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PROLOGO

Las enfermedades neurodegenerativas estan adquiriendo un gran protagonismo en
los ultimos tiempos, debido al envejecimiento de la poblacién, su alta prevalencia y

el elevado coste social que suponen.

A pesar de los grandes avances realizados en los ultimos afos en el disefio de
sistemas de administracion de farmacos capaces de acceder al Sistema Nervioso
Central, contintia siendo un desafio el desarrollo de un sistema de vectorizacion de
farmacos a nivel cerebral, debido a los problemas que presenta la barrera

hematoencefalica para poder ser atravesada.

Debido a esto, el presente trabajo de investigacion estad centrado en el disefio,
desarrollo y caracterizacion de sistemas lipidicos para vectorizar farmacos hacia el
Sistema Nervioso Central mediante diferentes mecanismos de transporte activo y
pasivo que permitan el acceso del fArmaco a través de esta barrera. Estos sistemas
permiten la administracién del farmaco mediante técnicas no invasivas,
favoreciendo el direccionamiento del farmaco al lugar de accién, pudiéndose

reducir la dosis de administracion, asi como sus efectos adversos.

En el bloque I se ha disefiado un sistema lipidico que permitiria la vectorizacién de
farmacos a nivel cerebral mediante un mecanismo de transporte activo o transporte
mediado por receptor. Se trata del desarrollo de inmunoliposomas, constituidos por
liposomas que contienen el farmaco incluido en el interior y a su vez se encuentran
anclados a un anticuerpo monoclonal, el cual se unira a un receptor especifico de las
células endoteliales de la barrera hematoencefalica. Este sistema de vectorizacion
va a permitir que farmacos incapaces de atravesar esta membrana cerebral, se unan
a receptores especificos de las células endoteliales cerebrales y transporten el

farmaco hacia el cerebro mediante endocitosis mediada por receptor.



En el bloque II se ha disefiado un sistema lipidico que permite la vectorizacién de
levodopa a nivel cerebral mediante la administracién intranasal de insertos
liofilizados mediante un mecanismo de transporte pasivo, que permita el acceso
directo del farmaco desde la cavidad nasal hasta el Sistema Nervioso Central, con

una futura posible aplicacion en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
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Introduccién General

1.1. ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

Las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer y la
enfermedad de Parkinson, representan un problema de gran importancia en el
ambito social, médico y econémico, ya que su prevalencia esta aumentando en los
ultimos afios. Constituyen actualmente, junto con las enfermedades del sistema
circulatorio y el cancer, la principal causa de mortalidad (Garcia-Ramos y cols.,

2016).

ENFERMEDAD ENFERMEDAD PARKINSON.
HUNGTINTON. SUSTANCIA NEGRA
CUERPO ESTRIADO

ENFERMEDAD
ALZHEIMER
HIPOCAMPO
ELA: MEDULA ESPINAL ¥
CIRCUNVALACION PRECENTRAL

Figura 1. Diferentes regiones del cerebro afectadas segiin la enfermedad neurolégica

(Lépez-Barneo, 2012).

Este tipo de enfermedades se caracteriza por una disminucién de células
neuroldgicas en diferentes partes del cerebro (Zarranz, 2004). En la figura 1 se
sefialan las principales regiones donde se cree que tienen su origen algunas de estas
enfermedades, como la enfermedad de Parkinson, Alzheimer, Huntington y

esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

Aunque, generalmente, la etiologia de estas enfermedades es conocida, la
administracion de farmacos capaces de alcanzar el Sistema Nervioso Central (SNC)
sigue siendo un desafio, debido principalmente a los problemas que presenta la
barrera hematoencefalica (BHE) para ser atravesada, constituyendo esto un reto en

investigacidn.
-7 -



Introduccion General

1.2. PROBLEMAS EN LA VECTORIZACION DE FARMACOS A NIVEL DEL SNC

El cerebro es un 6rgano muy delicado y vulnerable que se encuentra altamente
protegido gracias a diversos mecanismos, impidiendo asi el paso de sustancias
extrafias. Estos mecanismos de defensa hacen que muchos farmacos sean ineficaces
en el tratamiento de enfermedades cerebrales, debido a su incapacidad de acceso al

SNC (Misray cols., 2003).

En concreto, este érgano se encuentra protegido de los agentes externos por tres
barreras: la BHE, la barrera sangre-liquido cefalorraquideo y la barrera sangre-
aracnoides. A su vez, estas barreras limitan el transporte de fArmacos a su interior.
Como la BHE es la de mayor superficie, puede considerarse como la barrera mas
importante para el transporte de moléculas activas al cerebro (Misra y cols., 2003;
Loch-Neckel y Koepp, 2010). Se ha demostrado que sélo pequefias moléculas, con
un peso molecular inferior a 600 Dalton pueden atravesar la membrana mediante
un proceso de transporte paracelular o transcelular, dependiendo de su lipofilia
(Pardridge, 1999). Por el contrario, fairmacos de peso molecular mas elevado
(superior a 600 Dalton), como proteinas, péptidos o ADN, no son capaces de hacerlo

(Pardridge, 2002).
1.3. LA BARRERA HEMATOENCEFALICA
1.3.1. Localizacion y composicion

La BHE es una barrera membranosa tnica que separa el tejido cerebral de la sangre,

localizdndose en la interfase de ambos (Misra y cols., 2003).

Estad constituida por una monocapa de células endoteliales unidas entre si por
uniones estrechas, asi como por los pies de los astrocitos, neuronas perivasculares
y pericitos (figura 2). Estas células, junto con la membrana basal, conforman la
“unidad neurovascular” y son las responsables de la integridad de la BHE (Weiss y

cols., 2008).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de los componentes de la BHE

(http://www.guiasdeneuro.com.ar/wpcontent/uploads/2009/03/barrera.jpg).

El elemento clave que determina las propiedades de la BHE son las células
endoteliales, que comparten una serie de caracteristicas morfoldgicas y funcionales
que las diferencian de los endotelios del resto de los vasos y explican la propiedad

de aislamiento sanguineo del tejido nervioso. Estas caracteristicas son:
e Ausencia de poros intracelulares y de vesiculas pinociticas.

e Se encuentran estrechamente unidas y existen bandas o zonas
occludens, que cierran herméticamente el espacio intercelular
impidiendo cualquier comunicaciéon con el espacio extracelular

vascular.

e Elevado nimero de mitocondrias por cada célula endotelial, que indica

una elevada actividad metabdlica con relacién a otros endotelios.

e Existencia de una lamina basal simple que rellena el espacio entre el

endotelio y los pies gliales o astrocitos (Pascual-Garviy cols., 2004).

El hecho de que las células se encuentren fusionadas previene el transporte
paracelular de las moléculas entre las células endoteliales. Tres moléculas de

naturaleza proteica son las que intervienen fundamentalmente en la composicién

-9.
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de estas uniones: claudinas, ocludinas y moléculas de adhesién a las uniones, siendo
mantenidas por otras proteinas citoplasmaticas (Nakagawa y cols., 2009). Ademas
de estas estructuras de union, las células endoteliales cerebrales disponen de otras
moléculas de adhesion celular, que se localizan cerca de la regién basolateral,
denominadas cadherinas, y que interactian unas con otras cuando esta presente el

ion calcio (Cozar-Bernal y cols., 2012).

Las células endoteliales del cerebro se encuentran altamente polarizadas y
muestran una baja actividad pinocitica, pero presentan diferentes mecanismos de
transporte activo que favorecen la homeostasis en el cerebro. Asimismo, estas
células también contienen altas concentraciones de P-glucoproteina, una proteina
ATP-dependiente que transporta un amplio rango de farmacos fuera del cerebro e
inhibe la penetracién de moléculas de elevado peso molecular (superior a 400
Dalton) e hidrofébicas hacia el interior del mismo por transporte activo desde la

sangre (Ramos-Cabrer y Campos, 2013).

Adicionalmente, existe una membrana basal, constituida por colageno tipo IV,
fibronectina y laminina, que forma un revestimiento alrededor del endotelio.
También se identifica una capa discontinua de pericitos, células en forma de arafia
cuyas prolongaciones citoplasmaticas siguen su curso circunferencial alrededor del

capilar (Fernandez y cols., 2011).

Se conoce que los capilares sanguineos cerebrales se encuentran envueltos por unas
prolongaciones citoplasmaticas aplanadas de un tipo de células gliales llamadas
astrocitos. Dichas células, con forma de estrella, presentan multiples
prolongaciones que poseen expansiones similares a los pies aplanados y que

envuelven vasos sanguineos y sinapsis (Bernacki y cols., 2008).

Gracias a la interaccién entre los astrocitos y la lamina basal del capilar, las células
endoteliales se adhieren entre si mediante uniones estrechas y sellan el espacio
extracelular cerebral impidiendo el paso de moléculas o proteinas que estén por

encima de un valor determinado de peso molecular (Rubin y Staddon, 1999).

-10 -
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1.3.2. Funcion fisiolégica

Su principal funcién es mantener la homeostasis de las neuronas y las células gliales
del cerebro, es decir, mantener un medio extracelular estable para que sea posible

la transmision sinaptica.

La BHE es la responsable de que no haya interferencias en la transmision sinaptica
entre neuronas mediante el intercambio de moléculas e iones entre la sangre y el
espacio extracelular. Ademas, esta barrera permite el aislamiento del espacio
extracelular con respecto a la sangre, ya que ésta experimenta cambios continuos
en su composicién, y bloquea el acceso de sustancias téxicas enddgenas o exdégenas

(Pascual-Garvi, 2004).

