamine (ED) was added to each blend
according to 2:1 ratio (polymer: ED, w/w) under
intense stirring conditions, and pH was then ad-
justed to 3 with HCI to get amide bond formation.
Stirring was maintained during 2h and blends
were finally centrifuged (10000 rpm, Smin). Pel-
lets were freeze dried for 24 h at -110°C.
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The conjugation of folate to nanoparticles was
carried out via a carbodimiide reaction with NHS-
folate. FOL-2BSA:1ALG, FOL-3BSA:1ALG
and FOL-5BSA:1ALG were obtained.

2.2. Characterization of Nanoparticles

Nanoparticles were characterized in terms of
composition, thermal behaviour, size, zeta poten-
tial, morphology and folate-content.

3. Results and discussion

Composition studies did not show a direct re-
lationship between the percentage of polymer
initially included in the mixture and the poly-
mer finally incorporated to NP. In fact, samples
showed different ratios of BSA/ALG incorporat-
ed to each composition: 1/1, 0.25/1 and 0.5/1 for
2BSA:1ALG, 3BSA:1ALG and 5BSA:1ALG,
respectively. Consequently, BSA incorporated
better in 2BSA:1ALG composition. Thermal
stability of 2BSA:1ALG, 3BSA:1ALG and
5BSA:1ALG nanoparticles was studied and com-
pared to raw materials behaviour. All composi-
tions were stable at common working tempera-
ture conditions. Differences between the thermal
behaviour of nanoparticles and raw materials
were observed, which could be produced due to
chemical modification carried out through the for-
mation of amide bonds between both polymers.
Additionally, TGA results confirmed the highest
BSA incorporation in 2BSA:1ALG composition,
whereas the presence of ALG was more detecta-
ble in the case of 3BSA:1ALG and 5BSA:1ALG.
Morphology nanoparticles before and after be-
ing freeze-dried was analysed by TEM. TEM
micrographs of nanoparticles (Fig. 1) showed
individual particles of small size, most of them
being nanometric. Pictures showed particles with
spherical tendency, smooth surface without pores
and polydisperse size distribution. 30 £2, 9 + 2
and 26 £ 2 umol folate/g NP were determined for
FOL-2BSA:1ALG, FOL-3BSA:1ALG and FOL-
5BSA:1ALG, respectively. The amount of folate
conjugated to FOL-3BSA:1ALG was significant-
ly lower than that bound to FOL-2BSA:1ALG

and FOL-5BSA:1ALG. This result could be
expected since FOL-3BSA:1ALG was the com-
position with the lowest incorporation of BSA
in NP. Size and zeta potential of 2BSA:1ALG,
5BSA:1ALG, FOL-2BSA:1ALG and FOL-
5BSA:1ALG nanoparticles were studied. Nan-
oparticles with mean size ranged between 169-
268 nm and negative zeta potential values were
obtained. In conclusion, these nanoparticles have
adequate physic-chemical properties in order to
be used as possible vehicles of anticancer drugs.

Fig. 1: Sample of TEM pictures obtained of 3BSA:1ALG
(A & B) and 5BSA:1ALG (C & D) nanoparticles before (A
& C) and after (B & D) freeze-drying process.
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1. Introduction

Tyrosine kinase inhibitor sunitinib (Fig. 1) is used
to treat gastrointestinal stromal tumor (GIST), in-
tolerance to imatinib GIST, renal cell carcinoma
(RCC), metastatic RCC and pancreatic neuroen-
drine tumors (pNET) due to its versatility to in-
hibit multiple targets involved in tumor progres-
sion [1].

Fig. 1: Sunitinib malate.

Sunitinib undergoes P450s (3A4, 1A2, 2D6,
2C9) mediated metabolism to an active N-de-
sethyl metabolite and it is substrate of OATP1B1,
OATP1B3, ABCB1 and ABCG2 transporters. In
general, it is well tolerated and its toxicity may
include changes in liver and renal functions, gas-
trointestinal toxicity, cardiotoxicity, hemotoxicity
amongst others.

We assessed the effect of paracetamol, used to
treat cancer pain, on the pharmacokinetics and
tissue distribution of sunitinib in mice.

2. Material and methods

Ethical approval was obtained from the IMU
IRB. ICR male mice, 8-12 weeks old, 21 g

average weight, housed at 20+2°C, 12-h light
cycle and provided food and water ad libitum
were used. Mice were fasted (12 h) and paraceta-
mol 200 mg/kg (study group) or vehicle (control
group) was administered PO followed 30 min
later by 60 mg/kg sunitinib PO. Mice (n=4 per
time point) were euthanized at predetermine time
points and its concentration measured with a val-
idated HPLC method in plasma, kidney, liver and
brain [2]. Non-compartmental analysis was used
to estimate pharmacokinetic parameters.

3. Results
Paracetamol reduced 29% sunitinib plasma
AUC, . 17.46+3.25 ug-h/ml (control) and

12.32+1.68 pg-h/ml (study), p<0.05; C,,,, and
T,,.x Were unchanged. The t,, was 52% shorter
(2.3 h) and MRT 50% lower; CI/F increased 41%

and V/F was 37% lower (Fig. 2).

Fig. 2: Plasma pharmacokinetic profiles.

Paracetamol coadministration decreased 15%
sunitinib AUC___ in liver (p<0.001) and 20% in
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kidney (p<0.001). In addition, C,,,,, T, and
MRT in liver and kidney remained similar (Fig.

3and 4).

Fig. 3: Liver pharmacokinetic profiles.

Fig. 4: Kidney pharmacokinetic profiles.

In brain, sunitinib exposure was halved (p<0.001),
C,ax reduced 36% at an earlier T, , . Elution t ,

and MRT were 35% and 26% shorter (Fig. 5).

Fig. 5: Pharmacokinetic profiles in brain.

4. Discussion

Sunitinib presents large variability in plasma con-
centrations and therapeutic outcomes [3]. In addi-
tion, paracetamol affects its toxicity in tissues of

clinical interest [4]. Our study shows a pharma-
cokinetic interaction with paracetamol decreas-
ing sunitinib exposure in plasma and tissues.
Paracetamol does not affect tissue uptake effi-
ciency: The tissue-to-plasma AUC ratio slightly
increased in liver and kidney and decreased in
brain, suggesting that changes in tissue exposure
parallel changes in plasma exposure (Fig. 6).

Fig. 6: Tissue-to-plasma AUC,__ ratios.
5. Conclusions

Paracetamol reduced sunitinib exposure in plas-
ma and tissues which may have clinical relevance
for the effective treatment of RCC, mRCC and
brain tumor.
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1. Introduction

Changes in antibiotic susceptibility of non-type-
able Haemophilus influenzae and Streptococcus
pneumoniae, as well as changes in the serotype
distribution of S. pneumoniae have been report-
ed among pediatric middle ear fluid (MEF) iso-
lates after the implementation of Heptavalent
Pneumococcal Conjugate Vacination (PCV7) [1].
The aim of the current study was to evaluate, by
pharmacokinetic/ pharmacodynamic (PK/PD)
analysis, if the change in antibiotic susceptibility
due to the implementation of the PCV-7 in Spain
has influence on the usefulness of the empirical
treatment of pediatric acute otitis media (AOM).

2. Material y methods

The most used antibiotics for the treatment of
children’s AOM in Spain were evaluated: oral
amoxicillin alone and associated with clavula-
nate, cefuroxime axetil and intravenous cefo-
taxime. Pharmacokinetic parameters (PK) were
obtained from bibliography, as well as data of
susceptibility of non-typeable H. influenzae and
S. pneumoniae (including all isolates, isolates
of the serotype 19A and the serotype 3) [1,2,3].
Monte Carlo simulation was used to estimate the
cumulative fraction of response (CFR), defined
as the expected population probability of target
attainment for a specific drug dose and a specific
population of microorganisms [4]. CFR is un-
derstood as the expected probability of success

of the therapy. A 10.000-subject simulation was
used with Oracle® Crystal Ball. For amoxicillin
and amoxicillin-clavulanate, the target was an-
tibiotic free concentration remaining above the
minimum inhibitory concentration (MIC) for
>50% of the dosing interval (fT>MIC>50%), for
cefuroxime and cefotaxime, fT>MIC>60%. CFR
values >90% were considered successful.

3. Results and discussion

Table 1 shows the CFR values of S. pneumoni-
ae pre- and post-PCV7. When all serotypes of S.
pneumoniae are considered, amoxicillin and ce-
fotaxime resulted to achieve a high probability of
success (CFR>90%), and difference before and
after vaccination was scarce. However, for sero-
type 19A, CFR values decreased in the post-vac-
cination period, and only with the highest doses
of amoxicillin, the probability of success was
>90%. As it can be seen in table 1, serotype 3 is
fully susceptible to all antimicrobial agents, and
vaccination did not affect the probability of suc-
cess of the antibiotic therapy when this serotype
is the responsible for the infection. These results
are due to changes in the serotype distribution and
antibiotic susceptibility of pediatric S. pneumo-
niae isolates. A significant increase in the prev-
alence of non-PCV7, mainly the serotype 19A,
has been detected in the post-vaccination period,
and this serotype has decreased susceptibility to
amoxicillin, cefotaxime and cefuroxime axetil.
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All Serotype
serotypes Serotype 3 19A

Amoxicillin | Pre | Post | Pre | Post | Pre | Post
20 mg/kgql2 | 85 | 80 | 100 | 100 | 96 | 63
40 mg/kgql2 | 93 | 90 | 100 | 100 | 98 | 83

45mg/kgql2| 94 | 92 | 100 | 100 | 98 | 86
50 mg/kgql2 | 94 | 93 | 100 | 100 | 99 | 88
13 mg/kgq8 | 88 | 83 | 100 | 100 | 97 | 69
27mg/kgq8 | 95 | 94 | 100 | 100 | 96 | 89
30mg/kgq8 | 96 | 95 | 100 | 100 | 99 | 91
33 mg/kgq8 | 96 | 96 | 100 | 100 | 99 | 93
Cefotaxime | Pre | Post | Pre | Post | Pre | Post
33 mg/kgq8 | 92 | 83 | 100 | 100 | 98 | 70
50mg/kgq8 | 95 | 90 | 100 | 100 | 99 | 81
66 mg/kgq8 | 97 | 93 | 100 | 100 | 99 | 86
Cefuroxime | Pre | Post | Pre | Post | Pre | Post
10 mg/kgql2 | 49 | 47 | 100 | 100 | 73 | 11
15mg/kgql2 | 54 | 49 | 100 | 100 | 80 | 12

Table 1: CFR values for S. pneumoniae pre- and post-
PCV7. Grey shading indicates CFR>90%.

Table 2 shows the CFR values obtained for H.
influenzae. The implementation of the vaccine
hardly affected the probability of success of the
therapy. As expected, CFR values were higher
with amoxicillin-clavulanate than with amoxicil-
lin, and cefuroxime axetil resulted in a very low
probability of success. Cefotaxime led to a high
probability of success at any dose, both before
and after the implementation of the vaccine.

Amoxicillin | Pre | Post Amoxicillin- Pre | Post
clavulanate
20 mg/kgql2| 89 | 93
40 mg/kgql2| 96 | 98
45mg/kgql2| 96 | 98
50mg/kgql2| 97 | 98
13mg/kgqg8 | 93 | 97
27 mg/kgq8 | 98 | 99
30 mg/kgq8 | 99 | 100
33 mg/kgq8 | 99 | 100
Cefuroxime | Pre | Post
10 mg/kgql2| 38 | 46
15mgkgql2| 59 | 67

20 mg/kgql2| 77 | 82
40 mg/kgql2| 86 | 86
45 mg/kgql2| 87 | 86
50 mg/kgql2| 88 | 86
13mgkgq8 | 79 | 85
27mg/kgq8 | 89 | 87
30 mg/kgq8 | 90 | 87
33 mg/kgq8 | 91 | 87
Cefotaxime | Pre | Post
33 mg/kgq8 | 97 | 100
50 mg/kg q8 | 98 | 100
66 mg/kgq8 | 99 | 100

Table 2: CFR values for H. influenzae pre- and post-PCV7.
Grey shading indicates CFR>90%.

4. Conclusions

The implementation of the PCV7 vaccination has
led to a decrease of the probability of success of
the therapy when the AOM is due to S. pneumo-
niae serotype 19A. When other serotypes or H.
influenzae are involved, the vaccination hardly
induced changes.
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1. Introduccién

Giardia intestinalis es el agente causal de la giar-
diosis, una de las patologias intestinales de trans-
mision fecal-oral mas comun en el mundo. Es un
protozoo flagelado capaz de colonizar el intestino
delgado de diversos vertebrados, incluidos los
humanos. Una de las manifestaciones mas graves
de la giardiosis es la malabsorcion de nutrientes.
En nifios es especialmente importante ya que las
diarreas y la malabsorcion son responsables de
anemia, retraso en el crecimiento y retraso cog-
nitivo. Tras la infeccion, los trofozoitos de Giar-
dia quedan adheridos a las microvellosidades del
intestino delgado (principalmente en el duodeno)
por medio de los discos suctorios, y del movi-
miento del segundo y tercer par de flagelos.

Existe gran controversia respecto a la patogenia
de Giardia intestinalis. Diversos mecanismos de
infeccion podrian estar implicados, entre los que
destacan la alteracion de las uniones intercelula-
res y la apoptosis de las células del hospedador.
Tras esto se observa dafio en enterocitos, pérdida
del borde en cepillo del intestino, acortamiento
de las microvellosidades y deterioro de la funcién
de barrera epitelial, reflejado en cambios en la re-
sistencia eléctrica transepitelial, la permeabilidad
y la absorcion.

La epilepsia es una de las patologias neuroldgicas
mas comunes en la poblacién pediatrica, siendo
el evento paroxistico mas frecuente en la infan-
cia. La epilepsia se puede controlar de manera
sencilla con tratamiento crénico. Sin embargo,
algunos de los farmacos que se utilizan son de
estrecho margen terapéutico, siendo necesario
ajustar las dosis correctamente. En estos casos

es especialmente preocupante que se produz-
can modificaciones en la absorcion del farmaco.
Dosis toxicas darian lugar a efectos indeseados
a nivel de sistema nervioso central y dosis sub-
terapéuticas llevarian al fracaso del tratamiento.
Por tanto el objetivo de este trabajo fue evaluar
coémo afecta la infeccion por G.intestinalis a la
absorcion de farmacos antiepilépticos.

2. Material y métodos
2.1. Compuestos ensayados

se seleccionaron tres antiepilépticos Carbamaze-
pina, Fenobarbital y Diazepam, a una concentra-
cion de 100puM, por ser empleados en la pobla-
cion pediatrica, ser sustrato de glicoproteina-P
y los dos primeros por tener estrecho margen
terapéutico.

2.2. Ensayo in vitro

En ese estudio se utiliza una linea celular de car-
cinoma de colon humano (Caco-2), la cual pre-
sentan diferenciacion de forma espontanea y cre-
cen formando monocapas celulares que muestran
caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y fun-
cionales similares a las de los enterocitos diferen-
ciados. También presentan enzimas de borde en
cepillo y buena correlacion in vitro-in vivo. Ade-
mas, diversos estudios avalan que el modelo de
incubacion G. intestinalis-Caco-2 parece ser un
método simple y util para el estudio de Giardia in
vitro. El ensayo se lleva a cabo generando sobre
la membrana de policarbonato una monocapa de
células Caco-2 hasta su diferenciacion a los 21
dias. En los platos que se adiciona Giardia sera 2
horas antes al experimento y a una concentracion
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de 450.000 Giardias/pocillo. La integridad de
la monocapa se evalia midiendo la resistencia
eléctrica transepitelial antes y después del expe-
rimento. Una vez se administro el farmaco, se to-
maron cuatro muestras durante 120 minutos. Los
estudios de transporte se realizaron en ambas di-
recciones: desde la camara apical hacia la basola-
teral y desde la cdmara basolateral hacia la apical.

Posteriormente se analizaron las muestras me-
diante HPLC.

3. Resultados y discusién

Fig. 1: Coeficientes de permeabilidad de Carbamaze-
pina en monocapas celulares Caco-2 en ausencia, y en
presencia de G. intestinalis sembrada 2 horas antes del
experimento.

Fig. 2: Coeficientes de permeabilidad de Fenobarbital en
monocapas celulares Caco-2 en ausencia y en presencia
de G. intestinalis sembrada 2 horas antes del experimento.

Fig. 3: Coeficientes de permeabilidad de Diazepam en
monocapas celulares Caco-2 en ausencia y en presencia
de G. intestinalis sembrada 2 horas antes del experimento.

El estudio de permeabilidad indica que Carba-
mazepina y Diazepam son sustratos de transpor-
tadores de secrecidn. En presencia del parasito
ven incrementada su absorcién. Este aumento
podria deberse tanto al incremento de permeabi-
lidad de la membrana lipidica por una fluidifica-
cion de la misma, como respuesta a la infeccion
0 a un incremento de la permeabilidad paracelu-
lar por estar afectadas las uniones intercelulares.
Otra hipétesis seria que la infeccion produce una
capa sobre la membrana intestinal que impide
que estos farmacos, sustratos de glicoproteina-P,
accedan al punto de unién sustrato-transportador,
por lo tanto el transporte de secrecion quedaria
inactivado. El mecanismo de absorcién de Fe-
nobarbital combina difusién pasiva y transporte
activo de absorcion y secrecion. La infeccion
por el parasito produce una disminucion, no es-
tadisticamente significativa, de la permeabili-
dad, pudiéndose deber a que la inhibicion de los
transportadores en ambos sentidos tiene un efecto
compensatorio.

4. Conclusiones

Por lo tanto, la administracion de Carbamazepina
y Diazepam, en pacientes con giardiasis, podria
llevar a dosis toxicas, sobre todo en el caso de
la Carbamazepina pues es un farmaco de estre-
cho margen terapéutico. Por el contrario, la ad-
ministracion de Fenobarbital parece segura, no
obstante, al ser un farmaco de estrecho margen
terapéutico convendria monitorizar los niveles de
farmaco durante el tratamiento.
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1. Introduction

Even if great efforts have been made to devel-
op tools to treat Inflammatory Bowel Diseases
(IBD), there is no a definitive solution in the mar-
ket to heal them. IBD is a group of autoimmune,
chronic inflammatory conditions of the colon
and small intestine, being ulcerative colitis and
Crohn’s disease the main manifestations of these
diseases. One of the most important pitfalls is to
target ileum and colon efficiently. That is, drug
delivery only in the specific areas where wounds
are present.

Mesoporous silica supports are broadly accepted
as advantageous drug delivery systems. Since
they are able to encapsulate several molecules in-
side their pores as well as anchor (bio)molecules
in its external surface, acting these lasts as mo-
lecular gates which respond to external stimulus,
releasing their cargo under accurate conditions.

Here, it is described, an innovative system com-
bining an enzymatic responsive molecular gate
with a magnetic mesoporous silica material
MCM-41. The system should respond to azore-
ductor agents, since azoreductase enzymes are
produced by colon-resident bacterial enzyme [1].

The magnetic character will be useful to retain
the particles in the part of interest of the intestinal
tract (ileum and colon) to treat IBD. Increasing
the time of residence of the particles will allow
major drug delivery on target sites.

2. Results and Discussion
2.1. Design and synthesis of materials

To develop an azo-responsive magnetic material
it is necessary: a) The synthesis of a microscopic
mesoporous material able to host Fe nanoparti-
cles in its matrix which will attribute magnetic
properties to the final solid (S0). b) To obtain an
azo derivative molecule (Scheme 1) able to cap
the pores of the stated material when it is an-
chored onto the solid surface.

|
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MsCl 3 OH N
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Scheme 1: Synthetic route for the preparation of Azo
derivative.
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The solid SO was loaded with safranin O dye,
then the Azo derivative gate was anchored to its
surface, leading the final material S1.

2.2. Characterization of materials

The prepared materials were characterized by
standard techniques. Figure 1 shows the trans-
mission electron microscopy (TEM) images of
the solid SO. It confirmed the presence of the
mesoporous structure in the calcined sample and
the iron nanoparticles like little dark dots ran-
domly organized.

Fig. 1: TEM image of micro MCM-41 containing magne-
tite nanoparticles.

With the purpose of knowing the distribution of
magnetic nanoparticles in the material, images
with scanning transmission electron microscopy
(STEM) were taken as well.

To confirm the mesoporous structure and the
presence of Fe in the matrix of the synthesized
material, X-ray diffraction (XRD) patterns were
analyzed.

To study the magnetic properties of SO the field
dependent magnetization curves measured at 298
K were obtained.

2.3. Delivery studies

Some in vitro release experiments were carried
out to prove that the azo derivative gate would
cap the pores avoiding the cargo release unless
the action of an azoreductor (ex: sodium dithion-
ite). In a typical experiment, solid S1 (2 mg) was
suspended in water (2 mL) at pH=7.4 in presence
of sodium dithionite (57.4 mM) or in its absence
for the control experiment (Fig. 2).

Fig. 2: Safranin O release from magnetic MCM-41 micro-
particles functionalized with an azo derivative molecule as
molecular gate (S1).

The zero release in the absence of azoreductor
agent indicates that the Safranin O cargo remains
in the S1 material. Meanwhile in presence of
azoreductor agent there is an increase in the dye
emission intensity in the solution.

3. Conclusions

- New hybrid system has been obtained from
an organic azo derivative molecule anchored by
means of a carbamate bond to an inorganic sup-
port (magnetic and micro MCM-41).

- Release studies highlight specific release when
the azoreductor is present. This suggests that fol-
lowing this approach in future studies we could
get carriers with promising results to treat IBD.
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1. Introduccién

En general, se ha considerado que los excipientes
son sustancias inertes y por tanto no afectan la
biodisponibilidad de los farmacos, no obstante,
en los Ultimos afios se han llevado a cabo inves-
tigaciones que sustentan que ciertos excipientes
pueden afectar la absorcion. Estudios de bioequi-
valencia en humanos, en los que se compara una
formulacién genérica (test) con la formulacion de
referencia muestran que los valores de AUC (area
bajo la curva) y Cmax (concentracién plasmatica
maxima) obtenidos con la formulacién test son
distintos a los obtenidos con la formulacion de
referencia.

Para explicar el comportamiento observado en
humanos se planteé el estudio del efecto de los
excipientes sobre la permeabilidad utilizando un
modelo in situ sin recirculacion en rata Wistar.

2. Material y métodos
2.1. Compuestos ensayados

Se selecciond el Metoprolol como farmaco pa-
trén para estudiar el efecto de los excipientes.

2.2. Ensayo in situ

Se determind el efecto de algunos excipientes so-
bre la absorcion intestinal de distintos farmacos.
Para ello se realiz6 la técnica de Doluisio utili-
zando ratas macho Wistar de peso comprendido
entre 220-240 gramos. Las constantes de veloci-
dad de absorci6n aparentes de primer orden en
cada condicion se obtuvieron por ajustado de la
ecuacion monoexponencial a las concentraciones
remanentes en lumen a cada tiempo

3. Resultados y discusion

Se ha estudiado en efecto de los excipientes en
la permeabilidad de farmacos patrén utilizando
como modelo experimental el modelo de intes-
tino delgado de rata Wistar. Esta metodologia ha
sido ampliamente utilizada y mantiene las carac-
teristicas propias de la realidad fisiologica en el
animal completo, como puede ser la capa de mu-
cus, la presencia de los movimientos peristalticos
0 de las secreciones intestinales.

Fig. 1: Coeficientes de permeabilidad de metoprolol en
presencia y ausencia de excipientes en intestino delgado
de rata Wistar.

El estudio de permeabilidad indica que se deter-
mind que como afectan los excipientes a la per-
meabilidad del farmaco y se obtuvieron distintos
resultados segun el excipiente ensayado (Fig. 1).
Existen diferencias significativas cuando se ad-
ministra en presencia de Silice Coloidal y Lacto-
sa llegando casi a duplicarse el valor de permea-
bilidad obtenido.

4. Conclusiones

Los excipientes no son sustancias inertes que
acompafian al principio activos, sino que al-
guno de ellos puede modificar el transporte del
farmaco a través de la barrera intestinal y por
lo tanto habria que tenerlos en cuenta y hacer
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1. Introduccién

El envejecimiento poblacional y el mayor acceso
a los servicios de salud han supuesto un incre-
mento en el consumo de medicamentos [1].

Segtin diversos estudios de mercado, las formas
de liberacion modificada representan un 20-25%
de las ventas de medicamentos, de los que mas
del 50% corresponde a formas de administracion
por via oral [2].

Los disefios de las formas sélidas orales de libe-
racion modificada generalmente conllevan una
dosis mayor para proporcionar cobertura terapéu-
tica durante un tiempo mas largo y excipientes
y estructuras especificas para modificar la libe-
racion. Todo ello da lugar a formas farmacéuti-
cas de mayor tamafio y complejidad en las que,
siguiendo las pautas de administracion del fabri-
cante, se deben evitar manipulaciones previas a
su administracion.

Sin embargo, existen situaciones en la practica
clinica en las que los pacientes o el personal sani-
tario encargado de su cuidado, se ven obligados
a manipular los medicamentos para poderlos ad-
ministrar [3].

Este trabajo evalua el efecto que el fracciona-
miento o la trituracion de comprimidos OROS de
nifedipino tiene sobre la velocidad de liberacion
del principio activo.

2. Materiales y Métodos

El estudio de disolucién se ha realizado emplean-
do comprimidos Adalat® Oros 60 mg y Adalat®
capsulas blandas 10 mg, segtn el ensayo 6 de la
USP, con un aparato de cestillos semiautomatico
(Pharmatest Type PTW S 1) recubierto con pa-
pel celofan rojo para evitar la fotodegradacion del
farmaco. Como medio de disolucién se emplea
fluido gastrico simulado (SGF) sin enzimas, con
laurilsulfato sédico al 0,5% a 37,0 = 0,5°C. La
cuantificacion del nifedipino disuelto a lo largo
de 24h se realiza a 330 y 450 nm, frente a una
solucion patron [4] y se calculan los TMD vy las
velocidades de disolucién. El andlisis estadistico
de los resultados se lleva a cabo mediante ANO-
VA con el programa Statgraphics v 5.1.

3. Resultados
3.1. Ensayo 0: capsulas blandas Adalat® 10 mg

La Figura 1A muestra el porcentaje medio de
nifedipino liberado y la 1B la velocidad de di-
solucion, en funcion del tiempo (min). El TMD
calculado para el intervalo de tiempo 0-50 min, al
tratarse de una forma de liberacion inmediata, fue
de 11,72+0,12 min.

3.2. Ensayos 1, 2 y 3: comprimidos osmdti-
cos Adalat® 60 mg

La Figura 2 muestra el porcentaje medio de ni-
fedipino liberado y la 3 las velocidades de di-
solucion, en funcién del tiempo (min) para los
comprimidos osmoticos enteros, fraccionados y
triturados.
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Fig. 1: Adalat® capsulas 10mg: A) Curva de disolucion
acumulativa B) Velocidad de liberacion (media + d.e.;
n=6).
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Fig. 3: Adalat® OROS 60mg: Curvas de velocidad de libe-
racion (media = d.e.; n=6) (valores m y ¢ corresponden al
eje secundario).

4. Discusion

Los resultados del ensayo con capsulas de libe-
racion inmediata demuestran que el farmaco no
sufre fotodegradacion durante el estudio de di-
solucion por lo que el recubrimiento del equipo
con papel celofan resulta adecuado y valida su

utilizacion para los estudios con los comprimidos
osmaticos.

En el ensayo realizado con comprimidos intactos
se observa un perfil de disolucion de orden cero a
partir de la activacion del sistema (2h). El nifedi-
pino se disuelve a una velocidad promedio cons-
tante de 0,08%/min equivalente a 3 mg/h (CV<
4%). El TMD calculado en estas condiciones es
de 998,86 min. En los comprimidos fracciona-
dos, el valor de TMD se reduce a 522,54 min. Se
observa que el proceso de liberacién sigue una ci-
nética de orden cero desde 60 min hasta 400 min
con velocidades entre 0,15 y 0,2 %/min, alcan-
zéndose el total de disolucion a los 800 min frente
a las 24 h del comprimido intacto (CV~5%). La
trituracion de los comprimidos provoca la des-
aparicion del periodo de activacion y una rapi-
da liberacion (en menos de 2h) con velocidades
maximas de 3,5 %/min en los 10 primeros mi-
nutos y una mayor variabilidad (CV hasta 7%)
en los valores correspondientes a los primeros 30
min. El valor de TMD calculado es 47,01+0,76
min. En esta situacion, la practica totalidad de la
dosis se podria absorber en el duodeno y el hecho
de no modular la liberacién de una dosis 6 veces
mayor a la de las formas de liberacién inmediata
podria conducir a una vasodilatacion muy acusa-
da provocando un shock en el paciente.

Por tanto, los resultados de este trabajo ponen de
manifiesto que las manipulaciones de un medi-
camento de liberacion modificada como Adalat®
OROS pueden conducir a una situacion de riesgo
para el paciente, especialmente cuando el produc-
to es triturado antes de la administracion.
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1. Introduccion

El envejecimiento poblacional y el mayor acceso
a los servicios de salud han supuesto un incre-
mento en el consumo de medicamentos [1].

Segtin diversos estudios de mercado, las formas
de liberacion modificada representan un 20-25%
de las ventas de medicamentos, de los que mas
del 50% corresponde a formas de administracion
por via oral [2].

Los disefios de las formas sélidas orales de libe-
racion modificada generalmente conllevan una
dosis mayor para proporcionar cobertura terapéu-
tica durante un tiempo mas largo y excipientes
y estructuras especificas para modificar la libe-
racion. Todo ello da lugar a formas farmacéuti-
cas de mayor tamafio y complejidad en las que,
siguiendo las pautas de administracion del fabri-
cante, se deben evitar manipulaciones previas a
su administracion.

Sin embargo, existen situaciones en la practica
clinica en las que los pacientes o el personal sani-
tario encargado de su cuidado, se ven obligados
a manipular los medicamentos para poderlos ad-
ministrar [3].

Este trabajo evalua el efecto del fraccionamiento
o latrituracién de comprimidos MMX de mesala-
zina sobre la velocidad de liberacion del principio
activo.

2. Materiales y Métodos
El estudio de disolucion se ha realizado em-

pleando comprimidos Mezavant® 1,2 g segiin
especificaciones de la USP [4], con un aparato de

cestillos semiautomatico (Pharmatest Type PTW
S 1) recubierto con papel celofan ambar para
evitar la potencial fotodegradacién del farmaco.
El estudio se ha llevado a cabo en un gradiente de
pH, a37,0+0,5°C y 100 rpm (Tabla 1).

Condiciones I?tgpa Etapa Etapa
acida tampoén 1 tampoén 2
pHftiempo | ), 6,411 7,2/10
(h)
Medio 750 mL, 950 mL, 960 mL,
disolucion | 0,1 M HCI | tampén fosfato | tampén fosfato

Tabla 1: Condiciones del ensayo de disolucion.

La cuantificacion de la mesalazina disuelta a lo
largo de 12h se realiza a 302nm (etapa acida) y
330 nm (pH 6,4 y 7,2) frente a una solucién pa-
trén y se calculan los TMD y las velocidades de
disolucion. El analisis estadistico de los resulta-
dos se lleva a cabo mediante ANOVA con el pro-
grama Statgraphics v 5.1.

3. Resultados

La Figura 1 muestra el porcentaje medio de me-
salazina liberada y la 2 la velocidad de disolu-
cion, en funcién del tiempo (min). La Tabla 2 re-
coge los tiempos medios de disolucién (TMD) y
las pérdidas por manipulacién en cada condicion
experimental.

Condiciones | Enteros | Fraccionados | Triturados
444,98 373,40 23,53
TMD (min)
(7,54) (3,92) 0,19
1,58 1,66
Pérdidas (%) -
(2,36) (0.32)

Tabla 2: TMD y pérdidas
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Fig.1: Curvas de disolucion de comprimidos Mezavant®
MMX intactos y manipulados (media + d.e.; n=6).
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Fig. 2: Velocidades de liberacion de mesalazina en funcion
del tiempo (media £ d.e.; n=6) (valores m y ¢ correspon-
den al eje secundario).

4. Discusion

En los comprimidos intactos, debido a su recubri-
miento y matriz MMX la liberacion del principio
activo no se produce hasta pasadas las 3 primeras
horas cuando llega al intestino a un pH de 7,2,
lugar de accion del farmaco (colon). El tiempo
medio de disolucién es de 7,4 horas y se libera
la totalidad de la dosis en 9 horas. En cuanto al
control de la liberacion, la mesalazina se disuelve
siguiendo un proceso de liberacion de orden cero
a pH 7,2 entre la quinta y la octava hora con una
velocidad promedio entre 0,2 y 0,5%/min (CV
4-5%).

La manipulacion de comprimidos provoca pérdi-
das de peso si bien éstas no son muy significativas.

En el caso de los comprimidos fraccionados, la
liberaciéon comienza ya en la primera hora a pH
acido. El tiempo medio de disolucion es de 6,2
horas disolviéndose toda la dosis en 8 horas. Por

tanto, se produce una modificacion en el perfil
de disolucion, cuantitativamente no muy impor-
tante. La cantidad disuelta a pH &cido es apro-
ximadamente un 4%, que aumenta en promedio
hasta el 9% a pH 6,4. Es decir, aproximadamente
un 10% del farmaco es liberado en las primeras
horas. Por tanto, la cubierta todavia ejerce una
accion protectora e impide una liberacién inme-
diata, de manera que el 90% restante llegaria a
su lugar de accion en el colon, La velocidad de
liberacion entre la cuarta y la novena hora sufre
variaciones que oscilan entre 0,1 y 0,5%/min
(CV~10% entre la sexta y la octava hora).

Lo mas significativo se observa cuando el ensayo
se realiza con comprimidos triturados que care-
cen de la proteccion de la cubierta. La disolucién
comienza a partir de los primeros 5 minutos del
ensayo y es practicamente completa a las 2 ho-
ras cuando el farmaco sigue en medio &cido. El
tiempo medio de disolucién es de 20 minutos
aproximadamente. En esta situacion, la practica
totalidad de la dosis se absorberia en el duodeno
y seria metabolizada a nivel intestinal y hepatico
sin conseguir la vectorizacion col6nica para la
que el comprimido ha sido disefiado, lo que con-
duciria a una biodisponibilidad terapéutica prac-
ticamente nula.

Los resultados de este trabajo ponen de manifies-
to que las manipulaciones de un medicamento de
liberacion modificada como Mezavant®, pueden
conducir a una situacién de no adherencia invo-
luntaria al tratamiento, especialmente cuando el
producto es triturado antes de la administracion.
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1. Introduccién

Cuando la solubilidad del farmaco es un proble-
ma para lograr una correcta biodisponibilidad y
la limitacion se encuentra, precisamente, en la di-
solucion del mismo, se necesitan procedimientos
encaminados a mejorar la velocidad de disolu-
cion [1]. Una de las estrategias son las dispersio-
nes sdlidas, que dan lugar a dispersiones mole-
culares y/o coloidales del principio activo en una
matriz polimérica, cuyo resultado es la mejora
de la solubilidad y de la consecuente biodispo-
nibilidad de los principios activos. Para efectuar
dispersiones solidas se recurre a procesos tecno-
I6gicos complejos como la fusidn, el amasado, la
extrusion en caliente o la evaporacién de disol-
vente [2]. En este trabajo se pretende demostrar
que mediante un proceso tecnoldgico sencillo,
como es la mezcla simple, también se puede dar
lugar a la formacion de una dispersion sélida de
un principio activo poco soluble en agua, como
es la ebastina.

2. Material y Métodos

- Ebastina pura, principio activo. Infar, SA. Lote
IN-010/05.

- Gelucire 50/13, excipiente. Gattefosse. Lote
152118.

- DSC Mettler Toledo con software STARe SW
V9.30

- Mezcladora bicénica Glatt

- Mezcladora de alta velocidad (High Speed
Mixer) Glatt MAV5.

En cuanto a los métodos, se han hecho mezclas
ebastina/gelucire 1:1 con diferentes tratamientos:

Al) Mezcladora bicénica durante 15 min
A2) Mezcladora biconica durante 30 min
B1) High speed mixer durante 2.5 min
B2) High speed mixer durante 5.0 min

Aplicacién Andlisis Térmico realizado utilizando
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). Se
pesaron entre 2.0-2.5 mg de ebastina o gelucire,
y en el caso de las mezclas, se pesaron entre 3.5-
4.5 mg. Los analisis DSC se han realizado con
el siguiente método: Crisol de aluminio (40 pl)
con tapa sellada herméticamente, rango de tem-
peratura de 0°C hasta 105°C, velocidad de calen-
tamiento 10°C/min y una atmdsfera corriente de
nitrogeno de 50 ml/min.

3. Resultados y Discusion

Se ha realizado un analisis DSC por cada tipo
de muestra (Fig. 1). En la Tabla 1 se recogen los
pardmetros térmicos obtenidos en cada caso. Se
han definido dos zonas de temperatura: zona 1,
(la de més baja temperatura), que corresponde a
la fusion del gelucire y la zona 2 que corresponde
a la fusion del principio activo. En la Figura 1 se
puede observar que la fusién correspondiente al
gelucire transcurre en un amplio rango de tempe-
ratura. Los gelucires son moléculas ambifilicas,
lo que queda reflejado en la fusion, observando-
se varios picos solapados. Por este motivo se ha
optado por no reportar un valor de temperatura
de fusion, pero si un valor para la entalpia total
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del proceso (Tabla 1). Por el contrario, la ebastina
presenta un pico de fusion tipico de un produc-
to orgénico puro. En este caso si que se puede
establecer un valor de T e COMO referencia para
la temperatura de fusién. Dichos valores serviran
como referencia para determinar si los distintos
tratamientos tienen influencia en el comporta-
miento de las muestras suministradas.

Zona l Zona 2
(Gelucire) (Ebastina)
Muestra | Tratamiento AH AH T |
Gelucire | ----- -146.1
Ebastina | = - | - -85.9 87.1
Al -70.7 -45.0 79.4
Ebastina/ A2 -100.4 -27.8 75.9
Gelucire B1 -98.8 -29.1 73.4
B2 -104.6 -24.1 73.0

Tabla 1: Parametros térmicos de las curvas DSC.

A continuacion se comparan las mezclas some-
tidas a diferentes tratamientos preparadas con
ebastina (Fig. 1, Tabla 1). En todas ellas la pro-
porcion de ebastina y gelucire es 1:1. Para una
mezcla fisica (ninglin tipo de interaccion entre los
componentes), se espera que los valores de ental-
pia se correspondan con los valores proporciona-
les de los componentes en la mezcla. Es decir, que
para una mezcla fisica preparada en proporcion
1:1, se espera que los valores de entalpia sean la
mitad en comparacién con los compuestos puros.
Para el tratamiento Al se han obtenido valores de
entalpia cercanos a los tedricos (-70.7 J/g (48%)
para gelucire y -45.0 J/g (52%) para ebastina). La
posicion y la forma de los principales picos de
fusion del gelucire se corresponden con los del
patrén. No ocurre lo mismo con el pico de ebas-
tina, que se ha ensanchado y desplazado aproxi-
madamente 8°C. Este efecto podria producirse
por la presencia de gelucire fundido. Tanto en los
tratamientos A2, B1y B2 se observé un aumento
entre el 22% vy el 18 % del valor de la entalpia de
fusién respecto a su valor tedrico en la zona 1. En
la zona de fusién de la ebastina se observé una
disminucion alrededor del 22%-16% del valor
tedrico. La forma de los principales picos de fu-
sion del gelucire se ven algo alterados en las cur-
vas DSC de los tratamientos B1 y B2 y bastante
modificados en comparacion con A2. Los picos

de fusion de la ebastina también se ven alterados
en los 3 casos. En comparacion con el tratamien-
to Al, el pico se ha ensanchado y la temperatura
del pico disminuy6 alrededor de 3-6°C.

IOAC-CSIC: IOAC STAR® SW 9.30

Fig. 1: Curvas DSC de mezclas de Ebastina/Gelucire 1:1.

4. Conclusiones

- El tratamiento A1 se comporta como una mez-
cla fisica, con una buena correlacién entre los
valores de entalpia experimentales y tedricos.
Ademas, la posicién y forma de los picos corres-
pondientes al gelucire no se encuentran alteradas.

- Los tratamientos A2, B1 y B2 muestran dife-
rencias en las curvas DSC en comparacion con
las curvas DSC del tratamiento Al. Como con-
secuencia de todo ello se puede concluir que
los tratamientos dados a las mezclas influyen en
los pardmetros térmicos y posiblemente en sus
propiedades como resultado de algin tipo de
interaccion.

- La interaccion que se produce por mezcla sim-
ple de gelucire:ebastina en los procesos aplicados
A2, B1y B2 son compatibles con la formacion de
una dispersion solida entre ambos componentes.
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1. Introduccién

Los implantes dentales se suelen preparar a par-
tir de aleaciones de titanio [1] que se someten
a tratamientos en superficie para facilitar su os-
teointegracion [2,3]. El fracaso de un implante
dental durante la fase de cicatrizacién o en etapas
avanzadas esta con frecuencia asociado a la colo-
nizacion del implante por bacterias de la cavidad
oral [4].

La administracién sistémica de antibi6ticos para
la prevencion y/o tratamiento de la peri-implan-
titis (proceso inflamatorio que afecta a los tejidos
que rodean el implante y causa una pérdida de
masa 0sea alveolar) entrafia el riesgo de que se
produzcan sobreinfecciones con bacterias opor-
tunistas que exacerban la progresion de la enfer-
medad [5]. Para dotar a los implantes de super-
ficies de capacidad para inhibir la adhesion y la
proliferacion de microorganismos, resultan espe-
cialmente atractivas las estrategias que utilizan
enzimas que degradan la pared bacteriana o las
sefiales de comunicacion entre las bacterias, sin
desencadenar resistencias [6].

El objetivo de este estudio fue funcionalizar dis-
cos de titanio grado 5 (Ti6Al4V) lisos y de titanio
BAS (Biomimetic Advanced Surface) [2,3] con
lisozima. Para funcionalizar los discos, se aplico
un proceso en cuatro etapas: 1) recubrimiento de
los discos con hexametildisiloxano (HMDSO)
mediante polimerizacion por plasma; 2) inmer-
sién de los discos recubiertos en una disolucion
acuosa de aminopropil trietoxisiloxano (AP-
TES); 3) inmersién en una disolucién acuosa de
genipina, que actia como agente reticulante de
grupos amino; y 4) inmersién en una disolucién

de lisozima para fijarla sobre la superficie de los
discos por reaccion de los grupos amino de la pro-
teina con los grupos carboxilato de la genipina.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Discos de titanio grado 5 (Ti6A14V) lisos (Ti) y
funcionalizados (Ti-BAS) de Avinent; HMDSO,
APTES, PBS (tampén fosfato salino, pH 7.4),
lisozima y Micrococcus lysodeikticus (ATCC
4698) de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);
genipina de CBC (Taiwan); kit BCA de Pierce
(Thermo Scientific, USA).

