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INTRODUCCION

La inyeccioén intravitrea es una técnica minimamente invasiva de demostrada eficacia
en el tratamiento de numerosas enfermedades vitreorretinianas. En estos ultimos
afios se ha producido un aumento exponencial de su uso, debido a la aplicacién de
nuevos farmacos contra el edema macular, alteraciones vasculares retinianas,
retinopatia diabética, inflamaciones intraoculares y neovascularizacion coroidea, entre
otras patologias (Gdémez-Ulla y cols., 2009). La administracién de la inyeccion
intravitrea constituye un riesgo al paciente que aumenta con la frecuencia del
tratamiento, pudiendo afectar su visién. En el afio 2004 Jager y cols., publicaron los
riesgos y complicaciones de este procedimiento, entre los que se encontraban
endoftalmitis, desprendimiento de retina, hemorragias intraoculares y cataratas. La
seleccion de esta via de administracion no es aceptada ni agradable por el paciente;
sin embargo, hasta el momento, es una forma de lograr el efecto terapéutico a bajas
dosis, disminuyendo la toxicidad y efectos adversos de los farmacos. Los otros
métodos tradicionales que podrian emplearse en el tratamiento serian topicos,
sistémicos y perioculares, los cuales tienen la desventaja de que el farmaco debe
atravesar las barreras fisiologicas oculares dificultando alcanzar los niveles
terapéuticos facilmente y esto implicaria asociar la continua administracién con
elevadas concentraciones, pudiéndose obtener efectos sistémicos indeseados (Ogura,
2001; Ciulla y cols., 2004).

Para entenderlo mejor podriamos explicar brevemente la anatomo-fisiologia del
sistema ocular. A simple vista, pareciera ser un érgano ideal y de facil acceso para el
tratamiento del segmento anterior (cérnea, camara anterior, camara posterior, iris,
humor acuoso, cristalino, y cuerpo ciliar); por el contrario, esta bien protegido contra la
absorcion de cualquier sustancia externa. En primer lugar, se encuentran los
parpados y el fluido lagrimal y posteriormente la cornea que forma una eficiente
barrera fisica y biolégica. Cuando un material extrafio o medicamento se introduce en
la superficie ocular, se incrementa inmediatamente el flujo lagrimal, originando una
rapida eliminacién a través del conducto nasolagrimal, pasando luego a la membrana
mucosal de la nariz, orofaringe y tracto gastrointestinal, donde puede ser capaz de
llegar concentraciones importantes del farmaco a la circulacién sistémica (Bodor y
Buchwald, 2005; Urtti, 2006). Es por ello, que la secrecion lagrimal refleja, el parpadeo
y la escasa permeabilidad de la cornea conducen a una pobre absorcién de los
farmacos de aplicacién topica y unido a esto, los sistemas enzimaticos y las eficientes
rutas de eliminacion, determinan su baja biodisponibilidad. En diferentes estudios
farmacocinéticos se han reportado que entre el 2 y 5% de la dosis instilada se
consigue en la camara anterior, el resto es depurado (Schoenwald, 1990; Davies,
2000). Por otra parte, en cuanto al segmento posterior del ojo se refiere (retina,
coroides, esclera, y humor vitreo), éste esta protegido por la barrera hemato-ocular
que la constituye: la barrera anterior hemato-acuosa y la barrera posterior hemato-
retiniana. La primera limita el acceso de farmacos hidrofilicos desde el plasma al



humor acuoso. La segunda esta formada por el epitelio pigmentario de la retina y por
la malla de paredes de los capilares de la retina, restringiendo asi la penetracién en el
segmento posterior de los farmacos que son administrados sistémicamente (Urtti,
2006). De esta misma manera, la concentracion efectiva de un farmaco en la retina
administrado por la via periocular, se ve afectada por las barreras que debe atravesar
(esclera, coroides y el epitelio pigmentario de la retina) y por su estructura quimica.