1.3.3. Mecanismos de transporte de firmacos hacia el Sistema Nervioso

Central

La BHE es permeable a moléculas pequeias y lipofilicas, como el oxigeno, diéxido
de carbono y nicotina, mientras que moléculas de elevado tamafio, superiores a 400-
600 Dalton, no pueden atravesarla espontaneamente por difusion, sino que deben
hacerlo a través de sistemas de transporte especificos o por sistemas de endocitosis
mediados por receptor (por ejemplo: leptina, transferrina o insulina). Como
ejemplos de transportes especificos encontramos los sistemas usados para

transporte de glucosa y aminoacidos esenciales (Ramos-Cabrer y Campos, 2013).
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Figura 3. Mecanismos de transporte de moléculas hacia el SNC (Ramos-Cabrery cols., 2013).
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Como se observa en la figura 3, existen diferentes mecanismos de transporte para
que las moléculas puedan acceder al cerebro, destacando la difusiéon paracelular,
difusion transcelular, transporte mediado por portadores, transcitosis mediada por

receptor y transcitosis mediada por adsorcion.

La difusion paracelular es utilizada por moléculas de naturaleza hidréfila, de
pequeiio tamafo molecular y que puedan difundir a través de las uniones estrechas

presentes en las células endoteliales (Ballabh y cols., 2003).

Por su parte, las moléculas lipéfilas de pequeiio tamafio molecular (< 400 Dalton)

utilizan la difusién transcelular para entrar en el cerebro (Boer y Gaillar, 2007).

El mecanismo de transcitosis mediada por portador lo aprovechan pequeias
moléculas como glucosa, aminoacidos y bases puricas con el fin de proveer de
nutrientes al cerebro. Dichos portadores forman parte de las estructuras de

membrana y son altamente selectivos para dichas moléculas.

Los procesos de transcitosis mediada por receptor o por adsorcion son los Ginicos
mecanismos por los cuales moléculas de gran tamafio molecular, como anticuerpos

y proteinas, pueden acceder al Sistema Nervioso Central (Pardridge, 2005).
1.4. ESTRATEGIAS PARA ADMINISTRAR FARMACOS A NIVEL CEREBRAL

Para las moléculas que no pueden ser transportadas por los mecanismos explicados
en el apartado anterior, existen diferentes estrategias que permiten la entrada de

farmacos al cerebro para el tratamiento de ciertas patologias (Khan y cols., 2017).

Como queda recogido en la figura 4, se han investigado una amplia variedad de

estrategias para permitir la vectorizacion y liberacién de fArmacos a nivel cerebral.

-12 -
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[ Estrategias para la administracién de férmacos ]

[ Técnicas Invasivas ] [ Técnicas no Invasivas ]

/-F:itl':clnr\ EHE_H-‘\\I Irpeeccibn direct Matodos
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INMUNOLIPOSOMAS Administracién
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Figura 4. Representacion esquemadtica de las estrategias para la administracion de farmacos

hacia el SNC (Poupoty cols., 2018).

Globalmente, se barajan dos estrategias principales, basadas en técnicas invasivas y

técnicas no invasivas.
1.4.1. Técnicas invasivas

Como serecoge en la figura 4, una de las alternativas dentro de las técnicas invasivas
consiste en la administracidn directa de una inyeccidon intraparenquimatosa de
la sustancia deseada (Ramos-Cabrer y Campos, 2013). El principal inconveniente de
este método es el coeficiente de difusidn limitado de las moléculas, asociado al lento
movimiento de los componentes en el cerebro. Se recuerda que la difusiéon del
farmaco a nivel cerebral depende de la concentraciéon en biofase del farmaco
liberado desde su formulacidn, el peso molecular, la liposolubilidad, la polaridad y
la afinidad por los tejidos (Groothuis, 2000). Otra técnica esta basada en el uso de
implantes, como bombas osméticas o dispositivos convencionales mejorados para

la infusién continua del fArmaco (Loch-Neckel y Koeep, 2010).

Existe la posibilidad de que en lugar de atravesar la barrera, se realice una

alteracion de la BHE, produciendo una interrupcién de forma temporal de la

-13 -
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misma mediante la apertura de las uniones estrechas de las células endoteliales. La
interrupcién transitoria se puede lograr usando sustancias osméticamente activas,
como manitol, arabinosa u otras soluciones hipertdnicas. Esta técnica se usa en la
practica clinica diaria para la liberaciéon de quimiorreceptores en pacientes con
tumores cerebrales. Sin embargo, la apertura de la barrera es un procedimiento
peligroso, ya que puede causar cambios hidroelectroliticos y suprimir los
mecanismos que regulan la entrada de sustancias, permitiendo el paso de sustancias

toxicas al cerebro (Loch-Neckel y Koeep, 2010; Ramos-Cabrer y Campos, 2013).

Estas técnicas, en muchos casos, implican cirugia, son invasivas, arriesgadas y no se
pueden utilizar cuando el fAirmaco tiene que llegar a zonas criticas del cerebro. Por
esta razon, se continia hoy avanzando en el desarrollo de métodos alternativos no

invasivos en los que el farmaco acceda al cerebro sin alterar la BHE.
1.4.2. Técnicas no invasivas

La primera opcién se centr6 en la modificacion quimica de los fArmacos, en la
cual se modifica su estructura quimica para facilitar el paso a través de la membrana
(por ejemplo, la adicién de cadenas alifaticas para incrementar su lipofilia) (Chen y

cols., 2004).

Otra posibilidad es el uso de profarmacos, es decir, moléculas que en su estado
inicial no son activas, pero cuando atraviesan la BHE sufren una transformacion

quimica o enzimatica y se vuelven activos (Lambert, 2000).

La administracion intranasal constituye una alternativa emergente entre las
técnicas no invasivas, que permite el paso de grandes moléculas cargadas hacia el
cerebro (Born y cols., 2002; Khan y cols., 2017). Estudios recientes han revelado el
éxito de administrar oxitocina por via intranasal en el tratamiento del autismo,
mejorando el comportamiento social y emocional de los individuos autistas
(Guastella y cols., 2010). Asimismo, Shingaki y cols. (2010) han demostrado que la

administracion intranasal de metotrexato produce una reduccién de los tumores

-14 -



Introduccion General

cerebrales en un 80%, haciendo que esta via sea una opcién atractiva para la

administracion de farmacos a nivel cerebral.

Otra forma de vectorizar un farmaco a nivel cerebral consiste en la formulacién de
nanoparticulas, que se obtienen a partir de polimeros o lipidos, y pueden
incorporar cantidades relativamente elevadas de molécula activa en su estructura
para ser liberadas en el SNC. El uso de nanoparticulas permite el acceso de
principios activos que normalmente no atraviesan esta membrana, enmascarando
asi sus caracteristicas fisicoquimicas mediante la encapsulacién de estos sistemas.
El uso de nanoparticulas esta adquiriendo gran relevancia en el tratamiento de las
enfermedades del SNC como gliomas, enfermedad de Alzheimer y enfermedad de
Parkinson (Saraima y cols., 2016) debido a su gran capacidad para vectorizar
farmacos hacia el lugar de accidn, reduciendo asi la toxicidad y los efectos
secundarios (Koo y cols.,, 2006). Neves y cols. (2016) incluyeron la molécula
resveratrol, quimicamente inestable, en nanoparticulas recubiertas con
apolipoproteina E para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer favoreciendo
la vectorizacion del farmaco hacia el SNC. Por otro lado, a través de la realizacion de
estudios in vivo se ha demostrado la capacidad de las nanoparticulas para mantener

la integridad del farmaco.

La terapia génica cerebral se basa en la introduccién de acidos nucleicos en el
tejido nervioso, cuya expresion pueda resultar de utilidad terapéutica. Mediante la
terapia génica no invasiva, este material genético se introduce indirectamente por
via sanguinea, evitando su inyeccion directa en el parénquima cerebral y el dafio de
la BHE. Este tipo de terapia supone nuevas y excitantes perspectivas para el
tratamiento de numerosas enfermedades neuroldgicas, para las cuales no existen
tratamientos farmacolégicos efectivos. Los estudios ya realizados en animales
resultan altamente prometedoresy es probable que, en los préximos afios, den lugar
a procedimientos de terapia génica utiles y seguros para su uso en pacientes (Brito-
Armas y cols., 2011). La terapia génica ha sido aplicada en el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer. En cultivos primarios de neuronas piramidales de

hipocampo de rata se ha sobreexpresado la proteina calbindina D28K, obteniéndose
-15 -
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altos rendimientos. Esta proteina es capaz de unirse al i6n calcio modulando sus
concentraciones citoplasmaticas. La sobreexpresion de esta proteina confiri6
proteccion a los cultivos frente a estimulos citotéxicos como el fragmento 25-35 del
péptido beta-amiloide (Kook y cols., 2014). Para la enfermedad de Parkinson se ha
empleado la terapia sustitutiva con levodopa y los implantes de células
dopaminérgicas. Asi, las células hiperactivas del nucleo subtalamico son
consideradas como células diana para la insercion del gen de la descarboxilasa
glutamica acida (GAD), responsable de la produccién del neurotransmisor
inhibitorio GABA, obteniéndose como resultado un funcionamiento mas normal de
la actividad de la red cerebral (Bartus y cols., 2014). También se han realizado
estudios ex vivo, con trasplantes de células capaces de producir dopamina o de
secretar factores de crecimiento o neurotrofinas (BDNF, GDNF) que actdan como
agentes neurotroéficos, activando rutas de supervivencia celular en las neuronas

afectadas (Pasquarelli y cols., 2017).

Una de las propuestas mas versatil y atractiva para la liberacién de farmacos hacia
el parénquima cerebral implica el uso de inmunoliposomas, los cuales estan
constituidos por un farmaco encapsulado en el interior de un liposoma, al cual se
encuentra anclado mediante conjugacion a un ligando, que en este caso va a ser un
anticuerpo monoclonal, que se unird a un receptor especifico localizado en las

células endoteliales de la BHE (Groothuis, 2000; Cézar-Bernal y cols., 2012).