2.2. Funcionalizacién del titanio

Los discos se funcionalizaron como se esquema-
tizaen la Fig. 1.

(1) Plasma (2) Plasma
HMDSO o,
5 min 1 min

20% APTES
60% etanol
1.2% NH,OH

Disco Ti o Ti-BAS

(5) (4) (3)

Lisozima Genipina
oo | (2mg/mL) (5 mg/mL)
liofilizacién en PBS en agua

24 h,37°C 24 h, 37°C

Fig. 1: Etapas del proceso de funcionalizacion de discos
de titanio lisos (Ti) y con superficie biomimética (Ti-BAS).
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2.3. Caracterizacion de la superficie

Se registraron los espectros de FTIR-ATR en un
equipo Varian 670-IR (USA). Se midi6 el angu-
lo de contacto del agua utilizando un goniéme-
tro Phoenix 300 plus (SEO, Korea). Se tomaron
microfotografias utilizando un microscopio elec-
trénico de barrido (SEM; Zeiss Ultra Plus, Ale-
mania) y se analizé la composicion elemental
mediante un EDX.

2.4. Evaluacién de la actividad enziméatica

Los discos se colocaron en placas de 24 pocillos
alos que se incorpord 1,5 mL de dispersién de M.
lysodeikticus. A tiempos preestablecidos, se mi-
di6 la absorbancia a 450 nm (Agilent 8453, Ale-
mania). La actividad de la lisozima se expresd en
unidades de actividad enzimatica. Como blanco
se utilizaron discos sin tratar.

3. Resultados y Discusion

Los espectros de FTIR y los resultados de analisis
elemental confirmaron los cambios de composi-
cion superficial experimentados por los discos
tras las distintas etapas del proceso de funciona-
lizacion (Fig. 2).

Fig. 2: Fotografias SEM de discos de titanio lisos (Ti; Aly
A2) y con superficie biomimética (Ti-BAS; Bl y B2), antes
(1) y después del anclaje de lisozima (2).

Los resultados del ensayo de actividad enzimati-
ca se muestran en la Figura 3. Los discos funcio-
nalizados con lisozima presentaron una elevada
actividad enzimética frente a M. lysodeikticus.
La lisozima actia sobre los enlaces entre el aci-
do N-acetilmurdmico y la N-acetilglucosamina,
que forman parte de la pared de las bacterias
Gram-positivas, destruyéndola.

60

- TiC
= Tilys
50 | mmEE BAC-Lys

40 -

30 1

20 1

Actividad enzimética (0.001/min)

10 A

0
Fig. 3: Actividad enzimatica de los discos de titanio fun-
cionalizados con lisozima (Ti-Lys y BAC-Lys) frente a M.
lysodeikticus.

4. Conclusiones

El procedimiento desarrollado permite anclar li-
sozima en la superficie del titanio, manteniendo
su actividad y en cantidad suficiente para actuar
como agente antimicrobiano.
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1. Introduccién

La microencapsulacion de proteinas es uno de los
principales retos dentro de la tecnologia farma-
céutica [1]. Las mayores limitaciones residen en
el tamafio y la complejidad estructural que pre-
sentan las proteinas. En el presente trabajo se ha
evaluado, mediante un disefio factorial 22 no ro-
tacional, la influencia de ciertos parametros tec-
nolégicos en la eficacia de encapsulacion de una
proteina modelo en sistemas microparticulares.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Albumina sérica bovina conjugada con isociana-
to de fluoresceina (ASB-FITC) suministrado por
Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA), acido
poli-lactico-co-glicdlico Resomer® 505 (54.000 —
69.000 g/mol; L:G 50:50 PLGA) comercializado
por Boehringer Ingelheim (Pharma Co., Alema-
nia), vitamina E (o-tocoferol acetato) distribuido
por Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, USA), y
alcohol polivinilico (PVA 72.000 g/mol) suminis-
trado por Merck KGaA (Darmstadt, Alemania).

2.2. Métodos
2.2.1. Disefio factorial a dos niveles

Se ha empleado un disefio factorial 2° no rota-
cional para la optimizacién de la encapsulacion
de la proteina modelo en las microesferas (Ms)
elaboradas. Las formulaciones se prepararon por
duplicado en orden aleatorio con un total 16 ex-
perimentos. Las variables seleccionadas fueron
la concentracion de polimero (X)), la velocidad

de emulsificacion (X,) y la combinacion de disol-
ventes organicos (X,) (Tabla 1).

Variables independientes

Niveles de | PLGA505 RPM CH,CI,:ACN
variacion (X) (X,) X))

+1 500 8000 65:35

-1 200 5500 100:0

Variable dependiente

Y: Eficacia de encapsulacion (EE%)

Tabla 1: Disefio experimental.
2.2.2. Elaboracién de las microesferas

La elaboracion de las Ms se llevd a cabo mediante
la técnica de emulsion-evaporacion del disolven-
te (O/A) incorporandose la proteina al estado so-
lido en forma de suspension. 20pg de ASB-FITC
fueron suspendidos en 20 puL de Vitamina E con
ayuda de sonicacién (30s) y mezclados con una
disolucion polimérica de PLGA (200 o 500 mg)
en 1 mL de diclorometano (CH,CI,) o diclorome-
tano:acetonitrilo (CH,CI,:ACN). Seguidamente
se adiciono la fase externa (5 mL de PVA 2%) y
se realizo la emulsificacion en Polytron® (5500
u 8000 rpm,1 min). El proceso de maduracion se
llevo a cabo en 100 mL PVA (0,1%) a T* ambien-
te durante 3h. Finalmente, las microesferas se
separaron por tamices en fracciones granulomé-
tricas, se liofizaron y conservaron a 4°C.

2.2.3. Caracterizacion de las microesferas

2.2.3.1. Determinacion de la eficacia de
encapsulacion

El contenido de proteina en las Ms de la frac-
cion de interés (38-20um) se cuantificé por
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espectroscopia de fluorescencia, previa extrac-
cion liquido-liquido.

2.2.3.2. Morfologia externa de las microesferas
y distribucion de la proteina encapsulada en la
matriz polimérica

El estudio morfoldgico de las microesferas se rea-
liz6 mediante microscopia electronica de barrido
(SEM; Jeol;JSM-6335-F, Tokio, Japon). La dis-
tribucién proteica dentro de la matriz polimérica
se evalud por microscopia confocal (microscopio
laser, confocal y multifoton, Leica sp-2 aobs).

3. Resultados y Discusién

La eficacia de encapsulacion para las distintas
formulaciones estuvo comprendida entre 49,80
—-90,22%.

La ecuacion del modelo ajustado (p-valor<0,01)
para la eficacia de encapsulacion (EE%) fue la
siguiente:

EE (%) = 66,6081 + 11,6606 X, + 2,84188 X, +
3,18437 X X, + 4,14063 X X X,

Dado que la ecuacion se compone de cuatro di-
mensiones, para su representacion se tomé como
premisa la codificacion de las variables y el tra-
tamiento por partes de la misma. Para la obten-
cion de la superficie respuesta, se consideraron
los cuatro primeros términos, adoptandose la si-
guiente codificacion:

- Variable X, — X
- Variable X, —Y
- X1X3 — XY

Eficacia de encapsulaciéon (%) = 66,6081 +
11,6606 X+ 2,84188 Y + 3,18437 XY

Fig. 1: Superficie respuesta.

La superficie respuesta obtenida muestra una
relacion lineal y positiva de las variables “con-
centracion de polimero” (X)) y “combinacion
de disolventes” (X,). Estos resultados se pueden
asociar a la viscosidad de la fase interna que au-
menta con la concentracion del polimero. Del
mismo modo, la presencia de un disolvente polar
(acetonitrilo) que difunde rapidamente en contac-
to con el medio acuoso contribuye a la creacion
de gldbulos de fase interna mas densos.

El estudio morfoldgico mostrd una superficie po-
rosa y una distribucién homogénea de la proteina
en el interior de la matriz polimérica.

Fig. 2: Estudio morfolégico.
4. Conclusiones

Por medio del Disefio Experimental propuesto,
se obtuvo una ecuacion fundamental que posi-
bilita predecir la eficacia de encapsulacion para
la proteina modelo dentro del rango estudiado.
La concentracion del polimero utilizado (Re-
somer® 505) y la combinacién de disolventes
CH,CL:ACN, influye positivamente en la efi-
cacia de encapsulacion de la proteina modelo
(ASB-FITC).
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1. Introduccién

Las nanocapsulas (NCs) de quitosano (CS) son
nanoestructuras constituidas por una cubierta de
quitosano, un lipido (lecitina) y un nuicleo oleoso
(Mygliol® 212) que revisten gran interés para el
transporte de moléculas lipofilicas por vias mu-
cosas como la oral [1].

En este trabajo proponemos, para facilitar la
administracion de las NCs por via pulmonar, su
inclusion en microsferas (MS) de manitol de ca-
racteristicas morfolégicas y aero-dinamicas ade-
cuadas. Ademas, para mejorar sus propiedades
de transfeccion, incorpora-mos acido hialurénico
(HA) [2] en su composicidn.

2. Material

Quitosano ultrapuro en forma de sal hidrocloruro
(CS, Protasan® UP CL 113, grado de deacetila-
cion 75-90%, peso molecular < 150 KDa); leci-
tina [Epikuron® 145 V]; Mygliol® (812); acido
hialurénico (HA, peso molecular ~166 kDa);
pCMV-BGal (10 pg/uL); D-Manitol (Peso mole-
cular: 182.17 g/mol); acetona grado HPLC; eta-
nol grado HPLC y agua ultrapura (MilliQ plus,
Millipore Ibérica, Espafia).

3. Métodos
3.1. Preparacion y caracterizacion de NCs
La preparacion de las NCs CS se llevo a cabo por

un procedimiento de desplazamiento del disol-
vente [3]. Una fase oleosa compuesta de lecitina,

etanol, Mygliol y acetona fue afiadida sobre una
fase acuosa de CS, bajo agitacion magnética ho-
rizontal [CIMAREC i Multipoint, Fisher Scienti-
fic, Espafia] a 2000 r.p.m., y los disolventes orga-
nicos fueron eliminados por rotaevaporacion. Las
NCs CS/HA se prepararon del mismo modo pero
afiadiendo una solucién de HA antes de la rotae-
vaporacion. Para la encapsulacion de plasmido,
éste fue incorporado a la solucién de CS, antes de
la preparacion de las NCs.

Las NCs fueron caracterizadas morfologicamen-
te mediante Microscopia Electrénica de Trans-
mision [TEM, Jem-2010 Electron Microscope, a
120 KV], tras su tincion con acido fosfotingstico
al 2%, en rejilla de carbono. Sus tamafios, indi-
ces de polidispersion y potenciales zeta fueron
determinados utilizando un Zetasizer® [Zetasizer
Nano — ZS, Malvern Instruments, Malvern, Rei-
no Unido].

3.2. Preparacion y caracterizacion de las NCs
microencapsuladas

Para la preparacion de NCs micro-encapsuladas
en MS de Manitol se emple6 un equipo de atomi-
zacion Buchi [Biichi® Mini Spray Dryer B-290,
Suiza]. El rendimiento del proceso de atomiza-
cion fue determinado por gravimetria. Se prepa-
raron también MS control (sin NCs).

La caracterizacién morfologica de las MS fue
realizada mediante Microscopia Electronica de
Barrido [SEM, FESEM ULTRA-PLUS, Zeiss]
tras su recubrimiento con oro.
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3.3. Liberacion de las NCs a partir de las MS
y caracterizacion

Porciones de 20 mg de polvo fueron incubadas
en volimenes de 5 mL de agua MilliQ, median-
te agitacion magnética [CIMAREC i Multipoint,
Fisher Scientific, Espafia; 300 r.p.m.] a tempera-
tura ambiente. A distintos tiempos (30 min., 1 h,
2 h'y 4 h) se tomaron muestras del medio de li-
beracion y se caracterizaron las NCs liberadas en
cuanto a morfologia, tamafo y potencial Z, segun
los procedimientos descritos anteriormente.

3.4. Asociacion del plasmido a las NCs

Fue determinada por electroforesis en gel de aga-
rosa (agarosa al 1%).

3.5. Estudios de transfeccion “in vivo” tras
administracion pulmonar de las NCs en ratas

Se realiz6 una evaluacion preliminar cualitativa
de transfeccion “in vivo” de las NCs en ratas.
Para ello, se les administraron por via intratra-
queal los “polvos” conteniendo NCs cargadas de
plasmido utilizando un inhalador Harvard® [Har-
vard Apparatus].

La expresién genética fue estudiada 72 horas des-
pués de la administracion, por histoquimica de 5
bromo-4cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido
(X-gal) [4]. Los pulmones fueron observados
macroscépica-mente para comprobar si hubo in-
dicios de transfeccion o no.

4. Resultados y discusion

Mediante un procedimiento de atomizacion de
suspensiones de NCs Cs y NCs CS/HA en ma-
nitol se obtuvieron MS de tamarfio adecuado (2-3
pum) para administracion pulmonar (Fig. 1).

Fig. 1: Microfotografia SEM de MS de manitol contenien-
do NCs CS.

Las NCs son facilmente recuperadas de las
MS en medio acuoso. La comparacion de la

microfotografia TEM de las NCs sin atomizar
con la de las NCs liberadas a partir de las MS en
medio acuoso, sugiere que la atomizacion de las
NCs con manitol permite preservar sus caracte-
risticas morfoldgicas originales (Fig. 2).

a b

Fig. 2: Microfotografias TEM de NC CS recién prepara-
das (a) y liberadas a partir de las MS (b).

Las NCs se formaron adecuadamente con el plas-
mido asociado (< 200 nm, potencial zeta en torno
a+30 mV). Los ensayos de electroforesis indica-
ron alta eficacia de asociacion. Los ensayos pre-
liminares “in vivo” mostraron la capacidad del
vehiculo para inducir expresion genética en el
tejido pulmonar.

5. Conclusiones

Hemos microencapsulado NCs CS y NCs CS/HA
en MS de manitol. Las MS liberan facilmente las
NCs. Esta plataforma resulta prometedora para
terapia génica por via pulmonar.
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1. Introduccién

Las redes metal-organicas (MOF) son nanoma-
teriales hibridos cristalinos porosos, constitui-
dos por sub-unidades inorganicas (metales) y
ligandos o enlazadores organicos poli-comple-
jantes (carboxilatos, azolatos...), de gran poten-
cial para la liberacion de farmacos y teranosis
[1]. La via pulmonar presenta ventajas para la
administracion de farmacos; por ejemplo, una
gran superficie para la absorcion y no gene-
ra efecto de primer paso hepatico [2 y 3]. En
este trabajo se propone una nueva plataforma
para la liberacién de compuestos activos que
consiste en microencapsular MOF en micros-
feras de sacaridos (manitol, dextrano y ciclo-
dextrina a) que faciliten su administracién por
via pulmonar, empleando un procedimiento de
atomizacion.

2. Materiales

MOF MIL-100 (Fe) (en suspension en etanol
absoluto) fueron preparadas mediante sintesis
hidrotermal por microondas [4] y donadas por
P. Horcajada y T. Simon-Yarza del Instituto La-
voisier de Versalles [Université de Versailles St.
Quentin, Francia]. D-Manitol (PM: 182.17 g/
mol), dextrano D-1390 (PM: 72200 g/mol), ci-
clodextrina o. 778788 (P.M: 972.84 g/mol) y tam-
pon fosfato salino (PBS, pH = 7.4) fueron adqui-
ridos a Sigma-Aldrich (Espafia).

3. Métodos

3.1. Caracterizacion morfoldgica y fisico-
quimica de las MOF

Las MOF fueron lavadas con agua para elimi-
nar el etanol. Su tamafio medio, indice de poli-
dispersion y potencial zeta fueron determinados
mediante Espectroscopia de Correlacion fotoni-
ca (PCS) y Anemometria Laser Doppler (LDA),
respectivamente, en un Zetasizer® [Zetasizer
Nano-ZS, Malvern Instruments]. Las cualidades
morfologicas de las MOF fueron obtenidas me-
diante Microscopia Electronica de Transmision
(TEM) [Jem-2010 Electron Microscope, 120
KV] previa tincion con acido fosfotingstico al
2% (aplicacion durante 2 minutos) y fijacion en
rejilla de carbono. Se caracterizaron las MOF an-
tes de ser incorporadas a las microsferas y tras ser
liberadas de las mismas.

3.2. Microencapsulacion de las MOF
mediante atomizacion

Las MOF fueron resuspendidas en soluciones
acuosas de manitol (al 3.2%, 3.4%, 8% (p/p)),
dextrano (al 1.7% (p/p)) y ciclodextrina a (al
3.4% (p/p)), a temperatura ambiente. Seguida-
mente, las dispersiones de MOF en manitol [re-
laciones de MOF:Ma de 1.5, 1:10 y 1:100], dex-
trano [relacion 1:10] y ciclodextrina o [relacién
1:10] fueron atomizadas utilizando un atomiza-
dor Buchi® [Mini Spray Dryer B-290, Buchi®,
Suiza]. Las condiciones empleadas fueron: T

entrada

=154y 170°C, aspiracion = 70-100%, velocidad
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de flujo 2 mL/min, limpiador de la boquilla de
atomizacion =5y T_ .= 96-101°C. Se prepa-
raron también microsferas control (sin nanopar-
ticulas). El rendimiento de produccion (R.P.) fue

calculado por gravimetria, utilizando la formula:

Peso microsferas

R.P(%) = 100

Peso sélidos tedricos (MOF+excipiente)

3.3. Caracterizacion morfolégica de las MOF
microencapsuladas

Muestras de microsferas, montadas sobre placas
metalicas usando un adhesivo de doble cara, fue-
ron recubiertas con oro o iridio. La caracteriza-
cion morfolégica fue realizada mediante Micros-
copia Electronica de Barrido (SEM) empleando
un microscopio ULTRA PLUS [ZEISS, FESEM
ULTRA-PLUS, Easa comercial].

3.4. Estudios de liberacion de las MOF a
partir de las microsferas

Muestras de 20 mg de microsferas fueron in-
cubadas en agua o PBS (5 mL) a T ambiente y
37°C, respectivamente, mediante agitacion mag-
nética (300 rpm) [CIMAREC i Multipoint, Fi-
sher Scientific, Espafia]. A distintos tiempos (30
minutos, 1 hora, 2 horas y 4 horas) se tomaron
muestras del medio de liberacion para la medida
de tamafio, indice de polidispersion y potencial
zeta en un Zetasizer® [Zetasizer Nano-ZS, Mal-
vern Instruments].

4. Resultados y Discusion

Las MOF redispersadas en agua Milli-Q (Fig.
1a) y tras su liberacion a partir de microsferas de
manitol (Fig. 1b) presentan un aspecto cristalino.

b

Fig. 1: Microfotografias TEM de MOF (a) redispersadas
en agua Milli-Q y (b) liberadas a partir de las microsferas.

Las MOF fueron microencapsuladas en micros-
feras de sacéaridos utilizando una técnica de ato-
mizacion (tamafos~3 pum). Las imagenes SEM
de las microsferas de manitol conteniendo MOF
(1:10) (Fig. 2) demuestran que las microsferas
son esféricas, porosas y huecas.

Fig. 2: Microfotografias SEM de las microsferas MOFs:-
Ma (1:10) (relacion teérica MOF:manitol = 1:10, conc.
manitol = 3.4% (p/p), contenido sélidos totales = 3.7%

(p/p).
5. Conclusiones

Las MOF fueron microencapsuladas en micros-
feras de sacaridos utilizando una técnica de ato-
mizacion. Las MOF pueden ser facilmente libe-
radas de las microsferas. La atomizacion es una
técnica que mejora la redispersion de las MOF.
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1. Introduccién

La ebastina es un compuesto antihistaminico de
amplio uso. Para la preparacion de formas farma-
céuticas de administracion oral, dicho compuesto
presenta como inconveniente su caracter predo-
minantemente hidrofobico que provoca una baja
solubilidad en agua y, en consecuencia, reduce
su biodisponibilidad. Para obviar esta problema-
tica, se necesitan procedimientos encaminados a
mejorar la velocidad de disolucién [1-2], siendo
los fundamentales la reduccion del tamafio de
particula, la formacién de complejos farmaco-ex-
cipiente o la formacion de dispersiones solidas,
entre otros, que aumente el coeficiente de solubi-
lidad del farmaco. Nuestro grupo investigd en su
momento la formacion de una dispersion solida
de ebastina que pudiera dar lugar a su correcta
biodisponibilidad, cuyos resultados fueron mo-
tivo de la patente espafiola ES-2-380-229-T3,
donde “se describen composiciones en forma de
matrices que consisten en dispersiones sélidas de
ebastina en tensioactivos no iénicos que poseen
un HLB entre 10 y 20 y un punto de fusién en-
tre 30°C y 70°C, asi como formas farmacéuticas
orales solidas de ebastina que comprenden di-
chas matrices, particularmente comprimidos que
presentan buenas propiedades en cuanto a so-
lubilidad y biodisponibilidad, y una estabilidad
mejorada”. En este trabajo, se pretenden estudiar
las caracteristicas de la ebastina existente en dos
comprimidos del mercado, siendo uno de ellos
el que aplica la invencion de la patente indicada
(Ebastina Stada 20 mg comprimidos recubier-
tos), y declarando el otro la misma composicion

cualitativa (Ebastina Aristo 20 mg comprimidos
recubiertos), con el fin de comprobar la simili-
tud entre ambas ebastinas, independientemente
del proceso de obtencion de la dispersion sélida
utilizado (fusidn, amasado, extrusion en caliente,
evaporacion de disolvente, mezcla simple) [3]. Si
existiera dicha similitud, indicaria que en ambos
comprimidos se tiene la misma disposicion ma-
tricial, pudiéndose afirmar que en ambos, a igual-
dad de composicién cualitativa, existe la misma
dispersion solida.

2. Material

Ebastina pura, principio activo. Infar SA Lote
IN-020/16.

Ebastina Stada 20 mg comprimidos recubiertos.
Lote 5BN115A. Cad. 02/2019.

Ebastina Aristo 20 mg comprimidos recubiertos.
Lote 31111G1. Cad. 11/2017.

3. Métodos

Espectroscopia de infrarrojo (IR), segun método
general 2.2.24 de Ph Eur [4]. El equipo empleado
es un FTIR Perkin Elmer modelo 1600.

Difracion de rayos X, mediante el método del
polvo. Se introduce parte del material en polvo
en capilares de vidrio Lindemann de 0,7 mm de
diametro. Se ha utilizado el equipo Difractometro
PAnalytical X’Pert PRO MPD con goniémetro
0/6 de 240 milimetros de radio, configuracion de

-131-



X111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Farmacia Industrial y Galénica (SEFIG 2017)

haz convergente con espejo eliptico y geometria
de transmision con portamuestras para capilares
spinner, con las siguientes condiciones:

4. Resultados y Discusion

Se adjuntan los espectros IR realizados (Fig. 1)
sobre los dos comprimidos motivo de estudio, re-
sultando ser idénticos entre ellos. Ello implica la
presencia en ambos comprimidos de ebastina con
las mismas caracteristicas en cuanto a pureza y
composicién quimica.

Fig. 1: IR de los dos comprimidos estudiados.

En la Figura 2 se muestran los difractogramas de
rayos X obtenidos para los dos comprimidos y
para ebastina materia prima, observandose que
en todos los casos se tiene ebastina. Los difrac-
togramas obtenidos a partir de los comprimidos
son idénticos entre ellos. Por lo tanto, si en los
comprimidos Ebastina Stada 20 mg resulta existir
la dispersion sdlida indicada en la patente comen-
tada y los perfiles del IR y del difractograma de
rayos X son idénticos a los obtenidos en los com-
primidos Ebastina Aristo 20 mg, cabe concluir
que en ambos comprimidos se tiene la misma
dispersion solida de ebastina.

|
I

A b i oy P

Fig. 2: DRX de los dos comprimidos estudiados.
5. Conclusiones

Dado que Ebastina Stada 20 mg comprimidos
recubiertos aplica la patente espafiola ES-2-380-
229-T3, consistente en la formacion de una dis-
persion solida de ebastina y dado que Ebastina
Aristo 20 mg comprimidos recubiertos declara la
misma composicion cualitativa que Ebastina Sta-
da 20 mg comprimidos recubiertos, al obtenerse
idénticos perfiles IR y DRX, debe concluirse que
en los comprimidos de Ebastina Aristo 20 mg la
ebastina también se encuentra formando una dis-
persion solida de idénticas caracteristicas
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1. Introduccién

La vehiculizacion de farmacos antitumorales en
formulaciones basadas en el uso de liposomas es
actualmente una de las principales estrategias en
el disefio y desarrollo de nuevos farmacos y tera-
pias oncoldgicas. La vehiculizacion de farmacos
a través de liposomas representa una ventaja, ya
que las terapias actuales presentan muchos incon-
venientes derivados de la falta de selectividad de
los farmacos por los tejidos tumorales. El uso de
liposomas conlleva una mejora de la eficacia y
una disminucion de los efectos secundarios del
farmaco libre debido a la especificidad en la dia-
na[1,2].

El objetivo del presente trabajo es describir los
medicamentos basados en liposomas que hay dis-
ponibles en la actualidad para el tratamiento de
diferentes tipos de cancer.

2. Material y métodos

Para la realizacion de este trabajo se realizé una
busqueda en MEDLINE, PUBMED vy clinical-
trials.gov de los principales farmacos antitumora-
les actualmente comercializados que incorporan
liposomas como sistemas trasportadores.

3. Resultados

El nimero de medicamentos autorizados basados
en el uso de liposomas es muy limitado. Mu-
chos de ellos, se basan en el uso de liposomas
conjugados con polietilenglicol (PEG). El primer
“nanomedicamento” aprobado por la FDA fue la
Doxorrubicina Liposomal Pegilada (PLD) con el

nombre comercial Doxil®, mas adelante otros
cuatro medicamentos fueron comercializados
(Tabla 1), y 9 se encuentran en fase de estudio
clinico, de los cuales 3 se encuentra en Fase I; 2
en Fase II; 5 en Fase I/l y 1 en Fase IlI.

Farmaco

Enfermedad

Tipo de
liposoma

Nombre
comercial

Vincristina

Linfoma
no-Hodgkin

Convencional

Marqibo®

Daunorubicin

Leucemia
y tumores
sélidos

Convencional

Daunoxome®

Doxorubicina

Leucemia,
céancer de
mama, cancer
ovarios y
sarcoma
Kaposi

Pegilado

Doxil®
(Myocet®)

Citarabina

Meningitis
neoplésica

Convencional

Depocyt®

Doxorubicina
y bortezomib

Mieloma
multiple
recidivante

Pegilado

y resistente

Tabla. 1: Medicamentos antineoplasicos comercializados
actualmente basados en liposomas.

4. Discusion

De las diferentes estrategias que se han usado, el
recubrimiento con PEG es una de las més comu-
nes ya que representa una mejora significativa y
contrastada de la permanencia en el organismo,
por ello la mayoria de medicamentos basados en
liposomas comercializados en la actualidad o en
fases de ensayos clinicos son liposomas pegila-
dos. A pesar de ello, parece no ser suficiente, por
lo que van surgiendo a lo largo de los afios, di-
ferentes estrategias para mejorar la permanencia
en el organismo y la selectividad. Una de estas
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estrategias es el uso de inmunoliposomas, los cua-
les se dirigen a la célula diana por interacciones
ligando-receptor [4.] Como los ligandos suelen
ser anticuerpos monoclonales, los liposomas de
este tipo pueden activar el sistema inmune, por lo
que las investigaciones en este campo se centran
en minimizar el poder inmundgeno, mediante el
uso de fragmentos de anticuerpos. Otras estrate-
gias, como el uso de liposomas sensibles a tem-
peratura también estan siendo objeto de muchos
estudios, en los que se va modificando la com-
posicion de los liposomas con diferentes lipidos
0 combinaciones de ellos, para que la liberacién
del farmaco sea Optima. Otras estrategias son aliin
muy novedosas y atin no hay muchos datos acer-
ca de ellas, por ejemplo, el uso de liposomas para
el teranéstico.

5. Conclusiones
Actualmente son numerosos los estudios en fase

experimental preclinica y clinica que se estan
llevando cabo siendo aun limitado el nimero de

medicamentos antineoplasicos comercializados.
Son numerosas las limitaciones que deben sal-
var los farmacos antitumorales y los sistemas de
vehiculizacion con liposomas se presentan como
una prometedora alternativa.
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1. Introduccién

En comparacién con las enzimas naturales, las
nanoparticulas metalicas capaces de ser adecua-
das a un gran numero de aplicaciones bioldgicas
y biomédicas presentan la clara ventaja de que se
pueden preparar a grandes escalas y bajo coste
[2]. En especial, las de 6xido metalicas, consi-
deradas como sistemas inertes desde el punto de
vista biolégico, pueden funcionalizarse con poli-
meros o biomoléculas para conseguir una nueva
forma de nanodiagndstico puede aplicarse para
varias enfermedades. El presente trabajo muestra
cémo disefiar y caracterizar particulas metalicas
de tamafio nanométrico, mediante un método de
coprecipitacion quimica [1], para fines biomé-
dicos, como es el diagnostico de enfermedades
infecciosas.

2. Material y métodos

Todos los reactivos utilizados fueron adquiridos
en Sigma — Aldrich (Madrid, Espafia) y todos los
procesos de sintesis fueron llevados a cabo con
agua ultrapura desionizada (Mili — Q).

El objetivo propuesto se inicia con la sintesis de
un nucleo metélico. Posteriormente se realiza un
recubrimiento con diferentes polimeros y se estu-
dia el efecto de la concentracion de tensioactivo,
para ver la influencia que tiene sobre el tamafio.
Se realiza un estudio de las propiedades eléctricas
superficiales en funcion del pH y por ultimo se
completa el estudio conjugando las nanoparticu-
las sintetizadas con una suspension de nanoparti-
culas de cobre.

3. Resultados

3.1. Tamafio de las nanoparticulas de latex
magnético

Como se puede apreciar, en la Tabla 1 el aumento
de la concentracion de SDS en el caso de las par-
ticulas sintetizadas con acido metacrilico dismi-
nuye su tamafo, sin embargo, para las particulas
sintetizadas con poliestireno sulfato sédico, a ma-
yor concentracion de SDS, mayor es el tamafio de
las particulas obtenidas.

Tabla 1: Tamafio medio de nanoparticulas sintetizadas ob-
tenido a diferentes concentraciones de SDS.

3.2. Morfologia de las nanoparticulas de latex
magnético

Como puede apreciarse (Fig. 1y Fig. 2) las parti-
culas magnéticas que se encuentran en el interior,
dan un contraste distinto.

Fig. 1 (izg.): Microfotografia SEM de las particulas de
latex magnético sintetizadas. Barra de error 500nm.

Fig. 2 (dcha.): Microfotografia TEM de las particulas de
latex magnético sintetizadas.
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3.3. Carga eléctrica superficial de las
nanoparticulas de latex magnético

En las graficas 1 y 2 como se puede apreciar, to-
das las particulas muestran un punto isoelécrico
entre valores de pH comprendidos entre 5 y 6.
Para valores de pH mas bésicos la carga eléctrica
superficial es negativa, y esta aumenta en valor
absoluto cuando mas basico es el pH del medio.

Grdfica 1 (izq.): Medidas de movilidad electroforética
en funcion del pH de las particulas de acido metacrilico
sintetizadas con SDS 0,1M y 0,02M.

Grdfica 2 (dcha.): Medidas de movilidad electroforética
en funcién del pH de las particulas de poliestireno sulfato
sodico sintetizadas con SDS 0,1M y 0,02M.

3.4. Tamafio de las nanoparticulas de latex
magnético con cubierta de cobre

Como se puede apreciar, en la Tabla 2 se muestra
que para ambos sistemas, el tamafio es similar.

Tabla. 2: Medidas de tamafio medio de nanoparticulas
conjugadas con 6xido de cobre.

3.5. Morfologia de las nanoparticulas de latex
magnético con cubierta de cobre

Las particulas de cobre se adsorben sobre la su-
perficie de las particulas de latex tal y como se
muestra en la Fig. 3 y 4 obtenida por microscopia
electronica.

Fig. 3 (izq.): Comparacion del efecto magnético adquirido
de la solucién inicial de 6xido de cobre (izquierda) tras
la conjugacién con las nanoparticulas de latex magnéti-
co (derecha).

Fig. 4 (dcha.): Microscopia electronica de barrido (SEM)
de las nanoparticulas de latex magnético (de acido meta-
crilico) recubierta con 6xido de cobre.

3.6. Absorbancia 6ptica de las nanoparticulas
de latex magnético con cubierta de cobre

En la grafica 3 se aprecia adsorcion de las par-
ticulas de cobre. A simple vista se observa que
para las concentraciones mas altas de particulas
de cobre, una vez han estado en contacto con las
suspensiones de latex, el color resultante en el so-
brenadante de las suspensiones se atentia, y por
tanto la absorbancia registrada disminuye.

Grdfica 3: Medidas de absorbancia optica de la suspen-
sion original de particulas de cobre y del sobrenadante
resultante tras ponerlas en contacto con las particulas de
latex sintetizadas. Medidas realizadas a A285nm.

4. Discusién

Tras evidenciar los resultados, las propiedades
finales que poseen las nanoparticulas sintetiza-
das conceden la posibilidad de utilizarlas, por
un lado, como transporte (bien de farmacos, bien
de proteinas, o bien de aquella sustancia que sea
capaz de adsorberse a la superficie de estas nano-
particulas) a un objetivo diana gracias al efecto
magnético del nucleo, y por otro lado como an-
timicrobianas y otras diversas funciones que son
propiedades innatas que posee el cobre.

5. Conclusiones

El disefio propuesto y llevado a cabo recien-
temente, proporciona unos resultados adecua-
dos para su posterior utilizacion en el campo
biomédico.
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1. Introduction

Polyurethane is a unique material that offers the
elasticity of rubber combined with the tough-
ness and durability of metal [1]. Thermoplastic
Polyurethanes (TPU) consists of alternating hard
segments (HS) in a continuous phase of soft
segments (SS): HS contribute to the polymers’
strength due to the formation of intermolecular
hydrogen bonds between urethane structures
and SS fraction provides the polymer elasticity
[2,3]. The use of polyurethanes as carrier for the
production of sustained release formulations is
favorable due to their highly elastomeric charac-
ter, superior tensile strength, crack resistance and
inherent lubricity. They have been successfully
used for many years as drug release controlling
polymers in vaginal rings, stents, coatings, im-
plants and medical tubing [3].

Ultrasound energy has been used for several
years to mold plastic materials. Some polymer-
ic excipients and drugs that are thermoplastic or
show a thermoplastic behavior, undergo a sinter-
ing process when subjected to ultrasound-assist-
ed compression [4].

The aim of this study is to compare the release
behavior of binary matrix systems with differ-
ent ratios of theophylline and TPU539, prepared
employing an US-assisted press and an eccentric
machine.

2. Materials and Methods

Matrix tablets were manufactured using theophy-
lline (Acofarma, Espafia) as model drug and
Pearlbond polyurethane (P539) (Lubrizol Com-
pany, Spain). The TPU was nonmedical grade
with HS composed of methylene diphenyl diiso-
cyanate and SS composed of polycaprolactone

(SS/HS ratio: 150, molecular mass: 67500 Da,
melting point; 56°C). Commercial TPU539 is su-
pplied as spherical white granules of high stren-
gth so it has been transformed into a particulate
solid suitable for compression by solubilization
with acetone and posterior addition of isopropyl
alcohol in continuous agitation and evaporation.
Particles under 850pum have been selected.

Rheological evaluation of the polymer has been
carried out based in the SeDeM Expert system
which provides information about the ability of a
powder for direct compression [5].

Powder mixtures containing 20, 30 and 40% w/w
of TPU539 have been blended for 5 minutes in a
Turbula mixer (Willy A. Bachofen, Switzerland).
Lots of 50 matrix tablets of 250 mg were pre-
pared using both an eccentric tableting machine
(Bonals A-300, Spain) and an US-assisted tab-
leting machine (IMA, Iltaly) employing 14-mm
punches and 850J US energy.

Dissolution studies have been performed in a dis-
solution apparatus Il (Sotax AT7 smart, Switzer-
land), using 900 ml of distilled water at 37+0.5°C
and 50 rpm. 5ml samples were withdrawn at each
time period during 8 h and measured in a UV/VIS
spectrophotometer (Agilent 8453, California,
USA) at 272nm. The assay was performed in six
replicates. The theophylline content was calcu-
lated using a previously determined calibration
curve.

3. Results and discussion

The results of the rheological studies were ex-
pressed in form of a SeDeM diagram (see Fig. 1).
The Parametric Profile (IPP=5.69) and the Good
Compression Index (IGC= 5.32) predict that the
polymer has adequate flow properties, being
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suitable for direct compression without adding
flow agents.

Fig. 1: SeDeM diagram for TPU539.

Figures 2 and 3 show the dissolution profiles
of the tablets studied. It can be observed that
TPU539 shows a good ability to control the drug
release since traditional tablets containing above
30% of polymer release 90% of theophillyne af-
ter 6 h.

Fig. 2: Dissolution profiles for the US tablets.

A higher control of the drug release is achieved
in the case of US compacted tablets, since tablets
containing above 30% of polymer only release
around 70% of theophylline after 8 h.

The existence of a TPU539 percolation threshold

can be appreciated between 20 and 30% (w/w) of
polymer for the two manufacture methods.

Fig. 3: Dissolution profiles for the US tablets.

4. Conclusions

It can be concluded that TPU539 shows good
compactability properties and ability of con-
trolling drug release, which is improved in batch-
es prepared employing the US-assisted tableting
machine. The TPU539 percolation threshold is
situated between 20 and 30% of polymer.
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1. Introduccién

La indometacina es un farmaco antiinflamatorio
no esteroideo que inhibe la ciclooxigenasa, con el
fin de reducir los precursores de las prostaglandi-
nas y tromboxanos. [1]

Este farmaco pertenece a la clase I segun la cla-
sificacion biofarmacéutica, es decir, presenta una
alta permeabilidad y una baja solubilidad. [1]

El objetivo es de este trabajo es aumentar la so-
lubilidad de la indometacina con el fin de reducir
el dafio gastrointestinal que puede provocar. Para
conseguirlo, se preparan cinco diferentes disper-
siones soélidas [2,3] (en adelante DS) de indo-
metacina:L-HPC, utilizando L-HPC como vehi-
culo, (1:0; 1:1; 1:5; 1:10; 1:20). Posteriormente,
se realizan estudios de velocidad de disolucidn
a pH=4,5 (condiciones sink), para comparar el
perfil de disolucion con la materia prima a este
mismo pH y elegir las formulaciones con mejores
velocidades de disolucién.

2. Material y métodos
2.1. Preparacion de las dispersiones sélidas
Se preparan cinco DS con diferentes proporcio-

nes de indometacina: LHPC (1:0; 1:1; 1:5; 1:10;
1:20). [4]

Para ello, primero se disuelven 20 mg de indo-
metacina en 20 mL de tamp6n a pH=8,4 con lau-
rilsulfato sédico (2,5 mg por formulacién) y se
mantiene bajo agitacion magnética 4 horas.

Una vez disuelta la sustancia activa, se dispersan
diferentes cantidades de L-HPC.

Posteriormente, todas las formulaciones se liofili-
zan y finalmente se realiza una tamizacion (125-
500 pm), con el fin de homogeneizar el tamafio
de particula de las mismas.

2.2. Ensayos de velocidad de disolucion

Para estudiar los perfiles de disolucion de las dis-
tintas DS se realizan varios estudios de velocidad
de disolucion a pH=4,5 (condiciones sink).

El equivalente de 10 mg de indometacina se pone
en contacto con 900 mL de tampén a pH=4,5 en
el Aparato 2 (paletas) a 50 rpm. Se realiza toma
de muestras a diferentes tiempos, filtrando a tra-
vés de una membrana de 0,45 um (Millipore®),
y se mide la absorbancia a una longitud de onda
de 266 nm.

3. Resultados y discusion
La Figura 1 muestra las principales diferencias

entre los perfiles de disolucion de la indometa-
cina materia prima (MP) y las diferentes DS a
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pH=4.5.

Fig. 1: Perfiles de disolucion de las DS de indometacina a pH=4,5.

Como se observa en la Figura 1 las dispersiones
solidas de indometacina presentan mas de un
90% de principio activo disuelto a los 5 minutos.
Sin embargo, la indometacina materia prima tan
solo presenta disuelto un 29,97 % de su conteni-
do a los 5 minutos.

Esto puede ser debido al cambio de estado que
experimenta la materia prima, de cristalino a
amorfo por el proceso de liofilizacion [5].

Asimismo se observa cémo incrementos en la
cantidad de L-HPC aumentan la velocidad de in-
dometacina, probablemente debido a una dismi-
nucion en el grado de cristalinidad de la sustancia
activa [6].

4, Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos se puede
concluir que todas las DS mejoran la velocidad
de disolucion de la indometacina materia pri-
ma. Por otra parte, al incrementar la cantidad de
L-HPC se incrementa la velocidad de disolucion
del farmaco.

En estudios futuros se realizaran caracterizacion
de las distintas DS con otras técnicas analiticas
(DSC y XRD) para corroborar los resultados ob-
tenidos. Asi mismo, se seleccionara el granulado
con las mejores caracteristicas de liberacion in

vitro y se realizaran ensayos in vivo para estudiar
su disminucion de toxicidad gastrica.
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1. Introduccién

El Meloxicam (MLX) es un antiinflamatorio no
esteroidico (AINE) de la familia Oxicam [1-8].
Este grupo de AINEs se ha utilizado frecuente-
mente en el tratamiento de la artritis reumatica
y las inflamaciones postoperatorias; ademas se le
conocen buenas propiedades antioxidantes. Reci-
entemente, se ha visto que tienen utilidad en la
quimioprevencién, quimiosupresion y proteccion
UV. El MLX es un inhibidor selectivo de la COX
—21[3, 4,7, 8-11], con gran selectividad y meno-
res efectos adversos gastrointestinales. Debido
a que este farmaco se absorbe bien en la regién
coldnica, se estan estudiando sus propiedades
contra el cancer de colon y enfermedades de esta
zona, por lo que es interesante investigar nuevas
formulaciones de liberacion col6nica de esta sus-
tancia [1, 3, 4, 10-13].

2. Materiales y métodos

Materiales: Meloxicam (MLX, Fagron, Barcelo-
na, Espafia); Methylcellulose (MC, Metolose®
90 SH 100, Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Tok-
yo, Japon); dispersion acuosa de un copolimero
de acrilato de etilo y metacrilato de metilo (EU-
DRAGIT ® RS 30D, EUDRAGIT ® FS 30D y
Eudragit® NM 30D, regalo de Evonik Réhm,
Alemania); alfa-lactosa monohidrato (L, Fagron
, Barcelona, Espafia). Todos los productos de gra-
do farmacéutico o superior.