Todo lo anterior, nos conduce a pensar en nuevas estrategias que desarrollen
farmacos y sistemas transportadores bajo la forma de liberacién prolongada con
aplicacion directa en los tejidos intraoculares, de forma tal, que alcancen
concentraciones terapéuticas optimas, efectos adversos locales y sistémicos minimos,
asi como una disminucién en la frecuencia de administracién. Las nuevas tendencias
tecnolégicas se enfocan en el desarrollo de vehiculos apropiados con ciertas
caracteristicas, que involucren la capacidad de regular la distribucion y depuracion del
farmaco después de su administracion, logren alcanzar el sitio especifico de accién a
una velocidad y régimen de dosificacion terapéuticamente controlado y éptimo, liberen
el activo mediante reacciones enzimaticas y/o quimicas in vivo, protejan y estabilicen
el farmaco en el ambiente biolégico durante todo su recorrido hasta llegar al lugar
estimado y por ultimo pero no menos importante, que reduzcan los efectos adversos y
toxicos (De Campos y cols., 2004; Yasukawa y cols., 2005; Bodor y Buchwald, 2005;
Prow y cols., 2008; Paolicelli y cols., 2009).

Es por ello, que esta investigacion se enfoc6 en el desarrollo de un sistema de
liberacién alternativo que combindé polimeros biodegradables, hidrosolubles y
compatibles a nivel ocular como el Dextrano (Dex) y el Quitosano (Q). En primer
lugar, se seleccioné como farmaco modelo el Hemisuccinato de Metilprednisolona
(MPS) para sintetizar un profarmaco macromolecular Hemisuccinato de
Metilprednisolona- Dextrano (MPS-Dex) como sistema de liberacion. Posteriormente,
se incorporé en Nanoparticulas (NPs) de Quitosano para formar un sistema de
liberacion hibrido (profarmaco/NPs). Por ultimo, las NPs se recubrieron con lactosa de
tal manera de crear microparticulas que favorezcan la redispersion de las NPs en
agua. Es por ello que el objetivo general de este trabajo fue desarrollar y caracterizar
NPs de Q con MPS-Dex por el método de gelificacion idnica. Cada una de las etapas
del desarrollo de estas nano y micro particulas, conllevé una serie de ensayos y
consideraciones necesarias cuya metodologia, resultados, discusién y conclusiones se
detallan a continuacién:

METODOLOGIA
Elaboracion de Nanoparticulas de Quitosano por Gelificacion Ionica.

Se adaptaron los métodos reportados por Calvo y cols. (1997a,b) y Grenha y cols.
(2007), incorporando ciertas modificaciones. Se prepard una dispersion al 0,180% de
Q de baja viscosidad con un grado de desacetilacion de 92,2% en solucion
amortiguadora acido acético/acetato de sodio 0,2M pH=5,5 y una solucién acuosa de
tripolifosfato sddico (TPP) al 0,25%. La relacion final de la mezcla entre Q y TPP para
la formacion de las NPs fue de 3,6:1 p/p. Se pesé de MPS-Dex, el equivalente a 5mg
MPS; se disolvi6 en una mezcla de acetonitrilo:agua bidestilada 50:50; luego se
incorporo la dispersion de Q a una velocidad de 0,5 mL/min. La mezcla se mantuvo en
agitacion por 16x1h a 22° + 2°C. Culminado este periodo, se agregé la solucién de
TPP a la misma velocidad (0,5mL/min). Se agitd por siete horas a temperatura de 22°
+ 2°C.



Purificacion de las Nanoparticulas

La dispersion acuosa de las NPs se coloco en una bolsa de dialisis de celulosa sellada
por ambos extremos. La bolsa se introdujo en un envase que contenia el medio de
purificacion Tabla I.

Tabla l.

Secuencia de solventes empleados para la purificacion de las NPs de MPS-Dex -Q

Solvente tiempo (horas)

Solucién amortiguadora de acetato de sodio 0,02 M

Solucién amortiguadora de acetato de sodio 0,02 M

Solucién amortiguadora de acetato de sodio 0,02 M

Agua bidestilada

— ] — [ — ] —

Agua bidestilada

Las NPs purificadas se llevaron a un balén aforado de 100mL y se enras6 con agua
bidestilada.