Se trata de un transporte mediado por receptores, los cuales se unen a ligandos de
receptores especificos endbgenos o anticuerpos monoclonales (mAb) anclados en
la superficie del portador, de manera que son capaces de atravesar la BHE como
verdaderos "Caballos de Troya moleculares" (Pardridge, 2007; Gabathuler, 2010;
Pardridge, 2017). Este mecanismo de endocitosis mediado por receptor es la via de
entrada de moléculas al tejido cerebral. En el proceso, la unién ligando-receptor
puede producirse por la conjugacion directa del firmaco al ligando, o bien utilizar
un sistema vector que encapsule al fairmaco, y acoplar el ligando en la superficie
exterior de dicho vector. El desarrollo de inmunoliposomas tiene gran relevancia en

la terapia contra el cancer, debido a su capacidad para vectorizar el fArmaco hacia
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el lugar de accion. Kuesters y cols. (2010) desarrollaron liposomas catidnicos
funcionalizados con el anticuerpo monoclonal recombinante, bevacizumab,
empleado en el tratamiento del cancer colorrectal metastasico combinado con 5-
fluorouracilo, produciendo la inhibicién de la angiogénesis y el crecimiento tumoral.
El desarrollo de inmunoliposomas en el tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas es un campo prometedor en vias de desarrollo. Autores como
Loureiro y cols. (2015) han desarrollado inmunoliposomas constituidos por
liposomas pegilados, funcionalizados con dos anticuerpos para el suministro de
farmacos hacia el cerebro, demostrando su capacidad para atravesar la barrera

hematoencefalica para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Esta prometedora estrategia para dirigir fArmacos al cerebro y asi contribuir al
desarrollo de tratamientos efectivos para enfermedades del SNC se ha llevado a
cabo en este proyecto de investigacion y se ird describiendo detalladamente a lo

largo de la memoria presentada.
1.5. ACTUALIDAD EN LA INVESTIGACION EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Debido al incremento de las enfermedades neurodegenerativas en los ultimos afios
son numerosos los estudios realizados en la actualidad para paliar este problema
de gran indole. La nanotecnologia y los sistemas de administraciéon de fairmacos
nanométricos se siguen desarrollando intensamente, mostrando resultados
favorables en el campo de la neuroprotecciéon. El disefio de sistemas de
administracion de fArmacos capaces de atravesar la BHE y actuar en la enfermedad
de Parkinson ha sido estudiado ampliamente en los dltimos afios. Haney y cols.
(2015) han desarrollado un nuevo sistema de administraciéon de fArmacos basado
en exosomas cargados de catalasa, enzima con elevada capacidad antioxidante, para
tratar la enfermedad de Parkinson. En sus estudios se detectdé una cantidad
considerable de exosomas en el cerebro de los ratones con EP tras su
administracion por via intranasal, proporcionando un significativo efecto
neuroprotector. Zeevalk y cols. (2010) desarrollaron liposomas que contienen

glutatidn y se observé que era eficaz en el mantenimiento del glutation intracelular
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y producia neuroproteccién de las células neuronales mesencefalicas. También se
han disefiado nanoparticulas lipidicas sé6lidas capaces de encapsular bromocriptina
para evaluar su efecto antiparkinsoniano. Estas nanoparticulas mostraron una
liberacién prolongada del fArmaco durante 48 horas, dando un resultado favorable
en ratas hemiparkinsonianas (Esposito y cols., 2008). También se han formulado
nanoparticulas de quitosano encapsuladas con bromocriptina mediante el método
de gelificacién idnica para aplicacion intranasal (Md y cols., 2014). Se observé que
la degeneracion selectiva de las neuronas dopaminérgicas en ratones tratados con
haloperidol se revirti6 con nanoparticulas de quitosano cargadas con
bromocriptina y se encontré que era efectiva en el tratamiento de la EP (Md y cols.,
2014). Se observé que el suministro cerebral de estas nanoparticulas se mejoré
después de la conjugacion de nanoparticulas. El efecto terapéutico de la
administraciéon nasal de nanoparticulas conjugadas con péptido de urocortina se
demostr6 mediante el aumento del suministro cerebral en ratas
hemiparkinsonianas (Wen y cols, 2011). Se formularon nanoparticulas
mucoadhesivas de quitosano cargadas con hidrocloruro de ropinirol para la
administracion intranasal de farmacos para el tratamiento de la EP. Después de la
administraciéon intranasal de nanoparticulas de quitosano cargadas con
hidrocloruro de ropinirol, se logré un perfil de liberaciéon sostenida después de
aproximadamente 18 h y se observé una acumulacién cerebral mejorada en
comparacién con la solucién de clorhidrato de ropinirol (Jafarieh y cols., 2014).
Loureiro y cols. (2015) desarrollaron una formulacién de liposomas unidos a un
anticuerpo modificado, con capacidad para unirse activamente a un receptor de la
BHE, liberando el farmaco justo en la proximidad de los receptores para

proporcionar la penetracién del farmaco en el cerebro.
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Introduccién

1.1. MECANISMOS DE TRANSPORTE ACTIVO DE FARMACOS HACIA EL SISTEMA
NERVIOSO CENTRAL

La vectorizacién de farmacos a nivel cerebral mediante el desarrollo de sistemas
transportadores capaces de atravesar la BHE implica un mecanismo de transporte
activo que permita el acceso del fArmaco en el lugar de accién. Entre los mecanismos

de transporte activo cabe destacar:
1.1.1. Transcitosis mediada por adsorcién

Este mecanismo se inicia por la union de sustancias de naturaleza policationica a las
membranas de las células endoteliales mediante interacciones electrostaticas
inespecificas. Ello es debido a que la membrana plasmatica de los capilares
cerebrales se encuentra cargada negativamente a pH fisiolégico debido a la
presencia de proteoglucanos, mucopolisacaridos, glucolipidos y glucoproteinas que
contienen sulfatos y acidos sialicos. El transporte por adsorcién se produce como
resultado de una interaccion electrostatica entre la parte del péptido cargada
positivamente y la membrana de la célula endotelial cargada negativamente. Este
tipo de transporte es saturable y no especifico. Debido a estas propiedades, el
transporte mediado por adsorciéon se ha estudiado exhaustivamente como
estrategia para mejorar la administracion de péptidos y proteinas en el cerebro,
siendo las moléculas que penetran en la BHE por adsorcién, sobre todo, proteinas

cationicas como la albumina, avidina, etc. (Jones y Shusta, 2007).

Originalmente, se desarrollaron nanoparticulas cationizadas de albumina capaces
de administrar farmacos y péptidos al parénquima cerebral (Luy cols., 2007). En un
estudio, Liu y cols. (2014), desarrollaron nanoparticulas constituidas por un nucleo
hidrofébico que contenia ciprofloxacino y una cubierta hidrofilica con PEG. Este
sistema, capaz de atravesar la BHE mediante transcitosis mediada por adsorcidn,
actu6 a nivel neuronal, disminuyendo los niveles de infeccion cerebral.
Posteriormente, se desarrollaron péptidos cargados positivamente con menos de
30 aminoacidos que fueron capaces de acceder a través de las membranas celulares

mediante transcitosis mediada por adsorcion (Chen y Liu, 2012).

-29 -



Introduccién

Sin embargo, como la transcitosis mediada por adsorciéon solo depende de la
atraccion electrostatica entre la parte del péptido (cargada positivamente) y la
membrana de la célula endotelial (cargada negativamente), entrafia una limitacién
en la especificidad tisular. La falta de especificidad tisular supone la vectorizacién
del farmaco hacia érganos o tejidos no deseados, asi como una disminucion de la
concentracion terapéutica de fArmaco a nivel cerebral. Por ello, todos estos factores
deben ser evaluados antes de implantar clinicamente este mecanismo de transporte

(Allhenn y cols., 2012).
1.1.2. Transcitosis mediada por receptor

Es el transporte més especifico, ya que implica la unién de un ligando a un receptor
especifico localizado en la membrana del endotelio cerebral. Para que esta unidn se
produzca, el ligando induce una modificacién en la proteina receptora, ya sea por
una reacciéon de reticulacién o por un cambio conformacional de la molécula del
receptor, generando el proceso de endocitosis hacia el interior celular. En este
mecanismo, la vesicula endocitica se recubre de clatrinas. A continuacion, la
invaginacion se libera de las clatrinas y se fusiona, formando un endosoma, el cual
se acidifica, ocasionando la disociacién del ligando del receptor. El endosoma que
contiene el ligando en su interior, puede fusionarse con los lisosomas
citoplasmaticos, procediéndose entonces a la degradacion de su contenido
(Skarlatos y cols., 1995). Alternativamente, el endosoma puede ser transportado
hacialaregion basolateral de la célula; en este caso, por un mecanismo de exocitosis,
el contenido es expulsado de la célula. En este proceso, la unién ligando-receptor
puede producirse por la conjugacion directa del farmaco al ligando, o bien utilizar
un sistema vector que encapsule el fAirmaco, y acoplar el ligando en la superficie

exterior de dicho vector.

Este mecanismo es empleado en el transporte de péptidos enddégenos como

insulina, factores de crecimiento y transferrina (Dennis y Watts, 2012).

A continuacion, se exponen los receptores comunmente implicados en el transporte

mediado por receptores.
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1.1.2.1. Receptor de transferrina (Tfr)

Este receptor media la transcitosis del hierro unido a la transferrina a través de las
células endoteliales del cerebro (Gunawan y cols., 2011). Debido a la asociacién que
existe entre la acumulacion de hierro y el dafio celular, este receptor es el mejor
caracterizado. Durante mucho tiempo se ha considerado que la acumulacién de
hierro desempefia un papel importante en el proceso de degradacién del tejido

cerebral en muchas enfermedades neurodegenerativas (Volkel y cols., 2004).