Preparacion de formulaciones: EI MLX a estudio
se granul6 con lactosa y Eudragit®. Se emplearon
tres tipos diferentes de Eudragit®: RS, FS y NM;

algunos granulados contenian el 5% de celulosa
(Metolose® 90 SH 100). Se prepararon distintos
granulados [Tabla 1] con distintas proporciones
de todos estos componentes y se seleccionaron
aquellos granulos con diametro comprendido en-
tre0,5y 1,41 mm.

FORMULACIONES MLX L MC EUDRAGIT EUDRAGIT EUDRAGIT
) | o) | ) #Rs ®Fs *Nm

RS 175 | 530 | o 30,0 0 0

FS 17,5 53,0 o 0 30,0 o

NM 175 | 530 | o 0 0 30,0

RS+FS 175 | 530 | o 15,0 15,0 0

NM+FS 175 | 530 | o 0 15,0 15,0

CRS 17,5 | 480 | 50 30,0 0 0

CFs 17,5 | 480 | 50 0 30,0 0

CNM 17,5 | 48,0 | 50 0 0 30,0

CRS+CFS 17,5 | 48,0 | 50 15,0 15,0 0

CNM+CFS 17,5 | 480 50 0 15,0 15,0

Tabla 1: Composicién de las formulaciones.

Liberacion in vitro: Los granulados se sometieron
a una prueba de velocidad de disolucion en un
aparato de disolucion que contenia en sus cesti-
llos 10 mg de MLX o su equivalente en granula-
do con 500 ml de pH 1,2, a 37°C y 50 rpm, duran-
te 2h, tras las cuales el medio fue completado con
167 ml de tampon hasta alcanzar pH 6,8, 37°C y
50 rpm durante 3 horas, después, se afiadieron 5
ml de NaOH 2M para obtener pH 7,4, 37°C y 50
rpm. El experimento duré 24 horas. Se tomaron
alicuotas cada hora las primeras dos horas y cada
media hora hasta las 8 horas, tomando una tltima
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muestra a las 24h. Las muestras se midieron sin
diluir en el espectrofotometro a 364nm de lon-
gitud de onda. Cada determinacion fue realiza-
da por triplicado a cada tiempo y la desviacion
estandar se representd con barras de error en la
grafica de resultados.

3. Resultados y Discusion

El ensayo de velocidad de disolucion [Fig. 1]
mostré que el granulado que mejores resultados
obtuvo fue CNM, que contenia Eudragit® NM y
un 5% de celulosa, liberando el 94,52% del prin-
cipio activo a las 8h, resultando un perfil de ce-
sién mas equilibrado. El granulado FS resulté ser
el mas lento, cediendo solo el 24,52% de MLX
a las 8h.

Fig. 1: Perfiles de liberacion a 37 °C de varios productos
en SCF: CNM (-=-); NM (-=-); CRS (-* ); RS ( ); NM+ FS
(-*-); CNM+CES (-*-); FS (-*-); CFS (-*-); RS+FS ( " );y
CRS+CFES ().

Como granulado intermedio se selecciona el
CFS, que libera un 56,69% tras 8h. Se observa
que, tras afiadir celulosa (Metolose® 90 SH 100),
el coeficiente de solubilidad se incrementa por-
que facilita la desintegracion de la formulacion.

4, Conclusiones

Se ha desarrollado una nueva formulacion multi-
particular de MLX de liberacion colonica, facil y
econémica de producir industrialmente. Para estu-
dios sucesivos se seleccionaran el granulado con
mayor porcentaje de liberacion a las 8h (CNM), el
de menor porcentaje (FS) y el granulado de resul-
tado intermedio (CFS) y se realizaran ensayos in
vivo y otros estudios con otras técnicas analiticas
para corroborar los resultados obtenidos.
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1. Introduction

The rational design of polymers for the develop-
ment of novel biomedical applications is being
a hot topic in the synthesis of new materials. In
the last years, a wide range of natural and syn-
thetic polymers with particular biomedical ap-
plications, capable of undergoing degradation by
hydrolytic or enzymatic mechanism, have been
synthesized [1]. Among the synthetic materials
used in biomedicine, polyurethanes (PUs) are be-
ing widely investigated due to their low toxicity,
potential biodegradability, biocompatibility, and
versatile structures.

Preformulation studies of the polymers employed
in the manufacture of matrix tablets are essential
to estimate the suitability of the excipients for
direct compression. In this sense, Sufié Negre et
al. [2] have developed an expert system called
SeDeM that provides information about the abil-
ity of active ingredients and excipients to be pro-
cessed by direct compression.

The SeDeM expert system evaluates the attrib-
utes having an impact on the quality of the final
product, making possible the improvement of the
formulation from a science based perspective,
in agreement with the principles of Quality by
Design (QbD), described in the guidelines of the
International Conference on Harmonisation (ICH

Q8) [3-4].

2. Materials and Methods
2.1. Materials

Theophylline anhydrous and the new polymers
PU(Dithiodiethanol-DTDI) (PU1) and PU[(IPr)
Man-DTDI] (PU2) were used. The API was pur-
chased from Acofarma (Barcelona, Spain) and
the polymers were synthesizedat the Department
of Organic and Pharmaceutical Chemistry, Uni-
versity of Seville.

2.2. Methods

SeDeM expert systemwas used to carry out the
preformulation studies of the polymers em-
ployed. This method is based on the experimental
measurement of a number of rheological param-
eters of the powder, followed by classification in
different groups depending on the property that
they are measuring (dimension, compressibility,
flowability/powder flow, lubricity/stability and
lubricity/dosage).

The polymers were subjected to rheological stud-
ies and the obtained results were normalised, us-
ing a scale from 0 to 10.

The normalised values, also called radius values
(r), were then plotted in the SeDeM Diagram and
connected with lineal segments.

Additionally, to determine whether the product
is suitable for direct compression, the Parametric
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index (IP), Parametric profile index (IPP) and
Good compression index (IGC) were calculated
based on SeDeM Diagram.

3. Results and Discussion

The obtained values were normalized and rep-
resented as radius values in the diagram shown
in Figure 1 for PUL and Figure 2 for PU2. This
provides intuitive and valuable information about
the type of substances that would be adequate
for obtaining a direct compression powder blend
containing these excipients.

Fig.1: SeDeM Diagram for PU1.

Fig.2: SeDeM Diagram for PU2.

The results of the Parametric Profile (mean ra-
dius) (5.31 for PU1 and 5.78 for PU2) and the
Good Compression Index (5.00 for PU1 and 5.45
for PU2), are higher than 5, therefore they are
considered as adequate for direct compression
without adding a flow agent. The obtained val-
ues are better than those reported for other poly-
urethane studied previously [5] and even higher
than the value reported for hydroxypropylmethyl
cellulose (HPMC) [6], one of the most used ex-
cipient for prolonged release.

4. Conclusions

According to the SeDeM method, these new bio-
degradable polymers show adequate rheological
properties to be used as matrix forming excipi-
ent by direct compression, even without addition
of flow agents. Furthermore, using the SeDeM
diagram, the strong and the weak aspectsof the
rheology of these polymers can be easily appre-
ciated, providing a rational basis for the design of
a solid dosage forms, contributing to build up a
database that improves the formulation and help-
ing to correct the weak points of a substance with
other components of the formulation.
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1. Introduccion

Las Nanoparticulas Lipidicas Solidas (SLN) son
sistemas coloidales preparados con lipidos so-
lidos a temperatura ambiente y corporal y, con
surfactantes generalmente reconocidos como se-
guros, que se emplean para estabilizar los nano-
transportadores evitando su agregacion [1].

Uno de los métodos empleados en el desarrollo
de SLN es la homogeneizacion a alta cizalla en
caliente, que permite obtener nanoparticulas de
forma sencilla, evitando el uso de excipientes or-
ganicos [2]. La incorporacion del farmaco en este
procedimiento se realiza mediante su adicién al
lipido fundido [2], lo que hace conveniente la rea-
lizacion de estudios preliminares, para establecer
potenciales interacciones entre el farmaco y el li-
pido y/o estudiar la solubilizacion del farmaco en
el lipido fundido.

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
permite evaluar, de forma répida y sencilla, las
interacciones entre los componentes de una for-
mulacién mediante el analisis de sus mezclas.
Asi, el proceso de disolucion del farmaco en el
lipido se pone claramente de manifiesto mediante
lareduccion de la entalpia de fusion caracteristica
del farmaco [3].

Este trabajo se centra en explorar las interaccio-
nes farmaco-lipido como etapa previa en el desa-
rrollo de SLN.

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

Gliceril dibehenato [(GDB) Gattefossé, Fran-

cia], gliceril tristearato [(GDT) Sigma Aldrich,
EEUUY], rifabutina [(RFB) Carbosynth Limited,

UK], clofazimina [(CLZ) Santa Cruz Biotechno-
logy, EEUU], claritromicina [(CLT) Tokyo Che-
mical Industry, India).

2.2. Métodos

Se prepararon y homogeneizaron en mortero,
mezclas binarias de lipido (GDB o GDT) con un
5 0 un 10% de los farmacos estudiados (claritro-
micina, clofazimina o rifabutina).

Se evaluaron mediante DSC de temperatura modu-
lada (DSC Q100, TA Instruments, New Castle, DE)
muestras de las materias primas y sus mezclas (1-
3mg) acondicionadas en capsulas de aluminio no
herméticamente cerradas. Las muestras se calenta-
ron a una velocidad de 5°C/min entre 25y 300°C.

3. Resultados y Discusién

En la Figura 1 se presentan los termogramas de
DSC de las materias primas y, a modo de ejem-
plo, los correspondientes a las mezclas de los
farmacos con gliceril dibehenato. En ellos se
sefialan los eventos endotérmicos asociados a la
fusion de los diferentes farmacos y/o lipidos.

Los resultados corroboran las temperaturas de fu-
sién nominales de los lipidos que fueron de 70 y
73°C para el gliceril dibehenato y el gliceril tris-
tearato, respectivamente.

En la misma linea, los termogramas obtenidos
para los diferentes farmacos estan acordes con
los descritos en la bibliografia para los diferentes
farmacos. Asi, la claritromicina y la clofazimina
(Fig. 1A) presentan un tinico evento endotérmico
a 227y 220°C respectivamente que corresponde
con su temperatura de fusion.
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Fig. 1: Termogramas de DSC de las ma-
terias primas y las mezclas elaboradas.

El termograma para la RFB (Fig. 1B) presenta un
evento a 149°C que ha sido relacionado con la
endoterma de fusién del farmaco [2].

Las mezclas farmaco-lipido muestran en todos
los casos el evento relacionado con la fusion del
lipido, sin variaciones significativas en la posi-
cidn ni en la entalpia asociada al pico. Por el con-
trario, se produce la desaparicion de los eventos
correspondientes a la fusion de los farmacos, lo
que es indicativo de que se produce su disolu-
cion completa en el lipido fundido (Fig. 1Cy E).
Este comportamiento presenta la excepcion de la
mezcla correspondiente al porcentaje mas alto de
RFB en el lipido GDB, para la que se mantiene

un evento a 150°C que
sugiere la disolucion
incompleta del farmaco
cuando se incorpora en
esta proporcion (Fig.
1D).

Los resultados obte-
nidos ponen de mani-
fiesto la utilidad de la
técnica de DSC para
el estudio de las inte-
racciones de los far-
macos empleados, de
naturaleza  lipofilica
con lipidos base para la
elaboracion de SLN y
sugieren la convenien-
ciadel empleo del GDT
para la incorporacion
de todos los farmacos
en la proporcién mas
elevada, o bien GDB
con porcentajes Mas re-
ducidos de RBT.
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1. Introduccién

Los minicomprimidos son una forma farmacéu-
tica en auge en los Gltimos afos. El tamafo de
particula del farmaco y el polimero empleado en
la elaboracion de minicomprimidos son aspectos
criticos en la liberacion de fArmacos desde siste-
mas matriciales [1]. El objetivo de este estudio es
comparar los perfiles de disolucion de minicom-
primidos matriciales de ibuprofeno de dos tama-
fios de particula y distinta composicion.

2. Material y métodos
2.1. Preparacion de los minicomprimidos

Se elaboraron minicomprimidos de liberacién
sostenida de ibuprofeno de tamafio de particula
de 60-130 um (TP1) y de 20-35 um (TP2). Los
minicomprimidos fueron obtenidos median-
te compresién directa utilizando punzones de 2
mm de diametro. Como excipientes poliméricos
se emplearon Polyox® WSR-303 LEO NF, Lu-
britab® NF, Viscarin® GP-209 NF y Gelcarin®
GP-379 NF. Como diluyentes se utilizaron Com-
precel® PH 102, Avicel® DG NF y Anhydrous
Emcompress®. Como agentes antifriccion se em-
plearon Aerosil® 200 Pharma, Kemilub® EM-F y
Compritol® 888 ATO. En la Tabla 1 se recogen
las formulaciones estudiadas.

2.2. Reologia de las mezclas

Sobre cada mezcla homogénea, previo a la com-
presion, se determinaron las caracteristicas reol6-
gicas (indices de Carr y Hausner y fluidez) segiin
monografias de la Real Farmacopea Espaiiola [2].

% p/p
Componentes Lotel | Lote2 | Lote3 | Lote4
Ibuprofeno
TPE TPo* 2469 | 24,69 | 24,69 | 24,69
Polyox® 57,05 - - -
Lubritab® - 57,05 - -
Viscarin® - - 57,05 -
Gelcarin® - - - 57,05
Comprecel® - - 16,30 | 16,30
Avicel® 16,30 - - -
Emcompress® - 16,30 - -
Aerosil® 0,98 0,98 0,98 0,98
Kemilub® 0,98 - - -
Compritol® - 0,98 0,98 0,98

*TP1 (tamafio de particula 60-130 pm); TP2 (20-35 pm).
Tabla 1: Composicion (% p/p) de las mezclas a comprimir.

2.3. Caracterizacion de los minicomprimidos

Sobre los minicomprimidos se realizaron los en-
sayos de apariencia, uniformidad de masa, resis-
tencia a la rotura, didmetro, espesor y perfil de
disolucion. El perfil de disolucion se determind
utilizando el aparato 2 de la Real Farmacopea Es-
pafiola [2] a 50 rpm, en 900 ml de tampdn fosfato
pH 6,8, 2 37,0°+0,5. Se tomaron muestras a tiem-
pos predeterminados durante 24 horas y se ana-
lizaron espectrofotométricamente a una longitud
de onda de 221 nm (paso 6ptico 1 mm).

3. Resultados y discusion

Los resultados de las mezclas muestran que, en
general, los lotes elaborados a base de carragena-
nos presentan un peor comportamiento reoldgico.
Asimismo, se observan mejores resultados para
los indices de Carr y de Hausner, asi como para
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el ensayo de fluidez en las mezclas elaboradas
con el ibuprofeno de mayor tamafio de particula
(Tabla 2).

Ensayo | TP | L1 L2 L3 L4

indicede | 1 | 16,89 | 1452 | 2428 | 22,22
Car(%) | 2 | 1851 | 16,67 | 19,35 | 29,33
indicede | 1 | 120 | 117 | 1,32 | 1,28
Hausner | 2 | 1,23 | 1,20 | 129 | 141
Fluidez | 1 | 970 | 720 | 947 | 7,97
(s100g) | 2 | 1040 | 11,17 | 11,60 | 857

Tabla 2: Reologia de las mezclas estudiadas.

Los minicomprimidos obtenidos presentaron pe-
sos entre 7-10 mg y valores de resistencia a la
rotura entre 3-13 N.

El estudio de los perfiles de disolucion pone
de manifiesto que en los minicomprimidos ela-
borados con Lubritab® se consigue sostener la
liberacion del farmaco en ambos tamafios de
particula. Los minicomprimidos elaborados a
base de Polyox® presentan perfiles de liberacion
sostenida pero con una mayor tasa de liberacion
del farmaco que los de Lubritab®. El lambda ca-
rragenano (Viscarin®) no resulta 1til en el control
de la liberacion del ibuprofeno, mientras que los
comprimidos de iota carragenano (Gelcarin®)
presentan un perfil de liberacion mas lento en la
formulacién con ibuprofeno de menor tamafio de
particula (Fig. 1). Ambos carragenanos presentan
alta viscosidad, con la diferencia de que el lamb-
da carragenano no forma gel con la entrada de
agua en la matriz y el iota carragenano si [3], lo
que podria explicar las diferencias en sus perfiles.

Fig. 1: Perfiles de disolucion para los distintos polimeros
estudiados.

Con respecto al tamafio de particula, como
queda recogido en la Figura 2, éste afecta a las

formulaciones a base de Lubritab® y Gelcarin®,
donde los lotes de tamafio de particula pequefio
liberan més lentamente el farmaco.

Fig. 2: Comparativa de los perfiles de disolucion vs tama-
fio de particula.

Algunos autores consideran que el tamafio de
particula del farmaco es critico en el perfil de li-
beracion unicamente cuando el porcentaje de po-
limero es pequefio [4]. En las formulaciones con
Polyox® y Viscarin® el % de polimero empleado
seria suficiente para evitar un impacto del tamafio
de particula en la liberacion del ibuprofeno. Asi-
mismo, tamafios de particula pequefios estan re-
lacionados con tasas de liberacion mas lentas, por
favorecer una mayor tortuosidad del sistema [1].

4. Conclusiones

1. Es posible sostener la velocidad de libe-
racion de ibuprofeno en sistemas matriciales
en minicomprimidos de 2 mm de didmetro.
2. Lubritab® consigue perfiles de disolucion
mas lentos que Gelcarin®, Viscarin® y Polyox®.
3. El tamailo de particula del farmaco influye en
los sistemas a base de Gelcarin® y Lubritab®.
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1. Introduccion

El naproxeno es un farmaco muy utilizado en
ataques agudos de migrafia. La disminucion de la
cristalinidad del Np base (Np base) o sodico (Np
Na) permitira mejorar su velocidad de disolucion,
facilitando una accién mas rapida.

La disminucion de la cristalinidad mediante pro-
cesos por secado a vacio es necesario incorporar
excipientes como agentes estabilizantes de las
formulaciones obtenidas.

En este estudio se evalta, mediante técnicas de
caracterizacion y de velocidad de disolucion,
la accién estabilizante de la hidroxipropil metil
celulosa de bajo peso molecular (L-HPC) en las
formulaciones.

2. Materiales y métodos

2.1. Ensayos de calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

Para el ensayo de DSC se utiliz6 un calorimetro
diferencial de barrido de tipo Mettler® Toledo
de modelo DSC 3 Star system (Schwerzenbach,
Switzerland), con una corriente de nitrégeno. La
temperatura de calibracién utilizada en estos es-
tudios segun el estandar de referencia del elemen-
to quimico indio (In) es de 156,60°C.

Para los ensayos de cada formulacion se utilizaron
capsulas de aluminio conteniendo el equivalente a
2 mg de naproxeno y se analizaron en un rango de
temperaturas entre 25 a 300°C. La velocidad de
calentamiento es de 10°C/min y con un flujo de
nitrogeno constante de 30 mi/min. [1,2]

2.2. Ensayos de difraccién de rayos X

Este ensayo se realiz6 en un difractometro Phi-
lips® X’Pert (Almelo, Netherlands). Las muestras
se introdujeron en un portamuestras y se some-
tieron a una radiacion Ka de cobre con angulos
entre 5° y 40°. El voltaje utilizado sera de 40 mV
y la intensidad de 55 mA. [1,3]

2.3. Ensayos de velocidad de disolucion

Este ensayo se realiz6 en un aparato de velocidad
de disolucion Erweka® DT80 (Heusemstamm,
Germany) con las siguientes caracteristicas: 900
ml de un medio de disolucién de pH 1,2 (acido
hidrocloridrico 0,1 M), empleando un sistema de
agitacion de paletas(tipo I1) a 50 r.p.m y una tem-
peratura del medio de 37+0,5°C.

Los ensayos se realizaron cumpliendo condicio-
nes SINK, empleando en cada formulacion el
equivalente a 20 mg de Np base. Se realizé una
toma de muestras de 5 ml sin reposicion, a tiem-
pos de 5; 10; 15; 20; 30; 45; 60; 90; 120; 150; 180
minutos y 24 h. Las muestras se filtraron por 45
um, Pall® Acrodisc GF (Ann Arbor, USA) anali-
zandose en un espectrofotometro Shimadzu UV-
1700 (Tokyo, Japan) a 270 nm, representandose
la media de 4 determinaciones. [4]

3. Resultados y discusion

Mediante DSC y difraccion de rayos X se realiza
la caracterizacion de las distintas formulaciones.
Las formulaciones seleccionadas se someten a
estudios de velocidad de disolucion.
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3.1. Ensayos de DSC

La Figura 1 muestra los barridos calorimétricos
para las distintas formulaciones secadas a vacio
con L-HPC. La accion estabilizante de este
derivado celul6sico da lugar a un descenso en las
entalpias y temperaturas de fusion de las distintas
dispersiones solidas con L-HPC.

Fig. 1: Resultados DSC de L-HPC (negro) y Np Na secado
a vacio con L-HPC 1:0,5 (rojo); 1:1 (morado); 1:1,5 (na-
ranja); 1:0 (azul).

3.2. Ensayos de rayos X

En la Figura 2, las formulaciones de Np Na seca-
do a vacio junto con L-HPC en proporcion 1:0,5
1:1y 1:1,5 presentan el Np en una forma mayori-
tariamente amorfa, observandose ademas el halo
amorfo del derivado celulésico (L-HPC).

Fig. 2: Resultados de rayos X de Np base (marron) frente
a Np Na materia prima (verde), Np Na secado a vacio con
distintas proporciones de L-HPC 1:0 (azul); 1:0,5 (rojo);
1:1 (morado) y 1:1,5 (naranja) y L-HPC (negro).

3.3. Ensayos de velocidad de disolucién

En la Figura 3 se observa como en la formula-
cion Np Na:L-HPC 1:0,5 presenta una velocidad
de disolucion similar a la formulacion de Np Na
secada a vacio (1:0) con menores desviaciones
estandar. Las dispersiones solidas con mayores

proporciones de L-HPC (1:1y 1:1,5) presentan un
retraso significativo en sus perfiles de disolucion.

Fig. 3: Resultados del ensayo de velocidad de disolucién
de Np Na secado a vacio con diferentes proporciones
de L-HPC 1:0 (azul); 1:0,5 (rojo); 1:1 (morado) y 1:1,5
(naranja) frente a Np Na (verde) y Np base (marrén) sin
tratar.

4. Conclusiones

El Np Na presenta una mejor velocidad de disolu-
cidn que el naproxeno base.

La mayor velocidad de disolucién del naproxeno
sodico tras un tratamiento mediante congelacion
y secado a vacio se debe a una forma mayorita-
riamente amorfa.

La utilizacién de L-HPC en bajas proporciones
(Np Na:L-HPC 1:0,5) como agente estabilizante
da lugar a una forma mas amorfa del Np Na con
una elevada velocidad de disolucién.
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1. Introduccién

En estudios previos se estudia la elaboracion de
dispersiones solidas de Naproxeno sddico con
Hidroxipropil metil celulosa de bajo peso mole-
cular, seleccionando la proporcion Np Na secado
a vacio: L-HPC (1:0,5) por su importante mejora
en su velocidad de disolucion.

En este trabajo se estudia el empleo del Kolli-
phor RH 40 o croscarmelosa soédica como nuevos
agentes estabilizantes de la formulacion sélida de
Np Na secado a vacio:L-HPC (1:0,5). Los estu-
dios de caracterizacion por DSC, Difraccion de
rayos X y velocidad de disolucién nos permiten
evaluar como influye la forma amorfa de estas
dispersiones sdlidas en la velocidad de disolucion
del Np Na.

2. Materiales y métodos

2.1. Ensayos de calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

En el ensayo de DSC se utilizé un calorimetro
diferencial de barrido DSC 3 Star System, Me-
ttler® Toledo (Schwerzenbach, Switzerland),
empleando indio (In) con una temperatura de
156,60°C como estandar de referencia.

En cada capsula de aluminio sellada, se peso el
equivalente a 2 mg de Np Na analizandose entre
25 y 300°C. La velocidad de calentamiento fue
de 10°C/min con un flujo de nitrogeno constante
de 30ml/min [1, 2,3].

2.2. Ensayos de difraccion de rayos X

Para la realizacién de este estudio se utiliz6 el
método de barrido de superficie en un difracto-
metro Philips® X’Pert (Almelo, Netherlands).

Las muestras se colocaron en un portamuestras
y se irradi6 con radiacion Ka de cobre, a 40mV,
55mA con unos angulos de incidencia entre 5-40°
26 y con un paso de 0,04 26 [1, 3, 4].

2.3. Ensayos de velocidad de disolucién

Los ensayos de velocidad de disolucion se rea-
lizaron en un equipo de velocidad de disolucion
Erweka® DT80 (Heusemstamm, Germany)
en las siguientes condiciones: medio de disolu-
cion de 900ml de HCI 0,1M, a una temperatura
3740,5°C, con un sistema de agitacion por pale-
tas (tipo 2) a 50 r.p.m.

Para la realizacion de estos ensayos de velocidad
de disolucion en condiciones SINK, se utilizaron
muestras proporcionales a 20mg de naproxeno
sodico, para evitar la saturacion en el medio de
disolucion. Los resultados son la media de 4 de-
terminaciones, realizando la toma de muestras
a: 5; 10; 15; 20; 30; 45; 60; 90; 120; 150; 180
minutos y 24 horas. A cada tiempo se tom6 una
alicuota de Sml sin reposicion y filtrandose me-
diante un filtro GHP Acrodisc GF, GF/0,45um,
25 mm de la marca Pall® (Ann Arbor, USA) [2].
Las muestras se analizaron en un espectrofoto-
metro Shimadzu UV- 1700 (Tokyo, Japan) a una
longitud de onda de 270nm.
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3. Resultados y discusion

Mediante los estudios de DSC y rayos X se proce-
de a la caracterizacién de las formulaciones. Los
estudios de velocidad de disolucién nos permitiran
conocer la formulacién méas adecuada de todas.

3.1. Ensayos de DSC

En la Figura 1 se observa como es necesaria la
adicién tanto del tensioactivo como del superdis-
gregante para la obtencién de una forma mayori-
tariamente amorfa de Np sodico secado a vacio
mas estable.

7 O P = " = = T = = = PR

Fig. 1: Resultados DSC. Np sddico secado a vacio 1:0
(azul) y formulaciones secadas a vacio de Np Na:L-HP-
C:Kolliphor:Croscarmelosa  1:0,5:0,1:0 (verde) vy
1:0,5:0,1:0,1 (naranja).

3.2. Ensayos de rayos X

La Figura 2 muestra que la adicion de croscarme-
losa a las formulaciones secadas a vacio da lugar
a una mayor forma amorfa del naproxeno y por
tanto podria dar lugar a una mayor velocidad de
disolucion.

Fig. 2: Resultados rayos X. Np Na secado a vacio; 1:0
(azul), formulaciones secadas a vacio de Np Na:L-HP-
C:Kolliphor:Croscarmelosa  1:0,5:0,1:0  (verde) vy
1:0,5:0,1:0,1 (naranja).

3.3. Ensayos de velocidad de disolucién

Como se aprecia en la Figura 3 la adicién de

surfactante a la formulacion da un perfil de libe-
racion similar al que presenta el Np sodico se-
cado a vacio (1:0), mientras que la combinacién
de un agente surfactante con un superdisgregante
acelera el proceso de velocidad de disolucion.

Fig. 3: Resultados velocidad de disolucién. Np sédico se-
cado a vacio; 1:0 (azul) y formulaciones secadas a vacio
de Np Na:L-HPC:Kolliphor:Croscarmelosa 1:0,5:0,1:0
(verde) y 1:0,5:0,1:0,1 (naranja).

4. Conclusiones

El empleo de agentes surfactantes como el Ko-
lliphor facilita las formas amorfas del Np sddico,
pero no consigue mejoras apreciables en sus per-
files de velocidad de disolucion.

Sin embargo la utilizacién de manera conjunta de
un surfactante y un superdisgregante permite ob-
tener formas amorfas de Np Na con una mejora
importante en su velocidad de disolucion (82,63
+ 4,80% a los 30 min.) frente a la formulacién
secada a vacio sin excipientes (69,18 + 3,10% a
los 30 min.).
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1. Introduccion

Los estudios para la estimacion de la solubilidad
son de gran utilidad y constituyen un factor de-
terminante a la hora de optimizar y desarrollar los
procesos tecnolégicos durante las etapas de pre-
formulacién. La mayoria de los principios activos
son de naturaleza semipolar o no polar, por lo que
se disolveran mejor en disolventes o mezclas de
disolventes de polaridad media. Los modelos de
prediccion de solubilidad resultan muy valiosos
para el disefiador farmacéutico en las fases pre-
vias al desarrollo de medicamentos[1]. En la li-
teratura se han descrito diferentes modelos [2-4].
Uno de ellos es el modelo de Jouyban-Gharama-
leky (1997) [5] que corresponde a una aproxima-
cion de la ecuacién de Bustamante [4].

1 ) —_ £ y £ 1 £ y £ £ ¥l o ¥ay ¥ay gl of
mAy =fpmA; +/pndy + 7. In4. + 51_-'122_-'5:' + 3:.-'&.-'5:' + 33.-'::.-'5 + Safe 0

X_, es la fraccion molar de soluto, f, f, y f, son
las fracciones en volumen de los disolventes a,
b, y ¢ respectivamente, InX,, InX_y InX_, las so-
lubilidades de los disolventes puros y B,-B,, son
las constantes del modelo que representan las in-
teracciones disolvente-disolvente y soluto-disol-
vente a nivel molecular.

El Celecoxib (CLX) es un inhibidor selectivo de
lacicloxigenasa-2 (COX-2), de muy baja solubili-
dad [6], por tanto, es trascendental mejorar su so-
lubilidad para facilitar el proceso de desarrollo de
sus formulaciones y su biodisponibilidad (fig. 1).

Fig. 1: Estructura molecular Celecoxib.

2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

CLX (Normon), agua bidestilada miliQ, etanol
96% (Panreac), acetato de etilo (Merck).

2.2. Métodos

- Preparacion de suspensiones de CLX en mez-
clas disolventes de agua-etanol y etanol-acetato
de etilo.

- Determinacion experimental espectrofotométri-
ca de la solubilidad a 25°C en bafio termostatiza-
do (A, =253 nm).

Ec..1

- Determinacion de la densidad con picnémetros
calibrados para expresar la solubilidad en frac-
cion molar, X .

3. Resultados y Discusién

La solubilidad experimental (InX) con los tres
disolventes puros a 25°C se muestra en la Tabla
1. Estos valores son los empleados para prede-
cir la solubilidad utilizando el modelo de Jouy-
ban-Gharamaleky (1997) [5].

InX, -17,4185
InX, -4,3787
InX_ -3,9235

Tabla 1: Solubilidad del CLX en agua(a), etanol(b) y ace-
tato de etilo(c).

Inicialmente el modelo [5] se utilizé con farmacos
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con dos maximos de solubilidad, pero su aplica-
cion se extendié a farmacos con perfiles con un
unico maximo de solubilidad, como ocurre con el
CLX[7]. En la Tabla 2 se relacionan los valores
de solubilidad experimental obtenidos en las dos
mezclas disolventes seleccionadas.

fa |fb |fc |M:experimental | X:calculada
1| o] 0O 2,72E-08 2,07E-08
09|01 0 7,00E-08 1,11E-07
0,8|02| 0 8,17E-07 6,42E-07
07|03 0 2,26E-06 3,79E-06
06|04 O 2,95E-05 2,16E-05
05|05 o 0,0002 0,0001
04|06 0 0,0005 0,0005
0,307 o 0,0015 0,0017
02|08 0 0,0036 0,0047
01|08 0 0,0085 0,0081
o 1| 0O 0,0125 0,0119
o|og|o1 0,0211 0,0183
0|0,8|0,2 0,0273 0,0253
o|o,7|0,3 0,0296 0,0316
0|0,6|0,4 0,0337 0,03562
o|o5|0,5 0,0379 0,0383
0|04|0,6 0,0364 0,0377
R 0,0354 0,0349
o|oz|o08 0,0325 0,0306
o|o1|o9 0,0270 0,0257
o o 1 0,0188 0,0209

Tabla 2: Pardmetros Modelo Jouyban-Gharamaleky para
CLX.

Como se puede observar en la Figura 2, este mo-
delo de prediccion permite conseguir una perfec-
ta reproducibilidad del perfil de solubilidad. Los
resultados han sido significativos y muy satisfac-
torios (r? > 0,997) lo que pone de manifiesto su
utilidad en la prediccion de solubilidad de este
principio activo. La aplicacion de este modelo a
otros principios activos supondria un ahorro sig-
nificativo de tiempo y recursos econémicos en el
disefio de formulaciones liquidas, por la disminu-
cion en el numero de experimentos.

000 025 050 075 100
f

Fig. 2: Solubilidad experimental (X,) (negro) y calculada
(roja) para el Celecoxib.

4. Conclusion

El modelo de Jouyban-Gharamaleky (1997) es
sencillo de aplicar y permite predecir la solubi-
lidad del Celecoxib a 25°C, mostrando una ex-
celente correlacion con respecto a los valores
experimentales. Se puede proponer este modelo
predictivo ya que resulta muy util cuando conta-
mos con una cantidad escasa de farmaco o para
evitar el consumo de tiempo a la vez supone un
ahorro de esfuerzo préactico en la preparacion y
desarrollo de las experimentaciones.

Se concluye que este modelo presenta una gran
precisién y predictibilidad.
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1. Introduccion

La determinacion de los pardmetros de solubili-
dad parciales utilizando el modelo ampliado de
Martin et al., [1] se realiza a partir de la relacion
de la variable dependiente Ina2/U con los pa-
rametros de solubilidad parciales. o es el coefi-
ciente de actividad del farmaco, definido como la
relacion entre la solubilidad ideal (X2i) y la expe-
rimental (X2). U se calcula a partir del volumen
molar del farmaco y la fraccion de volumen del
disolvente. Nuestro grupo de investigacion sus-
tituy6 esa variable dependiente por InX2 (méto-
do de Bustamante et al. [2,3]). Con anterioridad,
ambos métodos fueron utilizados para determinar
parametros de solubilidad de diferentes compues-
tos, tales fueron farmacos como el naproxeno y
diclofencaco sddico [4] o piroxicam y acido ni-
flimico [5], excipientes como la lactosa, manitol
0 sacarosa [6] o derivados salinos como el ben-
zoato sodico o el ibuprofeno sédico [7]. Tanto el
método de Martin como el de Bustamante [1-7]
incluyen el modelo de tres parametros (disper-
sion, dipolar, enlace de hidrogeno) y el de cuatro
parametros de solubilidad (dispersion, dipolar,
acido y basico). A continuacion, se indican las
ecuaciones utilizadas con el modelo de tres y
cuatro parametros:

Variable dependiente = C, + C§, 2 + C,8,, +
C381p2 +Co,+ Co,2+Co, Ec.1
Variable dependiente = C, + C5 2 + C3,, +
C381p2 + C451p + CSSIH + C661b + C781351b EC' 2

Los parametros de solubilidad parciales (5,, 5,,
d,, 8,, 8,,) se obtienen utilizando los coeficientes

2h, ~2a,,
de regaresi()n delasEcs. 1y 2:

Ec.1:8,=-(C,/2C,):8, =-(C,/2C,);5,,=-C,/2C,)

Ec. 2: 8,=-(C,/2C,); 8,=-(C,/2C); 8,=-(C,/C.);
8,,=-(C,/C,)

2. Materiales y métodos

- Probenecid (&cido 4-(dipropilsulfamoil) benzoi-
co). Agente uricostrico que aumenta la excrecion
del 4cido urico por la orina, por lo que se indica
fundamentalmente para el tratamiento de la gota
y la hiperuricemia.

- Se seleccionaron 18 disolventes de diferentes
clases quimicas y amplio intervalo de polaridad;
desde 14,93 MPa'? (hexano) hasta el més polar,
47,8 MPa'? (agua) (Tabla 1). Se prepararon sus-
pensiones con cada uno de los disolventes puros
seleccionados y se saturaron a 25°C en un bafio
termostatizado provisto de agitacion hasta alca-
nzar el equilibrio de solubilidad (cuatro dias). La
concentracion de la fase disuelta previamente fil-
trada, con filtros compatibles con los disolventes
puros utilizados, se midié espectrofotométrica-
mente a la longitud de onda de maxima absorcion
elegida (242 nm).

3. Resultados y discusion

La solubilidad ideal obtenida a partir de los datos
calorimétricos de temperatura de fusién y calor
molar de fusién fue de XZi = 0,00694. Este valor
se utilizo para calcular la variable dependiente,
Ina.,/U. Se han analizado los resultados obtenidos
para las variables dependientes Inc/U y InX, y
ambos modelos (Ecs. 1y 2). La Tabla 1 incluye
los disolventes seleccionados y las solubilidades
experimentales del probenecid expresadas en
fraccion molar, X,. Los mejores resultados son
los encontrados al utilizar la variable dependi-
ente de Bustamante et al. [2,3] con coeficientes
de regresion estadisticamente significativos. La
modificacion propuesta asume que la actividad
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del soluto es constante, es decir, no varian las
propiedades de la fase sélida en equilibrio con la
fase disuelta y si se producen cambios en la fase
s6lida, éstos no afectan a la actividad termod-
indmica del farmaco. Con los dos modelos se fijé
un peso de 0,001 para aquellos disolventes que
no se ajustaban convenientemente y se asigno la
unidad para el resto de disolventes.

Disolventes X,
Etanol 0,0050
Agua 1,287110°

Acetato etilo 0,0066
Dioxano 0,0188
Acético glacial 0,0042
Hexano 2,3853 10°
Pentanol 0,0055
Heptano 4,4837 10°
Acido propiénico 0,0057
1,2-Propanodiol 0,0022
NN-DMF 0,0032
Etilenglicol 0,0004
Butanodiol 0,0036
Benceno 0,0147
Clorobenceno 0,0088
Formamida 0,0025
Triclorometano 0,0077
Octanol 0,0067

Tabla 1: Solubilidad experimental probenecid.

En la Tabla 2 se recogen los valores de los para-
metros de solubilidad calculados con la variable
dependiente de Bustamante et al. y los dos mode-
los estudiados. Con el modelo de tres parametros
algunos coeficientes fueron no significativos. La
separacion del parametro de enlace de hidrégeno
en los pardmetros parciales acido y basico produ-
ce mejores resultados y permite una mejor des-
cripcion del comportamiento del farmaco [8].

metodo] 5, | 5, | & [ 5 [ 5 |5,
Modelo tres parametros
InX, | 16 [ 953 14,16 \ | 23,37

Modelo cuatro pardmetros
InX, [ 17,6 [10,79] 874 | 8,78 [ 4,35 [ 22,42
Tabla 2: Parametros de solubilidad parciales

Los parametros de solubilidad obtenidos son con-
cordantes con la estructura quimica del probene-
cid, dando como resultado un parametro de sol-
ubilidad total de 23,37 MPa'? 22,42 MPaY? muy

proximos al encontrado al aplicar el método tedri-
co de Fedors (23,45 MPa*?) [9]. Se puede obser-
var que los pardmetros de dispersion obtenidos,
8,=16y17,6 MPa'?, son muy similares entre si
y también respecto a los obtenidos para farma-
cos estudiados anteriormente [4,5]. Es debido a
que este parametro representa las fuerzas de dis-
persion de London, una clase de interaccion que
es comun para moléculas polares y no-polares).

La solubilidad del probenecid es mas elevada en
disolventes basicos como el dioxano (0,0188),
lo cual concuerda con la estructura y comporta-
miento en disolucion del probenecid. Los valores
mas bajos se han encontrado en los disolventes
menos polares, como hexano y heptano.
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1. Introduccién

Las poloxaminas son copolimeros anfifilicos
tribloque ramificados formados por un grupo
central etilendiamina del que parten cuatro ca-
denas con bloques hidrofébicos de poli(6xido de
propileno) (PPO) e hidrofilicos de poli(6xido de
etileno) (PEO) [1]. Estos copolimeros tienen la
capacidad de autoensamblarse en medio acuo-
so en forma de micelas poliméricas adecuadas
para alojar farmacos poco solubles en agua [2].
La presencia de iones en medio acuoso, modifi-
ca la hidratacidn de los bloques de PPO y PEO,
afectando al proceso de formacion de las micelas.
En general, un incremento en la fuerza ionica del
medio da lugar a un descenso en la concentracion
y la temperatura micelar criticas, favoreciendo la
encapsulacion de farmacos insolubles en medio
bioldgico.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la influen-
cia de la concentracion de NaCl sobre el autoen-
samblaje y consiguiente micelizacion de Tetronic
T1307 y su repercusion sobre la solubilizacion de
quercetina y curcumina [3]. Estas dos sustancias
activas de origen vegetal encierran un notable
potencial en el tratamiento de tumores pero plan-
tean dificultades de formulacion debido a su baja
hidrosolubilidad.

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

Curcuminay quercetina (Sigma Aldrich, St. Louis
MO, USA), poloxamina Tetronic 1307 (T1307;

BASF Corporation, Alemania), NaCl (VWR,
Bélgica) y agua purificada (MilliQ, Waters, USA).

2.2. Estudio de solubilidad

Alicuotas (5 mL) de dispersiones de Tetronic
T1307 (0.05, 0.1,0.2,0.4,0.6,0.8, 1, 2,5y 10%
p/p) en agua y en disolucién acuosa de NaCl
0.154, 0.5, 1.0 y 2.0 M se transfirieron a viales
con 5 mg de quercetina o curcumina. Los viales
se mantuvieron en un agitador orbital a 200 rpm a
20°C durante 72 h. Los viales se centrifugaron, el
sobrenadante se diluy6 con etanol/agua 50:50 v/v
y se midio la absorbancia a 260 nm (curcumina)
0 a 256 nm (quercetina) [3].

2.3. Caracterizacion micelar

Disoluciones de pireno en acetona (50 pL, 0.1
pg/mL) se transfirieron a viales y el disolvente
se dej6 evaporar. Se prepararon dispersiones de
Tetronic T1307 (0.001-1.2 % p/p) en agua y en
disolucion acuosa de NaCl 0.154, 0.5, 1.0 y 2.0
M de NaCl. Alicuotas (2.5 mL) de cada una de
estas disoluciones se afiadieron a los viales y se
mantuvieron a 20°C durante 12 horas. Posterior-
mente se midio la fluorescencia con una longitud
de onda de excitacion de 336 nmy se recogid en
un intervalo de emision de 350-450 nm [3].