Morfologia de las Nanoparticulas

Las muestras fueron colocadas sobre un papel adhesivo de carbén conductivo de
doble cara PELCO®. Previamente a la observacion, la superficie de las particulas fue
cubierta con carbdn. Las muestras se visualizaron en un Microscopio Electrénico de
Barrido JEOL JSM-6335F Instrument, con un voltaje de aceleracién de 2kV. Las
micrografias se tomaron a diferentes amplificaciones y se observaron las
caracteristicas morfolégicas de las NPs liofilizadas y en suspensién acuosa. Por otra
parte, se empleé el programa Photoshop para medir sus diametros.

Distribucion del Tamafio de las Nanoparticulas

Se emple6 un analizador de tamafio de particulas con dispersion de luz dinamica
Nanotrac NPA250 Ultra, con sonda externa y empleando el programa Flex 10.3.7 y a
una temperatura de 25° + 0,5°C. Las particulas fueron suspendidas en agua
bidestilada y sometidas a ultrasonido por 1 minuto previo a su lectura. La distribucion
se expreso en diametro volumen medio (Nanotrac, 2007; nanomicroclub, 2011;
Dandagi y cols, 2011).

Estimacion del Contenido del Farmaco en las Nanoparticulas

Se procedié a liofilizar las particulas en un FreeZone 6 Lyofilizador. Labconco
Corporation por 48 horas a -62°C y vacio a 0,370 mBar. Se pesaron tres muestras de
NPs, equivalente a 2,4 mg MPS (considerando que no hubo pérdida del farmaco
durante su elaboracién). Se le agreg6 2,5 mL de solucidon amortiguadora de acido
acético/acetato de sodio pH=5,5 con agitacion constante a una temperatura de 22° +
2°C por 24h. Transcurrido el periodo, se centrifugd a 12.000 revoluciones por minuto
(r.p.m) durante 15 minutos. Se tom6 1 mL de cada sobrenadante y se procedid a
realizar una hidrélisis con NaOH 0,2N por 30 minutos para liberar y cuantificar la




Metilprdnisolona (MP) del profarmaco. El contenido de MP se determin6 por HPLC a
254 nm con un detector de absorbancia dual Waters 2487. Los datos fueron
integrados usando el programa Water-Breeze®. Se empled una columna YCM pack
pro C18 (5 pm, 105 x 4.6 mm). La fase movil estaba conformada por 60% de Metanol
y 40% de solucién amortiguadora de acido acético/acetato de sodio 0,2M pH = 5,5.
Las concentraciones de las curvas de calibracion fueron entre 0,2 yg/mL — 20 pg/mL
MP con un coeficiente de correlacién al cuadrado (r?) superior a 0,998. Los resultados
se expresaron en términos de porcentaje de MPS/NPs.

Determinacion de la Eficacia de Captura del Farmaco en las Nanoparticulas

La carga o contenido del farmaco dentro de las NPs y la eficiencia de captura fueron
determinadas matematicamente por las ecuaciones que se detallan a continuacién. La
carga nominal del farmaco se calcul6 en funcién de la cantidad de farmaco que podria
encontrarse en 100 g de liofilizado asumiendo que no hubo pérdida de farmaco ni de
polimero durante su elaboracién (Judefeind y Villiers, 2009).

masa del farmaco en la nanoparticula

Carga del farmaco (%) = masa de la nanoparticula x100

peso del farmaco
- - x100
(peso del farmaco + peso del polimero)

Carga nominal del farmaco (%)=

. o Carga experimental del farmaco
Eficacia de captura (%)= Carga nominal del farmaco x100

Liberacién in vitro

La liberacién del farmaco fue determinada incubando seis muestras de 10 mg NPs
liofiizadas en 5 mL de solucion amortiguadora isotonica de fosfato pH=7,4 y
mantenidas en un bafo de agua a 37° £ 0,5°C con agitacion horizontal a 40 r.p.m. (Xu
y Hanna, 2007). Se aplicé un muestreo por reposicion, se extrajeron alicuotas de 1
mL, con posterior microfiltracion a intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 horas y luego 2, 3,
4,5y 7 dias. Cada alicuota fue analizada por el método HPLC previamente descrito.
La curva de calibracién fue entre 0,2 — 40 ug/mL con un coeficiente de correlacién al
cuadrado (r?) superior a 0,998. Los resultados se expresaron en porcentaje MPS.