El receptor de transferina (Tfr) estd ampliamente caracterizado en la
administracion de firmacos, ya que ha demostrado ser una via de captacion celular
eficiente de fArmacos contra el cancer (Chang y cols. 2009). Autores como Cheny
Liu (2012) han centrado su investigacidn en el disefio de nanovesiculas unidas a

transferrina capaces de transportar firmacos de gran tamaiio.
1.1.2.2. Receptor de insulina

Este receptor juega un papel importante en la diabetes y la obesidad. Su densidad y
sensibilidad se pueden alterar durante la progresion de ciertas patologias, como la
enfermedad de Alzheimer. Frolich y cols. (1998) informaron que la densidad del
receptor de insulina del cerebro se incrementaba en pacientes con la enfermedad
de Alzheimer. También demostraron que los mediadores patologicos de la
enfermedad de Alzheimer como el péptido amiloide-f3 (AB) también podia competir
por la unién de insulina al receptor insulinico, interfiriendo con el metabolismo de
la insulina y conduciendo a problemas en la utilizaciéon de glucosa por parte del
cerebro en enfermos de Alzheimer (Xie y cols., 2002). Estos estudios indicaban la
necesidad de emplear con precaucion el uso de receptores insulinicos en el
tratamiento de enfermedades cerebrales, ya que se puede provocar una alteracion
en el metabolismo de la insulina, afectando a la utilizacién de la insulina por parte

del cerebro.
1.1.2.3. Receptores de lipoproteinas

Estos receptores actiian como receptor de la proteina precursora beta amiloide,

apolipoproteina E y alfa-2-macroglobulina, todas ellas genéticamente vinculadas a
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la enfermedad de Alzheimer (Chen y Liu, 2012). Se ha sugerido que como los
receptores de lipoproteinas inhiben el proceso inflamatorio, la expresién de estas
lipoproteinas puede estar asociada con el proceso inflamatorio propio de las
enfermedades cerebrales como la enfermedad de Alzheimer, Parkinson y

encefalitis.
1.2. INMUNOLIPOSOMAS

En patologias cerebrales, como la enfermedad de Parkinson, se encuentran
afectadas células especificas como son las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra (figura 1 A). Asi, cuando se realiza la administraciéon de un fairmaco a nivel
sistémico, éste se reparte por todo el organismo con la esperanza de que una
cantidad suficiente llegue al tejido que lo requiera (figura 1 B). Sin embargo, en
muchos casos, la administracion sistémica de farmacos es ineficiente y muchas de
estas moléculas terminan en una zona donde no se necesita, o bien, se favorece su
excrecion, estando a veces acompafiada de efectos secundarios perjudiciales para el
paciente. Debido a esto, es importante la investigaciéon de nuevas estrategias que
faciliten la accion del farmaco en el lugar de la patologia, minimizando su presencia
en otros tejidos donde que no es necesario. Este concepto es conocido como

vectorizacion activa de farmacos (figura 1 C).

Figura 1. Representacion de la accién de un fdrmaco a nivel sistémico y posterior

vectorizacion al érgano afectado (Ramos-Cabrer y Campos, 2013).
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En la actualidad, en la vectorizacidn activa de fairmacos a nivel cerebral, se esta
trabajando en el disefio de los denominados inmunoliposomas, utilizando un
anticuerpo o fragmento del mismo como ligando, asf como una vesicula lipidica
como sistema transportador. El proceso de vectorizacion con este tipo de liposomas
podria dividirse globalmente en dos fases: la primera en la cual las vesiculas
circulan desde su lugar de administracion hasta llegar a la célula endotelial, y la
segunda, o fase efectora, que incluye la unién especifica del inmunoliposoma al
receptor presente en las células receptoras y posterior liberacion del contenido en

el interior celular (figura 1 D) (Pinheiro y cols., 2011).

Tras la internalizacién del firmaco en el lugar de la lesioén, conseguimos que el
tratamiento sea més efectivo y se reduzcan sus efectos secundarios (figura 1 E)

(Ramos-Cabrer y Campos, 2013).

Por tanto, este sistema de vectorizacidn va a permitir que farmacos incapaces de
atravesar la BHE, se unan a receptores especificos de las células endoteliales
cerebrales y transporten el fairmaco al interior del cerebro mediante endocitosis
mediada por receptor (Sauer y cols., 2005; Schnyder y Huwyler, 2005; Pardridge,
2018).

1.2.1. Estructura de los inmunoliposomas

Los inmunoliposomas estan formados por liposomas conjugados con anticuerpos

monoclonales.
1.2.1.1. Liposomas

Los liposomas como sistemas transportadores de firmacos suscitan un gran interés
desde hace algunos afios. La primera vez que se habl6 de liposomas fue en 1965,
cuando Bangham y su equipo de investigacién determinaron su caracter de
membrana lipidica que encierra un determinado volumen, relacionandolo con las

membranas bioldgicas (Veatch y Keller, 2005).

Los liposomas son vesiculas esféricas que contienen una o varias bicapas

concéntricas de fosfolipidos, que encierran un compartimento acuoso.
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Los componentes fundamentales de los liposomas son los fosfolipidos. Tienen la
propiedad de adoptar espontdneamente la configuracién en bicapas cuando se
encuentran en un medio acuoso. Esta propiedad se debe a que los fosfolipidos son
moléculas anfipaticas, es decir, poseen un extremo polar o hidrofilico que se orienta
hacia la fase acuosa y un extremo no polar o hidrofébico, que rechaza la fase acuosa

y se orienta hacia el interior de la bicapa (Villasmil, 2010).

Como se observa en la figura 2, la “cabeza” es polar o hidrofilica y esta compuesta
por un grupo fosfato funcionalizado y una molécula de glicerol esterificada con dos

acidos grasos que conforman la “cola” apolar e hidrofébica.

Figura 2. Representacién grdfica de la estructura de un fosfolipido y disposicién de la bicapa

lipidica (http://web.usal.es/~rororo/pract2/paginas/composicion1.htm).

Como se puede observar en la figura 3, las colas hidrofébicas de los fosfolipidos
forman las bicapas y los grupos polares se orientan hacia la cavidad acuosa interna
y hacia la solucién extravesicular. Asi, los liposomas pueden contener una

(unilaminares) o mas bicapas (multilaminares) concéntricas.
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Figura 3. Estructura de un liposoma

(www.britannica.com/EBchecked/media/92244/Phospholipids.com).
Segun su tamafio y nimero de bicapas, los liposomas se clasifican en (figura 4):

e Vesiculas multilaminares (MLV): compuestas por varias bicapas con un
tamafio que oscila entre 100-1000 nm.

e Vesiculas unilaminares pequefias (SUVs): compuestas por una tnica bicapa
lipidica con un tamafio que oscila entre 20-100 nm.

e Vesiculas unilaminares grandes (LUVs): compuestas por una Unica bicapa

con un tamario superior a 100 nm.

B Lipid bilayer
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I
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Figura 4. Representacion esquemadtica de los diferentes tipos de liposomas en funcion del

tamano y niimero de bicapas (http://www.medscape.com/viewarticle/ 752329 _4).

-35-


http://www.medscape.com/viewarticle/

Introduccién

1.2.1.2. Anticuerpos monoclonales

Loa anticuerpos monoclononales (AMC) son versiones sintéticas de las proteinas
del sistema inmune (anticuerpos), disefiadas para unirse a una estructura
especifica, en este caso, a los receptores que se encuentran en las células

endoteliales de la BHE (Goding, 1986).

Existen diversos tipos de inmunoglobulinas empleados en la vectorizaciéon de
farmacos, pero en el presente trabajo se ha seleccionado la inmunoglobulina G (Ig

G) como modelo de AMC (Hermanson, 2008).

Ig G es una molécula tetramérica formada por dos cadenas pesadas (H) y dos
cadenas ligeras (L) unidas mediante puentes disulfuro, dando a la molécula una

caracteristica estructura en forma de Y (Padlan, 1994).

En la figura 5 se aprecia la estructura de la Ig G. Constituida por los brazos,
denominados fragmentos Fab, estan formados por la region variable (V) y la
constante (C), siendo V la que le confiere especificidad de unién con el antigeno
(Harlow y Lane, 1988). La base de la molécula, conocido como fragmento Fc, le
confiere la antigenicidad y es responsable de que la molécula sea reconocida por

otros componentes del sistema inmune (Hermanson, 2008).

Lugar de Lugar de
union del unién del
ami k p no
Codiin i Dominio Fab

Figura 5. Estructura de la Ig G (Hermanson, 2008).

-36 -



Introduccién

Este anticuerpo monoclonal, por un lado, se ancla a los fosfolipidos que conforman
el liposoma, y por el otro extremo, reconoceran a un receptor especifico de la
enfermedad objeto del tratamiento, que se encuentra localizado en las células
endoteliales de la BHE, permitiendo asi el paso del farmaco que ejercera su accién

(Hermanson, 2008).
1.2.2. Funcionalizacién de liposomas

Como se ha referido en apartados anteriores, las moléculas de gran tamafio, como
proteinas, anticuerpos monoclonales o ARN, no pueden ser transportadas a través

de la BHE.

Los liposomas por si solos tampoco van a poder alcanzar el sistema nervioso central.
Sin embargo, anclando un liposoma con el fArmaco encapsulado en su interior a un
anticuerpo monoclonal, éste se unira a un receptor especifico de la BHE y asi se
conseguira que el firmaco acceda al cerebro por transcitosis mediada por receptor

(Pardridge, 2017).