3. Resultados y discusion

La solubilidad de quercetina y curcumina se in-
crementd de forma muy significativa con la in-
corporacion de Tetronic T1307 al medio acuoso
(Fig. 1). Por otra parte, un aumento en la con-
centracion de NaCl en el medio incremento la
solubilidad tanto de la quercetina como de la
curcumina.
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Fig. 1: Solubilidad de curcumina y quercetina en disper-

siones de Tetronic T1307 preparadas en agua (circulo ne-

gro) y en disoluciones de NaCl 0.154 M (triangulo hacia

abajo), 0.5 M (cuadrado), 1.0 M (rombo) y 2.0 M (trian-

gulo hacia arriba).

El efecto deshidratante (salting-out) que produce
la presencia de sales en el medio favorece la agre-
gacion hidrofébica de los bloques poliméricos,
permitiendo disminuir la concentracion critica
micelar (CMC) en dicho medio en comparacion
con el agua. Los estudios de fluorescencia de pi-
reno (Fig. 2) pusieron de manifiesto que el NaCl
causa modificaciones muy marcadas tanto en la
CMC como en la polaridad del ntcleo micelar
[3]. No se observaron diferencias significativas
entre los valores registrados en agua y en NaCl
0,154 M, pero un aumento de la concentracion de
NaCl provoca una disminucion de la concentra-
cién de copolimero a partir de la que la relacion
/1, comienza a disminuir, indicando la solubili-
zacion de pireno en un entorno hidréfobo.

1,20

1,15 1

1,10 4

1,

1,05 A

1,00

095 -

0,61 011 ‘1 1‘0
Concentracién de T1307 (%)

Fig. 2: Cambio en la intensidad de fluorescencia en fun-

cion de la concentracion de T1307 en agua (circulo negro)

y en disoluciones de NaCl 0.154 M (circulo gris), 0.5 M

(tridngulo hacia abajo), 1.0 M (tridangulo hacia arriba) y

2.0 M (cuadrado).

4. Conclusion

La incorporacion de NaCl, dentro de los limites
de compatibilidad fisiologica, permite reducir la
CMC de las poloxaminas y puede servir como
herramienta para incrementar la capacidad solu-
bilizante de las micelas.
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1. Introduccién

La migrafia es una patologia cronica que se carac-
teriza por un intenso dolor de cabeza con caracter
unilateral, generalmente asociado a la pérdida de
apetito, aparicién de foto/fonofobia e incluso a
nauseas y vomitos.

Segun la frecuencia e intensidad de las crisis mi-
grafiosas, se recomienda el empleo de farmacos
para su prevencion o una terapia especifica para
el tratamiento sintomatico con farmacos como
son los agonistas de receptores 5-HT, de la sero-
tonina (triptanes).

El almotriptan, por su tolerancia y eficacia es un
triptan cada vez mas utilizado en el tratamiento
sintomatico de la migrafia [1]. Este se administra
via oral, pero su biodisponibilidad es baja, lo que
hace relevante el desarrollo de nuevas formas de
administracion del farmaco que puedan mejorar
el tratamiento de esta enfermedad.

En este sentido, vias de administracion de me-
dicamentos como la transdérmica, son suscep-
tibles de ser empleadas en la administracién de
principios activos como pueden ser los triptanes.
Ademas, la via transdérmica ha demostrado ser
una opcidn valida frente a otras vias de adminis-
tracion de farmacos, como la oral o la parenteral.

Entre las formulaciones transdérmicas destacan
los geles, concretamente, el gel Pluronic Lecithin
Organogel (gel PLO), vehiculo de administracion
transdérmica que permite a los farmacos atrave-
sar la barrera lipidica del estrato cérneo alcanzan-
do la circulacién sistémica [2].

El trabajo que se presenta propone elaborar un
gel PLO con almotriptan en su composicion, asi
como caracterizar el gel obtenido, determinan-
do su pH, sus caracteristicas organolépticas y su
extensibilidad.

2. Material y métodos

Se prepararon geles PLO sin 'y con almotriptan en
su composicion (Tabla 1).

GEL PLO COMPONENTE %

Pluronic F127% 20

Sin Palmitato de isopropilo 10

ALM Lecitina de soja 5
H,0 c.s.p 100 mL

Almotriptan (Malato) 1

Pluronic F127® 20

Con - - -

Palmitato de isopropilo 10

ALM Lecitina de soja 5
H,0 c.s.p 100 mL

Tabla 1: Componentes empleados en la elaboracion de los
geles PLO y cantidades utilizadas (%). ALM: Almotriptan.

Con objeto de obtener las formulaciones, en
primer lugar se procedié a dispersar mediante
agitacion el Pluronic 127® en el agua purificada
requerida. En el caso del gel con almotriptan en
su composicion, este se disolvid previamente en
el agua a emplear. A continuacion, se mantuvo la
mezcla durante 7 horas a 4°C, realizando agita-
ciones para favorecer la disolucion del Pluronic
127%.

Por otra parte, se procedi6 a disolver la canti-
dad necesaria de lecitina de soja en la cantidad
apropiada de palmitato de isopropilo. Posterior-
mente, se afiadi6 a dicha disolucion la solucion
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previamente elaborada de Pluronic 127%, agitan-
do hasta que la mezcla alcanzo la temperatura
ambiente.

A partir de los geles PLO obtenidos se

determinaron:

- Caracteristicas organolépticas: Color, olor, con-
sistencia y presencia de exudado.

- pH.

- Extensibilidad. Segun el procedimiento descrito
en el Formulario Nacional (PN/L/CP/003/00)
[3].

Dicha caracterizacion se realizé tras el almace-
namiento de los geles a distintas temperaturas
(22°C, 32°C y 44°C), transcurridos 1, 15, 30 y 45
dias de su elaboracion.

3. Resultados y discusion

Se han formulado geles PLO sin y con almotrip-
tan en su composicion.

Ambos geles presentan caracteristicas organolép-
ticas similares, siendo su color beis, su olor neu-
tro y su consistencia untuosa.

Los datos obtenidos muestran como las carac-
teristicas evaluadas permanecen inalteradas a lo
largo del tiempo para los geles almacenados a las
temperaturas de 22° y 32°, a excepcion de la for-
mulacion preparada con almotriptan, para la cual
se aprecia la presencia de exudado a la tempera-
tura de almacenamiento de 44°C.

En referencia al pH de los geles elaborados, el gel
PLO con almotriptan presenta un valor de pH in-
ferior al obtenido con el gel elaborado sin el far-
maco (Tabla 2). La formulacién con almotriptan
presenta un caracter acido, con un pH similar al
de la piel (pH 5-6).

GEL TEMPERATURA
22°C 32°C 44°C
Sin
ALM 6.77£0.06 6.83 +0.06 6.17£0.05
Con -
ALM 5.50+0.10 6.03+0.12

Tabla 2: Valores de pH obtenidos a partir de los geles. Me-
dia + Desviacion estandar de la media. ALM: Almotriptan.
*Formulacion con exudado.

En lo que respecta a la extensibilidad de las for-
mulaciones se observa como la incorporacién del

farmaco en la preparacion no influye en capaci-
dad de extension de los mismos.

Fig. 1: Valores de areas obtenidas en funcion de los pesos
aplicados. Media + Desviacion estandar de la media.

5. Conclusiones

Es posible obtener un gel PLO con almotriptan
en su composicion. El gel obtenido es de color
beis, de olor neutro, consistencia untuosa y un pH
acido similar al que presenta la piel.

La correcta extensibilidad del gel PLO con el far-
maco proporciona a la formulacién una correcta
aplicabilidad cutanea.

Los resultados obtenidos demuestran la estabili-
dad de la formulacion con almotriptan a la tempe-
ratura de 22°y 32°,

La absorcion transdérmica del farmaco a partir
de la formulacion desarrollada serd estudiada en
ensayos ex vivo a fin de evaluar su posible uso en
el tratamiento de la migrafa.
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1. Introduccion

La hipercolesterolemia es una enfermedad meta-
bélica cronica que se caracteriza por un aumento
de colesterol total (CT) en sangre y es uno de los
factores de riesgo mas importantes en el desarro-
llo de Enfermedades Cardiovasculares (ECV)
que a su vez son la primera causa de muerte de la
poblacion espafiola [1,2].

La falta de adherencia al tratamiento es un pro-
blema prevalente en la practica clinica donde se
estima que en enfermedades cronicas supera el
50% [3].

Las acciones dirigidas a aumentar la adherencia
al tratamiento han demostrado mejorar el control
de la enfermedad [4,5].

Por ello, el objetivo del estudio es evaluar el efec-
to de la intervencién del farmacéutico comunita-
rio (FC) y del médico de atencién primaria (MAP)
en el control de la adherencia al tratamiento con
estatinas en pacientes con hiper-colesterolemia y
cuantificar el impacto en los niveles de CT.

2. Métodos

Estudio multicéntrico controlado que reclut6 268
pacientes con hipercoles-terolemia diagnosticada
y en tratamiento con estatinas.

Los pacientes incluidos se someten al test de Mo-
risky-Green-Levine para valorar la adherencia y

conforme al resultado obtenido se forman tres
grupos de participantes (Fig. 1):

- Grupo Cumplidor (GC) (n=106): Seguimien-
to durante los 6 meses segun practica clinica
habitual.

- Grupo Incumplidor Sin Intervencion (GISI)
(n=83): Seguimiento durante los 6 meses se-
gun practica clinica habitual.

- Grupo Incumplidor Con Intervencion (GICI)
(n=79): Seguimiento exhaustivo y se propo-
nen estrategias de intervencion dependiendo
de la causa de no adherencia, con el objetivo
de que el paciente se convierta en cumplidor.

Fig. 1: Representacion grdfica de los tres brazos del estu-
dio y proceso de formacion de los grupos.

La variable principal del estudio es el grado de
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adherencia al tratamiento que se evalia mediante
el test de Morisky-Green-Levine comparando al
inicio y al final del estudio. Como variable clinica
se estudia el colesterol total (CT) al inicio y al
final (6 meses) del estudio.

Fig. 2: Porcentaje de pacientes no adherentes al inicio del
estudio (blanco) y su evolucién a adherentes o no adhe-
rentes al final del estudio (gris) en las intervenciones de A)
FC+MAP, B) FC y C) MAP. (FC: Farmacéutico comuni-
tario, MAP: Médico de atencion primaria).

3. Resultados

El 70,9% de los pacientes que recibieron inter-
vencion profesional para mejorar el control de la
adherencia pasaron a ser adherentes transcurridos
los 6 meses de estudio (y% 272,64; p<0,001). El
control de la adherencia mejord en 5 veces tras
la intervencion del FC (Odds ratio (OR)=4,95;
1C95% 1,62-15,16; p=0,005) y en 2,4 veces tras
la intervencion del MAP (OR=2,35; 1C95% 1,05-
5,26; p=0,038) (Fig. 2).

Los niveles de colesterol total no se redujeron de
forma significativa en ninguno de los grupos es-
tudiados (p>0,05).

4. Conclusiones

La intervencion del FC y del MAP mejora el con-
trol de la adherencia al tratamiento con estatinas
en pacientes con hiper-colesterolemia, aunque no
se acompafla de una reduccién significativa en
los niveles de colesterol total.
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1. Introduccién

La onicomicosis es una enfermedad ungueal muy
frecuente. A pesar de que tiene un importante im-
pacto social y econdmico, los tratamientos topi-
cos existentes presentan un alto indice de fracaso
debido a la baja permeabilidad de la ufia. Ac-
tualmente estan siendo investigadas numerosas
estrategias de administracion entre las que des-
taca el uso de nuevos vehiculos que mejoren la
penetracion. El objetivo del trabajo es analizar el
potencial de diferentes vehiculos para promocio-
nar la penetracion de dos antifungicos, la terbina-
finaHCL (Uquifa) y ciclopirox base y olamina
(Fagron), en la ufia.

2. Materiales y métodos

Las pezurfias fueron obtenidas del matadero local
y las muestras de ufias de las manos y pies de
voluntarios sanos.

2.1. Elaboracion de la lacas

Las lacas de base acuosas (LBA MCD/P407) se
preparan dispersando 10% (p/v) de metil-Ciclo-
dextrina (Crismeb® Roquette)y 5% de Pluronic
F-127 (Merck),1% el Lauril sulfato sédico en una
disolucion alcohol-agua 50:50. Los farmacos se
imcorporan a saturacion para lo que se afiade en
exceso, se mantienen en agitacion durante 24 ho-
ras y se filtran a través de membranas de nylon
de 0.45 um[1].

Las lacas organicas se elaboraron de acuerdo con
la Tabla 1 disolviendo un 1% de poliuretano 19
(sintetizado en el laboratorio IST, Portugal) en eta-
nol y afiadiendo posteriormente el acetato de buti-
loy de etilo (Carlo Erba) y el principio activo [2].

PU19 -10% PU 19-10%
1 % Terbinafina 1%Ciclopirox
PU 19 10 -
Terbinafina HCI 1.0
Ciclopirox - 1.0
Acetato de etilo 7.8 17.8
Acetato de butilo 10 -
Etanol 71.2 71.2

2.2. Porosimetria de intrusiéon de mercurio

Las pezufias 0 ufias, se sumergieron en las la-
casdurante 24 horas, se congelaron en nitrégeno
liquido, se liofilizaron y se midieron en un porosi-
metro Micrometrics 9305 (Norcross GA, USA).

2.3. Difusidn y penetracion

Los ensayos se realizaron en células verticales de
Franz (Vidrafoc, Barcelona), utilizando pezufias
0 ufias humanas como membrana entre compar-
timentos. EI medio receptor para ciclopirox es
tampon fosfato salino con 0.003% de azida so-
dica y en la terbinafina agua tagatal 5% (PEG-
60 Hydrogenated Castor Oil, Evonik).

La cantidad de ciclopirox o terbinafina que pe-
netrd en las pezufias o en las ufias se determind
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extrayendo los farmacos mediante incubacion de
las muestras durante seis dias a 25°C en tampon
0 agua tagat al 5% de metanol.

La cuantificacion se realizé mediante espectrofo-
tometria UV(HP 8452A).

En todos los estudios se ha empleado Onytec
como referencia, una laca comercial de nueva ge-
neracion que contiene ciclopirox

3. Resultados

En la Figura 1 se muestra la porosidad de las ufias
después de permanecer sumergidas en las lacas
durante 24 horas. La incubacion de las ufias con
agua o la mezcla agua etanol, produce un incre-
mento significativo de su porosidad, debido a un
proceso de hinchamiento de la placa. Sin embargo,
el tratamiento de las ufias con las tres lacas propor-
ciona una menor porosidad, similar en el caso de
la laca de referencia, a la obtenidas con las ufias
sin tratar. La presencia de los polimeros y demas
sustancias disueltas producen un incremento en la
viscosidad y probablemente formen una pelicula
sobre las ufias que dificulte tanto la penetracion
de los disolventes como del propio mercurio.

Fig. 1: Curvas acumuladas de los de datos de intrusion
de mercurio para ufias tratadas con lacas acuosas y
organicas.

Las pezufias y ufias sometidas a la laca organica
presentan un perfil de difusion (Fig. 2) constante
a partir del quinto dia, a diferencia de las tratadas
con la laca acuosa en las que el paso del farmaco
se produce de manera progresiva y continuada
durante todos los dias de ensayo.

Fig. 2: Cantidades difundidas acumuladas de ciclopirox y
de terbinafina en pezunias (izquierda) y en uias (derecha).

Los resultados obtenidos con ambas lacas son
mejores que los obtenidos con la de referencia.

Los valores de antifungico penetrado en ufia y
pezufia al cabo de once dias (Fig. 3) son similares
para ambas lacas y no se aprecian diferencias sig-
nificativas con respecto al Onytec.
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Fig. 3: Cantidades de ciclopirox y terbinafina retenidos en
las pezufias (izquierda) y ufia (derecha).

4. Conclusion

Los estudios realizados indican que se produce
una mejora en la difusién de ciclopirox a través
de la ufia y pezufia a partir de las lacas disefiadas,
en relacion a la laca de referencia.

La difusion obtenida para terbinafina en las lacas
fue similar al ciclopirox, observandose en ambos
que la difusion se produce de manera mas progre-
siva en las lacas acuosas.
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1. Introduccién

Las enfermedades inflamatorias de la piel, como
la psoriasis y la dermatitis atdpica, afectan a un
gran porcentaje de la poblacién. Uno de los far-
macos mas efectivos para el tratamiento de estas
enfermedades es la Ciclosporina-A, aunque su
uso esta restringido a una segunda linea de trata-
miento, debido a sus efectos adversos sistémicos
[1]. La administracién tépica de la Ciclospori-
na-A esta limitada debido a la incapacidad de esta
para atravesar la epidermis y llegar a la dermis de
forma pasiva, debido a su elevado peso molecu-
lar. Por ello, en el presente trabajo se han desarro-
llado liposomas ultraflexibles de ciclosporina A
para facilitar la difusion del farmaco [2,3]. Ade-
mas, ha sido evaluada la capacidad de difusion a
través de epidermis humana separada por calor.

2. Materiales y métodos

Se han desarrollado dos tipos de liposomas ul-
traflexibles: dos transfersomas, con tween 20 y
tween 80 y un etosoma. Los transfersomas fueron
preparados por el método de la pelicula seguido
de extrusion o sonicacion para reducir el tama-
fio de las vesiculas [4] y los etosomas se prepa-
raron por el método de Touitoui [5] seguido de
extrusion.

Los ensayos de permeabilidad se llevaron a cabo
utilizando células estaticas de difusién de tipo
Franz y epidermis separada por calor [6] obteni-
da de piel humana abdominal, tras la obtencién
del informe de consentimiento del paciente y
autorizaciéon del Comité Etico de la Universidad
de Valencia [7]. Se evalu¢ la permeabilidad de
cuatro diferentes formulaciones de liposomas ul-
traflexibles y se comparo con liposomas conven-
cionales. Ademas, se evalu6 la permeabilidad de

soluciones formadas por los componentes de los
liposomas junto con el farmaco.

3. Resultados y Discusién

A pesar de que tanto los liposomas convenciona-
les como los componentes en solucion aumentan
la solubilidad de Ciclosporina-A en medio acuo-
so, estos no facilitaron la difusion de farmaco a
través de la epidermis después de 48 horas. En
cambio, los liposomas ultraflexibles si que faci-
litaron la difusién de farmaco a través de la epi-
dermis humana separada por calor. Los perfiles
muestran acceso al compartimento receptor, al-
canzandose el estado estacionario para las cuatro
formulaciones entre 1,5 y 4 horas, siendo mayor
el acceso de farmaco facilitado por los etosomas,
seguido de los transfersomas preparados con
tween 80, y tween 20 ambos extruidos, y por ulti-
mo, los transfersomas sonicados.

En base a estos resultados queda demostrada
la difusion del activo a través de la epidermis
cuando se utilizan liposomas ultraflexibles. Sin
embargo, para poder demostrar una actividad to-
pica, y no sistémica, se debera realizar ensayos
complementarios.

4. Conclusiones

Estos resultados predicen la capacidad que pre-
sentan estos liposomas ultraflexibles para facili-
tar la penetracion de Ciclosporina-A a través del
estrato corneo y llegar al tejido diana sin necesi-
dad de administrarla por via oral.
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1. Introduccién

La encapsulacién de proteinas en sistemas micro
y nanoparticulares puede contribuir a su estabili-
zacion, permitir su liberacion de forma controla-
da, o su vehiculizacion hacia zonas del organis-
mo a las que, por si solas, no lograrian alcanzar
en concentracion adecuada.

Las nanoparticulas sélidas lipidicas (NSL) son
sistemas de transporte de farmaco alternativos
a las nanoparticulas poliméricas o a los liposo-
mas que presentan propiedades comunes a am-
bos sistemas. Una de las ventajas es que pueden
alcanzar el interior celular con relativa facilidad
permitiendo la vehiculizacion de sustancias a este
nivel. Por el contrario, uno de sus inconvenientes
es que, dada su naturaleza lipidica, es dificil la
incorporacion de moléculas polares, como son
péptidos y proteinas, en cantidades adecuadas.

2. Objetivos

En este trabajo se pretende disefiar NSL de tama-
flo y carga superficial adecuada que permita in-
movilizar proteinas en cantidades significativas.

3. Materiales y métodos
3.1 Materiales

Proteina modelo PFTP-2648, lecitina de soja flui-
da (acofarma®), acido estearico (Fagron), diclo-
rometano (VWR), solutol (BASF), kolliphor®
(Pluronic®) P188 (Sigma). Los demas reactivos
son grado analitico.

3.2. Métodos

Para la elaboracion de las nanocapsulas conte-
niendo proteinas se ha adaptado el método de
doble emulsion propuesto por Rui Yang y col [1].

Con el objetivo de determinar la composicion y
condiciones 6ptimas de preparacién, se empled
un disefio de Plackett-Burman incluyendo como
factores a estudio: cantidad de &cido estearico,
de enzima, concentracion de kolliphor P188, de
fosfolipido y de solutol asi como la temperatura
y energia aportada mediante ultrasonidos (Ban-
delin Sonoplus) durante la homogenizacion. Se
obtuvieron un total de 14 formulaciones.

Como variables dependientes se empled el tama-
flo, el potencial ZETA (Zetasizer Nano ZS 6.0) y
la cantidad de proteina activa inmovilizada (mé-
todo colorimétrico).

El andlisis estadistico del modelo se realizé em-
pleando paquete estadistico Statgraphic Centu-
rion XVI.

4. Resultados

Fig. 1: Superficie de respuesta obtenida para la variable
tamafio de NSL.
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El andlisis de los resultados mostré que la can-
tidad de lipido y de enzima influyen de manera
significativa en el tamafio de las NPL observarse
la tendencia en la superficie de respuesta repre-
sentada en la. Fig. 1. El solutol y kolliphor P188
incorporado permiten la obtencién de NSL con
tamafios mas homogéneos, observandose una
disminucion en el indice de polidispersion a me-
dida que se incrementa su concentracion (Fig. 2).

Fig. 2: Superficie de respuesta obtenida para la
polidispersion

En cuanto a la carga de proteina, sélo ha sido sig-
nificativo la cantidad empleada durante la elabo-
racion, incrementandose al aumentar la proteina
afladida. Sin embargo, en varios casos ain que
se observa incremento en la carga, se detecta un
peor porcentaje de inmovilizacién.

Todas las NPL presentaron potencial ZETA nega-
tivo en el intervalo de -15 a -30 mV (Fig. 3, como
consecuencia de la presencia de cargas proceden-
tes de la ionizacion del acido estearico y de la le-
citina. La intensidad de carga superficial obtenida
sugiere la formacion de sistemas floculados.

Fig. 6: Valores de potencial ZETA de las NSL.

Mediante el proceso de la optimizacion estadis-
tica de la respuesta con el objetivo de minimizar
el tamafio y la polidispersion y maximizar la car-
ga de enzima, empleando Statgraphic Centurion
XVI, se identificaron la formulacion 11 elabora-
da con los niveles mas altos de acido estedrico,
enzima, kolliphor P188 fosfolipido y solutol y la
temperatura y energia de homogenizacion menor.

5. Conclusiones

Se ha logrado inmovilizar la proteina modelo
PFTP-2648 en cantidades significativas en NSL
empleando &cido estearico como lipido base.

Los resultados derivados del anélisis del disefio
de Plackett-Burman nos ha permitido identificar
las variables con mayor influencia en el proceso
de elaboracion y definir las condiciones optimas
para la obtencion de las NSL.
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1. Introduccién

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) han generado
mucho interés recientemente por sus propieda-
des. [1,2,3] Para su aplicacion terapéutica y bio-
médica, su estabilidad de las es un requisito fun-
damental. La liofilizacion es una estrategia muy
utilizada para mejorar la estabilidad de sistemas
coloidales labiles y para su transformacion en
productos solidos. No obstante, este proceso de
liofilizacion también puede inducir la agregacion
de las nanoparticulas.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar la ido-
neidad de distintos agentes lioprotectores para su
utilizacion en la liofilizacion de AuNPs prepara-
das con chitosan.

2. Material y métodos
2.1. Preparacion de las nanoparticulas

Para la preparacion de las NP se utilizo chito-
san de bajo peso molecular (Sigma) y sal de oro
HAuCI4 (Sigma).

Se hicieron estudios preliminares con diferentes
temperaturas (30°C-150°C) y concentraciones de
chitosan de 0,2%, 0,4%, 0,6% y 0,8% en 4cido
acético 0,1M.

En todos los casos se incorporaron a 15 mL de
la disolucion de chitosan, 300 uL de sal de oro
(49/L) y se mantuvo la mezcla en agitacion. El
cambio de color de la solucién, de incoloro a ro-
sa-violeta, indicé la formacion de las nanoparti-
culas. La solucion de NPs obtenida, se centrifugd
(20 minutos, 16.000 r.p.m, 20£3°C). Posterior-
mente, se elimind el sobrenadante y se redisolvio
el precipitado con agua.

2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas

Las AuNPs se han caracterizado mediante un
barrido en espectrofotometro UV, (400-650 nm),
determinandose el maximo de absorbancia de la
solucion, que esta relacionado con el tamafio de
las AuNPs.

Se establecio una recta patréon con AuNPs-citrato
comerciales (nanoComposix) de distintos tama-
fios, que se validé con muestras comerciales con
distintos ligandos: AuNPs-PEG y AuNPs-BPEI
(40 nm nanoComposix).

2.3. Liofilizacién de las nanoparticulas

Para la liofilizacion de las AuNPs preparadas,
se incorpord a 1ml de la solucion de NPs 0,13¢g
del agente lioprotector. Se congelaron a -20°C
durante 12 horas y posteriormente se liofilizaron
durante 24 horas (-25°C y p<0,001mmHg). Se
ensayaron como agentes lioprotectores: sacarosa,
trealosa y manitol. Se realizd también el proceso
sin agente estabilizante.

2.5. Andlisis estadistico

El anélisis estadistico de los resultados obtenidos
se llevo a cabo con el programa SPSS utilizando
un test t para muestras apareadas.

3. Resultados

El tiempo necesario para sintetizar las nanopar-
ticulas fue inversamente proporcional a la tem-
peratura, oscilando entre 6 horas a 30°C hasta
1 hora a 150°C. En cuanto a las concentracio-
nes de chitosan utilizadas, la de 0,2% gener6
AuNPs inestables que se agregaron en un pe-
riodo de 5-7 dias. Las AuNPs obtenidas a partir
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de concentraciones de chitosan de 0,6% y 0,8%
precipitan dificilmente por centrifugacion, lo que
complica su separacion y lavado.

Por ello, se eligi6 la concentracion de chitosan
de 0,4%, la cual permite conseguir una solucion
estable de AuNPs, que precipitan bien tras ser
centrifugadas. La temperatura seleccionada fue
de 150°C y el tiempo 1 hora.

A partir de la recta patron elaborada, se estimo el
tamario de las NP de oro funcionalizadas con PEG
y BPEI con un error inferior al 5,3%. El tamafio
estimado de las NPs de AuNPs-chitosan sinteti-
zadas durante el estudio, fue de 41,11+£2,94nm.

Tras la liofilizacion, los lotes sin agente criopro-
tector presentaron un aspecto inadecuado, ade-
mas resultd imposible redisolverlos en agua. Por
el contrario, para los lotes con los tres agentes
lioprotectores se obtuvieron liofilizados con bue-
na presentacion, y facil redisolucion.

Los resultados obtenidos tras el barrido en el
espectrofotometro de las solucion de AuNP-chi-
tosan antes y después de la liofilizacion, con los
distintos agentes lioprotectores, se muestran en la
Figura 1.

Fig. 1: Resultados del barrido de las AuNPs-chitosan
antes y después de liofilizar. A trehalosa, B sacarosa 'y C
manitol.

En el andlisis estadistico de las longitudes de
onda de méaxima absorbancia de las soluciones
antes y después de liofilizar, se encontré que no
habia diferencias estadisticamente significativas,
cuando se utiliz6 sacarosa (p=0,84) o trehalosa
(p=0,32) como lioprotector. Sin embargo, si se
encontraron diferencias significativas cuando se
utilizéd manitol (p=0,03).

4. Discusion

El método utilizado permite preparar AuNPs con
chitosan en una hora utilizando una temperatura
de 150°C y una relacion chitosan/sal de oro de
50 wiw. Esta cantidad de chitosan necesaria para
evitar la agregacion es similar a la descrita por
otros autores. [2]

El proceso de liofilizacion produce la agregacion
de las AuNPs-chitosan, por lo que se hace nece-
sario el uso de agentes lioprotectores. Tanto la
sacarosa como la trealosa generaron liofilizados
con buena presentacion y resultaron adecuadas
para preservar la estabilidad de las NPs durante
el proceso. Sin embargo, el manitol generé un
liofilizado con aspecto adecuado, pero tener una
baja capacidad protectora del manitol, que ha
sido puesta de manifiesto por otros autores, y se
ha atribuido a su menor capacidad de formacion
de puentes de hidrégeno. [3]

5. Conclusiones

La trealosa y la sacarosa han sido efectivos como
agentes lioprotectores evitando la agregacion de
las NPs durante el proceso de liofilizacion. Sin
embargo, el manitol no parece ser adecuado
como estabilizante en la liofilizacion de AuNP
con chitosan.
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1. Introduccién

La enfermedad de Parkinson (EP) es un proce-
so degenerativo que afecta a méas del 2% de la
poblacion, y que se caracteriza principalmente
por una pérdida de neuronas dopaminérgicas del
cuerpo estriado [1]. Ropinirol (RP) es un agonis-
ta especifico de receptores dopaminérgicos D2 y
D3, indicado para el tratamiento de la EP, tanto en
monoterapia como en combinacion con levodopa
en las etapas avanzadas de la enfermedad. Por
otra parte, el RP también es eficaz en la enfer-
medad avanzada en pacientes que experimentan
complicaciones motoras debido al tratamiento
con levodopa a largo plazo [2]. En este trabajo
se desarrolla un nuevo sistema de liberacién con-
trolada de ropinirol, consistente en microesferas
biodegradables, y cuya eficacia se evalia en un
modelo animal de Parkinson.

2. Materiales y métodos
2.1. Elaboracion de las microesferas

Se han preparado microesferas cargadas con RP
por la técnica de evaporacion del disolvente a
partir de una emulsién O/A, usando como poli-
mero el acido poli-lactico —co-glicélico (PLGA
50:50, Resomer 502%). La relacion principio ac-
tivo: polimero empleada fue de 40 mg/400 mg.

2.1. Estudio in vivo
Las microesferas elaboradas fueron ensayadas en
un modelo animal de Parkinson (ratas Wistar),

utilizando como neurotoxina rotenona (RT).

Los animales de experimentacién fueron

divididos en 5 grupos:
- Grupo 1 (G1): Grupo control.

- Grupo 2 (G2): Animales que recibieron roteno-
na (2 mg/kg/dia) durante 45 dias.

- Grupo 3 (G3): Animales que recibieron roteno-
na (2 mg/kg/dia) durante 45 dias y microesferas
de RP (cantidad de microesferas equivalente a 15
mg de RP administradas cada 15 dias).

- Grupo 4 (G4): Animales que recibieron roteno-
na (2 mg/kg/dia) durante 45 dias y microesferas
de RP (cantidad de microesferas equivalente a 7,5
mg de RP administradas cada 15 dias).

- Grupo 5 (G5): Animales que recibieron roteno-
na (2 mg/kg/dia) durante 45 dias y microesferas
de RP en suero salino (1 mg/Kg/dia) durante 45
dias.

Todos los tratamientos fueron administrados por
via intraperitoneal.

Los ensayos de comportamiento [3] realizados
han sido: catalepsia (barra horizontal y rejilla
vertical), pruebas de coordinacién utilizando el
rotarod, aquinesia y natacion. Estos ensayos se
han realizado a los siguientes tiempos: 0, 15, 30
y 45 dias. Asimismo, se han realizado controles
periddicos de peso durante los 45 dias.

3. Resultados y discusion
Los animales tratados con RT (G2) mostraron una

clara disminucion en el peso entre los dias 13 y
25, que puede estar relacionada con el desarrollo
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de la neurodegeneracion. La misma evolucién se
observa durante los primeros 15-20 dias en todos
los otros grupos de animales tratados con RT (G3,
G4 y Gb), ya que en estos grupos de animales
el tratamiento con RP (microesferas o solucion)
se inicid el dia 15. Una vez que se inicio el tra-
tamiento con RP se observd una clara mejoria
en la evolucidn del peso en estos tres grupos de
animales.

En cuanto a las pruebas de comportamiento, se
obtuvieron diferencias significativas en el ensayo
de catalepsia (p <0,05) en los animales tratados
con RT (G2), y en comparacion con el grupo con-
trol (G1). Ademas, se observa una clara dismi-
nucion de la latencia en las pruebas de catalepsia
para los dos grupos tratados con microesferas (G3
y G4) y en los que recibieron la solucion de ropi-
nirol. Al final de la prueba (45 dias), los mejores
resultados se lograron en el grupo G3, que recibié
la dosis mas alta de microparticulas de RP.

La administracion cronica de RT prolongd sig-
nificativamente la latencia en la prueba de aqui-
nesia (G2 vs. G1). Ademas, se ha observado una
disminucioén significativa de la latencia a los 45
dias en todos los grupos de animales que recibie-
ron RP (G3, G4 y G5). Estos resultados fueron
independientes del tipo de formulacién y/o dosis
administrada.

La prueba de comportamiento empleando el rota-
rod empeoré significativamente en el grupo que
recibidé RT y en comparacion con el grupo control
(G1). Los resultados evidenciaron un déficit neu-
roldgico en el grupo G2. En todos los grupos que
recibieron RP se observo un mejoria en esta prue-
ba a los 30 y 45 dias. A los 30 dias, los mejores
resultados se obtienen en el grupo G3 (animales

que recibieron microesferas cargadas con ropini-
rol a la dosis mas alta), no observandose diferen-
cias significativa con el grupo control (G1).

En el ensayo de natacion la animales con déficit
neuroldgicos (G2) muestran una clara reduccion
en su habilidad para nadar (p> 0,05) (G2 vs G1).
Los animales que recibieron RP (G3, G4 y G5)
mostraron mejores habilidades en este ensayo.
Para los grupos G3 y G4 en las puntuaciones
(rango de 0-3) mejoraron claramente al final del
experimento (45 dias), obteniéndose puntaciones
medias de 2,7 para ambos grupos, mientras que
en el grupo G5 la puncién media al final del en-
sayo fue de 1,8.

3. Conclusiones

El tratamiento de la enfermedad de Parkinson
empleando microesferas de ropinirol mejora los
sintomas motores en un modelo animal.
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1. Introduccién

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infeccio-
sa causada por el bacilo Mycobaterium tubercu-
losis. Este bacilo tiene la capacidad de sobrevivir
y replicarse en los macrofagos alveolares, eva-
diendo asi los mecanismos de defensas del hos-
pedador y desarrollando una enfermedad latente.
Por este motivo, el desarrollo de formulaciones
que se puedan dirigir a los macrofagos pulmona-
res, supone una alternativa prometedora para el
tratamiento de esta enfermedad.

El gatifloxacino (GAT) es una quinolona de lltima
generacion, que posee un amplio espectro de ac-
cion y puede ser utilizada para el tratamiento de la
tuberculosis resistente a farmacos de primera linea.

El objetivo de este trabajo es desarrollar una for-
mulacion de microesferas biodegradables de ga-
tifloxacino, para ser administradas por via pulmo-
nar, capaz de acceder a los macrdfagos, actuando
directamente en el reservorio del Mycobacterium
tuberculosis. Con esta formulacion se pretende
reducir las resistencias, acortar la duracion del
tratamiento y disminuir las dosis.

2. Materiales y métodos

2.1. Elaboracion y caracterizacion de
microesferas de gatifloxacino

- Para la elaboracion de las microparticulas
(MPs) de GAT se emplea el polimero PLGA 502
(MPG) y PLGA 502H. (MPG-H) y la técnica de
evaporacion-extraccion del solvente a partir de
una emulsion O/A.

Las microesferas de GAT fueron caracterizadas
determinando: Tamafio de particula (difraccion
de rayos laser), aspecto (SEM), rendimiento del
proceso; eficacia de encapsulacion (HPLC) y ce-
sién in vitro de GAT.

2.2. Estudios de fagocitosis

Para los estudios de fagocitosis in vitro se elabo-
raron microparticulas utilizando un agente fiuo-
rescente (fluoresceina) y los polimeros PLGA
502 (MPF-1) y PLGA 502H (MPF-2). La linea
celular empleada fue RAW264.7 de macréfagos
de raton. Las células conjuntamente con la MPs
se incubaron a diferentes tiempos: 3, 5y 24 horas.
Para este estudio se determiné la intensidad de
fluorescencia y la complejidad granulométrica,
mediante citometria de flujo, y se observo la cap-
tacion de MPs por microscopia confocal.

3. Resultados y discusion

Las microparticulas cargadas con GAT presentan
una superficie rugosa no homogénea, probable-
mente debido a la presencia del principio activo
adsorbido en la superficie.

Formulacién MPG MPG-H
Rendimiento del proceso (%) | 45,6+2,5 | 63,5+3,1
Eficacia de encapsulacion (%) | 7,2+0,1 57,9+4

Diametro (um) 4,9+2,6 3,9+0,4

Tabla 1: Resultados obtenidos para el rendimiento medio
del proceso de elaboracion, eficacia de encapsulacion y
tamafio de particula de las formulaciones elaboradas.

Los valores medios de rendimiento del proceso
de elaboracion, de eficacia de encapsulacion y de
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tamafio de particula de las microparticulas carga-
das con GAT se muestran en la Tabla 1.

El tamafio de las particulas es un factor deter-
minante en el reconocimiento de las mismas por
parte de los macr6fagos. Tamafios comprendidos
entre 1-6 micras presentan mayor captacion en
comparacion con aquellas particulas de tama-
fios menores; particulas demasiado grandes y/o
demasiado pequefias no son reconocidas por los
macro6fagos [3]. Por tanto, el tamafio de particula
de ambas formulaciones resultd adecuado para
lograr el objetivo planteado (Tabla 1).

A la vista de los resultados obtenidos se observa
que al emplear el polimero 502H, mas hidréfilo,
aumenta la eficacia de encapsulacion.

Los perfiles de cesion de las microparticulas de
GAT fueron bifasicos, con una rapida liberacion
durante 48 primeras horas seguida de cesion lenta
al menos 5 dias.

Los tamafios medios de particula de las formu-
laciones elaboradas con fluoresceina fueron de
4,4+2,2 y 3,5+1,7 para las formulaciones pre-
paradas con los polimeros PLGA 502 y PLGA
502H, respectivamente.

En los estudios de citometria de flujo los valo-
res de intensidad de fluorescencia mas elevados
se obtuvieron con las microparticulas elaboradas
con el polimero PLGA 502H (MPF-2).

Para confirmar los resultados obtenidos median-
te citometria de flujo, se estudio la captacion de
las MPs mediante microscopia confocal. Las

microparticulas elaboradas con el polimero 502
fueron fagocitadas a todos los tiempos de mues-
treo, sin embargo las preparadas con el 502H
(MPF-2) no fueron fagocitadas, ni a las 3 ni a las
5 horas de incubacién, aunque si a las 24 horas.
Estas microparticulas, a tiempos cortos, se en-
cuentran adheridas a la superficie de los macrofa-
gos, probablemente debido a la mayor hidrofilia
que presentan en su superficie. Por lo que se con-
firma que valores de intensidad de fluorescencia
obtenidos para esta formulacién a las 3y 5 h. se
deben, en gran medida, a su adhesion a la superfi-
cie de los macréfagos y no a la fagocitosis.

3. Conclusiones

Las microparticulas elaboradas con el polimero
502H, aunque son fagocitadas mas lentamente,
presentan una mayor cantidad de gatifloxacino
para ser liberado en el interior del macrofago. Por
ello son las méas adecuadas para reducir dosis y
mejorar la eficacia de los tratamientos.
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1. Introduccién

La metformina es un antidiabético de adminis-
tracion oral muy usado para el tratamiento de la
diabetes mellitus tipo 2. Su accion consiste en
disminuir los niveles basales y post-prandiales de
glucosa plasmatica, y la dosis diaria recomenda-
da varia entre 500 — 1000 mg dependiendo del
estado del paciente. El objetivo de este trabajo es
determinar la utilidad de un nuevo polimero hin-
chable derivado del &cido acrilico (PAMgA) [1]
para elaborar comprimidos matriciales de libera-
cion prolongada de farmacos hidrosolubles, utili-
zéndose como modelo la metformina. Ademas se
va a estudiar los mecanismos de hinchamiento y
erosion y las caracteristicas morfolégicas de los
comprimidos.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Metformina HCL (Fagron Ibérica, Espafia), tau-
rocolato sédico hidratado y pepsina de mucosa
gastrica porcina (Sigma-Aldrich Chemical, Espa-
fia), cloruro sodico, hidroxido sédico SN y acido
clorhidrico 37% (Panreac, Espafia), fosfato sodi-
co monobasico (Acros Organics, Belgica).

2.2. Elaboracion de los comprimidos

Se elaboran comprimidos matriciales por com-
presion directa, empleando una maquina de
comprimir excéntrica BE-30 (J. Bonals). La me-
tformina se encuentra homogéneamente dispersa
por toda la matriz en una proporcion del 50% con
respecto al polimero PAMgA. Se elaboran com-
primidos con dos polimeros con diferente grado

de reticulacion: PAMgA 5 y PAMgA 40. Los
comprimidos presentan las siguientes caracteris-
ticas: ovalados, didmetro de 7,8 mm, longitud de
14 mm, altura de 6,5 mm, peso de 1g y con una
resistencia a la fractura de 135N.

2.3. Ensayos de velocidad de disolucion

Los ensayos se llevaron a cabo empleando el
aparato de palas (708-DS, Agilent Technolo-
gies) descrito por la USP. Se ajusto la agitacion a
100rpm, a 37+0,1°C y con un volumen de medio
de 1000mL. Los ensayos se realizaron en dos me-
dios biorrelevantes diferentes: FaSSGF a pH 1,2
y FaSSIF a pH 6,8 [2]. Las muestras, recogidas a
los diferentes tiempos de muestreo, se filtran y la
cantidad de principio activo disuelto se cuantifica
por espectrofotometria UV a una A=232nm. Los
ensayos se llevan a cabo por triplicado.

2.3. Ensayos de hinchamiento y erosion

Estos ensayos se realizaron en un aparato de diso-
lucién. Se ajusta la velocidad de giro de las palas
a 100rpm, con un volumen de 250mL de medio
biorrelevante y a una temperatura de 37+0,1°C.
El estudio se lleva a cabo empleando un método
gravimétrico.

Wo — Wf
E = BT * 100

Fig. 1: Ecuacion de hinchamiento (SW) y de erosion (E)

donde Wo es el peso del comprimido seco, Wf el peso final

tras la estufa y Wi es el peso del comprimido himedo.
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Se pesan los comprimidos secos y se afiaden al
bafio, a los diferentes tiempos de muestreo (1, 4y
8 horas) se sacan, se retira el exceso de agua y se
pesan en una balanza de precision. Posteriormen-
te se mantienen en la estufa a 50°C durante 24
horas, hasta la total desecacion. Se vuelven a pe-
sar para obtener el porcentaje de erosion. A partir
de estos valores se calcularon el hinchamiento y
erosion usando las ecuaciones de la Figura 1 [3].