Incorporacion del Agente Dispersante en las Nanoparticulas

A las NPs purificadas y suspendidas en agua bidestilada, se les incorpor6 3% de
lactosa extra fina como agente dispersante. Las condiciones éptimas de nebulizacién
se obtuvieron aplicandole al liquido una velocidad de flujo de 0,5mL/min con 0,8 L/min
de aire seco. Para mejorar el secado de las particulas, la camara de calentamiento se
mantuvo a 78° * 2°C con una ligera presion negativa en el recolector de
microparticulas, Asimismo, a la camara se le introdujo aire atemperado cercano al
nebulizador a una velocidad de 15L/min. Este aire provocé la formacién de un
remolino con suficiente fuerza que evitd el choque y adherencia de las gotas del
nebulizado con las paredes de la camara y asi poder depositarse con facilidad en el
recolector (Buchi, 2010).



RESULTADOS y DISCUSION

Los criterios para la seleccion de los componentes y la metodologia en esta
investigacion, se  fundamentaron principalmente en la  compatibilidad,
biodegradabilidad y baja toxicidad de los ingredientes a nivel ocular, la no
incorporacién de los solventes organicos por el método de gelificacién i6nica, asi como
los diferentes mecanismos que presentan las NPs de Q para atrapar macromoléculas
como albumina de suero de bovino y algunas enzimas. El Q tiene la capacidad de
inmovilizar macromoléculas mediante la formacién de redes insolubles cuando
reacciona con un agente entrecruzante como el TPP y de esta forma se pueden crear
sistemas de liberacion prolongada (Tang y cols, 2006; Tang y cols, 2007; Fernandes y
cols, 2008).

Elaboracion de Nanoparticulas de Quitosano por Gelificacion I6nica.

La gelificacion idnica, se basa en la formaciéon de complejos insolubles por atraccion
de cargas opuestas. En este caso, el TPP cargado negativamente produce
interacciones ionicas (inter e intramoléculares) con la carga positiva de los grupos
aminos del Q. Estas atracciones electrostaticas crean interacciones fisicas,
transformando las dispersiones liquidas de los reactantes en gel y bajo ciertas
condiciones dan origen a NPs insolubles en medio acuoso. Trabajos anteriores
recomiendan dispersiones acuosas de Q en solucion de acido acético en un rango de
pH entre 4 a 6, ya que a pH < 6,5, el polimero protona sus grupos amino libres (NH;"),
convirtiéndose en un policatién soluble en agua. (Janes y cols, 2001; Tang y cols,
2007; Zhang Yy cols, 2002; Peptu y cols, 2009). Por otra parte, previo a la elaboracion
de las NPs, se sintetizé la unién entre la Metilprednisolona con el Dex eficientemente,
mediante la formacién del enlace éster entre el grupo carboxilico del 4cido succinico
libre y los hidroxilos del Dex formando asi, el profarmaco macromolecular MPS-Dex.
La degradaciéon de este profarmaco y liberacion de la MP, se puede lograr
quimicamente mediante una hidrdlisis alcalina, reaccién que no es deseada durante la
elaboracion de las NPs; lo que implicé un estricto control del pH durante todo el
proceso. Es por ello, que se decidi6 hidratar el Q con la solucién amortiguadora de
acido acético/acetato de sodio pH= 5,5 para mantener este parametro constante y
evitar modificaciones cuando la solucién alcalina de TPP fuese afiadida. Por lo
demas, se comprob6 que la presencia de la solucion amortiguadora, mantuvo
invariable el pH durante todo el proceso.