La vectorizacién activa de los liposomas a nivel cerebral se lleva a cabo
generalmente tras la conjugaciéon de ligandos a la superficie de los mismos, los
cuales permiten una interaccién especifica con las células endoteliales de la BHE.
Entre las distintas alternativas de ligandos, una de las mdas aceptadas en la
actualidad consiste en el disefio de los denominados inmunoliposomas, utilizando
un anticuerpo o fragmento del mismo como ligando, asi como una vesicula lipidica
como sistema transportador tanto para moléculas hidrofilas como lipéfilas (Cézar-

Bernal y cols., 2012).

El proceso de vectorizacién con este tipo de liposomas podria dividirse globalmente
en dos fases: la primera en la cual las vesiculas circulan desde su lugar de
administracion, que normalmente sera la via intravenosa, hasta llegar a la célula
endotelial, y la segunda, o fase efectora, que incluye la unién especifica del
inmunoliposoma al receptor presente en las células receptoras y posterior

liberacion del contenido en el interior celular (Manjappay cols., 2010).
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En la primera etapa hay que evitar el proceso de opsonizacion, por el cual las
opsoninas plasmaticas del sistema reticulo-endotelial reconocen y fagocitan a los
liposomas, siendo éstos rapidamente retirados de la circulaciéon tras su
administracién intravenosa, como ya demostro Patel (1992) en sus investigaciones.
La modificacién superficial de los liposomas con polimeros hidroéfilos como
polietilenglicol (PEG) favorece la permanencia de las vesiculas en circulacion
durante un tiempo mas prolongado (Schnyder y Huwyler, 2005; Loureiro y cols.,

2015).

En la segunda etapa de vectorizacion, se encuentran implicados anticuerpos
monoclonales (AMC) denominados peptidomiméticos y experimentan un proceso
de transporte mediado por receptor a través de la BHE. El anticuerpo monoclonal
se une a un epitopo exofacial que se localiza sobre el receptor, y que es
espacialmente eliminado del sitio de unién del ligando end6geno. Dicha unién
permite al anticuerpo monoclonal ser transportado a través de la membrana
cerebral, actuando el complejo formado (AMC-receptor) como un caballo de Troya
molecular (MTH) que transporta cualquier farmaco o material genético
incorporado (Visser y cols., 2005).

Blood BBB Brain

—_—

N\

OB |t B

Figura 6. Representacion de la tecnologia Caballo de Troya Molecular

(http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471489206001172.htm).
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En la figura 6 se representa graficamente el firmaco (D) encapsulado en el liposoma.
El “Caballo de Troya” (TH) se une a un receptor especifico (R1) localizado en las
células endoteliales de la BHE, alcanzando el receptor del cerebro (R:), donde
ejercera el efecto farmacoldgico deseado. Sin la tecnologia del “Caballo de Troya”, el
farmaco no es capaz de atravesar la membrana, por lo que no ejercera su accion

farmacolégica en el cerebro (Shusta, 2007).

Esta tecnologia MTH (figura 7) se construye a partir de lipidos o fosfolipidos
conjugados con cadenas de PEG dispuestas en la superficie de los liposomas,
estabilizando e incrementando el tiempo de permanencia de los mismos en plasma.
Una pequeiia fraccidn de las moléculas de PEG (1 - 2%) porta un grupo funcional
terminal de maleimida, el cual se encargara de la conjugacién de la superficie del
liposoma con los ligandos de vectorizacion tiolados. En este complejo sistema, el
ligando acttia como el denominado “Caballo de Troya Molecular” y es direccionado
hacia el transportador o receptor endoégeno localizado en la BHE, como el de
insulina o de transferrina (Pardridge, 2003; Zhangy cols., 2003; Boado, 2007; Boado
y cols., 2007; Xia y cols., 2007).

\}

0 o]
/ NH.C 4[ N [ DEG];:J:
H N S/ "\
CH,— CH, -CH, 0 H

Figura 7. Representacion de la estructura quimica de Caballo de Troya Molecular (Ulbrich y

cols., 2009).

El grupo funcional maleimida se incluye porque permite la conjugaciéon mediante

enlaces covalentes de un anticuerpo monoclonal tiolado via unién tioéter estable.

Asimismo, la presencia de grupos sulfhidrilos en una molécula se considera como
una interesante estrategia de funcionalizacién. Habitualmente, la frecuencia de

estos grupos en anticuerpos o proteinas es escasa (o inexistente) comparado con
-39-



Introduccién

otros grupos funcionales como aminas o carboxilatos. El uso de entidades quimicas
reactivas con grupos sulfhidrilos puede modificar inicamente ciertos sitios dentro
de una molécula diana. Dicha modificacién incrementaria enormemente la
capacidad de mantener la actividad tras la conjugacion, especialmente en proteinas

sensibles como enzimas (Boado, 2011).

Para que el liposoma funcionalizado (figura 8) tenga la capacidad de atravesar la
BHE y actuar a nivel cerebral, se deben anclar los grupos sulfhidrilo al anticuerpo
monoclonal. Para ello, se hara reaccionar con un reactivo donador de grupos -SH

como es la N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA).

Anticuerpo monoclonal

Principios e . !
activos

Figura 8. Representacién de un liposoma tras anclar un anticuerpo monoclonal a su superficie

preparado para su union con receptores de la BHE (Boado y cols., 2011).

El grupo éster NHS terminal de SATA reacciona con los grupos amino del anticuerpo
monoclonal para formar una uniéon amida estable. La molécula modificada contiene
entonces un grupo sulfhidrilo protegido que puede ser almacenado sin sufrir
degradacién. A continuacién, este complejo puede ser desprotegido cuando se
necesite para la siguiente reacciéon de conjugacion, mediante la adicién de un exceso

de hidroxilamina (Torchilin y Weissig, 2007).

Una vez desacetilado el complejo, se procederda a su incubacién junto con los
liposomas en una proporcién determinada durante toda la noche a 4 °C conjugando

asf el ligando con los liposomas para poder ser reconocidos y anclados a los
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receptores de transferrina localizados en las células endoteliales de la BHE (Coézar-

Bernal y cols., 2012).
1.2.3. Ventajas de los inmunoliposomas

Como sistemas transportadores de farmacos, los liposomas son considerados
sistemas de vectorizacion muy utiles, debido a su alta biodegradabilidad y a su
ausencia de toxicidad. Ademas, pardmetros como dimensiones, componentes y
modificaciones que sufren en su estructura cuando se formulan con determinadas

moléculas son facilmente controlables (Gonzalez-Rodriguez y cols., 2007; 2011).

Otra ventaja adicional de estos sistemas lipidicos es la capacidad que tienen para
encapsular grandes cantidades de agentes, tanto de naturaleza lipdfila como
hidrofila, asi como la capacidad que presentan para aislar el farmaco del medio a su

paso por el organismo, protegiéndolo de acciones enzimaticas.

La mayor ventaja de los inmunoliposomas es la posibilidad de dirigir el farmaco al
lugar deseado debido a la alta especificidad y afinidad que presenta el anticuerpo
anclado en superficie por el antigeno, modificando la distribucién del mismo en el
organismo. De manera indirecta van a reducir los efectos secundarios de los mismos

(Sauer, 2005).

Otra de las ventajas del uso de esta tecnologia es que la entrada del farmaco al
cerebro no le confiere dafio a la BHE, evitando asi posibles efectos neuropatoldgicos
cronicos y vasculopatias cerebrales que se originarian en caso de dafio en la

membrana (Sakamoto e Ido, 1993; Allen y Moase, 1996).
1.2.4. Inconvenientes de los inmunoliposomas

A pesar de las ventajas que ofrecen estos sistemas de administracién de moléculas
activas, los liposomas no estan exentos de problemas, sobre todo los relacionados
con la escasa estabilidad de las formulaciones. Los fosfolipidos que conforman los
liposomas presentan una estructura estable, pero pueden autooxidarse. Esta
peroxidacion lipidica puede verse favorecida por la presencia de luz, metales y pH

elevado. Por todo esto, una vez elaborados los liposomas deben mantenerse en
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recipientes de color opaco y en condiciones de refrigeraciéon (Clares-Naveros,

2003).

Los liposomas presentan una corta semivida biol6gica, ya que son rapidamente
eliminados del organismo al ser reconocidos por las opsoninas de sistema reticulo-
endotelial. Este problema puede solventarse con la incorporaciéon de cadenas de

polietilenglicol a la superficie del liposoma (Uster y cols., 1996).

Uno de los grandes problemas que presenta esta innovadora tecnologia es su coste,
ya que supone un elevado gasto tanto en investigaciéon como en su comercializacion
debido a los escasos estudios que hay hoy en dia, aunque se ha comprobado que la

relacion coste-eficacia es bastante elevada.
1.3. ACTUALIDAD EN LA APLICACION DE INMUNOLIPOSOMAS

Hoy en dia, las enfermedades neuroldgicas suponen un gran problema a nivel
meédico, social y econdmico, debido al progresivo envejecimiento de la poblacion.
Por otra parte, el aumento de la esperanza de vida conlleva la aparicién de
patologias asociadas a la edad, como son las enfermedades neurodegenerativas,
destacando la enfermedad de Parkinson o de Alzheimer. Otro enfoque para la
administracion de farmacos hacia el cerebro consiste en el desarrollo de la
tecnologia del “Caballo de Troya”, consistente en el uso de liposomas modificados
unidos a anticuerpos de transferrina. Dado que las células endoteliales del cerebro
expresan receptores de transferrina, esta estrategia es potencialmente aplicable al

tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas (Spuch y Navarro, 2011).

De Luca y cols. (2015) han desarrollado liposomas cargados con epigalocatequina-
3-galato, un antioxidante natural, funcionalizados con el anticuerpo anti-transferina
0X26 y anti-sinucleina, como estrategia para cruzar la BHE en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson. Los resultados demostraron como los inmunoliposomas
disefiados favorecieron el acceso del fArmaco al cerebro atravesando las células

endoteliales cerebrales.