2.3. Estudios morfolégicos

Se observan visualmente los cambios morfol4gi-
cos que ocurren en la estructura de los compri-
midos al entrar en contacto con el medio de di-
solucion [4]. Los comprimidos se extraen de los
vasos y se retira el exceso de agua, a continuacion
se realiza un corte longitudinal y se fotografian
con una camara Nikon COOLPIX S9100 (Ja-
pon). Las dimensiones del comprimido, asi como
de los diferentes frentes, se analizaron con el pro-
grama ImageJ. Los tiempos de muestreo para este
ensayo fueron 1, 4 y 8 horas en los dos medios
FaSSGF y FaSSIF. El ensayo se llevo a cabo por
duplicado con los dos tipos de polimero PAMgA.

3. Resultados y discusion

Cuando los comprimidos entran en contacto con
el medio, se produce un aumento rapido de su
peso debido a la captacion de agua entre las cade-
nas de &cido acrilico. Este hinchamiento es méas
acusado a pH basico (FaSSIF). Los comprimidos
elaborados con PAMgA 40 presentan un mayor
hinchamiento que los elaborados con PAMgA 5,
probablemente debido a que este polimero esta
mas reticulado y por tanto puede albergar mas
moléculas de agua en su interior. Por otro lado,
los comprimidos elaborados con PAMgA 5 se
erosionan mas facilmente y ademas esta erosion
es ligeramente superior a pH 1,2.

Los resultados obtenidos en los estudios de velo-
cidad de disolucion, muestran que la liberacion
del principio activo es muy similar para ambos
pHs e independiente del polimero empleado. A

las 8 horas de comenzar el ensayo se ha disuelto
un 100% y un 92% de metforminaapH 1,2y pH
6,8 respectivamente. Sin embargo, aunque a am-
bos pHs los porcentajes de farmaco liberado son
muy similares, los mecanismos de liberacién son
diferentes. A pH 6,8 el principio activo tiene que
atravesar una capa de gel mas gruesa y la libe-
racion es principalmente por difusion. A pH 1,2,
el mecanismo de liberacion del principio activo
se debe fundamentalmente a una mayor erosion.
Este hecho se puede confirmar en los estudios
morfol6gicos realizados. En estos estudios se ob-
servan las diferentes capas de los comprimidos al
entrar en contacto con el medio, diferenciandose
la capa de gel del nucleo seco (4h). Al final del
ensayo (8 h), el comprimido esta totalmente hin-
chado formando una capa de gel, a este tiempo el
principio activo esta disuelto en el medio.

4. Conclusiones

El polimero PAMgA se postula como un buen
excipiente para controlar la liberacién de farma-
cos hidrosolubles en comprimidos matriciales, al
haber presentado una buena compresibilidad y
capacidad de controlar la liberacién del principio
activo metformina de forma prolongada durante
8 horas.
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1. Introduction

The biodegradation rate of synthetic grafts should
match the growth rate of the tissue as the main
requirement for tissue engineering applications
[1]. Among the FDA-approved polyesters for
grafts, PLGA allows the tuning of the degrada-
tion properties of tissue implants by changing the
lactic/glycolic ratio and molecular weight (Mw).
Although PLGA with low Mw has degradation
rates in the range of the bone tissue ingrowth, it
lacks of mechanical strength and shows poor pro-
cessability [2]. Low-Mw PLGA can be combined
with other polymers such as PCL leading to the
formation of porous scaffolds with physicochem-
ical and mechanical properties that match the
required specifications of the host tissue. Further-
more, scaffolds should present a porous structure
to serve as a template to allow the attachment,
proliferation and migration of cells and to en-
hance angiogenesis [3].

The aim of this work was to develop a modified
compressed CO, foaming method, a solvent-free
processing approach for the preparation of po-
rous scaffolds containing low-Mw PLGA, also
comprising PCL, pregelified starch (dried in
oven, StO, or freeze-dried, StL) and autologous
growth factors (PRGF) and to evaluate their use
in bone regeneration [4].

2. Materials and methods
2.1. Scaffolds preparation

Scaffolds were prepared by using a supercritical

fluid equipment. Powdered mixtures of the com-
ponents (Table 1) were homogenized in a mor-
tar, compressed in the form of rectangular tablets
and subsequently subjected to near-critical CO,
conditions (60 bar, 27°C) for 30 min followed by
depressurization at 5 bar/min.

Scaffold PCL PLGA PRGF StO StL
PCGL 50 50 -
PCGL- PRGF 475 4715 5 -
PCGL-StO 450 45.0 - 10
PCGL-StO- PRGF 425 425 5 10 -
PCGL-StL 450 45.0 - - 10
PCGL-StL- PRGF 425 425 5 - 10

Table 1: Composition of the scaffolds (wt%).

2.2. Scaffolds characterization

The scaffolds were immersed in liquid nitrogen,
cut as cubes and observed using a high-resolu-
tion field emission SEM (JSM-6460LV, JEOL,
Japan). Erosion was monitored after 2 months in
PBS pH 7.4.

2.3. PRGEF release

Cubic scaffold pieces (5 mm side; in triplicate)
were placed in Eppendorf LoBind tubes contain-
ing PBS pH 7.4 (1 mL) and incubated at 37°C
under stirring (30 rpm). At pre-established times,
0.5 mL of medium was collected and the content
in protein quantified using a BCA kit. The tubes
were refilled with 0.5 mL of fresh PBS.
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2.4. Cell attachment and proliferation

Mesenchymal stem cells (MSC) were used to as-
sess the ability of the scaffolds to promote cell
attachment and proliferation both quantitative
(DNA quantification) and qualitatively (Live-
Dead staining).

3. Results and Discussion

The scaffolds showed an interconnected porous
structure with pores in the 50-200 pm range (Fig.
1) and significantly degraded after 2 months (up
to 55 wt. %).

Fig. 1: SEM micrographs of the PCGL (A) and PCGL-PR-
GF (B) scaffolds.

The incorporation of starch decreased the inter-
action between PRGF and the polymer backbone
resulting in a sustained release of growth factors
for, at least, one week (Fig. 2).
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Fig. 2: Cumulative release of PRGF from the scaffolds af-
ter one week in PBS at 37°C.

Fig. 3: DNA content of PCGL scaffolds after 1, 3 and 7 days
in culture (n=3). Intraday-results were statistically compa-
red (p<0.01 at 1 and 3 days and p<0.05 at day 7). Equal
letter means statistically homogeneous groups.

PRGEF had a positive effect on the MSC attach-
ment and growth on the scaffolds as shown by
DNA quantification, resulting in a significant in-
crease in the cell concentration (Fig. 3).

These results confirmed that the foaming method
did not affect the activity of the growth factors
contained in the PRGF. Live-dead staining also
revealed the cytocompatibility of the scaffolds.

4, Conclusions

The proposed CO, foaming method for the prepa-
ration of porous scaffolds from low-Mw PLGA
and autologous growth factors (PRGF) is report-
ed for the first time. The processing limitations of
low-Mw polymers whilst retaining bioactivity of
PRGEF are overcome in a solvent-free, simple and
reproducible method. Highly porous structure
with a degradation rate similar to trabecular bone
was obtained. Scaffolds were cytocompatible and
provided sustained release of PRGF over 15 days
enhancing cell attachment, proliferation and mi-
gration of mesenchymal stem cells.
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1. Introduccién

El ibuprofeno es un analgésico antiinflamatorio
no esteroidico de amplio uso por via oral. Ge-
neralmente se suele procesar mediante granula-
cion por via himeda. Un proceso alternativo mas
economico y rapido es la granulacion por via
seca con rodillos refrigerados. La fabricacion de
formas solidas de ibuprofeno esta condicionada
por su bajo punto de fusién, entre 75y 78°C. En
esta comunicacion se presenta informacion sobre
coémo el grado de cristalinidad del ibuprofeno
materia prima influye en su facilidad para gra-
nulacion por via seca mediante rodillos y en la
calidad de los granulados obtenidos.

El grado de cristalinidad se estudia por las técni-
cas de difraccion de rayos X (DRX) y por calori-
metria diferencial de barrido (DSC).

La calidad final del granulado obtenido se evalta
mediante su velocidad de disolucion.

2. Materiales y métodos

Ibuprofeno Shasun Chemicals and Drug Ltd
(India) grado 70, 90% de tamafio < 70 pum lotes
12746 y 21673, ambos lotes conforme a Far-
macopea [1]. Croscarmelosa sddica AC-DI-Sol
(FMC, USA). Resto de productos de calidad
analisis.

2.1. Analisis de ibuprofeno materia prima

Aspecto. Se cuantifica de 0 a 10 siendo 0 un

producto completamente aglomerado y apelma-
zado y 10 un producto suelto con buena fluidez.

Grado de cristalinidad por difraccion de rayos X
(GCDRX). Se utiliza un difractometro de polvo
Panalytical (anterior Philips) X Pert MPD (CAI
difraccion RX, UCM). Se mide la anchura de pi-
cos a media altura del pico caracteristico a 22,3°
2theta.

Grado de cristalinidad por DSC. Se utiliza un ca-
lorimetro Mettler TA 4000 con nitrégeno como
gas de purga. La cristalinidad se evalua mediante
su entalpia de fusion normalizada (EFN).

2.2. Granulacion por compactacién via seca

El ibuprofeno materia prima se pasa por tamiz de
1,5 mmy se mezcla en proporcioén 97:3 con cros-
carmelosa sodica. La compactacion se realiza en
una Bonals BC150/75 V con rodillos refrigera-
dos. La velocidad de produccion fue entre 25-30
kg/h, la velocidad del rodillo entre 12 y 13 rpm.
Se prepararon 5 lotes (G1-G5) diferentes va-
riando la fuerza de compactacién (FC) como se
muestra en la Tabla 2. Los granulados obtenidos
se pasan por un tamiz de 1,5 mm.

2.3. Analisis de granulados de ibuprofeno

Porcentaje de finos (PF) < 125 pm mediante
tamizacion.

Grado de cristalinidad igual que el ibuprofeno
materia prima.
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Velocidad de disolucion. Segliin equipo Erweka
DT 80 modelo Il de farmacopea a 50 rpm. Como
medio de disolucion se usa tampén fosfato pH
7,2 con 1% de lauril sulfato sodico y se cuanti-
fica por espectrofotometria a 266 nm (Beckman
DUS).

3. Resultados y discusion

Los resultados de los dos lotes de ibuprofeno ma-
teria prima se muestran en la Tabla 1. El aspecto
del lote 12746 es normal aunque un poco apel-
mazado. Sin embargo, el lote 21673 resulté muy
apelmazado siendo muy laboriosa su tamizacion
inicial para poderlo mezclar con croscarmelosa.
Las caracteristicas de cristalinidad por difraccion
se muestran en la Figura 1 donde el lote 12746
muestra maximos de mayor intensidad relativa
y menor anchura que el lote 21673. Las diferen-
cias de cristalinidad entre los dos lotes analizados
pueden ser debidas a deficientes condiciones de
almacenamiento.

Lotes Aspecto GCDRX EFN (Jg)
12746 5 0,21 -120,48
21673 1 0,31 -119,99

Tabla 1: Caracteristicas del ibuprofeno materia prima.

Fig. 1: Caracteristicas de difraccién de ibuprofeno ma-
teria prima.

Los resultados de los granulados de ibuprofeno
se muestran en la Tabla 2. El porcentaje de finos
es indicativo de la calidad de la granulacion y
es parecido en las cinco condiciones de fuerzas

de compactacion estudiadas. Si se compara con
los datos de cristalinidad de la Tabla 1 se apre-
cia una disminucién del grado de cristalinidad
estadisticamente proporcional a la fuerza de
compactacion.

FC PF | GCDRX EFN

(KN) (%) ()
Gl | 4550 8 041 -117,01
G2 | 50-55 8 044 -120,35
G3 | 55-60 8 0,36 -122,58
G4 | 60-65 8 046 -119,56
G5 | 6570 7 054 -118,11

Tabla 2: Caracteristicas de los granulados.

La Figura 2 muestra los resultados de velocidad
de disolucion de los granulados. La velocidad de
disolucion de los lotes realizados con el ibuprofe-
no 12746 (lotes G1-G5) son muy parecidos entre
si y rapidos, mientras que el lote GM realizado
con el ibuprofeno menos cristalino (21673) tiene
una liberacion més lenta.

Fig. 2: Resultados de velocidad de disolucion de los
granulados.

4. Conclusiones

El grado de cristalinidad de la materia prima es
clave en la granulacion por via seca y cambia du-
rante la compactacion influyendo en la velocidad
de disolucion.
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1. Introduccién

En la guia ICH Q8(R2) se establecen los princi-
pios de Calidad por Disefio (QbD) bajo los que
se trabaja en el marco de un Espacio de Disefio
previamente definido en el cual existe un control
sobre las diferentes variables que intervienen tan-
to con los materiales como en los procesos del
desarrollo, garantizando la calidad del producto
final [1, 2].

El objetivo del estudio ha sido realizar un Anali-
sis de Riesgos para establecer el impacto de los
Atributos Criticos de los Materiales (CMAS), far-
maco y excipientes sobre los Atributos Criticos
de Calidad (CQAs) en una formulacion de libe-
racién controlada.

2. Materiales y Métodos
2.1. Formulacion

La formulacion a desarrollar presenta el siguiente
Perfil de Producto (QTPP): comprimidos de ad-
ministracion oral, de liberacién controlada de un
farmaco poco soluble en agua.

2.2. Materiales

Se estudiaron los datos recabados de los certifi-
cados de analisis del farmaco modelo y los poli-
meros hidrofilicos candidatos a incluir en la for-
mulacién, destinados a modular la velocidad de
liberacion del farmaco: HPMC y polietilenoxido

[3].

Adicionalmente, se estudiaronexperimentalmente

aquellos datos no facilitados en dicha documen-
tacién, como son la determinacion de la densidad
aparente y compactada, y la fluidez del farmaco
y de los polimeros siguiendo los diferentes méto-
dos recogidos en la 5° edicion de la Real Farma-
copea Espafiola [4].

2.3. Anélisis de Riesgos

Se determinaron los CQAs del producto final en
base a los parametros criticos que a priori pueden
incidir sobre el QTPP.

Se utiliz6 un cédigo de colores para clasificar el
impacto de los diferentes CMAs sobre los CQAs
del producto final:

- Verde: riesgo bajo
- Amarillo: riesgo medio
- Rojo: riesgo elevado

Los CMAs valorados en el andlisis de riesgos han
sido tamano de particula, fluidez, solubilidad, hi-
groscopicidad, humedad residual y estabilidad.

Para la cuantificacion de los riesgos se efectud un
analisis modal de fallos y efectos utilizando una
escala del 1 al 5, siendo 1 un riesgo muy poco
probable, de baja severidad y elevada capacidad
de deteccion, y 5 una probabilidad y severidad
de riesgo muy alta, y un indice de deteccion muy
bajo. El Numero de Prioridad del Riesgo (RPN)
se obtuvo multiplicando los valores de probabili-
dad (P), severidad (S) y deteccion (D):

Se tomaron en consideracion como puntos criticos
para el Disefio Experimental y el establecimiento
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del Espacio de Disefio aquellos atributos con un
RPN superior a 30.

3. Resultados y discusion

Se establecieron un total de seis CQAs: aspecto
fisico (forma, color y tamafio), riqueza, uniformi-
dad de contenido, resistencia a la rotura, disolu-
cion y humedad residual.

De todos los CMAs estudiados, en el Anlisis de
Riesgo del farmaco se puso de manifiesto que sus
malas propiedades de flujo, su baja solubilidad y
su inestabilidad tienen impacto medio y alto so-
bre los CQAs del producto final (Tabla 1).

Una vez establecidos los riesgos sobre los CQAs
se procedié a la Evaluacion del Riesgo para el
desarrollo del Espacio de Disefio. En el caso
concreto del farmaco modelo, la Evaluacion del
Riesgo puso de relieve que el mal flujo y su baja
solubilidad son los aspectos criticos a considerar
(Tabla 2).

CQAs Flujo | Solubilidad | Estabilidad |
Atributos Fisicos | Bajo Bajo Alto
Riqueza Alto Bajo Alto
uc Alto Bajo Bajo
Resistencia Bajo Bajo Bajo

alarotura

Disolucién Bajo Medio Bajo
HR Bajo Bajo Bajo

* UC (uniformidad de contenido), HR (humedad residual)
Tabla 1: CMAs con resultado de alto y medio riesgo en el
Analisis de Riesgos del farmaco modelo.

CMAs P S D RPN
Tamafio Particula 2 3 4 24
Mal flujo 5) 4 8 60
Baja solubilidad 2 5 3 30
Baja higroscopicidad 2 3 2 12
Bajo % Humedad 1 4 2 8
Fotosensibilidad 3 2 2 12

Tabla 2: Evaluacion de Riesgos del farmaco modelo.

Un flujo muy deficiente podria afectar a la uni-
formidad de contenido y a la riqueza debido a un
mal vaciado de la tolva y un llenado deficiente de
la matriz, dando lugar a comprimidos con dife-
rente proporcion de principio activo [5]. Por otro

lado, la baja solubilidad en agua del farmaco,
1g/100ml, puede comprometer la disolucion.

El Anélisis de Riesgos de los dos polimeros hi-
drofilicos estudiados mostraron que tan solo
la HPMC presenta unos CMAs con mayor im-
pacto, debido a su muy malas propiedades de
fluyjo (RPN=60) y su elevada higroscopicidad
(RPN=30). Estas propiedades pueden influir ne-
gativamente sobre la uniformidad de contenido y
la riqueza del producto, asi como sobre su estabi-
lidad [5]. El polietilendxido present6 para todos
sus CMAs unos valores de RPN < 30.

4. Conclusiones

El Analisis y 1a Evaluacion de Riesgos nos permi-
tieron determinar cuales de las diferentes propie-
dades de los materiales empleados en la formula-
cidn suponen un riesgo elevado para alcanzar los
objetivos planteados en el QTPP.

En base a los resultados obtenidos se podra esta-
blecer un Disefio Experimental (DoE) para des-
cribir las posibles interacciones multidimensio-
nales de los diferentes CMAs con los Pardmetros
Criticos del Proceso (CPP). El Espacio de Disefio
quedara definido por el conjunto de combinacio-
nes CMAs-CPPs que garanticen el perfil recogi-
doenel QTPP.
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1. Introduccién

La enfermedad de Fabry (EF) es una alteracion
metabolica, multisistémica y grave, de caracter
hereditario, debida a mutaciones en el gen que
codifica la enzima o-galactosidasa A (a-Gal A),
siendo una excelente candidata para ser tratada
mediante terapia génica.

Los vectores no virales a base de Nanoparticulas
Soélidas Lipidicas (SLNs) son una prometedora
estrategia para terapia génica. La incorporacion a
las SLNs del péptido protamina (P) incrementa su
capacidad de transfeccion. Ademas, se pueden uti-
lizar ligandos como la bemiparina (Be), heparina
de bajo peso molecular, para dirigir a células diana
e incrementar la estabilidad de la formulacién [1].

El objetivo de este trabajo es evaluar in vitro en
células hepaticas Huh-7 y células endoteliales
IMFE1 modelo de la EF, un vector no viral basa-
do en SLNs asociadas a Be y P (Be-SLN) para el
tratamiento de la EF. Ademas, evaluamos la com-
patibilidad del vector a nivel hematoldgico con-
siderando una futura administracion intravenosa.

2. Materiales y métodos
2.1. Preparaciony caracterizacion de los vectores

Una solucion acuosa de P y Be (cedida por La-
boratorios Rovi) se mezcld con una solucion del
plasmido pCMV-EGFP (codifica la proteina ver-
de fluorescente) o del plasmido pR-M10-aGal
A. La mezcla se adicion6 a la suspension de
SLNs elaboradas segin el método de emulsifica-
cién-evaporacion del solvente [2]. Se prepararon

formulaciones con diferentes proporciones de Be
y P. Se determind el tamafio de particula y poten-
cial zeta y la capacidad de los vectores para con-
densar, liberar y proteger el ADN frente a DNa-
sas (electroforesis en gel de agarosa). Se tomaron
imagenes de los vectores mediante microscopia
de transmision electrénica (TEM).

2.2.- Estudios “in vitro”

Se estudio la eficacia de transfeccion en células
Huh-7 e IMFEL a las 72 h. La produccion de
GFP se midi6é mediante fluorimetria y se expre-
s6 como RFU/mg proteina (Micro BCA™). La
actividad de la enzima a-Gal A se determiné por
fluorimetria [3]. La viabilidad celular se estudi6
mediante el método CCKa8. La hemaglutinacion
y la hemolisis se evaluaron tras poner el vector en
contacto con una suspensién de eritrocitos duran-
te 15 miny 1 h, respectivamente.

3. Resultados

En base a los resultados de proteccion y liberacion
del ADN se selecciond el vector con las propor-
ciones Be-P-ADN-SLNs 0.1:2:1:5. El tamafio de
particula fue 180+6 nm, el indice de polidisper-
sion fue de 0,2 y el potencial Zeta +41+1 mV. La
Figura 1 presenta una fotografia del vector en la
que se observa una capa o corona debida a la Be.

Fig. 1: Imagen del vector Be-SLN obtenida mediante TEM.
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Tras la administracion del vector Be-SLN se pro-
dujo una mayor cantidad de GFP en Huh-7 que
en IMFE1 (fig. 2A). En la Figura 2B se recogen
los niveles de a-Gal A en las células tratadas y sin
tratar. Las células IMFEL presentaron bajos ni-
veles basales de a-Gal A, al ser una linea celular
procedente de un paciente con EF. En esta linea
celular el vector Be-SLN increment6 7 veces la
actividad a-Gal A con respecto a las células sin
tratar. No hubo diferencias significativas en la
viabilidad celular.

Fig. 2 A) Expresion de GFP y B) a-Gal A 72 h post-trans-
feccion en IMFEL y Huh-7 (n=3).

El vector Be-SLN no produjo hemolisis significa-
tiva ni aglutinacion de los eritrocitos (fig. 3). Los
vectores sin Be (figs. 3B y 3C) indujeron agluti-
nacion de los eritrocitos.

Fig. 3: Eritrocitos incubados con A) PBS (control); B)
ADN-SLNs; C) P-ADN-SLNs y D) Be-SLNs.

4. Discusion

Las células endoteliales vasculares son las princi-
palmente afectadas por la EF. Cabe destacar que el
vector Be-SLN produjo una alta actividad a-Gal

A en un modelo celular de EF, por lo que cabe
esperar una mejoria en el funcionamiento celular.

Las células Huh-7 se han usado como mode-
lo para evaluar la capacidad de los vectores de
transfectar el higado. Este drgano puede actuar
como factoria de proteinas que se vierten al to-
rrente sanguineo. La produccion de GFP fue ma-
yor en Huh-7 que en IMFEL, pero la actividad
a-Gal A fue inferior. Sin embargo, se sabe que no
s necesario conseguir niveles altos de expresion
de la enzima para obtener eficacia clinica.

La falta de correlacion entre la cantidad de GFP
y actividad a-Gal A en ambas lineas celulares
pone de manifiesto la complejidad del desarrollo
de este tipo de nanoformulaciones, ademas de
la necesidad de disponer de modelos celulares
adecuados.

Finalmente, el caracter anionico de la Be aporta
al vector una mayor estabilidad en fluidos biolo-
gicos como la sangre, evitando la hemélisis y la
agregacion celular.

5. Conclusién

El nuevo vector Be-SLN produce un gran incre-
mento de la actividad a-Gal A en un modelo ce-
lular de EF. Los vectores también fueron capaces
de transfectar células hepaticas. La Be aporto es-
tabilidad a los vectores en la sangre.
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1. Introduccion

Los flavonoides son un tipo de polifenoles ade-
cuados para ser administrados por via tépica de-
bido a sus efectos anti-inflamatorios y sus pro-
piedades antioxidantes, asi como por la eficacia
demostrada en la prevencion de dafios foto-oxi-
dativos [1]. Sin embargo, para lograr su absor-
cién percutanea, es necesario administrarlos en
formulaciones que permitan retener una gran
cantidad del principio activo en la piel y una baja
penetracion en la dermis.

El objetivo del presente estudio fue desarrollar
tres sistemas nanoestructurados [2,3]: una na-
no-emulsién (NE), un transportador lipidico na-
noestructurado (NLC) y nanoparticulas lipidicas
solidas (SLN) que contenian un polifenol lipidico
(0,3% p/p) para aplicacion topica, y estudiar la
influencia de la formulacion y el tamafio de par-
ticula en la permeacion in vitro a través de piel
humana.

2. Material y métodos

Para la preparacion de las formulaciones, se utili-
zaron dos tensioactivos no iénicos: un derivado de
polioxietileno (HLB = 15) y un derivado de aceite
de ricino (HLB =12). Como componentes oleosos
se seleccionaron un triglicérido de cadena media
de aceite y un lipido sélido derivado de glicerol.

La NE se prepar6 por el método de adiciones su-
cesivas a 25°C y la NLC y SLN se prepararon
por el método de emulsificacion-sonicacion. El
tamafio de particula de las NE, NLC y SLN se
determind utilizando el analizador de tamafio de
particula Vasco™ (Cordouan Technologies, Fran-
cia), mediante el método de cumulantes.

Para el estudio de absorcion percutanea se utili-
20 el sistema MicroettePlus™ (Hanson Research,
EE.UU.). En el compartimiento donador de la
celda se adicionaron 200 pL de la formulacion,
y como medio receptor se utilizd una solucién
reguladora de fosfatos PBS a pH 7,2 con un 1%
de polisorbato 80 (condiciones sink) a 32°C y
agitada a 400 rpm. Se utilizaron muestras de piel
del mismo donante (0,4 mm de grosor), después
de comprobar su integridad (TEWL). Al final del
experimento, se retiraron de la capa cornea los
restos de formulacion, y se lavo la piel de acuerdo
con un protocolo establecido. El polifenol en las
muestras se cuantifico por HPLC-UV. 2.

Los parametros de permeacion (Jss, TL, Kp y P1,
P2 [4]) se determinaron por el método del perio-
do de latencia [5].

3. Resultados

Las NE, NLC y SLN mostraron estabilidad ciné-
tica al menos durante 72h. El tamafio de particula
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obtenido y el correspondiente valor de span fue-
ron de 85,14 nm (0,95), 53.72 nm (1.16) y 589
nm (1.13) para la NE, el NLC y SLN, respectiva-
mente. En la Tabla 1 se exponen los resultados de
permeacion obtenidos.

SLN NLC NE
J (ug/h-cm?) 0.147 0.129 0.0350
(0.134-0.157) (0.105-0.155) (0.023-0.042)
TL (h) 11.81 4.45 10.07
(6.56-12.74) (4.21-4.69) (9.66-10.49)
P2.10? (1/h) 1.41 3.75 1.66
(1.31-2.54) (3.55-3.96) (1.59-1.72)
P1-10° (cm) 3.47 1.17 0.59
(1.76-3.99) (0.88-1.46) (0.45-0.73)
Kp-10”° (cm/h) 4.90 4.33 0.96
(4.48-5.23) (3.49-5.18) (0.78-1.6)
Qret’ (ug) 144.7 152.1 191.3
(134.9-178.3) (123.2-180.8) (160-8-196.6)

* Balance de masas

Tabla 1: Medianay rango de los valores de los parametros
de permeacion obtenidos a partir de cada una de las for-
mulaciones (n=3-4).

4. Discusion

Los tamafios de particula relativamente eleva-
dos y la polidispersidad observada en las NLC y
SLN pueden atribuirse al método de preparacion
utilizado.

De acuerdo con los valores de los parametros
de permeacion obtenidos, el polifenol lipidico
muestra una mayor permeacion cutanea desde las
NLC y SLN que desde la NE. Sin embargo, la
NE present6 la mayor cantidad de principio acti-
vo retenido en la piel, aspecto importante a con-
siderar en una formulacion topica. El tamafio de
la gota no parece influir en la permeabilidad de la
piel del polifenol ensayado en las formulaciones
desarrolladas.

5. Conclusiones

La permeacion del polifenol lipidico estudiado
fue relativamente baja respecto a la dosis aplica-
da, lo que resulta de interés para su administracion
por via topica y accion local. Ademas, los nano-
sistemas ensayados permiten retener el principio
activo en la piel, observandose diferencias entre
las tres formulaciones, que no pueden atribuirse
al tamafio de particula sino a la composicion.
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1. Introduccién

Pharmaceutical vehicles aimed at controlled de-
livery are of particular interest, not only for new
active products, but also for old generation drugs
whose clinical use is restricted by unfavourable
kinetic profiles. Albumin nanoparticles (ANP)
have gained considerable attention because of
this protein’s transport capacity and physiologi-
cal functions. Albumin is thought to facilitate en-
dothelial transcytosis of plasma constituents into
the extravascular space by binding to the cell sur-
face receptor albondin [1]. These properties to-
gether with its preferential uptake by tumours and
inflamed tissue [2] make albumin an appropriate
ingredient for drug delivery systems. Apart from
its relevant role in drug transport and targeting,
this protein is also used to formulate hydrophobic
drugs. Formulations based on albumin are being
developed and successfully applied to the poorly
water-soluble paclitaxel [3]. Albusomes, albumin
microspheres containing liposomes, first applied
to vancomycin [4] constitute a green formulation
strategy with high potential for hydrophobic and
highly albumin-bound products such as Itracona-
zole (ITZ). The aim of this work was to prepare
and characterized ITZ-loaded albusomes.

2. Material and methods

2.1. Albumin as a ITZ solubility enhancer

The influence of albumin on ITZ solubility was
studied prior to the preparation of albusomes.

7.5 mg of drug was placed in a vessel containing
500 ml of medium prepared by adding albumin

at different protein concentrations (0.1%-4%) to
HCI 0.1 M. The assay was also carried out in ab-
sence of albumin as control. After 24 h, a sample
was extracted and split into two aliquots, one for
direct quantification of ITZ and the other to be fil-
tered by means of a Chromafil® PET-45/25 (0.45
pm, 25 mm diameter), both being analyzed using
HPLC. The mixtures were then stored at room
temperature (20-24°C) for 1 week, after which
they were analyzed again for ITZ quantification.

2.2. Preparation of albusomes

Cationic liposomes were prepared by sonication
according to the previously described method [5]
and mixed with the above ITZ medium to obtain
albusomes. The procedure applied to vancomy-
cin [4] was used here with slight modifications:
only cationic liposomes were used and drug was
incorporated with albumin instead of liposomes.

2.3. Characterization of albusomes

Centrifugation of flocculates (15.000 rpm, 4°C)
afforded the separation of a solid pellet contain-
ing the albusomes from a clear supernatant, the
components not found in the latter were assumed
to be trapped in the pellet. The amount of ITZ
entrapped into the albusomes (Qa) was estimat-
ed from the difference between the drug amount
used for particles preparation (Qi) and the amount
quantified in the supernatant:

Qa=Qi—(VsxC

ITZ)

where Vs and C,, are the supernatant volume and
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the ITZ concentration, respectively. Entrapment
efficiency (%) was then calculated as follows:

EE (%) = (Qa/Qi) x 100
3. Results and Discussion

Drug concentration in mixtures prepared to
achieve a theoretical value of 15 mg/l revealed
mean values that were lower than expected
(9.48+0.45, 11.79 + 0.48, 12.96 +1.00 and 12.69
+ 0.49 for 0%, 0.1%, 0.5% and 1% albumin, re-
spectively), likely due to the high hydrophobicity
of ITZ causing it to adhere to the surface of the
glass. The concentrations obtained after filtering
the samples were 6.84 + 0.19 mg/L, 8.60 + 0.38
mg/L, 9.11 £ 0.15 mg/L and 9.11 £ 0.36 for 0%,
0.1%, 0.5% and 1% albumin, respectively.

Fig. 1: Itraconazol solubility in acidic medium for different
albumin concentrations.

Differences between these concentrations and
those obtained for the same mixtures stored at
room temperature for 7 days were not observed,
which allows immediate checking of drug sol-
ubility by filtering without the need to wait for
solute sedimentation. As figure 1 shows, albumin
significantly increases ITZ solubility, even at
0.1%, and no statistical differences can be ob-
served between the lowest and highest protein
concentrations used (p=1.00).

Mean values for drug entrapment efficiency,
fall into a 51-68% range for all albumin feeding

concentrations, with no statistical differences
(p=0.15) among them. No relationship between
EE and albumin was found and data reveal that
the albumin/ITZ molar ratio increase from 0.88
to 35.20 (0.1% and 4%, respectively) did not in-
crease drug entrapment efficiency.

The findings of this study show that the combi-
nation of albumin and liposomes leads to a phar-
maceutical vehicle that may be applied to drugs
regardless of water solubility. For hydrophobic
and highly albumin-bound drugs, such as 1TZ,
this formulation strategy improves solubility
with no need for organic solvents or emulsifiers.
The method applied to prepare the drug-loaded
albusomes is a green, solvent-free procedure that
guarantees total absence of volatile or cross-link-
er agent residuals in its formulation.
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1. Introduccién

Ciprofloxacino es una fluoroquinolona de amplio
espectro con actividad frente a microorganismos
aerobios Gram-negativos y Gram-positivos. De-
bido a la baja toxicidad asociada a su uso y el
lento desarrollo de resistencias esté indicada en
el tratamiento de diversas infecciones.

Se han ensayado distintas formulaciones de ci-
profloxacino liposomal mediante estudios in vi-
tro e in vivo, cobrando especial importancia la
administracion pulmonar para el tratamiento de
patologias infecciosas del sistema respiratorio [1]
y la ocular para superar las limitaciones derivadas
del empleo de formulaciones liquidas convencio-
nales [2].

Generalmente los liposomas se modifican con
polimeros hidrofilos para aumentar su estabili-
dad y mejorar sus propiedades biofarmacéuticas,
siendo el chitosan y los polietilenglicoles los mas
utilizados con este fin. En el presente estudio se
selecciono la albumina, proteina biocompatible y
biodegradable, con capacidad de union a multi-
ples ligandos. [3]. Se trata de combinar los lipo-
somas y la albumina en particulas denominadas
albusomas, con el fin de aunar las propiedades de
ambos transportadores [4].

El objetivo del presente trabajo ha sido incorpo-
rar ciprofloxacino a los albusomas y evaluar la in-
fluencia de distintos factores en las caracteristicas
de las particulas obtenidas.

2. Material y métodos

2.1. Preparacion de liposomas

Se dispersan la fosfatidilcolina y el colesterol en

el medio acuso que contiene el antibidtico en di-
ferentes concentraciones (1-5 mg/ml); en el caso
de liposomas catidnicos se incorpora, ademas, el
bromuro dimetildioctadecil amonio (DDA). Se
somete la mezcla a sonicacion y 55+5°C durante
20 min, se deja en reposo durante 1 h y se filtra
(0,45 pm).

2.2. Preparacion de los albusomas

Se mezcla la suspensién de liposomas catiénicos
0 anidnicos con la disolucion de albumina (0,5%
0 1%) ajustando el pH a 7 o 4, respectivamente y
se coloca la mezcla en bafio de agitacion a 4°C
durante 20 h.

2.3. Determinacion de la Eficacia de
encapsulacion (EE%)

Se separan las particulas formadas por centri-
fugacion a 15.000 rpm y 4°C y se cuantifica la
cantidad de ciprofloxacino en el sobrenadante
mediante una técnica de HPLC. Se estima la EE
(%) en base a la siguiente ecuacion:

EE (%) = [(Qi-Qs)/Qi] X100

Donde Qi es la cantidad inicial de ciprofloxa-
cino afiadida y Qs la cantidad remanente en el
sobrenadante.

Todos los ensayos se replicaron 4 veces.
3. Resultados y discusion

Mediante el ajuste de pH y la bajada de la tempe-
ratura se induce el fenomeno de floculacion que
facilita la formacion de los albusomas: particulas
constituidas por liposomas y albimina (libre y
unida al farmaco). Como muestran las siguientes
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figuras, el porcentaje de farmaco encapsulado
no se modifica al variar las concentraciones de
ciprofloxacino, se incrementa ligeramente al au-
mentar la concentracion de alblimina y aumen-
ta de forma significativa cuando se incorpora el
DDA a los liposomas.

Fig. 1: EE (%) a partir de liposomas sin DDA para dife-
rentes concentraciones de farmaco (1-5 mg/ml) y de alb-
mina (0,5%; 1%).

Fig. 2: EE (%) a partir de liposomas con DDA para dife-
rentes concentraciones de farmaco (1-5 mg/ml) y de alb-
mina (0,5%; 1%).

La presencia del lipido cationico aumenta el
potencial zeta de los liposomas y facilita la

interaccion electrostatica entre las vesiculas y las
moléculas de albimina con signo contrario. El
farmaco unido a la proteina queda atrapado en los
albusomas, cuya estructura se muestra de forma
esquematica en la siguiente figura

Fig. 3: Estructura propuesta para los albusomas.

La combinacion de albimina y liposomas per-
mite obtener un vehiculo farmacéutico biocom-
patible y biodegradable con gran potencial en el
campo de la liberacion controlada de farmacos;
para antibiéticos de amplio espectro, como es
ciprofloxacino, facilitaria su administracién por
diferentes vias como son la pulmonar u ocular.
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1. Introduction

Bone grafts are widely used in situations where
natural self-regeneration is compromised, either
because the bone defect surpasses the critical size
or because of physiological conditions. Synthetic
scaffolds are designed to overcome the problems
associated to autografts (donor site morbility) and
allografts (low osteoinductivity, risk of disease
transmission) [1]. For their use in bone regener-
ation, apart from being biocompatible, scaffolds
have to posses porosities from 65 to 80%, with
pore sizes above 100mm for vascularization [2].

This work aims to enhance the architectural
properties of synthetic scaffolds matrix made of
poly(e-caprolactone) (PCL) [3], a biocompati-
ble polyester, by adding to the polymeric matrix
starch aerogel particles, a light mesoporous ma-
terial with a high surface area. These compounds
are mixed and processed through foaming with
supercritical CO, to form a porous matrix. This
technique does not require the use of organic
solvents, high temperatures or purification steps,
thus avoiding problems of cytotoxicity, prema-
ture drug degradation, low drug loading yields,
reproducibility concerns or long processing times
among others [4].

2. Materials and methods
2.1. Materials

PCL (50kDa, Polysciences); native corn starch
(52.6% amylose content, Roquette); paraffin oil
(Panreac); polyglycerol polyricinoleate (PGPR,
Palsgaard); CO, (99.9% purity, Praxair); ethanol
(99.8% purity, Omnilab); diethyl ether (DEE,
98% purity, Labkem).

2.2. Starch aerogel particles preparation

A water-in-oil emulsion was prepared from a
mixture of paraffin oil and a starch aqueous solu-
tion 15% (w/w) in a 3:1 oil-to-water weight ratio.
3% (w/w) of PGPR with respect to the aqueous
phase was added to the oil phase as emulsifier.
The mixture was heated at 121°C for 20 min and
then homogenized using an ultrasound probe.
The emulsion was kept at 4°C for 48h for starch
retrogradation. The hydrogel particles were sepa-
rated by centrifugation and washed with ethanol
for solvent exchange, obtaining starch alcogels.
Part of the hydrogels was washed with DEE prior
to washing them with ethanol. Starch aerogel mi-
crospheres were obtained by supercritical drying
of the alcogels.

2.3. PCL-starch aerogels scaffolds preparation

Weighed amounts of powdered PCL and mixture
formulations of PCL and starch aerogel (90:10
w/w) were physically mixed and placed in Teflon
cylindrical moulds. The moulds were then insert-
ed in a high-pressure stainless steel autoclave and
soaked in scCO2, at 37°C and 140 bar, for 60 min
in the static mode. Then, autoclave was depres-
surized to ambient pressure at a venting rate of
1.8 g/min.

2.4. Characterization of aerogels and
scaffolds

Morphology of scaffolds and starch aerogel was
examined through scanning electron micros-
copy (SEM). Particle size distribution of starch
alcogels was studied by dynamic light scatter-
ing analysis of the microspheres suspended in
ethanol. Textural properties were studied by N,
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adsorption-desorption analysis applying BET
and BJH methods. Skeletal density was measured
through helium picnometry.

3. Results and discussion
3.1. Starch aerogel properties

Emulsion-gelation method followed by super-
critical drying led to starch aerogel microspheres
with a mean size of 1.2 mm (Fig. 1), suitable for
their incorporation in scaffolds.

Fig. 1: Particle size distribution of alcogel microspheres.

The analysis of textural properties revealed a po-
rous structure, with an average pore diameter of
25 nm and a surface area of 93 m?/g. The washing
of the hydrogels with DEE increased the surface
area of aerogels until 188 m?%g. This confirms
there was still PGPR coating the particles, and it
could be removed with diethyl ether.

3.2. Effect of starch aerogel on PCL scaffolds

Higher porosities and lower bulk densities of the
resulting scaffolds are observed with an increased
content in starch aerogel (Fig. 2).

Fig. 2: Effect of aerogel content on apparent density and
overall porosity of scaffolds.

SEM micrographs show the formation of larger
and more interconnected pores when starch aero-
gel is added to the PCL matrix. Starch aerogels

might act as pore nucleation sites in the depres-
surization phase of foaming.

Fig. 3: SEM micrographs of (left) PCL and (right) PCL-
starch aerogel scaffolds.

4. Conclusions

Starch aerogel microspheres with a mean size on
the order of 1 mm were obtained through emul-
sion-gelation followed by supercritical drying.
Also, excess of PGPR was washed off the hydro-
gels with diethyl ether, which increased the sur-
face area of aerogels. Incorporation of these aero-
gels in the PCL-based scaffolds enhanced their
porosity and pore interconnectivity, which are
key factors for their use in regenerative medicine.
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1. Introduction

Several features makes the cornea particularly
attractive for gene transfer: it has a well-defined
anatomy and is easily accessible during am-
bulatory visits, as well as surgical procedures.
Moreover, it is relatively immune-privileged, and
easily monitored due to its transparency. Corneal
diseases potentially treatable by gene therapy in-
clude mucopolysaccharidosis VII, herpetic stro-
mal keratitis, corneal neovascularization, corneal
burns, and corneal transplantation and graft rejec-
tion, among others [1].

The most important, and most difficult, challenge
in gene therapy is the issue of delivery. Among
the delivery systems designed for gene therapy,
solid lipid nanoparticles (SLN) are very promis-
ing vectors for ocular gene therapy [2]. The top-
ical administration of SLN to the corneal surface
favors the retention by muco-adhesion, and the
corneal permeation through the cornea epithelial
cells by endocytic uptake [3].

The aim of this work was the in vitro and ex vivo
evaluation of SLN as a gene delivery system to
the cornea.