Para elaborar estas particulas de tamaino nanométrico, se consideraron parametros
como proporcion Q:TPP, velocidad de afnadido del agente entrecruzante, tiempo de
reaccién y peso molecular de los polimeros, entre otros. En cuanto a la seleccion de
la proporcién entre Q:TPP, se basé en trabajos previos de un grupo de investigadores
en donde recomiendan el rango 3:1 — 6:1 p/p (Calvo y cols., 1997a; Grenha y cols.
2007), para lograr producir NPs solidas, de alto rendimiento con enlaces estables.
Adicionalmente, Grenha y cols. (2007), emplearon por este método la proporcién
Q:TPP 3,6:1 p/p, para formar transportadores de proteinas con buenos resultados y
con tamanos de particulas de alrededor de 382 nm. Por este motivo, se seleccion6
esta relacién para la formacion de las NPs de MPS-Dex-Q, ya que involucraba el
empleo de una macromolécula (Janes y cols., 2001; Grenha y cols., 2007). De igual
modo, trabajos previos consideraron como importantes: el tiempo del
entrecruzamiento, la velocidad de afiadido y el pH de la solucién, a fin de obtener
particulas homogéneas y completamente formadas. Es por ello que Shu y Zhu.



(2000), demostraron que el afiadido lento por gotas, el tiempo de entrecruzamiento de
al menos una hora y el pH de la solucién de TPP entre 4 y 8, beneficiaron los atributos
de NPs de Q.

Por otra parte, es importante destacar que la seleccion del Q de baja viscosidad y bajo
peso molecular, se apoy6 en publicaciones anteriores donde reportaron que la
encapsulacion de los farmacos durante el proceso de gelificacion, se vio disminuida
por el aumento de la viscosidad del Q (Vandenberg y cols., 2001; Yang y Hon., 2009).
Asimismo, Wu y cols. (2005), hallaron que concentraciones bajas (1-3 mg/mL) de Q de
baja viscosidad, promovia la encapsulacién satisfactoria de Glicirricinato de amonio
por este método. Aun mas, el grado de desacetilacién del Q empleado (92,2%),
favorece la eficacia de encapsulacion y disminuye la velocidad de liberacion como asi
lo comprobaron Xu y Du en el 2003. Todas estas consideraciones antes sefaladas,
se englobaron para obtener las NPs de MPS-Dex -Q.

Purificacién de las Nanoparticulas

La dialisis elimina el exceso de reactivos y subproductos solubles. Es un método de
purificaciébn suave que no requiere alto impacto, tampoco tiende a formar tantos
agregados. En el caso de las NPs de Q, este proceso permitio obtener particulas
suspendidas facilmente redispersables por agitacion.

Morfologia de las Nanoparticulas

La mayoria de las NPs fueron practicamente esféricas con una superficie lisa y
uniforme, lo que podria indicar que las moléculas de MPS-Dex, Q y TPP interactuaron
uniformemente para formar las NPs con didmetros inferiores a 450 nm, Figura 1.

Figura 1. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB). Micrografia
de NPs de MPS-Dex-Q.

Al mantener la suspension de NPs a pH acido por 12h, la superficie del Q se rehidrata
haciendo que éstas se hinchen y liberen su contenido. Culminado este periodo se
observd una doble encapsulacion, donde particulas mas grades contenian atrapadas
en su interior particulas de menor tamano, Figura 2. Esto podria postular el hecho de
que al ocurrir un contacto previo entre el MPS-Dex de carga superficial negativa con el
Q, se formaron NPs por atracciones electroestaticas que posteriormente se cubrieron
con mayor cantidad de Q cuando se le incorpor6 el agente entrecruzante (TPP). Sin



embargo, seria necesario continuar realizando nuevas evaluaciones, a fin de confirmar
este supuesto.

Figura 2. Micrografias (MEB) de NPs de MPS-Dex-Q en suspensién a pH acido.

Las microparticulas con lactosa presentaron tamafios de 1.780 + 0,5 nm con una
favorable dispersibilidad en agua, encontrandose separadas unas de otras y con una
morfologia casi esférica y observandose tamafios de particulas polidisperso (330-
2750 nm), lo que confirma que la lactosa se va disolviendo en el agua vy liberando las
NPs, Figura 3.

Figura 3. Micrografia (MEB) de microesferas de MPS-Dex-Q con lactosa, secadas por
atomizacion.