Otra de las patologias que actualmente esta en auge es el cancer, la cual supone un

gran reto en investigacion, debido a los problemas que se plantean a la hora de
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atacar exclusivamente a las células cancerigenas y reducir los efectos secundarios
de los tratamientos quimioterdpicos. Se estan investigando cada vez mas la eficacia
de los tratamientos mediante el uso de terapias no invasivas, superando de este
modo las limitaciones del farmaco para acceder hasta el tumor (Martinez-Bedoya,
2012). Con esta finalidad se utilizan los liposomas en terapia antitumoral (Suzuki y
cols., 2008). Se estudian como vehiculos para el transporte de farmacos hacia los
tumores y mediante el uso de inmunoliposomas se vectorizan los fArmacos hacia los
receptores tumorales. Asimismo, con los inmunoliposomas se consigue que el
farmaco llegue a la célula tumoral en concentraciones citotdxicas y al mismo tiempo
reduce los efectos secundarios, ya que no van a atacar a las células sanas (Allhenn y

cols., 2012).
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Objetivos

El objetivo general que se persigue en el bloque [ de la presente Tesis Doctoral
consiste en desarrollar sistemas vesiculares funcionalizados para que, tras ser
administrados por via intravenosa, conseguir una vectorizacién selectiva del
farmaco a nivel cerebral mediante un mecanismo de transporte activo basado en la
tecnologia del “Caballo de Troya Molecular”. Mas especificamente, se propone el
desarrollo de inmunoliposomas conjugados con una proteina modelo (Ig G-FITC)
que permitan la liberacién intracelular de las moléculas bioactivas en el cerebro. Se
disefiaran prototipos de sistemas vesiculares con la capacidad de interaccionar y

penetrar la barrera hematoencefalica.
Para conseguir este propdsito se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1. Obtener un lipido sintético maleimidofenil butiril fosfatidiletanolamina

(PE-MPB) mediante la introduccién del grupo funcional maleimida (SMPB).

Objetivo 2. Disefiar y elaborar liposomas mediante la técnica TLE conteniendo en
su formulacion el fosfolipido sintetizado junto a otros fosfolipidos que, segin una
exhaustiva revision bibliografica, son los mas adecuados para obtener liposomas

capaces de atravesar la barrera hematoencefalica.

Objetivo 3. Caracterizar los liposomas elaborados en cuanto a tamafio vesicular,

indice de polidispersion, potencial zeta, y eficacia de acoplamiento Ig G-liposomas.

Objetivo 4. Introducir grupos sulfhidrilo en la proteina (Ig G) para que sea efectiva
la unién del liposoma a la proteina, constituyendo de esta forma el inmunoliposoma

(liposoma-Ig G).

Objetivo 5. Mejorar la estabilidad de los sistemas coloidales para que sean
formulaciones estables en el tiempo y se conserven con las mismas caracteristicas

con las que fueron elaboradas manteniendo sus propiedades hasta el final.
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Materiales y métodos

Los materiales y equipos empleados en el presente bloque se encuentran

desglosados en el Anexo 1.

Este trabajo de investigacion se ha desarrollado en tres partes:

3.1. ELABORACION DE LIPOSOMAS Y MODIFICACION SUPERFICIAL
3.1.1. Sintesis de PE-MPB

Como se ha referido en el apartado de introduccion, el objetivo de este bloque es
funcionalizar liposomas capaces de atravesar la BHE para asi liberar el contenido
de activo en su lugar de accion. Entre otras, una interesante estrategia para ello
consiste en introducir grupos sulfhidrilo, ya que es escasa la presencia de estos
grupos en anticuerpos o proteinas (Manjappay cols., 2011). Para ello, fue necesario
elaborar los liposomas con un lipido portador de un grupo maleimida. Este grupo
funcional se incluye en la formulacién de este tipo de vesiculas porque va a permitir
la conjugacion de los liposomas a la proteina (Ig G) mediante un enlace tioéter
irreversible, muy estable (Béduneau y cols., 2007). Este lipido va a ser sintetizado

como primer objetivo de este trabajo.

En primer lugar, se hizo reaccionar la L-o-fosfatidiletanolamina (PE) con el
compuesto éster del acido 4-(4-maleimidofenil) butirico N-hidroxisuccinimidil
(SMPB), para obtener nuestro fosfolipido sintético PE-SMPB, tal como se recoge en

la figura 9.

SMPB

O

o
@)
Il .
N—O—C——(CHa)3 N |
o

O
PE - NH2

NHS

o
i
PE -HN—C——(CH,); N |
MPB — PE
o

Figura 9. Sintesis de PE-MPB.
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Para ello se prepararon dos soluciones, una de PE en cloroformo seco (1:100 v/v) y
otra de SMPB (1:33 v/v) en metanol seco. Ambas se mezclaron y se afiadieron 30
pmol (3 mg) de trietilamina (TEA) que actiia como catalizador de la reaccion, siendo

ésta la responsable de que se produzca mas rapidamente.

La mezcla se mantuvo en agitacién durante aproximadamente 2 horas en atmosfera
de nitrégeno controlada, impidiendo la entrada de oxigeno en el sistema.
Transcurrido el tiempo, se comprob6 que la reaccion habia finalizado, mediante

cromatografia en capa fina (TLC).
3.1.1.1. Secado de disolventes

Para llevar a cabo la sintesis de MPB-PE es necesario utilizar cloroformo y metanol
secos. Para obtener estos productos, se procedi6 al secado de los disolventes por
rotaevaporacion, mediante la cual se realiza una destilacién a vacio, permitiendo la
rapida evaporacion del agua y recuperando en el matraz colector el cloroformo o
metanol purificados. El procedimiento a seguir consistié en afiadir cloroformo o
metanol en el matraz de destilacién con un poco de silica, que contribuye a la
absorcién del agua de estos disolventes. El bafio termostatizado se calent6 a 60 °C
para desecar cloroformo y a 65 2C para metanol con ayuda de una bomba de vacio
hasta que no quedara disolvente alguno en el matraz de destilacion. Una vez
finalizado el proceso, se recogio el disolvente del matraz colector y se envasé en un

recipiente hermético.
3.1.1.2. Revelado de placas TLC

El seguimiento de la sintesis de PE-MPB se llevé a cabo mediante cromatografia en
capa fina (TLC, Thin layer chromatography), técnica que permitié estudiar cémo
desaparecian los reactivos de la reaccién a favor de la aparicion del producto, o lo

que es lo mismo, permite conocer cuando ha finalizado el proceso de sintesis.

La fase estacionaria estuvo constituida por una capa uniforme de un absorbente
(silica gel) superpuesta sobre una placa de aluminio que actia como soporte. Esta

placa cromatografica, de naturaleza polar, serd inmersa verticalmente en un
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eluyente apolar, formado por la mezcla cloroformo/metanol/agua Milli-Q® en la

proporcion 65:25:4, constituyendo ésta la fase movil.

Se sembraron en la placa alicuotas de PE y SMPB como controles, y el lipido sintético
PE-MPB, para determinar que la reaccion de sintesis tuvo lugar. Posteriormente, se
introdujo verticalmente dicha placa en el recipiente que contenia la fase mdvil y se
tapd para que el eluyente ascendiera por capilaridad (figura 10). Una vez que el
eluyente habia ascendido hasta la linea trazada en la parte superior, se extrajo del
recipiente y se dejd secar. El revelado de las placas se llevo a cabo con una soluciéon

de molibdeno amoénico (Martin y Papahadjopoulos, 1982).

|
-

o -

ELUYENTL

Figura 10. Representacién de la cromatografia en capa fina en la que aparece una placa TLC
(fase estacionaria) inmersa en el eluyente (fase movil).

(www.waters.com/waters/es_ES/HPLC/nav.10048919.locale=es_ES).

La polaridad del compuesto con el que se trabaja es importante, ya que los
compuestos mas polares quedaran mas retenidos puesto que se absorben mas por

la fase estacionaria, mientras que los no polares se eluyen con mas facilidad.

Si la reaccién no tiene lugar completamente, se puede afiadir mas trietilamina,

prolongando el tiempo en atmodsfera de nitrégeno.

Una vez completada la reaccién (no queda PE libre en el medio), se procedi6 a
evaporar la mezcla en rotavapor, eliminando de este modo los restos de disolventes
y obteniendo asi el nuevo lipido sintético seco. Posteriormente, este lipido se
resuspendid en 500 pL de cloroformo y se hizo pasar la solucién por una columna
de acido silicico con el fin de eliminar los restos de TEA y obtener lipidos sintéticos

purificados (Loughrey y cols., 1990).
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3.1.1.3. Purificacion de lipidos

Para purificar los lipidos sintetizados, se recurri6 a la cromatografia en columna
mediante el uso de columnas de acido silicico, ya que la cromatografia es una técnica
de separacion de compuestos, en la que los componentes de una mezcla pueden ser

identificados o purificados.

El objetivo de realizar este ensayo fue obtener lipidos sintéticos puros y eliminar la
TEA empleada. Asi, la TEA queda retenida en la fase estacionaria y los lipidos puros
eluyen con el disolvente. Esta técnica cromatografica se emple6 para separar la PE-
MPB de la TEA, ya que no es recomendable que este compuesto permanezca mucho

tiempo en contacto con los lipidos (Loughrey y cols., 1990).

El dispositivo desarrollado se detalla en la figura 11 y esta constituido por una
jeringa de plastico de 5 mL, que actia como soporte de la fase estacionaria. Esta fue
sellada interiormente con lana de vidrio para que el contenido quede retenido. A
continuacion, se afiadieron 5 mL de cloroformo y 2 g de acido silicico muy
lentamente, para que el sélido vaya cayendo por gravedad, evitando la formacion de
burbujas. Como resultado del proceso, se formé una especie de gel que constituye

la fase estacionaria (Torchilin y cols., 2007).