2. Materials and methods

2.1. Preparation and characterization of
vectors

SLN were prepared by the emulsification-evap-
oration method [3]. The plasmid pCMS-EGFP

(that encodes the green fluorescent protein) was
used as reporter gene. For vector preparation
the plasmid was complexed with protamine (P)
and dextran (DX). The complex was then put in
contact with a suspension of SLN to obtain the
DX-SLN vector. Particle size and zeta potential
of the vector were measured in a Zetasizer Nano
series-Nano ZS.

2.2. In vitro evaluation

Transfection and cell viability were evaluated in
the human corneal epithelial (HCE2) cell line 48h
after addition of vectors. Transfection was evalu-
ated by fluorescence microscopy and cell viabili-
ty by the CCK8 method.

2.3. Ex vivo evaluation

Corneas explanted from rabbit eyes were used as
ex vivo model for gene delivery [3]. A suspension
of the vector was added to the explanted corne-
as kept in sterile Steinhardt medium at 37°C. In-
ternalization of the vector at 24 h was studied by
fluorescent microscopy, by using Nile Red-labe-
led SLN. Transfection efficacy was evaluated by
immunofluorescence 48 h after the addition of the
vector to the fixed corneas. Finally, the structure of
the corneas treated with the vector was analysed
by the Masson’s trichrome staining technique.

3. Results

The DX-SLN vector showed a particle size of
240£11 nm and a zeta potential of +35+2 mV. As
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can be seen in fig. 1, the vector was able to trans-
fect HCEZ2 cells. Cell viability was similar to that
obtained in non-treated cells.

Fig. 1: EGFP (green) produced in HCE? cells 48h after
addition of the vector (20x).

Fig. 2 shows the entry of the vector in the cells of
the explanted corneas.

Fig. 2: Entry of the DX-SLN into the cells of excised cor-
neas. Red: Nile Red-labeled vectors; blue: cells nuclei.

Transfection was also detected ex vivo at 48h in the
corneal epithelial cells and in the stroma (fig. 3).

Fig. 3: EGFP expression in excised corneas. Green:
EGFP; blue: cells nuclei.

Fig. 4 features the structure of the rabbit cornea
48 h after the treatment with the DX-SLN vector.

Fig. 4: Masson’s trichrome staining of the rabbit cornea
treated with the vectors.

4. Discussion

Firstly, we observed that DX-SLN vectors were
able to transfect HCE2, a cellular in vitro model
usually employed to evaluate corneal treatments.

Moreover, cell viability was not significantly
affected.

Later on, considering that cellular uptake is one
the main barriers for the efficacy of non-viral
vectors, the entry of the vectors into the cells
of excised corneas was studied. The SLN-based
vector was extensively internalized by the corne-
al cells (fig. 2).

The inmunofluorescence analysis of the corneas
explanted from rabbits showed the EGFP expres-
sion in epithelial and stromal cells (fig. 3), which
means that the DX-SLN vector was able to over-
pass the epithelial barrier and move through the
glucosaminoglicans and the colagen fibres that
compose the stroma. The stelth properties of DX
[4] may facilitate the diffusion of the vector through
corneal layers. Moreover, the corneal structure was
not affected by the adition of the vector (fig. 4).

5. Conclusions

The vector DX-SLN is internalized by corneal
cells and is able to transfect them, without altera-
tion of corneal structure. Therefore, these results
show the potential of SLN as gene delivery sys-
tem to the cornea.
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1. Introduccion

El hipo es una contraccién espasmadica, involun-
taria y repetitiva del diafragma y los musculos in-
tercostales, que provoca una inspiracion subita de
aire que termina con el cierre de la glotis. El hipo
persistente se prolonga mas de 48 horas pudiendo
causar efectos graves en los pacientes. Los medi-
camentos habitualmente utilizados para tratar el
hipo estan contraindicados en pacientes que toman
farmacos antiparkinsonianos [1]. Ademas, se ha
descrito en la literatura una posible asociacion de
este sintoma con la enfermedad de Parkinson (EP)
[2] y con la toma de agonistas dopaminérgicos [3].

El objetivo de este estudio fue profundizar en el
conocimiento sobre el manejo del hipo en pacien-
tes con EP. En primer lugar se analizaron las no-
tificaciones registradas en la base de datos euro-
pea de farmacovigilancia (Eudravigilance) sobre
hipo en pacientes con EP y en aquellos tratados
con agonistas dopaminérgicos. Ademas, se llevo
a cabo una revision de la literatura sobre los casos
de hipo asociados con agentes dopaminérgicos y
por tultimo se identificaron recomendaciones ba-
sadas en la evidencia cientifica sobre el manejo
de este sintoma en la EP.

2. Material y métodos
2.1. Revision de casos de Eudravigilance

Se analizaron los casos de hipo (término preferente

delaclasificacion MedDRA) registrados en Eudra-
vigilance desde el 1 de enero de 2001 hasta el 15 de
mayo de 2016. Se seleccionaron los que afectaban
a enfermos de Parkinson y a pacientes tratados con
agonistas dopaminérgicos mayores de 18 afios. Se
recogio informacion sobre edad, sexo, gravedad,
causalidad, pais y medicamento sospechoso de
causar hipo en cada caso. Se calcularon las razones
de notificacion proporcional (PRR) para compro-
bar si existia relacion entre los agonistas dopami-
nérgicos y la generacion de hipo. Se considera que
se genera una sefial de seguridad cuando el limite
inferior del intervalo de confianza al 95% de la
PRR es superior a 1 y existen 3 o mas notificacio-
nes para un medicamento en concreto [4].

2.2. Revision de la literatura

Se llevo a cabo una busqueda en la base de da-
tos Medline desde 1966 hasta la actualidad para
identificar los casos de hipo asociados a pa-
cientes con EP o en tratamiento con agonistas
dopaminérgicos.

2.3. Revision de la farmacoterapia del hipo

Se realizd una busqueda en las bases de datos
TRIPdatabase, NICE y en UptoDate para iden-
tificar las recomendaciones basadas en la eviden-
cia cientifica sobre el manejo del hipo en la EP.
Ademas, se revisaron las fichas técnicas de los
medicamentos utilizados habitualmente para tra-
tar el hipo.
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3. Resultados
3.1. Revision de casos de Eudravigilance

Se encontraron 32 casos de hipo en pacientes
tratados con agonistas dopaminérgicos; 24 en pa-
cientes con EP, 6 en pacientes con sindrome de
piernas inquietas y otros 2 en pacientes sin diag-
nostico definido. El 75% de las notificaciones
fueron en hombres.

Pramipexol estuvo implicado en 16 casos, roti-
gotina en 6, levodopa en 5, ropirinol y pergoli-
da en 2 y piribedil en 1. Se describieron 5 casos
de hipo en enfermos de Parkinson en los que
el medicamento sospecho no era un agonista
dopaminérgico.

Mas de la mitad de los casos de hipo relacionados
con la toma de agonistas dopaminérgicos (56%) se
consideraron graves, con base a los criterios de co-
dificacion de la UE (Directiva 2001/83/EEC). En
cuanto a los casos de este sintoma en pacientes con
EP pero que estaban relacionados con otra medica-
cion, se consideraron graves el 80% de los casos.

La Tabla 1 recoge los valores de PRR, donde se
observa que rotigotina y pramipexol generan una
sefial de seguridad.

(Rl S PRR (95% IC) n
dopaminérgicos
Rotigotina* 9.59 (4.31-21.35) 6
Pramipexol* 4.99 (3.09-8.04) 16
Levodopa 1.38 (0.62-3.07) 5

Tabla 1: Valores de PRR. * Sefial de seguridad.

3.2. Revision de la literatura

Se encontraron 13 casos que relacionaban el hipo
con latoma de agonistas dopaminérgicos. Enlos 8
casos donde se indicaba el sexo, los pacientes eran
varones. Pramipexol, piribedil y levodopa apare-
cian como medicamentos sospechosos de causar
hipo en 4 casos cada uno y pergolida en otro.

3.3. Revision de la farmacoterapia del hipo

En las fuentes consultadas no se encontraron re-
comendaciones especificas para el manejo del
hipo en pacientes con EP. De acuerdo con las
fichas técnicas, en la UE tnicamente haloperi-
dol esta indicado para el tratamiento de hipo. En

Estados Unidos, el tnico farmaco indicado para
el tratamiento del hipo es clorpromazina.

4. Discusion

Nuestro estudio proporciona la primera eviden-
cia de que existe una mayor proporcion de casos
notificados de hipo para rotigotina y pramipexol.
El hecho de que ambos farmacos hayan generado
una sefial de seguridad refuerza la hipdtesis de
gue se asocian con este efecto adverso.

Cabe destacar la desproporcion observada entre
casos de hipo en hombres y mujeres, notifican-
dose tres casos de hipo en hombres por cada caso
en mujeres.

No existen especificaciones en las bases de da-
tos consultadas sobre el manejo del hipo en en-
fermos de Parkinson o en pacientes tratados con
agonistas dopaminérgicos. Ademas los unicos
tratamientos con indicacion en ficha técnica para
tratar el hipo, haloperidol y clorpromazina, estan
contraindicados en dichos pacientes.

5. Conclusiones

Este trabajo evidencia por primera vez que ro-
tigotina y pramipexol generan una sefial de se-
guridad, reforzando la hip6tesis de que ambos
farmacos se asocian con la aparicion de hipo.
Asimismo, queda patente la necesidad de incluir
recomendaciones especificas sobre el tratamiento
del hipo en las guias clinicas sobre la EP.
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1. Introduccién

La degeneracion macular asociada a la edad
(DMAE) tiene una elevada prevalencia al estar
ligada al envejecimiento de la poblacion, siendo
la principal causa de ceguera en nuestro pais [1].
Entre los tratamientos indicados y disponibles se
encuentra ranibizumab, fragmento de anticuerpo
monoclonal recombinante humanizado dirigido
contra el factor de crecimiento endotelial vas-
cular A (VEGF-A). La unién del VEGF-A a sus
receptores (VEGFR-1 y VEGFR-2) produce la
proliferacion de las células endoteliales y la neo-
vascularizacion, junto con la exudacion vascular,
lo que favorece la progresion de la forma neovas-
cular de la DMAE [2].

El objetivo del presente estudio fue evaluar la
efectividad de ranibizumab en pacientes con de-
generacion macular neovascular (exudativa).

2. Material y métodos

Se realizé un estudio observacional descriptivo
de caracter retrospectivo, mediante la revision de
las historias clinicas informatizadas de pacientes
diagnosticados de DMAE exudativa, tratados con
ranibizumab y seguimiento de un afio.

Las variables de estudio fueron: demograficas:
edad y sexo; clinicas: agudeza visual y tomogra-
fia de coherencia dptica (OCT) de acuerdo con
el protocolo de tratamiento, numero de inyec-
ciones administradas (tratamiento de carga: una
inyeccion intravitrea mensual durante 3 meses y

reinyecciones en visitas mensuales), efectividad
del medicamento (ganancia o pérdida de mejor
agudeza visual corregida durante el periodo de
estudio), coste del tratamiento.

3. Resultados

Durante el periodo de estudio se seleccionaron un
total de 100 pacientes (61% mujeres, edad media:
74 + 10,7 (rango: 62-89).

Se administraron 484 inyecciones intravitreas
(4,8 inyecciones por caso-afio). La agudeza vi-
sual media basal fue de 0,290 + 0,222 vs. la agu-
deza visual media a los 12 meses que resulto ser
de 0,293 +0,275.

Del total de pacientes, el 58% se mantuvo esta-
ble o mejoraba la agudeza visual (n=22 con < 3
inyecciones) y el 42% no respondié o perdié agu-
deza visual.

Considerando el precio de un vial y el nimero
medio de inyecciones anuales por paciente, se
estimé un coste promedio de 4000 euros anuales
por paciente (y 0jo) con DMAE exudativa.

4. Discusion y conclusiones

La mayoria de los pacientes tratados con rani-
bizumab consiguieron estabilizar su agudeza vi-
sual, aunque solo en algunos casos mejorarla. Es
importante considerar que la agudeza visual ba-
sal de los pacientes seleccionados era baja y que
el estudio incluy6 s6lo un afio de seguimiento
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(en general la enfermedad tiene un curso de 5-7
afos) [3].

El nimero de inyecciones por paciente resulto ser
de 4,7, lo que sefial6 la necesidad de tratamientos
repetidos para estabilizar la enfermedad.

El medicamento dada la cronicidad de la enfer-
medad y su prevalencia tiene un impacto econo-
mico relevante [4].

Nuevos analisis y con un periodo mayor de estu-
dio son necesarios con objeto de establecer patro-
nes de utilizacion mas efectivos y eficientes, sin
reducir la seguridad del paciente. En esta linea se
estan realizando estudios con ranibizumab para
obtener nuevas formas de liberacion del farma-
co que no conlleven la inyeccion repetida del
medicamento.
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1. Introduccién

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad
inflamatoria cronica del sistema nervioso central.
Se caracteriza por crisis neurolégicas autolimita-
das (brotes) seguidas de periodos de recuperacion
parcial o completa [1]. Actualmente, el tratamien-
to recomendado de los brotes son los corticoste-
roides a dosis altas. Los brotes de EM se tratan
normalmente con metilprednisolona (MP) intra-
venosa (IV) a dosis de 500 mg a 1.000 mg durante
3-5 dias [2]. En Espafia no existe comercializado
ningun farmaco con MP oral a dosis altas.

La revisién Cochrane [3] sobre el uso de este-
roides orales frente a intravenosos para el trata-
miento del brote de EM concluye que los ensayos
realizados apoyan la hipétesis de que no hay di-
ferencias significativas en los resultados clinicos,
radioldgicos y farmacoldgicos entre las dos vias
de administracion, y que basado en la evidencia,
el tratamiento oral es una alternativa practica y
efectiva a la via IV para el tratamiento de los bro-
tes de EM.

El uso de MP oral a dosis altas para el tratamien-
to de los brotes de EM es mas conveniente para
el paciente y tiene menor repercusion en la vida
laboral porque evita desplazamientos al hospital.
Ademas, resulta mas econdmica que la via IV [2].

El presente estudio pretende analizar el uso de una

férmula magistral (FM) de MP oral a dosis altas
para el tratamiento de los brotes de EM. Ademas,
se ha valorado el grado de aceptacion por parte de
los pacientes y el impacto econémico.

2. Material y métodos

Estudio observacional retrospectivo realizado
en el Servicio de Farmacia del Hospital Uni-
versitario de Guadalajara. El periodo de estudio
fue diciembre 2011- noviembre 2016. Los datos
fueron extraidos de la historia clinica electréni-
cay de dos aplicativos del Servicio de Farmacia
(Magisform®, mddulo de pacientes externos de
Farmatools®). Las variables registradas fueron:
datos demograficos (edad, sexo, tipo de EM, tra-
tamiento inmunomodulador), dosis de MP oral
(mg) y duracién del tratamiento (dias). Se inclu-
yeron todos los pacientes que recibieron durante
el periodo de estudio al menos una dosis de FM
de MP oral para el tratamiento de un brote de EM.
El grado de aceptacion de los pacientes se reco-
gio en el afio 2015 a través de una encuesta [4].

3. Resultados

Durante el periodo de estudio se han tratado con
la FM de MP oral 63 pacientes (70% mujeres).
La mediana de edad fue 44 afios (17-82). El 78%
de los pacientes estaban diagnosticados de escle-
rosis multiple remitente recidivante (EMRR). El
44% tenian tratamiento activo para la EM con
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farmacos inmunomoduladores.

Se registraron 95 brotes tratados con MP oral. El
numero de tratamientos por paciente oscild entre
1 y 4, en funcion del nimero de brotes.

La mayoria de pacientes (66%) recibieron 1.250
mg de MP oral en dosis unica diaria durante 3 o
5 dias. El resto de dosis fueron 1.200, 1.000, 625
y 600 mg diarios.

So6lo un paciente interrumpid el tratamiento por
nauseas y vomitos. El resto completaron pauta,
observandose recuperacion del brote en un 93%.
El mayor inconveniente reportado por los pacien-
tes fue el sabor amargo. En el afio 2015 se realiz6
una encuesta a los pacientes que recibieron MP
oral, y el 82% preferian la administracion oral
frente a la IV. Los efectos adversos notificados
fueron similares a la via IV.

El coste medio por brote asociado a la adminis-
tracion oral versus administracion IV fue: 53 €
vs. 485 €. Durante el periodo de estudio se con-
siguié un ahorro econémico de 41.030 € con la
utilizacion de la FM de MP oral a dosis altas.

4. Discusién

Durante los 5 afios en los que se lleva preparan-
do la FM de MP oral en el Servicio de Farmacia,
se han tratado un niimero importante de brotes
con una eficacia y tolerabilidad similar a la ad-
ministracion IV. Esto coincide con los datos pu-
blicados que demuestran que no hay diferencias
significativas entre ambas vias de administracion
[2,3]. La dosis prescrita con mayor frecuencia fue
1.250 mg de MP oral que equivalen a 1.000 mg
de MP 1V [2].

Seglin la encuesta realizada en 2015, el grado de
aceptacion de la FM fue elevado, ya que se con-
sigue una administracion mas comoda que inter-
fiere menos en la vida cotidiana del paciente. El

principal inconveniente de la FM, fueron sus des-
agradables caracteristicas organolépticas. Esto
podria ser un inconveniente para lograr que todos
los brotes se traten por via oral.

El objetivo principal que se planted al elaborar
esta FM era mejorar la comodidad del paciente.
A lo largo de estos afios, se ha conseguido, ade-
mas, un importante ahorro econémico al evitar el
ingreso del paciente.

5. Conclusiones

El uso de una FM de MP oral para el tratamiento
de los brotes de EM ha resultado ser una alterna-
tiva eficaz, comoda y coste- efectiva frente a la
administracion IV.
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1. Introduccién

Las enfermedades inflamatorias de la piel com-
prenden un grupo importante de las afecciones
dermatoldgicas, siendo de naturaleza y caracte-
risticas muy diversas.

El interés del aceite de orujo de oliva esta cre-
ciendo debido a su composicion en compuestos
bioactivos como: escualeno (ESC) por su capa-
cidad para restablecer el equilibrio natural de la
humedad de la piel, mantenerla suave y elastica
[1] y &cidos triterpénicos (AcTP) por su actividad
antitumoral, antiinflamatoria y bactericida [2].

Por otra parte, el cido docosahexaenoico (DHA)
tiene gran interés por sus efectos antiinflamato-
rios y citoprotectores [3].

El objetivo del presente trabajo ha sido el disefio
y desarrollo galénico de un oleogel con aceite de
orujo de oliva y otros componentes bioactivos
para el tratamiento de enfermedades inflamato-
rias crénicas de la piel.

2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

Aceite de orujo de oliva obtenido por un proceso
de refinacion fisica, en concreto, por destilacion
en pelicula descendente (Oleicola El Tejar, SCA).
Fraccion insaponificable de aceite de orujo de oli-
va (Oleicola El Tejar, SCA). Acido docosahexae-
noico (DHA) procedente de NATAC Biotech,
SL. Nipaguard® SCE (Clariant International). Vi-
tamina E (Acofarma) y Sucragel CF (Gattefosse).

2.2. Métodos

Los ensayos de liberacion se han llevado a acabo
en un aparato de disolucion USP 27 tipo Il (Erwe-
ka DT 600 HH), vasos de disolucion de 200 ml
(Erweka, USP 39), Enhancer Cell® (Vankel) de
2 cm de diametro con superficie efectiva de 1.77
cm? y una membrana de nitrato de celulosa de
0.45 pm de tamafo de poro (Whatman Internatio-
nal). EI medio de disolucion ha sido agua desioni-
zada y desgasificada, y 2% de polisorbato 80. La
cantidad de oleogel ha sido de 2 g.

Los ensayos se han llevado a cabo durante 24 h,
manteniéndose a 37°C, tomandose muestras a di-
ferentes tiempos.

La cuantificacion del contenido de cada com-
puesto bioactivo se ha realizado mediante HPLC-
DAD (UltiMate 3000) con una columna C18
(250%5.6x5).

El ESC se ha determinado con una fase movil
compuesta por acetonitrilo:acetona (60:40), a un
flujo de 1 ml/min y a 208 nm.

Los AcTP se han determinado con una fase mo-
vil: acetonitrilo: H,0:4cido férmico (80:20:0.05),
aun flujo de 1 ml/min y a 205 nm.

El DHA se ha determinado con una fase moévil de
acetonitrilo: H,0:metanol (70:20:10), a un flujo
de 0.7 ml/miny a 237 nm.

Los estudios de estabilidad se han llevado a cabo
durante 60 dias, a tres temperaturas diferentes: 5,
25y 40°C.
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3. Resultados y Discusién

En el ensayo de liberacién, Fig. 1, se han obte-
nido niveles de bioactivos por encima del 60%
alas 24 h.

Fig. 1: Curvas de liberacion de los compuestos bioactivos
indicados.

ESC y AcTP han seguido una cinética de libe-
racion de Higuchi (r>=0,9821 y 0,9777 respec-
tivamente), mientras que DHA, hasta las 10 h
de estudio, ha seguido una cinética de orden O
(r>=0,9977). Las ecuaciones obtenidas se mues-
tran en la Tabla 1.

Bioactivos % liberado de bioactivo
ESC 14.254 t - 6.2387
ACTP 15.905t - 8.0082
DHA 6.156 t - 0.9247

Tabla 1: Ecuaciones cinéticas de liberacién de los com-
puestos bioactivos indicados.

El estudio de estabilidad del oleogel ha mostra-
do, a los 30 dias de almacenamiento y a 40°C,
la rotura del sistema tal y como se observa en la
Fig. 2.

24 h 30 dias

Fig. 2: Oleogel (24 h) y tras ser almacenado durante 30
dias a 40°C.

En la Fig. 3, se recogen los perfiles de estabili-
dad de los compuestos bioactivos contenidos en
los oleogeles. Se observa que a los 60 dias, todos
mantienen el 98% del contenido declarado tanto
a 5 como a 25°C, no ocurriendo esto a los 40°C
ya que se ha perdido la estabilidad fisica del pro-
ducto a los 30 dias.

Fig. 3: Estudio de estabilidad del contenido en escualeno,
&cidos triterpénicos y DHA, a los 60 dias.

4. Conclusiones

La liberacion de los compuestos bioactivos supe-
ra el 60% a las 24 h. La cinética que siguen el es-
cualeno y los acidos triterpénicos es de Higuchi,
mientras que el DHA es de orden 0.

El oleogel pierde su estabilidad fisica a 40°C,
después de 30 dias de estudio. Por otra parte, se
comprueba la estabilidad quimica de los com-
puestos bioactivos, a las temperaturas de 5 y
25°C durante 60 dias.
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1. Introduccién

Entre los requerimientos esenciales que cualquier
sistema farmacéutico debe cumplir, se encuentran
la biocompatibilidad y la ausencia de citotoxici-
dad [1]. Para asegurar estas cualidades se realizan
estudios especificos que, en el caso de los siste-
mas microparticulares (MPs), se basan en la eva-
luacién de la supervivencia de determinadas ce-
lulas en un medio de cultivo, al que se adicionan
dichos sistemas farmacéuticos. Las células HelLa
son unas de las més utilizadas como modelo celu-
lar para las pruebas de concepto. Ademas, es bien
conocido que la biodistribucién de las MPs puede
verse afectada por el aclaramiento que realizan
las células del sistema inmune. La opsonizacion
es el primer mecanismo de defensa del organismo
frente a cualquier agente extrafio, siendo los ma-
crofagos (MPH), la principal poblacion celular
responsable de los procesos de endocitosis. Alto
grado de internalizacién de las MPs afecta la via-
bilidad celular y es un indicador indirecto de la
eficacia del sistema [2].

Para que un tratamiento resulte eficaz se requiere
que el farmaco se mantenga en biofase, permi-
tiendo que se alcancen concentraciones terapéu-
ticas sostenidas durante un periodo de tiempo
dado. Con la finalidad de disponer de una infor-
macion previa sobre la accién y el aclaramiento
celular que podria esperarse con la administra-
cion in-vivo de nuevas formulaciones farmacéu-
ticas de MPs destinadas al tratamiento de enfer-
medades neurodegenerativas e inflamatorias en

el segmento posterior del ojo, se ha realizado un
estudio de su viabilidad en cultivos celulares, uti-
lizando la técnica MTT y la citometria de flujo en
macréfagos J774 (MPH) y en células HeLa.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Se han empleado: Copolimero poli(LD-lacti-
co-coglicélico) 50:50 (PLGA) 35.000g/mol
(Boehringer Ingelheim), alcohol polivinilico
(PVA) 72.000g/mol (Merck), Dexametasona
base (Dxm) y o-tocoferol acetato (Sigma-Al-
drich), albumina sérica humana isoticianato de
fluoresceina (FITC-HSA) (Tebu-bio). Para los
ensayos de citotoxicidad y viabilidad celular:
placas y pocillos estériles (Cultex S.L.U) y los
medios para macréfagos RPMI 1640 suplemen-
tado con L-glutamina (2mM), suero fetal bovino
(10%), penicilina-estreptomicina (2%), gentami-
cina (0,4%) y L-arginina (ImM) y para las células
HelLa medio DMEM suplementado con suero fe-
tal bovino (10%), penicilina-estreptomicina (2%)
y anfotericina B (2%) (Difco y Sigma-Aldrich).

2.2. Métodos

2.2.1. Preparacion de las MPs

Se prepararon tres formulaciones de MPs de
PLGA cargadas con dexametasona (Tabla 1) se-

gun el método extraccion-evaporacion del sol-
vente S/O/W descrito previamente [3].
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PLGA Dxm Vit.E HSA-FITC Tabla 1: Compo-

F1 20mz 20me sicion de las for-

2 .,”m; ﬂﬂm; Ve mulaciones  de

I MPs de PLGA

F3 200mg 20mg g 20ug (50:50) carga-
das con Dxm.

Las MPs se lavaron, filtraron por tamices de
nylon (Gylson Co.) para eliminar el PVA y ob-
tener una fraccion homogénea de 2-20 pm y se
almacenaron en recipientes cerrados a 4+1°C.

2.2.2. Cultivos celulares

El ensayo se ha realizado por triplicado, duran-
te 24h a 37°C (fig. 1). Las células de MPH y de
HeLa se incubaron con las formulaciones de MPs
cargadas con Dxm (F1, F2 y F3), de MPs sin far-
maco (B) y con dos disoluciones acuosas de Dxm
(1y 10 mM) todas ellas dispersas en tampén PBS
pH 7,4. Los resultados se expresan en forma por-
centual, en relacion a los obtenidos con las célu-
las sin tratar (100%).

Fig. 1: Ensayos
de viabilidad/cito-
toxicidad con cé-
lulas MPH J774 y
Hela.

Microparticulas Disolucion

20pL de formulacién por pocillo

El ensayo de
viabilidad
celular  MTT
(metiltiazol tetrazolio) es un test colorimétrico
rapido y sencillo, que resulta de eleccion cuando
se quiere disponer de una informacién prelimi-
nar de la citotoxicidad de un compuesto o de una
formulacién farmacéutica. La metodologia em-
pleada ha sido la descrita por Mosmann [4]. Se
incubaron 15x10% células en 1mL del medio de
cultivo con 20 pL de las formulaciones.

15 -10%MTT) o 3-105(FC) células /pocillo

El ensayo de citotoxicidad por citometria de flu-
jo se llevo a cabo mediante la incorporacion de
yoduro de propidio (PI; 1pg/ml). Tras las 24h de
incubacion de las células con las formulaciones,
el medio se traspasa a tubos BD para citometria.

8% Fig. 2: Ejemplo de un grdfico de
FACS.

Las células se despegaron
con 300 pL de solucién
de tripsina-EDTA en PBS

Fsc (5min), deteniendose la re-
accion con FBS en proporcion 1:10. Después las
células se centrifugaron (5000 rpm, 5 min), se

YODURO DE PROPIDIO (PI)

92%

elimind el sobrenadante y se resuspendieron en
500 puL de medio DMEM 10% FBS que contie-
ne la sonda Pl.ra finalmente adicionarle la son-
da PI. El analisis se realizd en un Citdmetro de
fluyjo FACSCalibur (Fluorescence-activated cell
sorting, Becton Dickinson) equipado con laser de
excitacion de argén (488nm) y de diodo (633nm)
del CAl de cultivos celulares de la UAH, cuanti-
ficando 5000 eventos en total.

3. Resultados

Los resultados muestran que las MPs con Dxm no
presentan un efecto significati-vamente acusado
sobre la viabilidad celular. Por otro lado, las for-
mulaciones en cuya composicion se ha incorpo-
rado la albiimina sérica humana en estado solido
parecen generar una menor necrosis celular. Esto
podria ser debido al efecto protector frente a la
apoptosis que ha sido previamente descrito para
la albimina [5]. Estos prometedores hallazgos
que muestran la ausencia de citotoxicidad, apor-
tan un valioso conocimiento sobre el potencial
perfil de seguridad 6ptimo de estos nuevos sis-
temas microparticulares de liberacion controlada.
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1. Introduccién

La teoria de la percolacion estudia la distribucion
de sistemas desordenados compuestos por varios
componentes distribuidos aleatoriamente. En un
sistema binario, uno o0 ambos componentes pue-
den formar un cluster percolante, dependiendo
de su proporcién relativa en volumen. EI umbral
de percolacion de una sustancia indica la concen-
tracion en la que empieza a dominar el sistema
[1]. Cerca de los umbrales de percolacion pueden
ocurrir cambios importantes en las propiedades
del sistema, dando lugar a los llamados puntos
criticos. Por tanto, los sistemas cerca de los pun-
tos criticos no cumplen las condiciones de robus-
tez requeridas en el Espacio de Disefio, constitu-
yendo limites naturales de este espacio [2].

El sistema experto SeDeM es una herramienta
que proporciona informacion sobre la idonei-
dad de un solido pulverulento para ser sometido
a compresion directa [3]. Este sistema permite
identificar las propiedades reologicas que necesi-
tan mejorarse para su compresion, facilitando la
optimizacion racional de la formulacion.

El objetivo del presente trabajo es analizar, por
primera vez, la evolucién de los pardmetros reo-
I6gicos del sistema experto SeDeM en mezclas
pulverulentas, desde el punto de vista de la teoria
de la percolacion.

2. Material y métodos
Teofilina anhidra (Acofarma, Espafia) se uso

como farmaco modelo y lactosa monohidrato
(Meggle, Alemania) como excipiente.

2.1. Elaboracion de las mezclas

Se elaboraron mezclas de teofilina y lactosa en
las siguientes proporciones: 10/90, 20/80, 30/70,
33/67, 36/64, 40/60, 50/50, 60/40, 70/30, 73/27,
76/24, 80/20, 90/10 p/p. De acuerdo con nuestra
experiencia previa en sistemas binarios, los um-
brales de percolacion se encuentran, generalmen-
te, entre el 30-35% v/v, por lo que se realizaron
mas mezclas alrededor de esas concentraciones
para conseguir una estimacion mas precisa de los
umbrales de percolacién.

2.2. Caracterizacion reoldgica de las mezclas
segun el método SeDEM

Las mezclas se caracterizaron estudiando los
siguientes parametros, segun el sistema experto
SeDeM [3]: densidad aparente y compactada,
porosidad interparticular, indice de Carr, indice
de Hausner, indice de cohesividad, angulo de re-
poso, capacidad de flujo, pérdida por secado, hi-
groscopicidad, porcentaje de particulas inferiores
a 45 um e indice de homogeneidad. Los resulta-
dos obtenidos se normalizaron para obtener valo-
res de radio comprendidos entre 0-10, de acuerdo
con el método SeDeM.

2.3. Estimacion de los umbrales de
percolacion

Los valores obtenidos del estudio reolégico se
representaron frente al % v/v del farmaco para
observar posibles discontinuidades, y estimar los
umbrales de percolacion.

3. Resultados y discusion

El diferente comportamiento reoldgico del far-
maco Yy excipiente, provoca cambios en las
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propiedades reoldgicas de las mezclas estudiadas.
De acuerdo con los planteamientos de la Teo-
ria de la Percolacion, los parametros reolégicos
mostraron un comportamiento no lineal frente al
porcentaje de teofilina.

En sistemas binarios pueden esperarse 2 um-
brales de percolacion: el del farmaco y el del
excipiente. Estos umbrales corresponden a tran-
siciones geométricas de fase que causan impor-
tantes cambios en la distribucion de los compo-
nentes, por lo que algunas propiedades muestran
discontinuidades.

En los parametros relativos al flujo se observaron
tres regiones, segun la concentracion de teofilina
(Fig. 1). A bajas concentraciones (0-31% v/v) las
mezclas mostraban angulos de reposo normaliza-
dos entre 4-5; con un contenido medio de farma-
co (37-61% v/v) presentaban angulos en torno a
3, y con un alto contenido de teofilina (74-100%
v/v) tenian pobres propiedades, con angulos in-
ferioresa 1.

Fig. 1: Valores normalizados del angulo de reposo de las
mezclas estudiadas.

Por tanto, los resultados indican que existe una
transicion de fases entre 31-37% v/v de teofilina,
y otra entre 61-74% v/v, que pueden atribuirse a
los umbrales de percolacion del farmaco y exci-
piente, respectivamente.

Los resultados del indice de Carr corroboran la
evidencia de los umbrales de percolacién (Fig.
2). Asi, cuando el excipiente percuela se obser-
van valores radio por debajo de 4, mientras que

por encima del umbral del excipiente (cuando
s6lo el farmaco percuela) presentan valores por
encima de 4.

Fig. 2: Valores normalizados del indice de Carr de las
mezclas estudiadas.

El punto critico puede estimarse aplicando el mé-
todo desarrollado por Fuertes y cols [4], como la
interseccion entre las dos lineas de regresion esta-
blecidas con el cambio de tendencia. Asi, el punto
de interseccion es 34.9% vl/v, atribuido al umbral
de percolacion del farmaco.

4. Conclusiones

La teoria de la percolacion se ha aplicado por pri-
mera vez con éxito para analizar la evolucion de
los parametros SeDeM, confirmando la existen-
cia de dos puntos criticos, correspondientes a los
umbrales de percolacion del farmaco y excipien-
te, afectando a las propiedades reoldgicas, espe-
cialmente a la fluidez.
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1. Introduccién

Los liposomas constituyen sistemas de liberacion
controlada de moléculas activas ampliamente
estudiados. Estas vesiculas lipidicas estan cons-
tituidas por bicapas cuya composicion es variable
y de las interacciones entre los distintos compo-
nentes que conforman la bicapa va a depender, en
muchos casos, la estabilidad de la formulacién.

Dada la complejidad de estudiar estas interaccio-
nes directamente en las vesiculas, es interesante
estudiarlas en condiciones controladas a partir de
monocapas lipidicas de composicion variable y
extrapolar los resultados de las mismas a las bi-
capas liposomales. Estos estudios pueden apor-
tar una informacion importante tanto acerca del
empaquetamiento y configuracion de los lipidos,
como de las interacciones farmaco-lipido [1], o
de la estabilidad de los liposomas [2]. Ademas,
estas peliculas de Langmuir son facilmente trans-
feribles a soportes sdlidos, lo que permitiria rea-
lizar posteriores estudios estructurales mediante
métodos microscopicos y espectroscopicos.

En el presente trabajo se realiza el analisis termo-
dindmico de peliculas de Langmuir de naturaleza
lipidica con tres componentes, frecuentemente
empleados en la formacion de estos transportado-
res de farmacos. Este analisis permite establecer
la proporcion éptima de uno de los componentes
de la monocapa desde el punto de vista de la esta-
bilidad de la misma.

2. Metodologia

Para estos experimentos, se ha usado como lipido
dimiristoil fosfatidil colina (DMPC) debido a su
alto grado de pureza, colesterol y bromuro de do-
decil dimetil amonio (DDAB), éste ultimo como
agente portador de carga. La proporcion entre el
fosfolipido y DDAB en los liposomas ha sido ya
previamente optimizada para dotar a la pelicula
del carécter catidnico adecuado.

El estudio termodindmico se llevd a cabo me-
diante la obtencién de isotermas de Langmuir
para peliculas superficiales con distinta propor-
cion de colesterol, empleando para ello una ba-
lanza de Langmuir modelo Nima 622D. En cada
isoterma se registra la presion superficial de la
monocapa () en funcion del area promedio ocu-
pada por cada molécula en la interfase (A) a me-
dida que se disminuye la misma a una velocidad
de compresion de 3,1017A2/min.

3. Resultados y discusion

En la Figura 1 se representan las isotermas de
Langmuir para las monocapas con diferentes pro-
porciones de colesterol.

Interpolando a valores de presion superficial
constante en las isotermas de la Figura 1 se ob-
tienen los valores de area experimental por mo-
lécula para las distintas fracciones molares de
colesterol.
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Fig. 1: Isotermas (n-A) para peliculas de Langmuir forma-
das con DMPC + DDAB y colesterol, para las fracciones
molares de colesterol indicadas en la figura.

A partir de las mismas se determinan las areas de
exceso, definidas como la diferencia entre el area
por molécula experimental y el area ideal:
A=A, -[A
exp

xcol=0
Xcol=1
_AXCDI:O) Xcol:I
En la Figura 2 se muestran estas areas de exceso
para 3 valores de presion superficial.

Fig. 2: Area de exceso frente a fraccion molar de colesterol.

En la figura se observa como para todas las
mezclas se obtienen valores de area de exceso
negativos, especialmente a fracciones 0,1 y 0,5,
aproximadamente. Esto indica una compresion
de la pelicula asociada a interacciones estabili-
zantes entre sus componentes. Ello se corrobora
mediante la representacion de la energia libre de
exceso, que se recoge en la Figura 3.
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" 1"\/r’\/.‘

= 100
o
E
5 om0
T
X
o
Q -300 —¥ TI-5mN/m
—#- I=15mN/m
TI-30mN/im

400 4

-500 T T T T T T

Xeolesterol
Fig. 3: Energia libre de exceso frente a fraccion molar de
colesterol.

En ella se observa como también se obtienen dos
minimos de energia libre de exceso en las frac-
ciones molares de 0,1y 0,5, indicando que son las
composiciones mas estables.

4. Conclusion

Se ha demostrado la capacidad de la técnica de
Langmuir para el estudio de la estabilidad de for-
mulaciones lipidicas susceptibles de ser emplea-
das en liposomas.

En el caso de mezclas de DMPC, DDAB y co-
lesterol, se obtienen dos proporciones de coles-
terol que proporcionan una estabilidad mayor a
las monocapas: la de 0,5 sugiere la existencia de
interacciones lipido/colesterol con estequiome-
tria 1:1, y la de 0,1 presenta un orden de mag-
nitud similar al que presenta en las membranas
bioldgicas.
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1. Introduction

Parkinson’s disease is a neurodegenerative disor-
der. The clinical use of numerous drugs for the
treatment of central nervous system diseases is
limited by their incapability to cross the blood-
brain barrier. Actually, the most attractive and
versatile technique for delivery drugs into the
brain parenchyma involves the use of drug carri-
ers, such as liposomes.

Levodopa (L-dopa) is the drug of choice for
treating the Parkinson’s disease. However, this
drug has low pharmacokinetic and bioavailabil-
ity properties. The stability of L-dopa in aqueous
solution is low, suffering oxidation reactions,
which may have a negative impact in its ther-
apeutic action. Among other approaches, the
preparation of cyclodextrin inclusion complexes
of L-dopa has proven effective in enhancing the
stability of drug.

Cyclodextrins (CD) are glucopyranose units which
are able to form host-guest inclusion complexes
with lipophilic molecules. The ability of CD to
increase drug stability may be used to increase
drug entrapment in the aqueous compartment of
liposomes and liposomes can protect CD/L-dopa
inclusion complexes until drug release. The aim
of this work was to develop and characterize dif-
ferent formulations based on liposomes encapsu-
lating L-dopa cyclodextrin complexes in order to
improve the stability of this formulation with time.

2. Materials and Methods
2.1. Phase solubility studies

The stability constant values for inclusion com-

plex formation between L-dopa and CDs were
determined using the phase solubility method.
Samples were prepared by adding 5 mL of Hepes
buffer solution pH 6.4 and successively increas-
ing the concentration of B-CD and HP-B-CD
as follows: 5, 9, 12, 15 and 20 mM. An excess
amount of L-dopa (15 mg/mL) was added to each
vial to maintain saturated conditions. Vials were
capped and shaken for 48 h at room temperature.
Aliquots were then filtered and complexed L-do-
pa was analyzed by HPLC.

This HPLC method uses ZORBAX SB-C , 150
mm X 4.6 mm, 3.5 pum column. Mobile phase
consisted of phosphate buffer pH 2.5 and meth-
anol in gradient mode. Buffer solution consisted
of 10 mM potassium dihydrogen orthophosphate
solution with pH adjusted to 2.5 using orthophos-
phoric acid. Flow rate was 1.0 mL/min and detec-
tion was carried out at 280 nm.

2.2. Preparation and characterization of
B-CD/L-dopa inclusion complexes

Liposomes contained DPPC and cholesterol as
forming agents of the lipid bilayers. The aqueous
compartment consisted of a solution of B-CD/L-
dopa complexes into Hepes buffer pH 6.4. Lipos-
omes were obtained by two different methods:
thin-lipid film hidration (TLE) and transmembrane
pH gradient, both of them previously reported.

Since a chemical interaction between cholesterol
and cyclodextrins in aqueous solution has been
reported in the literature, three batches of lipos-
omes were prepared in order to dilucidate this
phenomenon:

Batch 1: Liposomes with DPPC (2,75 mM)
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Batch 2: Liposomes with DPPC (1,7 mM) + cho-
lesterol (1,05 mM)

Batch 3: Liposomes with DPPC (1,7 mM) + cho-
lesterol hemisuccinate (1,05 mM)

Morphological parameters were determined by
dynamic light scattering (DLS) technique using a
Zetasizer Nano series apparatus (Malvern Instru-
ments, Malvern, UK) at 25°C. The morphology
was observed by transmission electron micros-
copy (TEM). Encapsulation efficiency was per-
formed after breaking the vesicles with sodium
lauryl sulfate (SLS) 0,5% p/v. The amount of
L-dopa entrapped into the vesicles was deter-
mined by HPLC.

3. Results and discussion
3.1. Phase solubility studies

The diagrams of phase solubility for the complex
formation between L-dopa and B-CD/HP-B-CD
are presented in figure 1. Results showed a higher
complexation of L-dopa by using 15 mM B-CD.
Therefore, the following binary systems of L-do-
pa and B-CD were prepared at 1:1 molar ratio.

Fig. 1: Phase solubility diagram of L-dopa in the presence
of B-CD or HPpB-CD.

3.2. Interaction cholesterol/g-CD

PDE Size PDI Z potential

(%) (nm) (mV)
Batch 1 61 3327 0,63 -1,9
Batch 2 59 2825 0,51 -0,3
Batch 3 60 5231 0,38 -8,83

Table 1: Characterization of different vesicle formulation
prepared. PDI: Polydispersity index. PDE: percentage of
drug entrapment.