Distribucién del Tamafio de las Nanoparticulas

Al mantener las NPs suspendidas en agua una vez finalizada la dialisis, se modifica el
pH de 5,5 a 6 -6,5; pH cercano al pKa del Q, provocando un aumento del tamafio de
las particulas muy probablemente por desprotonacién de los grupos amino, originando



la formacion de agregados y observandose una distribucién bimodal del tamafio de las
particulas, Figura 4.
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Figura 4: Distribucion de tamano de particula MPS-Dex-Q

Trabajos anteriores, se han valido del secado por atomizacién para incorporar NPs de
diferentes polimeros dentro de microparticulas, empleando soluciones de lactosa o
manitol como excipiente (Grenha y cols, 2005; Bailey y Berkland, 2009; Patel 2010).
Las NPs de MPS-Dex-Q recubiertas de lactosa presentaron una muy buena dispersion
en agua bidestilada, ya que al disolverse la lactosa en el medio, separa las NPs
eficientemente, minimizando el problema de agregacion y evidenciando una
distribucion normal donde el mayor porcentaje de particulas se encontré entre 100 -
145 nm Figura 5
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Figura 5: Distribucion del tamano de particula MPS-Dex-8 con
lactosa en agua bidestilada

Estas Nps constituidas por dos macromoléculas (Dex y Q), donde el farmaco se
encuentra unido covalentemente a una de ellas (Dex), permitié la formacién de
particulas de tamafio nanométrico. Esto es de suma importancia, ya que algunos
trabajos han sugerido que un apropiado tamafio de particula con un rango estrecho,




asegura una baja irritacién, adecuada biodisponibilidad y compatibilidad con los tejidos
oculares (Barbu y cols., 2006; Bucolo y cols., 2008; Paolicelli y cols., 2009). Este
tamafo podria evidenciar in vivo un nuevo y eficiente sistema de liberacion ocular.

Estimacion del Farmaco y Eficacia de Captura en las Nanoparticulas

El porcentaje promedio de MPS en las NPs encontrado, fue de 1,1% % 0,1, lo que
correspondié a la carga experimental del farmaco en las particulas y la eficacia de
captura en términos de MPS fue de 45 £ 10 %. Estos ensayos preliminares tan
alentadores nos sugieren continuar con estos estudios, a fin de estandarizar y validar
la metodologia de este nuevo sistema de liberacion intravitreo, de tal manera de poder
garantizar los resultados encontrados en futuros estudios in vivo.

Liberacion in vitro

La liberacién de la MPS a pH fisiolégico en funcion del tiempo evidencidé un equilibrio
hidrolitico hacia la formacion tanto de la MP como de la MPS. Transcurrida 24 horas y
siguientes, el equilibrio comienza a desplazarse a la formacion del compuesto
farmacologicamente activo (MP). La Figura 6, muestra el perfil de liberacién
acumulado expresado en términos de MPS. Este comportamiento quimico indico la
capacidad que tiene el sistema para comportarse como modulo de cesion prolongada
de farmaco in vitro, por lo que se debe continuar trabajando en estudios con fluidos
oculares para conocer la influencia de los sistemas enzimaticos y quimicos biolégicos
en el proceso de liberacion.

’ Liberacion acumulada en términos de
% MPS

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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Figura 6 : Perfil de disolucion de Nps de Dex-MPS-Cs en PBS
(pH=7.4)a 37°C




CONCLUSIONES

Todos estos halagadores hallazgos revisten singular importancia, ya que nos permiten
afirmar el posible potencial que presenta el desarrollo de formulaciones oftdlmicas de
polimeros solubles en agua, biocompatibles y biodegradables que favorezcan el
tratamiento de las enfermedades intraoculares. El Quitosano fue capaz de encapsular
el profarmaco  macromolecular 'y crear un sistema de liberacion
profarmaco/nanoparticula con caracteristicas deseables para el sistema ocular y con
una buena dispersibilidad en agua. Su tamafio tan pequefo podria evidenciar un
eficiente sistema de liberacion prologada in vivo que reduzca la frecuencia de
administracién, ofreciendo una excelente alternativa que proporcione un mayor grado
de satisfaccion y mejore la calidad de vida de los pacientes.
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