Con ayuda de otra jeringa, se afiadi6 el eluyente, regulando su paso con lallave 1, de
manera que hay un flujo constante entre el eluyente que va entrando en contacto

con la fase estacionaria y el eluyente que va saliendo.

LLAVE 1

FASE ESTACIONARIA

Figura 11. Representacion de la cromatografia en columna.
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Una vez empacada la columna, se afadié el lipido sintetizado (PE-MPB) y

posteriormente, se lavd con 4 mL de cloroformo.

A continuacion, y basandonos en referencias bibliograficas (Torchilin, 2007), se
llevaron a cabo cuatro eluciones con distintas proporciones de cloroformo/metanol
(4:0,25 (v/v), 4:0,5 (v/v), 4:0,75 (v/v) y 4:1 (v/v)), incrementando la polaridad
sucesivamente, las cuales fueron recogidas en distintos viales. Estos fueron
revelados en placas TLC para localizar el lipido sintetizado que se utilizara

posteriormente en la elaboracién de los liposomas.
3.1.2. Elaboracion de liposomas

Los liposomas fueron elaborados utilizando la técnica de evaporacién en capa fina
o método Bangham (TLE, Thin Layer Evaporation) obteniendo vesiculas

multilaminares.
Para elaborarlos, se afiadieron los siguientes componentes lipidicos:

e Fosfatidilcolina de huevo (PC)

e Colesterol

e Fosfatidilglicerol de huevo (PG)

e Maleimidofenil butiril fosfatidiletanolamina (PE-MPB)

La relaciéon molar utilizada de cada uno de los componentes fue 6,5:2,6:0,8:0,1
habiéndose seleccionado ésta segin recogimos de trabajos realizados por otros

autores (Van Rooy y cols., 2011).

Siguiendo la técnica de elaboracién, en primer lugar, se procedi6 a la formacién de
la pelicula lipidica. Para ello, se pesaron en un matraz de fondo redondo los
componentes lipidicos (balanza de precision, Explorer Pro) y se disolvieron en 8 mL

de cloroformo, constituyendo la fase organica de los liposomas.

Seguidamente, se procedié a su evaporacion hasta crear una fina pelicula lipidica.
Este proceso se llevd a cabo en un rotavapor (Blichi rotavapor R-210 con Blichi
Heating Bath B-491) a una temperatura de 58 2C, temperatura superior a la
temperatura de transicion de los lipidos. Es necesario trabajar por encima de la
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temperatura de transicion de los lipidos porque, de lo contrario, la estructura de los
fosfolipidos de membrana permaneceria en estado cristalino, con lo que la bicapa
no presentaria las caracteristicas de rigidez e impermeabilidad necesarias para la

encapsulacion eficaz de los fArmacos.

El disolvente ha de eliminarse de forma homogénea en toda la superficie de la

pelicula, con el fin de evitar cristalizaciones de los componentes.

La pelicula obtenida se hidraté con la fase acuosa, como es lo habitual en todo
proceso de elaboracion de liposomas (Schinid y Thieme, 1989). En este caso, la fase
acuosa estuvo constituida por una disolucién de Rodamina B en Hepes (0,3 mg/mL).
La Rodamina B se afiadié en este estudio por ser un marcador fluorescente que
permitird observar la morfologia de los liposomas en el microscopio de

fluorescencia (figura 12).

Figura 12. Imagen del rotavapor empleado en la preparacion de liposomas.

Una vez que la pelicula fue hidratada, se someti6 a 5 ciclos de agitacion en vortex
durante 1 minuto intercalados con 5 minutos en bafio termostatizado a 58 2C hasta
la obtencion de un preparado de color rosaceo opalescente en el que se encuentran

dispersos los liposomas.

La realizacion de estos ciclos de vdrtex da lugar a la reduccién del tamafio medio de
los liposomas (Villasmil y cols., 2011). Finalmente se conservaron a 4 ¢C hasta su

posterior uso.
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3.1.2.1. Eliminacion de rodamina no encapsulada

Una vez elaborados los liposomas, se dejaron durante toda la noche en frigorifico a
4 °C. Transcurrido este tiempo, se procedio a eliminar la rodamina B que no ha sido

encapsulada, mediante un proceso de dialisis.

Para ello, se hidrat6 una membrana de didlisis MW 12-14,000 de unos 5 cm de
longitud en tampdn fosfato pH 7,6 durante 30 minutos. En su interior se introducen
los liposomas sintetizados y se depositan en tampon fosfato pH 7,6 manteniéndose
en agitaciéon magnética a 4 °C durante toda la noche. Es necesario realizar este
proceso en frio con el fin de que las vesiculas se vuelvan rigidas y evitar que se libere

el farmaco de su interior.

Al finalizar el ensayo se observé el medio de color rosado (figura 13) debido a la

rodamina no encapsulada que migra hacia el exterior.

Figura 13. Representacion de la rodamina no encapsulada expulsada de la membrana

(izquierda) y representacion de la membrana de didlisis que contiene los liposomas (derecha).
3.1.3 Extrusion de liposomas

Las vesiculas multilaminares obtenidas tras la eliminaciéon de la rodamina no
encapsulada se sometieron a un proceso de extrusion con la finalidad de reducir el
tamafio de los liposomas, asi como obtener una distribuciéon de tamafios

homogénea.

El proceso se realiz6 empleando un extrusor LIPEX™ Thermobarrel Extruder,
(figura 14), que es un dispositivo de acero inoxidable que emplea nitrégeno para
aplicar presiones moderadas (generalmente 100 - 800 psi), forzando de esta forma
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el paso de las vesiculas a través de filtros de policarbonato de tamafio de poro
definido. La presion empleada fue de 600 psi y se utilizaron filtros de policarbonato
de 0,8 umy 0,4 um, a través de los cuales se hizo pasar la muestra 3 veces por cada

uno de ellos.

Figura 14. Imagen del extrusor Lipex® Thermobarrel.

Este equipo dispone de adaptadores que permiten conectarlo a un sistema de
recirculacién de agua termostatizada mediante una bomba peristaltica (Rainin
Dynamax RP-1), que permite trabajar a 60 °C, posibilitando la extrusion de lipidos
con temperaturas de transicion de fase (gel - liquido cristalino) superiores a la

temperatura ambiente, ya que los lipidos en estado de gel no extruirian.
3.1.4. Caracterizacion de liposomas
3.1.4.1. Tamaiio de los liposomas

El tamafio de las vesiculas se determiné por espectroscopia de correlacion foténica.
Esta técnica analiza la intensidad de la luz dispersada en intervalos de tiempo de
milisegundos, de forma que es el movimiento browniano de las particulas el que
origina la amplitud del espectro, la cual esta relacionada con el tamafio y la forma
de las particulas. También denominada Dynamic Light Scattering, esta técnica
permite calcular el radio hidrodindmico de las particulas suspendidas o
dispersadas, y su indice de polidispersidn, el cual es indicativo de la distribucién de
tamafios presentada por la muestra. El equipo utilizado fue un Zetasizer Nano ZS

(Malvern Instruments).
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El indice de polidispersién (IP) es un pardmetro que hace referencia a la
homogeneidad /heterogeneidad de la muestra analizada, con respecto a sus
dimensiones. Representa una medida de la diferencia del tamafio que suele tener la
mayoria de los liposomas analizados en funcién de su didmetro medio. En la
practica, cuanto mayor es el IP, mayor sera la diferencia entre el tamafio medio de
la poblaciéon de liposomas analizada y, por tanto, mas heterogéneas seran las
vesiculas. Asi, un valor elevado de IP (0,8 - 1) es indicativo de una muestra
heterogénea, mientras que un valor bajo de IP (< 0,2) indicard una elevada

homogeneidad de las vesiculas en cuanto a sus dimensiones.

Las medidas se efectuaron por triplicado. Para ello, las muestras de liposomas a

analizar fueron diluidas con tampdn Hepes pH 7,4 en una proporcion 1:20.
3.1.4.2. Carga superficial de los liposomas

Las propiedades eléctricas de la superficie de los liposomas pueden tener gran
influencia sobre la estabilidad fisica de la dispersion coloidal, durante su

almacenamiento y en su posterior interaccidn con las células.

El potencial zeta ({) es una medida de la carga que rodea a las particulas en
suspension. La movilidad electroforética refleja el grado de movimiento de coloides
en dispersion bajo la influencia de un potencial eléctrico aplicado a través de ellay

expresa la carga neta efectiva sobre la superficie de las vesiculas.

Este parametro resulta de especial interés en los preparados coloidales, ya que
constituyen un importante indicador de la estabilidad fisica de la dispersién. Segin
la teoria DLVO, un sistema sera estable en una solucién electrolitica simple cuando
las fuerzas de repulsion entre dos particulas sean mayores a sus fuerzas de

atraccion de Van der Waals.

Para determinar la carga superficial de los liposomas, se introdujeron 3 mL de la
dispersion liposomal en un equipo Zetasizer Nano ZS, donde se calculd el potencial
zeta ({) a partir de la movilidad electroforética (u), empleando la ecuacién de

Smoluchowsky (Bertolotto y cols., 2006):
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C=un/e
donde n es la viscosidad del medio y € la constante dieléctrica.

La dispersion de liposomas atraviesa una serie de canaliculos hasta el interior de
una célula fotoeléctrica en donde se soporta una diferencia de potencial. Alli, los
liposomas migran hasta el electrodo de carga opuesta. La velocidad de migracién de
las vesiculas se calcula en funcion de la variacién de la frecuencia de la luz de un
rayo laser que difracta al chocar con los liposomas en movimiento por el campo

eléctrico (movilidad electroforética).