Once selected B-CD as complexing agent for
L-dopa, different liposome formulations were
prepared. Previously we have analyzed the com-
petitite effect between cholesterol and the drug by

B-CD. Characterization studies (Table 1) showed
a similar encapsulation percentage (PDE) in all
formulations; however, better morphological
characteristics in terms of polydispersion (PDI)
and zeta potential were obtained in batch 3. So,
cholesteroyl hemissucinate was included in lipos-
ome composition indeed cholesterol.

3.3. Effect of preparation method

B-CD/L-dopa complexes were encapsulated into
liposomes from two different methods. TLE
method shows better entrapment efficiency, low-
er PDI and more negatively charged vesicles,
than transmembrane method.

PDE | Size .
Method ) | (nm) PDI | Z potential (mV)
TLE 62 2916 | 0,61 -11,66
Transmembrane
. 57 924 | 0,85 -11,13
pH gradient

Table 2: Characterization of liposomes preparating by
TLE and transmembrane pH gradient.

Considering the loading procedure of B-CD/L-
dopa complex into the liposome by the trans-
membrane method, in which a dialysis process
is included and the presence of a pH gradient, it
is difficult to obtain good results of entrapment.
However, TLE methodology only involves vor-
texing cycles of aqueous phase for entrapping the
B-CD/L-dopa complexes into the vesicles. This
makes easier the drug loading.

The morphological analysis by TEM demonstrated
spherical shapes and homogeneous TLE vesicles.

3.4. Conclusion

As a conclusion, this study demostrated that the
incorporation of a drug into DPPC-cholesteroyl
hemisuccinate liposomes in the form of -CD/L-
dopa inclusion complexes resulted in an im-
provement of stability of L-dopa.
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1. Introduccién

Acetazolamida (ACZ) es un farmaco utilizado
por via oral para el tratamiento del glaucoma. Sin
embargo, diversos estudios han demostrado que
la administracion tdpica podria evitar los efectos
secundarios sistémicos, como el adormecimiento
y el cosquilleo, la somnolencia y cefaleas. Uno
de los problemas de este farmaco hace referencia
a sus bajas solubilidad acuosa y permeabilidad a
través de membranas. Con el fin de mejorar las
propiedades de solubilidad, se recurre a diferen-
tes estrategias, como por ejemplo su formulacion
en complejos de inclusion con ciclodextrinas.
Entre los diferentes tipos, se ha demostrado una
mayor eficacia de complejacion con la hidroxi-
propilbeta (HPBCD). Por otra parte, la mejora en
sus propiedades de permeabilidad se ha venido
estudiando mediante su inclusion en liposomas.
Como es bien sabido, los liposomas son estructu-
ras anfifilicas, de manera que pueden mantener el
farmaco solubilizado, ademas de mejorar la pene-
tracion a través de la membrana corneal debido a
su composicion en fosfolipidos.

El objetivo principal de este trabajo consiste en
analizar las caracteristicas fisicoquimicas del
complejo HPBCD-ACZ incorporado en liposo-
mas convencionales y evaluar su integridad e in-
teraccion con los componentes de éstos.

2. Materiales y Métodos
La elaboracién de los liposomas se llevo a cabo

utilizando la técnica de evaporacion en capa fina,
Bangham o TLE (Thin Layer Evaporation).

Se realizaron estudios de incubacion en presen-
cia del complejo ACZ-HPBCD (solucion del
complejo en Hepes), tomando como control las
formulaciones antes de incubarse y como control
negativo una solucion de Hepes. Las formulacio-
nes se caracterizaron en términos de porcentaje
de encapsulacion, tamafio vesicular, indice de po-
lidispersion y potencial zeta.

Componente Fase lipidica | Fase acuosa
Fosfatidilcolina (EPC) | 0,0954 mmol -
Colesterol 0,0812 mmol -
Cloroformo 4mL -
Metanol 3,8mL -
HPBCD - 0,318 g/10 mL

Inductor de carga
positiva: EA 0o DDAB

Cantidades variables para
comprobar estabilidad

Hepes pH 7.4 +

EDTA0,L mM i 10mL

Acetazolamida 5 mg/mL en
(ACZ) fase acuosa

Tabla 1: Composicion de los liposomas. DDAB: bromuro
de dodecil dimetil amonio. EA: estearilamina.

Una vez analizado el efecto de la HPBCD sobre
la estructura externa de la bicapa, se decidi6 rea-
lizar un estudio con los inductores de carga in-
crementando su concentracion en la bicapa (Gon-
zalez-Rodriguez y Rabasco, 2011). En este caso,
el complejo de inclusidn se incorporé en la etapa
correspondiente durante el proceso de elabora-
cion de los liposomas.

3. Resultados y Discusion

Los resultados del estudio de incubacién se reco-
genen la Tabla 2.
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Lote 1 2 3 4
Comp/o§ici()n EPC EPC+ | EPC+Ch | EPC+
lipidica Ch +DDAB | Ch+ EA
t=0

Didmetro medio | 1017,0 | 973,6 | 11250 | 1577,0
(DE, nm) (62,1) | (23,0) | (26,3) | (#95,2)

P 0,181 | 0,406 | 0,302 0,409
Potencial -12,3 -15,0 +38,3 +12,8
zeta(mV) | (072) | (0,70) | (2,71) | (0,82)

t =5 dias en Hepes

Diametro medio | 826,87 | 806,7 | 904,63 | 1248,67
(DE, nm) (55,9) | (433) | (32,51) | (24,54)

IP 0,23 0,37 0,21 0,21
Potencial -17,17 | -13,1 | +43,30 +13,50
zeta(mV) | (3,20) | (049) | (0.92) | (0,95)

t=>5 dias en Hepes + ACZ-HPBCD
Diametro medio | 724,27 | 6415 792,4 1107,33
(DE, nm) (34,76) | (53,1) | (99,82) | (96,91)
IP 0,18 0,23 0,13 0,11

Potencial -8,71 -14,6 | +46,27 -11,18
zeta(mV) | (051) | (0.98) | (0.98) | (1,68)

Tabla 2: Resultados de los estudios de incubacion.

Un efecto comun observado fue la reduccion en
las dimensiones de las vesiculas tras el periodo
de incubacién, como consecuencia del adecuado
empaquetamiento de los componentes de la bi-
capa durante los cinco dias del almacenamiento
(Lindblom y Oradd, 2009). Respecto al potencial
zeta, no se apreciaron diferencias significativas,
salvo en el Lote 4, en el cual se obtuvo una inver-
sion del signo correspondiente a la carga superfi-
cial de las vesiculas cuando éstas fueron incuba-
das en presencia del complejo de inclusion. Una
hipotesis que se planteé fue que el complejo fuera
capaz de extraer la EA de la bicapa por interac-
cion con ella, devolviéndole a la formulacion la
carga negativa original. Otros trabajos han pues-
to de manifiesto la interaccién producida entre
aminas primarias, como estearilamina con y y 8
ciclodextrinas.

En cuanto al estudio posterior de los inductores
de carga, el efecto de la presencia de carga positi-
va en la superficie de los liposomas, aportada por
EA o DDAB sobre la integridad de los liposomas
en presencia de HPBCD-ACZ ha sido diferente.
Respecto al parametro de porcentaje de encap-
sulacion, en los lotes elaborados con concentra-
ciones crecientes de DDAB (0,01484, 0,02968

y 0,04453 mmol) se observo una relacion lineal
(24,99 + 2,98; 38,68 + 4,03; 41,65 + 4,05%) de
modo que a mayor concentracion de DDAB, ma-
yor porcentaje de encapsulacidn; sin embargo, en
los lotes formulados con EA no se establecio tal
relacion. Asi, podria producirse una reaccion de
desplazamiento de la ACZ del complejo, a favor
de la complejacion de EA. Este efecto no ocu-
rriria con el DDAB, el cual da lugar a bicapas
mas estables cuando se incorpora el complejo de
inclusion en la formulacion. Ademés, el DDAB,
por su naturaleza tensioactiva, podria estar ac-
tuando como agente solubilizante del farmaco
favoreciendo su permanencia en el interior del
liposoma.

5. Conclusién

Segtin los resultados obtenidos, se pueden extraer
las siguientes conclusiones:

- Parece que la formulacion de liposomas con
DDAB como agente portador de carga proporcio-
na vesiculas mas estables que con EA, hecho que
se manifiesta tanto en los estudios de incubacion
de las vesiculas como en el estudio de inclusion
del complejo de inclusion durante la formulacién
de los liposomas.

- Se detecta una posible interaccion entre el com-
plejo HPBCD-ACZ, que sera objeto de futuros
estudios

- Las propiedades solubilizantes del DDAB pue-
den resultar favorables para incrementar la en-
capsulacién del farmaco.
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1. Introduccién

La liofilizacion de principios activos muy poco
solubles en agua presenta una serie de retos que
se han resuelto con frecuencia utilizando solven-
tes organicos miscibles con agua, con objeto de
solubilizar los ingredientes farmacéuticos activos
y los excipientes y facilitar la liofilizacion. Los
alcoholes son los co-solventes de eleccidn, sien-
do las mezclas de tert-butanol/agua las mas fre-
cuentemente empleadas por sus ventajas. El tert—
butanol es altamente miscible en agua, presenta
un alto punto de solidificacion (24°C) y una alta
volatilidad, favoreciendo el proceso de sublima-
cion durante la liofilizacion y como consecuen-
cia, un menor nivel de disolventes residuales en
el producto final [1,2].

En el proceso de fabricacion de estos productos
liofilizados, los viales de vidrio borosilicatados
tipo I son un material de empaquetado de elec-
cion. Sin embargo, el producto final presenta una
apariencia deficiente ya que es frecuente observar
manchas, salpicaduras o pequefias gotas en toda
la superficie del vial, incluso restos entre el vial
y el tapon [3]. Esto, no solo tiene impacto en el
aspecto estético final del vial liofilizado, sino que
también puede impactar en la recuperacion de la
dosis de farmaco, al no ser accesible el producto
que se encuentra entre el tapon y el vial al sol-
vente de reconstitucion. Adicionalmente, puede
verse comprometida la integridad del cierre y la
esterilidad del producto.

El objetivo de este trabajo es buscar el origen
de este problema y proponer soluciones adecua-
das que permitan la optimizacion del aspecto en

productos farmacéuticos en los que se emplea, en
el proceso de fabricacion, tert-butanol en vial de
vidrio.

2. Materiales y métodos
2.1. Materiales

Manitol (Fluka), Tert-butanol (Merck). Viales
de liofilizacion de vidrio borosili-catado tipo I y
tipo | Plus (con recubrimiento de 6xido de silice
(Si0,), incoloros, 10R) (Schott). Tapones de lio-
filizacion 20 mm grey butyl rubber, Igloo, recu-
biertos con Fluorotec® (Daykio Seyko).

2.2. Métodos

Dos mL de una solucion del 5% de manitol en
tert-butanol/agua (40/60% v/v) se dosifica en
dos tipos diferentes de viales de vidrio, tipo | y
tipo 1 Plus, previamente lavados con agua para
inyeccion y despirogenizados a 360°C, 30 min.
Durante las 12h siguientes al llenado se realiz6
una inspeccion visual controlada del vial a fin de
observar posibles evaporaciones/condensaciones
del solvente. Finalmente los viales con la solu-
cién de manitol se someten a un ciclo de liofi-
lizacion estandar y conservador que garantiza la
ausencia de colapso (T* de colapso de la mezcla
-26°C). El ciclo de liofilizacion consiste en una
congelacion a -50°C, una desecacion primaria a
-25°C a 200 pbar de presion y una desecacion
secundaria a +30°C.

Finalizado el proceso se realizo la inspeccion vi-
sual de los viales y el andlisis calorimétrico (DSC
Q-100, TA Instruments) del producto.
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3. Resultados

Durante el periodo de tiempo comprendido en-
tre la dosificacion y la congelacion, se observa
la presencia de liquido tanto en las paredes como
en el cuello de los viales de vidrio Tipo I. Este
evento no se observa en los de Tipo I plus (recu-
biertos). Una vez liofilizados, el aspecto que pre-
senta es concordante con lo observado antes de la
liofilizacioén: los viales Tipo I presentan manchas
en toda la superficie del vial y en la zona proxima
al tapon, mientras que en los viales Tipo | plus
(recubiertos), el liofilizado es compacto, sin ma-
terial en la superficie del vial, ni en el cuello, ni
en el tapén (Fig. 1).

Fig. 1: Aspecto del producto liofilizado en viales Tipo 1
(izq) y Tipo | plus (der.)

El analisis por DSC de los productos liofilizados
en ambos tipos de viales muestra la presencia de
los polimorfos o y B del manitol (T* ~ 165°C)
(Fig. 2). El liofilizado en el vial recubierto (Tipo
I plus) presenta ademas un tercer polimorfo a
154°C, que podria asignarse a d manitol o forma
I1I segun Burger et al. [4].

of
15456°C) [
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2 [omwa |~
210
[
®15
4 _
20
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o 20 40 60 8 100 120 140 160 1
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Fig. 2: Termogramas DSC del producto liofilizado en am-
bos tipos de viales.

4. Discusion

La presencia de liquido en las paredes del vial
Tipo |, antes de su congelacion, se debe a la eva-
poracion/ migracién del solvente en las paredes
del vial por capilaridad, condensandose en su su-
perficie interna en el cuello y tapon. Este solvente
arrastra manitol que tras la congelacion y liofili-
zacion es el responsable de la formacion de man-
chas de producto en toda la superficie del vial.

Este efecto no se produce en vial Tipo | plus, ya
que su recubrimiento interior de cuarzo (100%
oxido de silicio 100-200 nm) le hace quimica-
mente inerte, minimizando el riesgo de interac-
cion entre el solvente/sélido y la superficie del
vial. Ademas este vidrio resulta mucho mas resis-
tente a los procesos de lavado, esterilizacion en
autoclave y despirogenizacion.

5. Conclusiones

En formulaciones en las que se requiera el uso de
tert-butanol como cosolvente para una solubiliza-
cion completa del principio activo para su poste-
rior liofilizacion, la utilizacion del vial Tipo I plus
(con recubrimiento de SiO,) previene el arrastre
de los componentes por la superficie de las pare-
des del vial, produciendo un producto liofiliza-
do con propiedades adecuadas para su posterior
comercializacion.
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1. Introduccién

La anfotericina B es un agente antibiético hidro-
fébico de baja solubilidad, con un amplio espec-
tro antifungico que se utiliza en el tratamiento de
infecciones graves sistémicas, administrado prin-
cipalmente por via intravenosa. [1]

En este trabajo se han desarrollado sistemas mi-
celares poliagregados de anfotericina B y se han
estudiado sus caracteristicas farmacotécnicas a
lo largo de 7 dias mediante un analisis espectro-
fotométrico (estado de agregacion), cromatogra-
fico por HPLC y la caracterizacion de su tamafio
de particula.

2. Material y métodos
2.1. Materiales

La anfotericina B (AmB) fue suministrada por
Brystol Myers, Squibb (Barcelona, Espafia).
El desoxicolato sodico (DCH) se obtuvo de
Fluka-Biochemika (Buchs, Switzerland). El resto
de reactivos empleados fueron de calidad farma-
céutica o superior.

2.2. Preparacion de las formulaciones
Se prepar6 una primera formulacién de AmB
usando como diluyente metanol. Este preparado

se considera la formulacién patrén del estudio.

A continuacidn, se prepararon 2 formulaciones de
AmB empleando como diluyente agua purificada.

Una de ellas con una proporcién de AmB:DCH
1:1,5 y otra formulacion preparada en las mis-
mas condiciones pero sin DCH (AmB:DCH 1:0)
como formulacion de referencia.

2.3. Determinacion del estado de agregacion

Para determinar el estado de agregacion de las
diferentes formulaciones reconstituidas de AmB,
tras las diluciones necesarias para su analisis,
se utilizé el espectrofotometro Shimadzu® UV-
1700. El rango de longitudes de onda empleado
fue 300-450nm.

2.4, Caracterizacion del tamafio de particula

El tamafio de particula fue estudiado con el anali-
zador de particulas Microtrac® S-3500.

Una vez reconstituidas las formulaciones, se dilu-
yen en agua purificada segin sea necesario. Los
datos recogidos corresponden al tamafio medio
de particula de tres muestras (nm).

2.5. Ensayo con HPLC

Se realizé un estudio cromatografico, utilizando
un sistema modular Jasco®, que consta de una
bomba PU-1580, un detector UV-1575 y un in-
yector automatico A5-2050.

Las condiciones cromatograficas fueron: colum-
na BDS C18 Sum dm 250 x 4,6mm y fase movil:
40:4,3:55,7 (acetonitrilo: acido acético: agua).
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3. Resultados y discusion
3.1. Estados de agregacion

En la Figura 1 se observa la forma monomérica
de AmB (patron), presenta un desplazamiento de
sus maximos y minimos de absorbancia obteni-
dos a las 24 horas y a los 7 dias respecto a los
valores obtenidos a tiempo cero.

Fig. 1: Espectro de absorcion de la forma monomérica de
AmB (patrdn) a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.

En la Figura 2 se muestra el espectro caracteris-
ticos de las formas poliagregadas AmB:DCH 1:0
y AmB:DCH 1:1,5, la presencia de DCH muestra
un aumento en los valores de absorbancia. Esto
posiblemente pueda ser debido a un proceso de
desagregacion de la AmB. [2]

Fig. 2: Espectro de absorcién de las formas poliagregadas
de AmB (AmB:DCH 1:0 y AmB:DCH 1:1,5) a tiempo 0,
24 horas y 7 dias.

3.2. Tamafio de particula

La presencia de DCH contribuye a la formacion
de sistemas micelares poliagregados de menor
tamaifio [3] (505,11 + 21,44nm para AmB:DCH
1:1,5 y 641,67 + 2,96nm para AmB:DCH 1:0).

El tamafio de particula de estas formas poliagre-
gadas no muestra cambios durante los dias de
estudio.

3.3. Analisis cromatografico

El método cromatografico permite detectar cam-
bios en el pico caracteristico para la AmB y la
aparicion de nuevos picos en las muestras anali-
zadas a distintos tiempos. [4] En la Tabla 1, se ob-
serva un mayor descenso del porcentaje de AmB
en la forma monomeérica (Patrdn).

Porcentaje de AmB
0 horas 24 horas 7 dias
AmB Patrén 100 89,78 82,99
AmB:DCH 1:0 100 98,86 87,19
AmB:DCH 1:1,5 100 98,87 98,48

Tabla. 1: Porcentajes de AmB a tiempo 0, 24 horas y 7 dias
en las formulaciones estudiadas.

La forma poliagregada con DCH (AmB:DCH
1:1,5) es la que presenta mejores porcentajes de
AmB. Su comparacion con la formulacion Am-
B:DCH 1:0 nos confirma el efecto estabilizante
del DCH en estos sistemas poliagregados.

4. Conclusiones

La formulacién monomérica presenta mayores
cambios durante los dias de estudio que las for-
mas poliagregadas.

La presencia de DCH presenta un efecto estabili-
zante en el sistema micelar poliagregado AmB:-
DCH 1:1,5.
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1. Introduction

Leishmaniasis is a disease caused by obligate
intracellular protozoa transmitted by the bite of
infected female phlebotomine sandflies. The
sandflies inject the infective stage (i.e., promas-
tigotes). Promastigotes that reach the puncture
wound are phagocytized by macrophages and
other types of mononuclear phagocytic cells.
Promastigotes transform in these cells into amas-
tigotes which multiply by simple division and
proceed to infect other mononuclear phagocytic
cells. Thus, macrophage targeted drug delivery
systems are required to eradicate the intracellular
parasitic forms and stop the infection.

The process of phagocytosis opsonization of drug
delivery systems is conditioned by many factors.
In general, the larger the particle size, the more ef-
ficient the process of opsonization is; then particles
above 200 nm in size can be more easily phagoci-
tated. But besides the size, the surface of the parti-
cles plays a key role in this process too [2].

The aim of this work was to evaluate the mac-
rophage uptake of different amphotericin B de-
livery systems (in amorphous and crystalline
state) used as model drug due to its high efficacy
against Leihsmania parasites.

2. Materials and Methods
Different formulations of AmB were prepared by

spray-drying with different solid-state character-
istics: crystalline (Formulation C) and amorphous

nature (Formulation A) he uptake study consist-
ed on incubation of 100 pl of J77A murine mac-
rophages (5x10° cell/ml) with 100 pl of each for-
mulation in a range of different concentrations in
a 96 well plate. Fungizone was used as control.
Also a physical mixture of amphotericin B and
other excipients was included in the experiment
to observe the effect of particle morphology on
macrophage uptake.

After different incubation times (1, 4 and 24
hours at 37° C), the supernatant was removed
and the macrophages attached at the bottom of
the wells were washed with cold medium (RPMI)
specific for mammalian cells.

The cellular lysis was performed using 250 pl of
Triton X 1% in PBS and after 30 minutes in a
slow stirring, 100 pl were transferred to another
96 well plate. 100 ul of MeOH was added to sol-
ubilise the drug.

Then, the plate was centrifuged for 10 min at
2500 rpm. After that, 100 pl of the supernatant
were transferred to a vial and drug concentration
was determined using a validated HPL.C isocratic
method (afiadir ref).

3. Results and Discussion

The results showed that the most amorphous
formulation (formulation A) and Fungizone
(dimeric amphotericin B) exhibited a lower up-
take compared to formulation 1.5 probably due
to differences in particle size (Fig.1). Due to the
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amorphous mature, formulation A enhanced drug
solubilisation leading to a smaller particle size in
solution limiting the uptake.

All the formulations have a similar behavior
against the macrophage’s response characterized
by a quickly uptake followed by maintained or
decreased levels over time. (Fig.1). When differ-
ent concentrations of amphotericin B (formula-
tion C) were tested, higher uptake was observed
a very low and a very high concentration (Fig.
2). This could be explained by the fact than more
than one process (passive and active or ener-
gy-dependent) is involved in the uptake of the
drug in this formulation.

Fig. 1: Uptake of AmB (ug) in macrophages of different
formulation at 1.56 pg/ml.

Fig. 2: Uptake of AmB in macrophages after 4 hours of cell
incubation at different. concentrations.

4. Conclusions

Controlling the particle size of amphotericin B
drug delivery systems can lead to formulations
with much higher uptake than Fungizone and
then can be promising systems in the treatment of
visceral leishmaniasis.
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1. Introduction

Chronic wounds are becoming a health burden
worldwide, because their incidence is alarming-
ly high due to the ageing of the population [1].
Nanofibrous dressings are an interesting new ap-
proach for the treatment of those wounds, since
their characteristics (high surface area-to-volume
ratio and high porosity) enhance wound healing
by allowing cell respiration and removal of ex-
udates [2].

Accordingly, the aim of this study was to optimize
an electrospun nanofibrous membrane composed
of PLGA and Aloe vera extract that contains a
lipid portion. Aloe vera is able to improve wound
healing by stimulating the proliferation and ac-
tivity of fibroblast [3] and the lipid portion could
facilitate the removal of the dressing from the
wound by preventing its adhesion to the newly
formed epidermis and to the surrounding tissue.

2. Materials and methods
2.1. Nanofiber preparation

Briefly, the electrospun nanofibers were prepared
as follows: PLGA RG 858 or PLGA LG 824 were
dissolved in hexafluoroisopropanol and emul-
sified by vortex and sonication with an aqueous
solution containing Aloe vera. Then, this emul-
sion was electrospun horizontally, at a flow rate

of 2.5 ml/h, on a rotating collector (250 rpm) lo-
cated at 8 cm from the needle, under 10 kV pow-
er supply. Table 1 listed the variables modified
during the optimization process.

2.2. Nanofiber characterization

The nanofibers were characterized before and af-
ter 72 h of incubation into an aqueous medium
at 32°C in terms of morphology and diameter
(SEM images), weight, size and porosity (helium
picnometer).

3. Results and discussion

3.1. Polymer used

Variable Function

Polymer PLGA RG 858 (amorphous)
used: or PLGA LG 824 (cristallyne)

Avoid the shrinking
of the dressing

Addition of lipids: lipid
nanoparticles (NLC) in
the agueous phase or their

Improve the
removal of the

Other components (mygliol or dr;i:l\;}gj;zm
components precirol) on the organic phase
Addition of PVA 0.5% Stabilize the
to the aqueous phase emulsion

Electrospun collector coating: the
collector was covered with mygliol
or a PEG disolution in ethanol

to improve the
removal of the
membrane

Table 1: Variables of the nanofibers formulation.

With both PLGAs the obtained nanofibers were
similar in terms of nanofiber diameter and porosi-
ty, with values around 1 pm and 80% respectively,
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as showed in table 2. However, regarding to the
behavior of the nanofibers, both shrink after incu-
bation. The size of PLGA RG858 (NF-1) reduced
to about 72% of the initial one, while PLGA LG
824(NF-2) kept its size (96% of the original).
Therefore, the chosen polymer for further analy-
ses was PLGA LG 824.

Remaining
weight
after 72h
in PBS (%)

Remaining
area after
72hin
PBS (%)

Diameter
(nm)

Porosity

Formulation %)

Name

PLGARG
858, Aloe
vera and

PVA

NF-1 1.28+0.52 | 82.73+2.64 | 52.57+2.79 72.22

PLGALG

824, Aloe

vera and
PVA

NF-2 1.1£0.42 |81.55+1.16| 53.08+0.37 | 96.15+0.88

PLGALG
824, Aloe
vera, mygliol
and PVA

NF-3 1.6+£0.5 |74.85£1.21|64.78+0.81 | 92.91£0.93

PLGALG
824, Aloe
vera and

NF-5NLCs

NF-

N

1.23+0.46 | 84.510.84| 62.74+0.37 | 92.18+1.80

PLGALG
824, Aloe
vera, NLCs
and PVA

NF-5 0.96+0.34 |84.23+0.85| 60.06+0.28 | 93.37+1.86

Collector
coated
with PEG

NF-6 1.10+0.43 | 81.80+0.36 | 50.49+158 | 97.24+2.52

Table 2: Characteristics of the developed formulations.

3.2. Other components

The nanofibers containing mygliol or precirol did
not improve the formulation quality, since on the
one hand the emulsion containing precirol failed
to electrospun; and on the other hand, the SEM
images of the formulation containing mygliol
(NF-3) or mygliol and precirol showed heteroge-
neous nanofibers (Fig. 1). However, formulations
containing NLCs (NF-4), PVA (NF-2) or both
(NF-5) showed homogeneous nanofibers. More-
over, the formulation containing both was more
uniform and had a slightly lower fiber diameter.

Fig. 1: SEM images of nanofibers with and without
mygliol.

3.3. Electrospun collector coating

Coating the collector either with mygliol or PEG
(NF-6) made easier the peeling off of the mem-
branes from the collector. Nevertheless, the nano-
fibers were wet, SEM images showed one side of
the membranes covered with the coating material
(Fig. 2) and the porosity decreased from 85% to
75%. Therefore, the coating of the collector was
no further carried out.

Fig. 2: SEM images of nanofibers produced with coated
and non coated collector.

3.5. Optimized formulation

Taking all the data into account, the chosen for-
mulation was NF-5, which was composed of
PLGA LG 824, Aloe vera, NLCs and PVA (0.5%
into the aqueous phase); and the collector was un-
coated during the process.

4. Conclusion

The formulation composed of PLGA LG 824,
Aloe vera, NLCs and PVA 0.5% (NF-5) present-
ed the most suitable characteristics, in order to
develop a wound dressing based on a nanofibrous
membrane containing a lipid component.
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1. Introduccién

El conocimiento de las caracteristicas organo-
Iépticas de un farmaco, especialmente del sabor
amargo, es un aspecto crucial en el desarrollo
galénico del medicamento. El adecuado enmas-
caramiento del sabor repercute en la mejor acep-
tacion del medicamento por parte del paciente,
especialmente cuando éstos van a ser empleados
en pacientes pediatricos. La evaluacion del sabor
de una formulacion suele llevarse a cabo median-
te el empleo de métodos in vivo e in vitro [1]. Los
primeros se basan en estudios de panel de sabo-
res, métodos electrofisiologicos y estudios de
preferencia de sabor en animales. Los segundos
utilizan fundamentalmente estudios de cesion del
principio activo, ensayos basados en sistemas de
sensores biomiméticos [2]. Para la identificacion
del sabor amargo en los estudios iniciales de nue-
vos farmacos se suele emplear el test de aversion
al sabor (del inglés, BATA) en modelos animales
de rata o raton. Este ensayo posee limitaciones
de eficiencia y reproducibilidad. Como posible
alternativa a estos modelos animales, Cocoroc-
chio et al. [3] proponen un modelo simple no
animal basado en la respuesta celular del Dict-
yostelium discoideum a moléculas de diferentes
sabores. Los resultados iniciales encontrados por
estos autores, utilizando el Dictyostelium, pre-
sentaron una elevada correlacion con la respuesta
encontrada utilizando los ensayos en animales y
en humanos cuando se ensayaron una serie de

moléculas representativas de los distintos grados
de intensidad del sabor amargo [3].

2. Objetivo

El prop6sito de este trabajo es el desarrollo de
un modelo de ameba alternativo al Dictyostelium
discoideum, Acanthamoeba castellanii (cepa Ac
Neff no patogena), que permite evaluar el sabor
amargo de principios activos, mejorando las pres-
taciones del modelo propuesto por otros autores.

3. Material y métodos

Se emplearon como estimulantes del sabor amar-
go las siguientes moléculas: Clorhexidina, Ibu-
profeno, Quinina, Cafeina, Nitrato potdsico y
Paracetamol.

Se utilizaron diferentes intervalos de concentra-
ciones para cada sustancia, que se pusieron en
contacto a partes iguales con el cultivo celular de
Acanthamoeba castellanii en placas de microtitu-
lacién. Tras dicho contacto, se realiz6 un estudio
de la respuesta celular ante las diferentes concen-
traciones de las diferentes moléculas estudiadas.
Los cambios metabdlicos y estructurales, im-
plican cambios de la forma y movilidad celular.
Para su estudio se realiz un ensayo de la reac-
cion cromatica al metabolismo celular emplean-
do AlamarBlue® y se determind la absorbancia
y flourescencia de cada disolucion estudiada [4].
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También se monitoriz6 el comportamiento ce-
lular de la fase vegetativa en movimiento alea-
torio, tomando imagenes tras la adicion de cada
molécula estudiada. Se realizaron un minimo
de tres experimentos por cada concentracién de
cada molécula en estudio, realizando el ensayo
por triplicado. Para el calculo de la concentracién
inhibitoria (IC,)) de cada molécula estudiada,
concentracion requerida para producir una reduc-
cion del 50% del movimiento celular, se realizé
una regresion lineal (para la absorbancia), una re-
gresion logaritmica (para la fluorescencia) y una
regresion no lineal (para el movimiento) con un
95% de intervalo de confianza. Para cada ensayo,
se realizaron controles negativos del metabolis-
mo amebiano.

4, Resultados

El modelo propuesto, Acanthamoeba castella-
nii, es un modelo celular que presenta numero-
sas ventajas en relacion al modelo propuesto
por Cocorocchio et al. [3] como por ejemplo la
simplicidad de mantenimiento del cultivo, la baja
patogenicidad y su bajo coste. Ademas la Acan-
thamoeba presenta inicamente dos estadios en su
ciclo de vida: trofozoito (fase vegetativa) y quiste
(fase de resistencia). De esta forma permite una
facil observacion de su comportamiento ante di-
ferentes compuestos, siendo el quiste la fase que
forman cuando las condiciones del medio no son
favorables.

En la Figura 1 puede observarse como el control
negativo (C) de color rosado indica que en el cul-
tivo celular se encuentra en fase vegetativa, mo-
vil, y como de izquierda (mayor concentracién) a
derecha (menor concentracidn) el color es azul,
indicativo de la presencia de la fase de resisten-
cia, inmdvil. Los trofozoitos son moviles y son
capaces de responder a estimulos fisicos y qui-
micos facilmente observables mediante micros-
copia invertida.

La determinacion de la IC_; nos permite conocer
la potencia de la respuesta para las diferentes mo-
Iéculas estudiadas.

Por todo lo anterior, fue posible contrastar ambos
modelos mediante la determinacion de la absor-
bancia, fluorescencia y estudio de movilidad, pu-
diéndose determinar la I1C para la que se obser-
v6 una correlacién apropiada.

Fig. 1: Aspecto de los pocillos de una placa de microti-
tulacion tras el contacto de los cultivos celulares con di-
soluciones de diferentes concentraciones de ibuprofeno y
paracetamol.

5. Conclusién

Nuestros resultados iniciales confirman la idonei-
dad del modelo celular de Acanthamoeba caste-
llanii para el estudio del sabor amargo en fases de
preformulacion de principios activos.
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1. Introduccién

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)
representa un importante problema de salud pu-
blica a nivel mundial. Afecta especialmente a los
paises de ingresos medios y bajos, siendo el Afti-
ca Subsahariana la zona con mayor porcentaje de
personas infectadas por el virus [1].

Una de las tendencias més actuales se centra en
el desarrollo de nuevos métodos de prevencion
de la transmision sexual del virus que estén al al-
cance de las mujeres de este grupo de poblacion.
En esta linea, surgen los microbicidas vaginales
basados en farmacos antirretrovirales, como el
Tenofovir (TFV), como sistemas prometedores
destinados a la profilaxis pre-exposicion [2,3,4].

Entre los excipientes de interés en el campo de la
liberacion controlada de farmacos encontramos
los derivados de carbono o silice. Los vidrios
de oxicarburo de silicio (SiOC) reunen las pro-
piedades de los dos anteriores, siendo posible su
funcionalizacion en superficie y el consiguiente
anclaje de farmacos [5]. Por otro lado, el Eudra-
git® RS PO (ERS) es un copolimero derivado de
polimetacrilatos que forma cubiertas capaces de
ejercer un control sobre la cesién del principio
activo al medio [6].

Con estos antecedentes, el objetivo del presente
trabajo fue la formulacion y evaluacion de formas
solidas vaginales, basadas en particulas de SiOC
y recubiertas con ERS, capaces de liberar TFV

de forma controlada para que resulten utiles en
la prevencion de la transmision sexual del VIH.

2. Materiales y métodos

Las particulas de SiOC se sintetizaron por el
método sol-gel, obteniéndose, tras pirolisis en
atmosfera inerte, un vidrio poroso. Posteriormen-
te, la superficie de dicho material se funcionaliz6
con y-amino-propil-trimetoxi-silano y se cargd
con TFV.

Se prepararon 3 lotes de compactos (LB1, LB2 y
LB3) variando de uno a otro la proporcién de los
polimeros hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y
quitosano (CH): 1:1 (LB1); 1,9:1 (LB2); 1:1,9
(LB3). Cada unidad contenia 30mg de TFV car-
gado en particulas de SiOC. Algunos de los com-
pactos se recubrieron con una pelicula basada
en ERS dando lugar a los lotes CLB1, CLB2 y
CLB3.

Las formulaciones resultantes fueron sometidas a
ensayos de hinchamiento, de cesion del farmaco
y de mucoadhesion, en fluido vaginal simulado
(FVS). Los estudios de hinchamiento se llevaron
a cabo en base al método descrito por Ruiz-Caro
et al. [7], mientras que las cantidades de TFV li-
beradas se cuantificaron por espectroscopia UV-
Vis seglin Sanchez-Sanchez et al. [8]. Por otro
lado, se determiné visualmente el tiempo de mu-
coadhesion de dos compactos de cada lote sobre
mucosa vaginal bovina.
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3. Resultados y discusion

Las formulaciones LB2 alcanzan los porcentajes
mas elevados de hinchamiento. Esto, que también
ocurre en el caso de los compactos recubiertos, se
debe a que la HPMC se hincha al captar agua del
medio formando una espesa capa de gel, mientras
que el CH se hincha y erosiona al mismo tiempo.
Si comparamos los lotes LB y CLB, observamos
que la presencia de la cubierta modula los grados
maximos de hinchamiento y los prolonga en el
tiempo (Fig. 1).

Fig. 1: Perfiles de hinchamiento de los lotes preparados.

En cuanto a la cesién del farmaco (Fig. 2), todos
los sistemas evaluados liberan el TFV de forma
controlada. El lote LB2 permite obtener perfiles
de liberacion mas sostenidos frente a LB1y LB3,
hecho que se invierte en el caso de los compactos
recubiertos. Esto se explica porque el espesor de
la capa de gel de HPMC conduce a la ruptura de
la cubierta, resultando en la pérdida del control
sobre la liberacion del farmaco. Por otro lado, los
lotes recubiertos reflejan perfiles de cesion mas
sostenidos en el tiempo que aquellos sin cubierta,
lo que refleja la utilidad de la misma para lograr
este tipo de liberacion.

Fig. 2: Perfiles de cesion de los lotes preparados.

Las formulaciones evaluadas permanecieron ad-
heridas a la mucosa durante, al menos, 72 horas.

4. Conclusiones
1. Las particulas de SiOC constituyen un buen

excipiente para preparar compactos de libera-
cion controlada de TFV, permitiendo cesiones del

mismo que se prolongan atin mas al recubrir estas
formulaciones con una cubierta basada en ERS.

2. El recubrimiento con ERS implica una modu-
lacion en el grado de hinchamiento frente a los
sistemas sin recubrir, resultando en una mayor
comodidad para las pacientes.

3. Los compactos desarrollados basados en SiOC
y recubiertos con ERS representan una interesan-
te opcion para prevenir la transmision sexual del
VIH en mujeres.
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1. Introduccién

Los films de administracion vaginal son finas 1a-
minas de polimeros con farmaco incorporado que
proporcionan una administracion local del prin-
cipio activo a través de la disolucion del mismo
en el fluido vaginal. Mediante la incorporacion
de farmacos antirretrovirales, como el Tenofovir
(TFV), es posible desarrollar formulaciones para
prevenir la transmision sexual del VIH [1].

En el disefio de los films se han estudiado dife-
rentes polimeros. La Hidroxipropilmetil celulosa
(HPMC) en presencia de agua es capaz de hin-
charse originando un gel de gran viscosidad que
controla la difusion del principio activo al medio.
En cambio, la Zeina es una proteina insoluble en
agua, empleada habitualmente para controlar la
liberacién mediante su uso en el recubrimiento de
distintas formas farmacéuticas [2].

Los materiales mesoporosos, tales como las si-
lices (MCM-41 y FSM-16), han sido estudiados
para multiples aplicaciones debido a su elevada
area superficial, alta porosidad, uniformidad de
distribucion y tamafio de los poros y posible mo-
dificacion de la superficie de los mismos [3].

Precisamente debido a estas caracteristicas, el
objetivo de este trabajo es incorporar MCM-41
a films medicamentosos disefiados para estudiar
su influencia en la liberacion del farmaco, ya sea
mediante el control de la liberacién o debido a
la actuacion de la silice como agente estructural.

2. Materiales y métodos
2.1. Preparacion de los Films

Los polimeros empleados en la preparacion de
los films fueron HPMC y Zeina, tanto de forma
individual como en combinacion. Se utilizaron
cuatro plastificantes distintos: Glicerina (G), Po-
lietilenglicol 400 (PEG), Tributilcitrato (TBC)
y Acido Oleico (AO). Ademas, se incluyé TFV
como farmaco antirretroviral y cantidades cre-
cientes de silice mesoporosa (MCM-41), que ac-
tuaria como agente estructural.

2.2. Evaluacion de los films

Para evaluar la compatibilidad polimero-plastifi-
cante se observo si la incorporacion del plastifi-
cante en la matriz polimérica era homogénea.

Con el fin de evaluar la liberacion y disolucion
del TFV incluido en cada formulacion, cada tipo
de film preparado fue introducido en Fluido Va-
ginal Simulado (FVS). A tiempos prefijados, se
cuantificé la concentracion de TFV liberado.

Para evaluar el comportamiento de los films en
el medio vaginal se determin6 el grado de hin-
chamiento (SR) de los mismos, evaluando cada
lote por triplicado en FVS utilizando el método
descrito por Ruiz-Caro et al. [4].

Ademas, se evalu6 la capacidad bioadhesiva de
los films.
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3. Resultados y Discusién
3.1. Compatibilidad Polimero-Plastificante

Se observé que los films que incluian HPMC son
incompatibles con el AO, mientras que los films
de Zeina presentaban incompatibilidad al ser for-
mulados junto con G y PEG. El TBC, aun siendo
compatible con ambos polimeros, no mejora la
flexibilidad de los films.

3.2. Resultados de Liberacion de TFV

En los ensayos de liberacion del farmaco (Fig. 1)
se observo que los films de Zeina eran los que te-
nian mayor capacidad para retener el TFV. Cabe
destacar la mejor modulacién de la cesion del
farmaco que se aprecia cuando los films incluyen
25 mg de MCM-41, asi como que el uso de TBC
como plastificante provoca una liberacion mas
rapida que cuando se utiliza AO.

Fig. 1: Perfiles de liberacion de TFV obtenidos desde de
los films de Zeina en FVS.

3.3. Comportamiento de los films en FVS

Los films de HPMC sufren un rapido proceso de
hinchamiento, absorbiendo més de 1000 veces
SU peso en agua, para posteriormente irse erosio-
nando poco a poco hasta su completa disolucion.
En cambio, los films de Zeina sufren una modi-
ficacion estructural al entrar en contacto con el
FVS, captando un pequefio volumen de agua que
los hace completamente flexibles. Los films que
combinan HPMC y Zeina muestran un compor-
tamiento intermedio (Fig. 2).

Fig. 2: Perfil de hinchamiento de los films en FVS.
3.4. Adhesion a tejidos biologicos

En todos los casos se observo que los films eran
capaces de permanecer adheridos hasta su com-
pleta disolucion (films de HPMC) o durante pe-
riodos superiores a una semana cuando los films
incluian Zeina.

4. Conclusiones

Los films de Zeina, debido a su baja permeabi-
lidad al medio acuoso, permiten un adecuado
control de la liberacién del farmaco. Ademas, la
incorporacién de una pequefia cantidad de MCM-
41 al film de Zeina potencia la capacidad de con-
trol sobre la liberacion del TFV.
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1. Introduccién

Segun la Organizacion Mundial de la Salud “La
infeccion por el VIH (Virus de la inmunodeficien-
cia humana) es una de las principales causas de
infertilidad, discapacidad y muerte en todo el
mundo, con importantes consecuencias médicas
y psicoldgicas para millones de mujeres, hom-
bres y nifios” [1].

Los ITIAN (inhibidores de la transcriptasa inver-
sa analogos de nucledsidos) fueron los primeros
farmacos en mostrar su actividad en el tratamien-
to y la prevencion de la infeccion por VIH. Teno-
fovir (TFV) pertenece a este grupo de farmacos,
blogueando la actividad de la transcriptasa inver-
sa por antagonismo competitivo [2].

Son numerosos los polimeros naturales que se
estan investigando en el desarrollo de nuevos sis-
temas farmacéuticos. Entre estos polimeros, po-
demos encontrar la ceratonia (LBG), el quitosano
(CH) o la pectina (P). Todos ellos son bioadhesi-
vos, biocompatibles y biodegradables [3].

Con estos antecedentes, el objetivo de este tra-
bajo fue el desarrollo de nuevas formulaciones
vaginales, basadas en los polimeros arriba indi-
cados, que permitan una cesion sostenida de TFV
para la prevencion del VIH.

2. Material y métodos

Se prepararon matrices por compresion a base de
CH, LBG, P y mezclas LBG/CH sin farmaco y
con 30mg o 100mg de TFV.

El grado de hinchamiento se evalué en FVS
(fluido vaginal simulado) atendiendo al método
descrito por Ruiz-Caro et al. [4]. Los ensayos de

liberacion también fueron desarrollados en FVS,
y las concentraciones de TFV liberado se cuanti-
ficaron por espectroscopia ultravioleta.

El tiempo de mucoadhesion de las formulaciones
se evalu6 en mucosa vaginal bovina obtenida de
animales de matadero. Se determiné visualmente
el tiempo transcurrido hasta el despegue, la diso-
lucion completa o la erosién de la forma de dosi-
ficacion en FVS.

3. Resultados y discusion
3.1. Estudios de hinchamiento

Atendiendo a los distintos polimeros, las formu-
laciones que mas se hincharon fueron aquellas
constituidas por P, pero se erosionaron en menos
de 200h. Las formulaciones de LBG mostraron
un hinchamiento menor a P pero su completa ero-
sion requirié mas de 300h.

La Py el LBG forman un gel que se disuelve en el
medio. El gel formado por la P es menos viscoso
y esto lleva a una rapida desestructuracion de la
formulacion. No obstante, las formulaciones son
lo suficientemente robustas como para que no
afecte la presencia del TFV.

Las formulaciones con CH y CH/LBG fueron las
gue menos se hincharon (Fig. 1). Atendiendo a la
cantidad de farmaco en la matriz, la presencia de
TFV supone una mayor penetracion de agua, lo
que conlleva mayor hinchamiento. Las formula-
ciones que contenian 100mg de TFV se erosiona-
ron rapidamente, puesto que el CH sufre mayo-
ritariamente un proceso de erosion en el medio
con escasa formacion de gel. Cuanto mayor es la
penetracion de agua, mas favorecida esta la ero-
sion. No obstante, al adicionar 30mg, la erosion
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se lleva a cabo en mas de 300h, ya que el TFV
actlia como agente estructural de la formulacion.

Fig. 1: Perfiles de hinchamiento de las formulaciones.

3.2. Estudios de cesion

Las formulaciones basadas en CH mostraron la
cesion mas sostenida del farmaco, seguidas de
aquellas constituidas por P y LBG. Las formu-
laciones formadas por la mezcla LBG/CH requi-
rieron el menor tiempo para liberar la totalidad
de la dosis.

Las formulaciones con 100mg de farmaco mos-
traron una cesién mas sostenida respecto a aque-
llas que, con la misma composicion, contenian
30mg de TFV (Fig. 2).

Estos perfiles se pueden explicar si atendemos a
la rapida formacién del gel en el casode laPy el
LBG, lo que facilita la difusion del farmaco. Esto
es mas acusado en las combinaciones LBG/CH
debido a la rapida desestructuracion mostrada en
estos sistemas. En el caso de las matrices de CH,
la liberacion se produce por procesos simultaneos
de difusion a través de la matriz y erosién, pro-
cesos lentos segun se indica en los estudios de
hinchamiento.

Fig. 2: Perfiles de cesion de las formulaciones.

3.3. Estudios de mucoadhesion

Todas las formulaciones mostraron ser mucoad-
hesivas, siendo las de LBG las que mas tiempo se
mantuvieron mucoadheridas.

4. Conclusiones

Los sistemas basados en CH representarian las
formulaciones mas adecuadas por su capacidad
para ceder el TFV de forma sostenida durante 5-6
dias, ademas de presentar valores de hinchamien-
to bajos, lo que asegura el confort de la paciente.

La capacidad mucoadhesiva del CH lo convierte
en un interesante excipiente para la obtencion de
formulaciones que deben permanecer adheridas
al tejido vaginal el tiempo suficiente para preve-
nir ETS.
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1. Introduccién

El Sindrome de InmunoDeficiencia Adquirida
(SIDA) contintia siendo uno de los principales
problemas de salud publica, especialmente en
los paises menos desarrollados. Se estima que
actualmente 36,7 millones de personas viven con
el VIH [1].

Los polimeros empleados en formulaciones so-
lidas vaginales deben ser capaces de adherirse
a la mucosa vaginal mediante interacciones con
la superficie bioldgica lo que aumenta el tiempo
de permanencia en el lugar de accién y controlar
ademas la liberacion del farmaco [2].

Los polimeros pueden ser naturales, como el Qui-
tosano (CH) o Goma Guar (GG), semisintéticos
como la HidroxiPropilMetil Celulosa (HPMC) o
sintéticos como el Eudragit® RS (ERS).

El objetivo de este trabajo es evaluar el poten-
cial de los polimeros anteriormente mencionados
para desarrollar comprimidos de liberacién soste-
nida de Tenofovir (TFV).

2. Materiales y métodos

Se prepararon cuatro lotes de comprimidos a partir
de mezclas fisicas del polimero correspondiente.

2.1. Ensayos de hinchamiento
El hinchamiento de los distintos lotes en Fluido

Vaginal Simulado (FVS) [3] fue analizado utili-
zando el método descrito por Ruiz-Caro et al. [4].

2.2. Ensayo de liberacion

Para evaluar la liberacion de TFV desde cada lote
se empled el método descrito por Sanchez-San-
chez etal. [5].

2.3. Caracterizacion microestructural

Mediante porosimetria de mercurio se determind
la distribucién de tamafio de poro (PSD).

2.4. Ensayo de mucoadhesion

Se evalud la adhesidn ex vivo empleando mucosa
vaginal de ternera.

3. Resultados y Discusion

3.1. Resultados de hinchamiento

Fig. 1: Perfiles de hinchamiento de cada lote en FVS.

HPMC y GG destacan por su elevado hinchamien-
to, mientras que CH sufre un hinchamiento mode-
rado pero sostenido, captando un volumen de agua
mucho menor. En contraste, ERS, al ser un poli-
mero insoluble en agua, apenas capta agua (la ma-
triz porosa absorbe una pequefia cantidad) (Fig. 1).
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3.2. Resultados de Cesion de TFV

Fig. 2: Perfiles de liberacion de TFV obtenidos desde de
los distintos lotes en FVS.

Los datos de cesion muestran que HPMC y CH
son los polimeros que mejor controlan la libera-
cion de TFV, gracias a la formacion de un gel en
FVS. En cambio, ERS es un polimero insoluble
incapaz de gelificar que apenas controla la libe-
racion del farmaco, y GG, aunque produce una
capa de gel con el mayor SR, tiene muy baja con-
sistencia, por lo que el farmaco difunde rapida-
mente a través de éste gel (Fig. 2).

3.3. Microestructura de los comprimidos

De acuerdo a la Fig. 3, se distinguen dos tipos
de PSD: HPMC y GG tienen una PSD estrecha,
donde la mayor parte de los poros estan en torno a
100 pm, mientras que CH y ERS tienen una PSD
amplia con poros de entre 100 y 0,1 um. Ambos
tipos de PSD se asocian al comportamiento de
hinchamiento (Fig. 1).

Fig. 3: PSD de los comprimidos de HPMC, CH, ERS y
GG.

3.4. Evaluacion de la mucoadhesion

Los resultados de mucoadhesion revelan que los
lotes con HPMC, ERS y GG permanecen adhe-
ridos a la mucosa durante amplios periodos de
tiempo (>144h). En cambio, los comprimidos
con CH tienen un tiempo de permanencia de 48h.

4. Conclusiones

Los comprimidos de CH que contienen TFV, po-
drian constituir una formulacion adecuada para
la prevencion de la transmision sexual del VIH
debido a su buena mucoadhesion, liberacion sos-
tenida del farmaco e hinchamiento moderado con
erosion que asegura el confort de la paciente.
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1. Introduction

Topical application of drugs to the eye remains
the most popular and well-accepted route of ad-
ministration for the treatment of different eye
disorders. Most commonly available ophthalmic
preparations are solutions (drops) and ointments,
which conform about 70% of the eye dosage
formulations in the market. However, when in-
stilled into the cul-de-sac, these preparations are
rapidly drained away from the ocular cavity due
to tear flow and lachrymal nasal drainage. Only
a small amount is available for its therapeutic ef-
fect (1-3%) resulting in frequent dosing (Kuno
et al. 2011).

Suramin is a polysulfonated naphthylamine deri-
vate of urea that inhibits tumor cell proliferation
and angiogenesis. Also, it was reported the inhi-
bition effect of suramin in vitro and in vivo rat
corneal neovascularization model (Bocci et al.
1999).

In this context, the aim of this work was to de-
velop and optimize nanocarriers based on human
serum albumin (HSA) for the topical eye delivery
of suramin.

2. Experimental methods

HSA nanoparticles were prepared by a desol-
vation technique following a previous method
described by Merodio et al. (2001) with some
modifications. Nanoparticles were stabilized
by addition of either of glutaraldehyde in water
(Nps-Glu) or of Gantrez ES-425™ (Nps-Ga) in
ethanol.

For the preparation of suramin-loaded nanopar-
ticles (S-NPsGa or S-NPsGlu), the drug (20mg)
was added to the albumin solution. Then, the na-
noparticles were desolvated and stabilized in the
same way as described previously.

Nanoparticle size and zeta potential of nanoparti-
cles were determined by photon correlation spec-
troscopy (PCS) and electrophoretic laser Dop-
pler anemometry, respectively, using a Zeta Plus
analyser system (Brookhaven Inst. Corp., USA).
Shape of the nanoparticles was also examined by
scanning electron microscopy (SEM).

The amount of the protein transformed into nan-
oparticles (yield) was estimated from the quanti-
fication by micro-BCA of the free HSA fraction
(soluble protein) after the formation of nanoparti-
cles by desolvation.

The amount of suramin loaded into nanoparticles
was calculated by UV spectroscopy at 318 nm
(Power Wave HT microplate, BioTek, USA).

In vitro release studies of suramin loaded in al-
bumin nanoparticles were carried out in PBS (pH
7.4).

3. Results and discussion

For empty nanoparticles, the size of albumin na-
noparticles stabilized by incubation with Gantrez
was found to be higher than those cross-linked
with glutaraldehyde (210 vs. 160 nm). However,
in both cases, the resulting batches were homo-
geneous with polydispersion index lower than
0.2. On the other hand, the zeta potential of both
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types of carriers was found to be negative and
quite similar in an absolute value (between -35
and -39 mV). Moreover, the yield of the prepara-
tive process was found to be slightly higher when
albumin nanoparticles were stabilized by coating
with Gantrez ES-425™ than when cross-linked
via glutaraldehyde.

For suramin-loaded nanoparticles, the mean size
of the resulted carriers was about 200 nm and the
drug loading was calculated to be around 120 pg/
mg nanoparticle with an encapsulation efficiency
close to 85%. Interestingly, the physico-chemical
characteristics of S-Nps-Glu were quite similar
to those observed for S-Nps-Ga. Just slight dif-
ferences were observed in the mean size of the
resulting carriers. The morphological characteri-
zation of nanoparticles by SEM was found to be
similar to the ones found by photon correlation
spectroscopy (Figure 1).

Fig. 1: SEM of empty (NPs-Ga; A) and suramin-loaded
nanoparticles (S-Nps-Ga, B).

Figure 2 shows the release profile of suramin
from albumin nanoparticles.

+ S-Nps-Glu
o S-Nps-Ga

Fig. 2: In vitro release of suramin from albumin nanopar-
ticles cross-linked with glutaraldehyde (o) or stabilized by
coating with Gantrez ES-425 (o). Data expressed as mean
+SD (n=3).

Interestingly, during the first two hours of the
study, suramin was similarly released from nano-
particles cross-linked with glutaraldehyde or sta-
bilized with Gantrez ES-425™. Then, the release
of suramin from nanoparticles stabilized by coat-
ing with Gantrez was faster than that from nan-
oparticles cross-linked with glutaraldehyde. For
the former suramin released was around 70% in 8
hours, whereas for the latter the suramin released
was 50% in the same period of time.

4. Conclusion

Gantrez® ES-425 resulted to be an appropriated
stabilizing agent for HSA nanoparticles, avoiding
the drawbacks of using glutaraldehyde. Also, the
in vitro release studies showed the ability of these
nanoparticles to control the release of the drug.
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1. Introduccion

La formacion especializada sanitaria condu-
cente a la obtencion del Titulo de Farmacéutico
Especialista en Farmacia Industrial y Galénica
(FEFIG) expedido por el Ministerio de Educa-
cion, Cultura y Deporte, ha venido impartién-
dose como disciplina exclusivamente farmacéu-
tica en los Dispositivos Docentes adscritos a las
Universidades de Alcala de Henares, Barcelona,
Navarra y CEU San Pablo. Para optar a una de
estas plazas es necesario realizar el examen FIR
de cardcter anual junto con el resto de especiali-
dades sanitarias convocado por el Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad (MSSSI).

Tras un estudio inicial sobre la empleabilidad de
los especialistas sanitarios egresados por parte del
MSSSI [1] contrastado con la vision posterior de
Montilla [2], el objetivo de la presente comunica-
cion ha sido analizar la insercion en el mercado
laboral de los farmacéuticos industriales forma-
dos desde la Unidad Docente de la Universidad
CEU San Pablo a lo largo del periodo formativo
de estancias en los laboratorios farmacéuticos,
tras 10 afios de experiencia nuestra.

2. Materiales y Métodos

Estudio descriptivo transversal de los farmacéu-
ticos con plaza de cada una de las promociones
FIR mediante seguimiento y analisis del mismo
[3]. Para ello, tras cada mddulo de ensefianza,
el farmacéutico alumno realiza una encuesta
sobre el grado de satisfaccion de los contenidos
impartidos y de valoracion de los profesores. Al
comienzo de su periodo industrial de practicas, se
mantiene una reunion trimestral con cada alumno
y su tutor. Finalizado dicho periodo, se solicita al

laboratorio la valoracion del tutor sobre las capa-
cidades tanto técnicas como profesionales del far-
macéutico. Se pide a éste una memoria in extenso
critica sobre su trabajo industrial. Finalmente, se
realiza una encuesta de insercion laboral y de in-
quietudes tras haber finalizado su estancia.

3. Resultados

La encuesta de insercion laboral llevada a cabo
ha conseguido respuesta en 62 sobre el total de 92
alumnos (67,4%) que han pasado por el Disposi-
tivo Docente. Los resultados (como porcentajes)
de la insercion laboral se muestran en las Figuras
1y 2, en donde se aprecia su tasa de insercion
laboral y que ésta tiene lugar mayoritariamente
en la industria farmacéutica

Fig. 1: Tasa de empleo.

En todos los casos, los departamentos de la in-
dustria farmacéutica en los que tiene lugar su
desarrollo laboral, Fig. 3, se corresponden con la
formacion recibida, lo que pone de manifiesto el
adecuado planteamiento de la misma y justifica
su insercién laboral.

Fig. 2: Centro de empleo.
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Fig. 3: Empleo por funciones en la industria farmacéutica.

Los propios especialistas egresados consideran,
mayoritariamente, que la formacién recibida ha
resultado de utilidad para su acceso al mundo la-
boral en la industria farmacéutica de forma rapi-
da y en un departamento y funcién acorde a sus
competencias, Fig. 4.

Fig. 4: Valoracion para el acceso al mundo laboral en la
Industria Farmacéutica

4. Conclusiones

Mayoritariamente, la formacion recibida por los
especialistas ha sido de utilidad para su emplea-
bilidad en la industria farmacéutica, con una res-
ponsabilidad relacionada con la formacion reci-
bida consecuencia del grado de talento adquirido.
Son los propios especialistas los que consideran,

de manera unanime, que la formacién FEFIG les
ha resultado de utilidad.
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1. Introduccion

Los tapones elastoméricos gozan de monogra-
fia propia en las distintas farmacopeas. Los mas
comunmente utilizados son de naturaleza halo-
butilica pero presentan riesgo de produccion de
fragmentos tras su perforacion [1]. Los fragmen-
tos pueden ser dificiles de visualizar debido a su
pequefio tamario, el efecto de enmascaramiento
de las etiquetas, o la opacidad de la medicacion.

La RFE [2] recoge una serie de ensayos en la
determinacion de su funcionalidad, perforando-
se con agujas hipodérmicas nuevas y lubricadas,
con un angulo de bisel de 12 + 2° y un diametro
exterior de 0.8 mm. Las especificaciones se en-
cuentran en la Tabla 1.

N° maximo fragmentos/48 punciones 5
Autoobturacion 100%
Fuerza de perforacion <I0ON

Tabla 1: Cierres de goma: ensayo de funcionalidad con
agujas hipodérmicas

Existen una serie de dispositivos y puertos (Fig.
1) con agujas para el trasvase de soluciones pa-
renterales, en la disolucion de liofilizados, el
mezclado de soluciones y disolucién de sus in-
gredientes que minimizan el riesgo de lesiones en
el personal sanitario. Sin embargo, presentan un
didmetro habitualmente diez veces mayor y un
disefio propio por cada fabricante. En este caso,
es de esperar la aparicion de un nimero fragmen-
tos, tras su perforacion, significativamente mayor
que con las clasicas agujas biseladas de acero [3].

El objetivo del presente trabajo es conocer la
validez de los ensayos de funcionalidad, desa-
rrollados inicialmente para agujas hipodérmicas,

cuando se contempla el uso de otras agujas de
mayor calibre y diferente geometria

Fig. 1: Aguja de transferencia en un sistema de adminis-
tracion o reconstitucion de soluciones i.v.

2. Material y Métodos

Viales de vidrio de 75 ml de volumen total con
agua destilada hasta la mitad de su volumen,
Agujas en policarbonato de 9 mm de diametro
para transferencia AMS-500 (Churchill Medical
Systems, PA, USA), Cierres elastoméricos Hel-
voet Pharma V9168-FM y Cépsulas de aluminio.

Los tapones elastoméricos son tratados y este-
rilizados segun RFE y sellados con capsulas de
aluminio. Se perfora cada tapdn con la aguja per-
pendicularmente al vial sobre el rebaje central del
cierre. El recorrido de la aguja se fija en 9 mm. El
tiempo transcurrido en la perforacion es inferior
a 1 segundo. Se agita el vial y se vierten los con-
tenidos sobre una membrana de 0.45 pm de poro.
Se examina con una lupa de 6 aumentos y se
cuentan los fragmentos provenientes del elasto-
mero. La fuerza de perforacion se determina por
medio de un Dinamémetro Salter modelo 6018
sujeto a un soporte AEG BST 718. El ensayo de
autoobturacion consiste segun la RFE en la per-
foracion de los viales a través de los cierres del
modo descrito para el ensayo de fragmentacion y
posteriormente ser sumergidos en una disolucion
de azul de metileno con vacio.
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3. Resultados

Se comprueba que la variabilidad de los factores
externos sea sensiblemente menor que aquella
que considera tanto la del propio método como la
intrinseca, lo que indica que el método es lo su-
ficientemente robusto o insensible a los factores
lote, analista y dia, maxime al tratarse de ensayos
destructivos en donde no es posible la obtencién
de replicados ni la comparacion de resultados ex-
perimentales con un estandar. Los resultados se
encuentran en la Tabla 2.

N° unidades sin fragmentos 61.4%
N fragmentos/100 punciones 42
Autoobturacion 100%
Fuerza de perforacion (media+std) 77,7£8,1N

Tabla 2: Cierres de goma: resultados de los ensayos de
funcionalidad con agujas de transferencia.

4. Discusion

Las agujas procedentes de los dispositivos en es-
tudio no estan definidas para ser empleadas en los
ensayos de funcionalidad de los cierres de goma.
Los resultados hallados en el caso de la produc-
cion de fragmentos son preocupantes desde un
punto de vista de la seguridad para el paciente.

La regulacion farmacéutica rara vez proporciona
instrucciones directas sobre el modo de prepa-
rar y seleccionar los materiales que van a ser-
vir para la administracién del medicamento. Se

debe requerir un estudio de funcionalidad para
este tipo de agujas para controlar sus riesgos, in-
dependientemente de usar sistemas de filtracion
adicionales para soslayar su trascendencia, Si
bien en este caso podria resultar desaconsejable
para emulsiones (e.g. propofol) o por aparicion
de fendmenos de adsorcion.

5. Conclusiones

Los ensayos realizados han permitido identificar
una situacién potencialmente peligrosa para la
seguridad del paciente asociada a la utilizacion
de diferentes agujas.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la
necesidad de desarrollar un nuevo sistema regu-
latorio que contemple la utilizacion de otros ti-
pos de agujas y el establecimiento de sus valores
estandar para los ensayos de funcionalidad de
los elastdmeros junto con su andlisis de riesgos
correspondiente.
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1. Introduction

Cell encapsulation technology is based on the
entrapment of cells in a polymeric matrix. The
permselective membrane which surrounds the
core permits the ingress of nutrients and oxygen
and the egress of therapeutic factors produced by
the implanted cells, while prevents the immune
system from entering the capsule. Thus, the pro-
tection of allogeneic or even xenogeneic cells is
enabled, reducing, the use of immunosuppres-
sants [1]. Moreover, a controlled and de novo re-
lease of biologically active molecules is obtained,
giving rise to the development of promising

Fig. 1: Calcium determination (n=3). Statistical signifi-
cance: *p< 0.0.5,**p< 0.01 and ***p< 0.001.

therapeutic treatments for disorders such as dia-
betes [2].

Fig. 2: Diameter quantification (n=30) for uncoated beads (4), coated microcapsules (B) and a comparison between
Biological and Hybrid microcapsules (C). Statistical significance: *p< 0.0.5,**p< 0.01 and ***p< 0.001.

Fig. 3: Swelling behavior (n=30) assessed for APA microcapsules (A) and a comparison between Biological APA micro-
capsules and Hybrid microcapsules (B). (C) FITC labeled dextran diffusion (n=4). Statistical significance: *p< 0.0.5,

**p<0.01 and ***p< 0.001.
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It is of paramount importance to study in depth
some basic parameters in order to gain control
over the system, and therefore, obtain a better
understanding of its performance. In this work,
one of these parameters was studied in detail. It is
crucial that the solutions that incorporate the bio-
materials used in encapsulation present adequate
pH and osmolarity values. This may be fulfilled
following two different strategies: to add elec-
trolytes, or to add inert molecules. To elucidate
which strategy is more beneficial for the biosys-
tem, we compared two batches of microcapsules
which only differed from the formulation of the
solutions used in the encapsulation process: a first
batch containing physiological concentrations of
electrolytes (Biological group); and a second
one, consisting of inert solutions based on manni-
tol (Technological group). An in vitro study was
carried out in order to analyze if this sometimes
overlooked parameter influences the final struc-
tural properties of the capsule.

2. Materials and Methods

APA microcapsules were synthesized using an
electrostatic droplet generator with slight modi-
fications of the procedure of Lim and Sun [3]. A
Calcium Detection Kit was utilized after treating
capsules with alginate lyase to cause their rupture
and release all the calcium forming the matrix.
For structural studies, Biological and Technolog-
ical capsules were compared with a third group of
microcapsules containing a Biological core and
Technological coatings (Hybrid microcapsules).
Capsule diameter was determined through mi-
crographs. The osmotic resistance of the capsules
was evaluated by a swelling assay. Finally, to de-
termine the microcapsule membrane molecular
weight cut-off (MWCO), FITC-dextran diffusion
was studied by means of confocal microscopy
and semi-quantitative data was obtained using
Image J software. Statistical computations were
performed using SPSS 23 (SPSS, Chicago, IL).

3. Results and Discussion

The Biological group presented higher calcium
levels within the matrix (Fig. 1). This suggests

that during the synthesis of the capsules, if they
are put in contact with the Biological solutions
(containing electrolytes), the calcium release is
lower than when put in contact with the Techno-
logical solutions (with no electrolytes).

A higher leakage of calcium in the Technological
group led to swelling and consequently, to larger
diameters. So did Hybrid microcapsules when
compared to the Biological group, emphasizing
that composition of both matrix and coatings has
adirect effect in capsule diameter (Fig. 2). For the
osmotic resistance, Biological capsules swelled
in a higher extent (Fig. 3). This fact may be relat-
ed to the higher calcium leakage in Technological
and Hybrid groups, leaving more uronic residues
free to interact with the PLL and giving rise to
a more resistant system. Regarding permeability,
no significant differences were observed (Fig. 3).

4. Conclusion

This work demonstrates the influence of the en-
capsulating solutions in the final structural prop-
erties. It is possible to modify capsule size and
osmotic resistance by only modifying the compo-
sition of the solutions used, without altering the
MW(CO, vital factor for the correct function of
the system. Our results highlight the importance
of a proper design of the solutions to obtain mi-
crocapsules with the required properties.
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1. Introduction

Cutaneous Leishmaniasis (CL) is a parasitic
disease that mainly affects poor communities in
low- and middle-income countries, with ~10 mil-
lion people affected. [1] CL is characterised by
a variety of clinical symptoms ranging from de-
fined nodular forms to chronic ulcerative lesions.
Non-complicated lesions tend to heal sponta-
neously, a process that can take 3 to 18 months
depending on the Leishmania species and host
susceptibility factors, and nearly always leave a
disfiguring scar.[2] Available treatments include
intralesional antimonials and paromomycin
cream. However, the heterogeneity of the disease,
shortcomings in clinical trials design, inability
of drugs to be bioavailable after topical admin-
istration results in limited efficacy necessitating
parenteral treatment with antimonials or ampho-
tericin B (Fungizone® or liposomal formulations
such as AmBisome®) for severe cutaneous dis-
ease or mucocutaneous leishmania (MCL) which
is linked with sever adverse-effects (haemolysis,
nephrotoxicity.

Nanomedicines, are deformable stress-respon-
sive, self-regulating bilayer vesicles known to be
able to enhance the permeation of drugs across
the stratum corneum following the osmotic water
gradient. Here we present nanomedicines with
high loading of amphotericin B that are incor-
porated into a nano-enabled hydrogel for topical
application for the treatment of CL and AmB
permeation across mouse skin was studied using
Franz cells.

2. Methods

Lipids (Soy Bean dehydrogenated), AmB and so-
dium deoxycholate were dissolved in methanol.
The solution was then rota-evaporated and the
thin film rehydrated with a mixture of PBS (pH
7.4) and ethanol (<8.3%) was added to reconsti-
tute the formed film. Finally, the suspension was
sonicated to elicit optimal particle size. Gels were
prepared by addition of Carbopol EDT or Meto-
lose directly onto the liquid nanomedicines.

Nanomedicines were characterised for particle
size (Microtrac Zetatract instrument) and drug
loading by high pressure liquid chromatography
(as below). Morphology of nanomedicines were
imaged using TEM microscopy (JEOL JEM 1400
electron microscope) after staining with 2% Ura-
nyl acetate. Viscosity of the gels was measured
using a Brookfield Rheometer.

Franz cells with an internal diameter of 1.3
cm were used to measure permeation of AmB
through mouse skin, Strat-M membrane (Milli-
pore) and acetate cellulose membranes (Medi-
cell). The receptor fluid consisted of 2% sodium
deoxycholate in PBS (pH 6.0) to ensure AmB
solubilisation in the stirred receptor compartment
(50 rpm) that was bath sonicated to remove air
bubbles. Receptor fluid samples were taken at
regular time intervals and analysed by HPLC-UV.

3. Results
Nanomedicines were able to be loaded with a

high content of AmB (2 + X mg mL*) which
is >20 fold the aqueous solubility of AmB.
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Nanomedicines illustrated a bi-layer spherical
morphology (Figure 1) with a particle size simi-
lar to that measured with light scattering. A mean
particle size of 71 £ X nm (D10: 48 + x nm, D90:
104 £+ x nm, Polydispersity: 0.8) for blank nano-
medicines and 46 + X nm (D10: 34 = x nm, D90:
67 + x nm, Polydispersity: 0.71) for AmB loaded
nanomedicines was obtained.

A

Fig. 1: Particle size histogram for blank (A) and AmB na-
nomedicines (2 mg mL?) (B). Transmission electron mi-
croscopy image of AmB loaded nanomedicines (Bar: 100
nm) (C).

AmB nanomedicine gels displayed a pseudo-
plastic behavior (Figure 2). Decreasing viscocity
with increasing shear rate is critical for topical
application.

Fig. 2: Apparent viscosity versus shear rate of AmB nano-
medicines gel.

AmB nanomedicines exhibited high permeability
through Start-M and cellulose membranes com-
pared to mouse skin. A lag time of approximately
1 h was observed for all the systems.

4, Conclusions

AmB nanomedicines can be a scalable safe and
bioavailable topical formulation to treat cutane-
ous leishmaniasis enabling the localization of
AmB in the epidermis.
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1. Introduction

Peritoneal carcinomatosis (PC) is an abdominal
dissemination of malignant gastrointestinal and
gynaecological tumors, with or without evidence
of metastatic systemic disease, which results in
poor prognosis. The combination of cytoreduc-
tive surgery (CRS) and hyperthermic intraperi-
toneal oxaliplatin (HIO) is a promising strategy
for PC treatment since several studies have ev-
idenced its survival benefit, relative to standard
palliative surgery and/or chemotherapy, in pa-
tients with resectable PC of colorectal origin.
This work was carried out to characterize the
platelet counts dynamics in peritoneal carcino-
matosis patients treated with cytoreductive sur-
gery (CRS) and quantify the effect of CRS and
hyperthermic intraperitoneal oxaliplatin (HIO)
on platelet dynamics.

2. Patients and Methods

Platelet counts from 41 patients treated with CRS
and HIO diluted in isotonic 4% icodextrin (Co-
hort A), 21 patients undergoing CRS followed by
HIO diluted in isotonic 5% dextrose (Cohort B)
and 18 patients treated with CRS without HIO
(Cohort C) were used to estimate the system re-
lated and drug specific parameters of a modified
Harker’s cytokinetic model [1].

Apreviously developed PK model was used as an
input function into the PD model [2] following a
sequential approach.

Non-parametric bootstrap stratified by cohort [3],
normalized prediction distribution errors (NPDE)
[4], prediction corrected visual predictive check
(pcVPC) and numerical predictive check (NPC)
were used as validations tools.

3. Results and Discussion

The NPC qualified the model to properly de-
scribe the incidence of thrombocytopenia and
thrombocytosis grade >3, as well as the mean
platelets counts in subjects with these toxicities
in the three cohorts studied.

Figure 1 shows the model ability to describe the
individual time course of platelets for non-sple-
nectomized and splenectomized patients random-
ly selected from the three cohorts of patients ana-
lyzed in this study.

Fig. 1: Representative individual time course of plate-
let counts and the corresponding model predictions for
non-splenectomized (upper panels) and splenectomized
patients (lower panels) stratified by cohort.

—241-



X111 Congreso de la Sociedad Espafiola de Farmacia Industrial y Galénica (SEFIG 2017)

Fig. 2: Effect of the initial oxaliplatin concentrations in
the peritoneum, treatment duration and carrier solution on
platelet dynamics.

The PK/PD model properly characterizes the
transient thrombocytopenia observed immedi-
ately after the CRS and HIO, the rebound phe-
nomena characterized by a transient thrombocy-
tosis achieved around 25 days after the CRS, and
the subsequent return to baseline of the platelet
counts (Fig. 2).

3. Conclusions

The time course of platelet counts was well
characterized by the developed model, which si-
multaneously accounts for the acute-immediate
thrombocytopenia response induced by the HIO
effect in bone marrow, as well as the subsequent
thrombocytosis due to the CRS.

This model suggests that higher doses or longer
treatment durations than those evaluated to date
could be used without substantially increasing
the risk of major haematological toxicity.
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1. Introduccion

El propranolol (P) es un farmaco B-bloqueante
indicado en el tratamiento del hemangioma in-
fantil. Produce una contraccién de los vasos san-
guineos que estan formados y evitan la aparicion
de otros nuevos [1].

Se han revisado las diferentes formulaciones ma-
gistrales pediatricas de P elaboradas en los dis-
tintos Servicios de Farmacia de los Hospitales
nacionales y de algunas Farmacias Comunitarias
[2]. La complejidad en la preparacion de algunas
formulas y el uso de especialidades farmacéuti-
cas, hace dificil conseguir medicamentos con la
misma biodisponibilidad.

Por todo ello, el objetivo del presente trabajo es
proponer una nueva férmula magistral de la solu-
cion oral de P que sea mas sencilla y reproducible
por ambos sectores sanitarios.

2. Materiales y Métodos
2.1. Materiales

Clorhidrato de propranolol, acido citrico, Nipa-
gin, Nipasol y jarabe simple (Acofarma, Barcelo-
na). Para el control microbioldgico se han utiliza-
do los medios de cultivo Casein soya vean digest
agar y Sabouraud-dextrose agar [3].

2.2. Métodos

La nueva férmula magistral de la solucién oral
de P (F1) tiene la composicion que se indica en la
Tabla 1. Al mismo tiempo, se recoge la formula-
cion mas frecuentemente elaborada (F2). Ambas
soluciones contienen una dosis de 1 mg/ml de
farmaco.

Componentes F1 F2
Propranolol HCI 114 mg 141 mg
Acido citrico 100 mg
Sol. acido citrico 25% 110 mg
Agua conservans [5] 20 ml
Nipagin 50 mg
Nipasol 22 mg
Agua purificada 20 ml
Jarabe simple 80 ml 80 ml

Tabla 1: Componentes de las soluciones orales de propra-
nolol (F1y F2).

Ambas soluciones orales se han elaborado por
simple disolucién bajo agitacion.

El estudio de estabilidad quimica se ha llevado a
cabo durante 90 dias, sometiendo las formulacio-
nes a las temperaturas de 5, 25y 40°C.

En estas condiciones de almacenamiento, se ha
determinado el pH (pHmetro Crison) y el conte-
nido de P (HPLC UltiMate 3000, Thermo Fisher
Scientific). Las condiciones cromatograficas han
sido las siguientes: columna C18 (250x5,6x5)
a 35°C, fase movil agua:acetonitrilo (450:550),
acido sulfurico (1 ml), laurilsulfato sodico (1.6 g)
y dihidrogenofosfato tetrabutil (0.31 g). El pH se
ha ajustado a 3.3. Se ha medido a 292 nmy el TR
ha sido 3.5 min.

El control microbiolégico a los 90 dias se ha rea-
lizado sobre dos medios de cultivo:

* Casein soya bean digest agar para el creci-
miento de bacterias, tras la incubacion a 30-35°C
durante 3 a 5 dias.

* Sabouraud - dextrose agar para el crecimiento
de hongos, tras incubacién a 20-25°C durante 5
a7 dias.
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Para este estudio se ha utilizado la técnica de
sembrado por extension en superficie.

3. Resultados y Discusion

La evolucién del pH de las soluciones orales de P se mues-
traen la Fig. 1.

Fig. 1: pH de las soluciones orales de propranolol, F1y
F2, en funcion de las temperaturas y tiempos indicados.

El pH inicial de F1 ha sido 5.05 y se ha manteni-
do estable entre 5.0 y 5.1 a todas las temperaturas
y durante los 90 dias del estudio. En cambio, el
pH de F2 ha sido 4.25 y se ha mantenido entre 4.1
y4.3a5y 25°C, disminuyendo hasta 3.8 a 40°C
a los 90 dias.

En la Fig. 2 se recoge las variaciones del conte-
nido de farmaco de las soluciones orales, en fun-
cion de las temperaturas y tiempos indicados. Se
observa que, a los 90 dias de estudio, la F1 man-
tiene la concentracion de P por encima del 95%
del contenido declarado, a todas las temperaturas
y tiempos indicados. En cuanto a la F2 s6lo man-
tiene los niveles por encima del 90% a los 90 dias
a5°C, no ocurriendo esto a 25 ni a 40°C.

Fig. 2: Contenido de propranolol en las soluciones orales,
Fly F2, alas temperaturas y tiempos indicados.

Tras los resultados obtenidos, se determina que
la nueva formula magistral (F1) posee mas esta-
bilidad quimica al tener mayor pH, por lo que se
decide continuar el estudio microbiol6gico con la
F1.

El control microbioldgico se ha realizado para
determinar la posibilidad de crecimiento de bac-
terias (S. aureus, B. subtilis y P. aeruginosa) y
hongos (C. albicans y A. brasiliensis). Se ha
Ilevado a cabo en las muestras almacenadas a 5,
25 0 40°C durante 90 dias. En ningun caso se ha
observado crecimiento de bacterias o de hongos

(Fig. 3).

Fig. 3: Control microbiolégico de bacterias y hongos de la
solucién oral de propranolol (F1).

4. Conclusiones

La nueva solucion oral de propranolol propuesta
posee un pH de 5.05, lo que favorece la estabi-
lidad quimica del farmaco, mientras la formu-
la convencional, con un pH de 4.25, es menos
estable.

El tiempo de caducidad de la nueva férmula
magistral es de 90 dias, conservandose a 5, 25 0
40°C; a este mismo tiempo, el crecimiento mi-
crobiolégico ha sido negativo.
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1. Introduccién

Una de las areas donde los cannabinoides pre-
sentan un gran potencial terapéutico es la terapia
antitumoral, al ser capaces de inhibir la proli-
feracion, migracion, invasion y angiogénesis e
inducir apoptosis de las células tumorales [1].
Uno de los cannabinoides mas prometedores es
el cannabidiol (CBD) [2]. No obstante, la eleva-
da liposolubilidad y los problemas de estabilidad
que lo caracterizan [3], dificultan el desarrollo
de formulaciones eficaces de CBD. La microen-
capsulacién constituye un recurso tecnoldgico
que nos permitiria proteger al CBD de los agen-
tes externos y, a la vez, elaborar un sistema de
liberacion controlada que consiga concentracio-
nes terapéuticas del activo durante un periodo de
tiempo prolongado con una tnica administracion.

El objetivo de este trabajo es evaluar in vitro la
actividad antiproliferativa del CBD en cancer
de mama y ovario y desarrollar microparticulas
poliméricas (MPs) de administracion parenteral
cargadas con CBD.

2. Materiales y métodos

Las lineas celulares empleadas en los ensayos
de viabilidad fueron MCF-7 y MDA-MB-231
como modelo de cancer de mama y SKOV-3 y
OAW-42 como modelo de cancer de ovario. La
viabilidad celular se determiné mediante Cell Ti-
ter-glo®, tras 24 y 48 horas de incubacion con los
diferentes tratamientos de CBD (2-50uM).

Las microparticulas cargadas con CBD se elabo-
raron empleando PLGA RG® 502 como polimero

mediante la técnica de emulsificacién-evapora-
cion del solvente y se caracterizaron determinan-
do la morfologia mediante SEM, tamafio y distri-
bucion de tamafios por difraccion de rayos laser
y estado fisico del CBD por DSC. Se determino
también el rendimiento del proceso y la carga en
activo de las microparticulas junto con la eficacia
de encapsulacion. Para determinar la cinética de
liberacion del CBD a partir de las microesferas se
utiliz6 como medio una solucién de PBS-Tween
80 al 0.5% (con el fin de mantener las condiciones
sink durante todo el ensayo), a 37°C y agitacion
constante de 100 rpm. Previamente, debido a los
problemas de estabilidad del CBD, se realiz6 un
estudio de estabilidad del activo en condiciones
fisiologicas (condiciones del estudio de cesion).
La cuantificacion del CBD en todos los ensayos
se llevo a cabo por HPLC.

3. Resultados y discusion
3.1. Estudios de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular mostraron un
efecto inhibitorio del CBD sobre la proliferacion
de las células de cancer de mama y ovario em-
pleadas. Los valores de Cl_ tras 48 h de incuba-
cion se muestran en la Tabla 1, siendo las célu-
las de cancer de mama MDA-MB-231 las méas
sensibles.

MDA-MB-231 13.90 uM
MCF-7 18.59 uM
SKOV-3 2113 uM
OAW-42 31.80 uM

Tabla 1: Valores de Cl; tras 48 horas de incubacion con
CBD.
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3.2. Desarrollo y caracterizacion de
microparticulas de CBD

Las microparticulas obtenidas presentaron una
superficie lisa, sin poros y un tamafio medio ade-
cuado a nuestros objetivos. La carga, eficacia de
encapsulacion y rendimiento del proceso fueron
superiores al 90% (Tabla 2).

Tamafio (um) 28.5+0.10
Carga (ng CBD/10mg MPS) 865.06+17.54
Eficacia de encapsulacion (%) 93.78 £3.20
Rendimiento del proceso (%) 90.04+1.97

Tabla 2: Tamaiio, carga, eficacia de encapsulacion y ren-
dimiento del proceso de las MPs cargadas con CBD.

El termograma obtenido por DSC correspon-
diente a las Mps cargadas mostro la desaparicion
del pico endotérmico caracteristico del CBD,
indicando que este se encuentra disuelto en la
matriz polimérica. También se observo un des-
censo en la temperatura de transicion vitrea (Tg)
del PLGA, probablemente debido al efecto que
ejerce el CBD sobre la plasticidad del polimero

(Fig. 1).

Fig. 1: Ttermograma obtenido por DSC del CBD, PLGAYy
las MpS cargadas con CBD.

Los estudios de estabilidad en condiciones fisio-
I6gicas demostraron una degradacién importan-
te del activo tras 72 horas, con mas del 10% del
CBD degradado. La ecuacién de la cinética de
degradacion se muestra en la Figura 2, emplean-
dose para corregir los datos obtenidos en el ensa-
yo de cesion. Finalmente, el estudio de liberacion
mostré un ligero efecto burst (en torno al 3%)
durante las primeras 2 horas. Se aprecia un perfil
de liberacién bifésico, con una fase de liberacion
rapida durante las primeras 48 horas, seguida de
una fase de liberacién lenta que se prolonga hasta
los 31 dias de ensayo (Fig. 2). Esta segunda fase,
se ajusta a una cinética de orden cero, con una

velocidad constante de 191.3 pg CBD/dia/100
mg Mps.

Fig. 2: Perfil de liberacion in vitro del CBD.

5. Conclusiones

Debido a la actividad antiproliferativa que pre-
senta el CBD en las diferentes células estudia-
das, este cannabinoide resulta una herramienta
terapéutica util para el tratamiento de cancer de
mama y ovario. Las microparticulas desarro-
lladas presentan un tamafio adecuado para ser
administradas por via parenteral, asi como una
elevada carga y eficacia de encapsulacion; per-
mitiendo una liberacién constante del activo con
una unica administracion durante un mes. Dosis
de 1.15, y 1.53 mg de Mps son necesarias para
inhibir el crecimiento del 50% de las células
MDA-MB-231 y MCF-7 respectivamente, y do-
sis de 1.72 y 2.61 mg para las células SKOV-3 y
OAW-42 respectivamente.
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