El equipo cuenta con un software de control que permite crear un entorno de
trabajo personalizado donde se definen las variables de control (presiéon de aire en

bar, porcentaje de vibracion de la bandeja, etc.) para cada tipo de ensayo.

Las medidas han sido realizadas a una dispersién de liposomas tampén Hepes pH

7,4 (1:20) por triplicado.
3.1.4.3. Analisis morfoldgico

Para verificar la formacién de los liposomas e identificar su estructura, las muestras
obtenidas se observaron utilizando un microscopio 6ptico Olympus BH-2. Para ello,
la dispersion de los liposomas obtenidos se observa con el objetivo de 40x,
regulando la intensidad de la luz, 1a potencia de aumento del objetivo y la distancia

del objetivo a la muestra.

Ademas, para observar la morfologia, los liposomas se marcaron con rodamina, que
al tener propiedades fluorescentes permitian su visualizacién con el microscopio de
fluorescencia. El equipo utilizado fue una unidad Olympus BX61 equipada con 4
laseres Kripton/ Helio-Neo6n rojo/ Helio-Nedn verde y diodo. Presenta una éptica
de 4%, 10x, 20x y 40x. El software Olympus Fluoview permite la obtencién y el
procesamiento de las imagenes. El programa DPController controla la cAmara CCD
acoplada al microscopio para tomar microfotografias por epifluorescencia, de

campo claro, o DIC.

-60 -



Materiales y métodos

Para estudiar la muestra, se prepar6 una dilucién 1:3 y se colocé en un portaobjetos
al que previamente se le afiadi6 una fina capa de una sustancia fijadora para que al
observar la imagen los liposomas no se muevan y dificulten la toma de la fotografia.
Se cubre con un cubreobjetos y se sella con laca con el fin de evitar el

desplazamiento de los liposomas en el medio acuoso y facilitar su observacion.
3.1.5. Método Stewart

Este método se utiliza para la determinacion de fosfolipidos y permite cuantificar la
cantidad de fosfolipidos (PE y PE-MPB) que se mantienen en la formulacién tras

todos los procesos realizados.

Los fosfolipidos tienen la capacidad de formar un complejo con el ferrotiocianato
amonico. Este método tiene la ventaja de que no interfieren los fosfatos inorganicos

y es inactivo frente al fosfatidilglicerol.

Para llevar a cabo este ensayo, se prepararon una solucién de ferrotiocianato
amonico 0,1 M y una solucion estandar de 0,1 mg/mL de fosfatidiletanolamina en
cloroformo. A partir de ellos se prepard una recta patron segun la tabla 1. Las
muestras se centrifugan durante 5 minutos, a 1000 rpm y 25 2C, y se determin6 la

absorbancia del sobrenadante a 464 nm.

La determinacién de la concentracién de fosfolipidos en la muestra problema, se
realizé afiadiendo 3,8 mL de cloroformo y 4 mL de ferrotiocianato a una alicuota de
liposomas, centrifugdndose a continuacién y determinando el valor de absorbancia.
Una vez medida la absorbancia de la muestra problema, se interpolé ese valor en la
recta patrén obteniendo asi los mg de fosfolipidos presentes en los liposomas

elaborados.
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Tubo N° V (mL) V (mL) V (mL)
estandar cloroformo ferrotiocianato
0 0,0 4 4
1 0,2 3,8 4
2 0,4 3,6 4
3 0,8 3,2 4
4 1,2 2,8 4
5 1,6 2,4 4
6 2 2 4

Tabla 1. Composicién de las soluciones para disefiar la recta patrén del método Stewart.
3.2. TIOLACION DE LA PROTEINA CON SATA

La presencia de grupos sulfhidrilo en una molécula es considerada una interesante
estrategia de funcionalizacion por la escasa presencia de estos grupos en
anticuerpos o proteinas. Ademas, esta modificaciéon incrementa la capacidad de

mantener la actividad tras la conjugacion (Manjappay cols., 2011).

En el apartado correspondiente a la sintesis de PE-MPB, se ha incluido el grupo
funcional maleimida en la formulaciéon de liposomas mediante su unién a la
fosfatidiletanolamina porque va a hacer posible la conjugacién del liposoma con un

anticuerpo tiolado mediante enlace tioéter (Cézar-Bernal y cols., 2012; 2015).

Por tanto, una vez elaborados los liposomas con el fosfolipido sintetizado portador
del grupo funcional maleimida, se procedi6 ala tiolacién del anticuerpo monoclonal,

en este caso una inmunoglobulina G-FITC (Ig G-FITC).

La tiolacion se utiliza para unir proteinas (anticuerpos monoclonales) a los

liposomas mediante grupos sulfhidrilo. Estos grupos sulfhidrilo pueden afiadirse a
-62 -



Materiales y métodos

la proteina externamente, aportando grupos reactivos extra en la molécula. Sin
embargo, sila proteina posee puentes disulfuro endégenos, se pueden utilizar como
precursores de los grupos sulfhidrilo necesarios para la reaccion de tiolacién, que

es lo que ocurre con Ig G (Torchilin y cols., 2007).

Un reactivo versatil para introducir grupos sulfhidrilo en proteinas es el éster del
acido S-acetiltioglicolico N-hidroxisuccinamida (SATA). Como se puede observar en
la figura 15, el grupo éster NHS terminal de SATA reacciona con el grupo amino del
anticuerpo monoclonal para formar una unién amida estable. La molécula
modificada contiene un grupo sulfhidrilo protegido que puede ser almacenado sin

sufrir degradacion (Duncan y cols., 1983; Cézar-Bernal y cols., 2015).

O SATA
0 0
loH
N—OQ—C—C —S—C—CH,
0 l ANTICUERPO-INH2
H

Il 2
ANnTICUERPO —HN—C—C -5—C—CH,

ANTICUERPO-5ATA CON EL GRUPO
SULFADRILO PROTECGIDO

Figura 15. Representacién de la reaccién de tiolacion del anticuerpo monoclonal.

Para proceder alatiolacion de la proteina, se afiadi6é una disolucién de SATA en DMF
(25 mg/mL) a una disolucién de Ig G-FITC en tampdn fosfato pH 7,6 (5 mg/mL) en
una relacién molar minima 1:4 Ig G-FITC:SATA, manteniéndolo en agitacién y en
atmdsfera de nitréogeno durante 40 minutos aproximadamente. Los grupos
sulfhidrilos son susceptibles de oxidarse y formar puentes disulfuro. Para prevenir
estas uniones entre grupos azufre, es necesario eliminar el oxigeno e intercambiarlo

por gas nitrégeno (Hermanson, 2008).
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3.2.1. Purificacion de la proteina tiolada y almacenamiento

Una vez se ha producido la reaccidn, se procedié a eliminar el SATA remanente sin
reaccionar. Para ello, se introdujo la solucidon en una membrana de dialisis MW 12-
14,000 previamente hidratada y se cerré herméticamente con dos pinzas, siguiendo

el mismo procedimiento al descrito en el apartado 2.1.2.1 de la presente memoria.

El sistema se introdujo en un vaso de precipitado con tampdn fosfato pH 7,6 como
medio receptor y se mantuvo en agitacién magnética a 4 2C durante toda la noche.
Al dia siguiente se extrajo el contenido de la membrana de didlisis y se eliminé el
medio en el que estaba disuelto, procediendo finalmente al liofilizado de la proteina
en un liofilizador Telstar® Cryodos -80. La proteina liofilizada se almacen¢ a -20 °C

hasta su uso.
3.2.2. Eficacia de tiolacion: método Ellmann

Este método se emple6 para cuantificar la eficacia de tiolacién de la proteina, en este
caso, Ig G-FITC. La reaccién de acoplamiento se cuantificé utilizando el conocido
reactivo de Ellmann (RES), también denominado DTNB (5,5"-ditiobis(acido 2-
nitrobenzoico), que es un compuesto soluble en agua que se utiliza para cuantificar
los grupos sulfhidrilo libres existentes en una disolucion. Este reactivo reacciona
con los grupos sulfhidrilo libres para dar una mezcla de 2-nitro-5-tiobenzoico

(TNB), en forma de acido y como disulfuro.

El TNB es un compuesto coloreado que presenta un coeficiente de extincion molar
elevado en el rango del visible (14150 M-t a 412 nm, pH 8,0), por lo que se podra
cuantificar por espectrofotometria UV-visible (Agilent 8453).

Para determinar la eficacia de tiolacion se prepararon una solucién tampén RB y
una solucion del reactivo Ellmann. Como muestra control se prepar una solucién
que contenia 50 pL de RES junto a 2,75 mL de tampdn RB. La muestra problema se
preparo afiadiendo 250 pL de la IgG-FITC tiolada a 50 pL. de RES y 2,5 mL de tampoén
RB. Las muestras se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Previo a esta etapa, es necesario desproteger los grupos sulfhidrilo de la proteina
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para que sea posible la conjugacion (este proceso serad detallado en los siguientes
apartados.
Para calcular la concentracién de grupos sulfhidrilo en la muestra se aplico la
siguiente ecuacion:

C= Abs/g*]
siendo ¢ el coeficiente de extincion molar (14150 M-1cm-1), C la concentracion (M)

y l1la anchura de la celda (cm). Las medidas se realizaron a 412 nm.
3.3. CONJUGACION DE LA PROTEINA AL LIPOSOMA

Una vez modificada la superficie de los liposomas introduciéndole el grupo
funcional maleimida con la modificaciéon del lipido y se ha tiolado el anticuerpo
monoclonal, se procedi6 a desproteger los grupos sulfhidrilo de la proteina para que
fuera posible la conjugaciéon de ambas partes. De esta manera, se obtuvo el liposoma
funcionalizado listo para reconocer un receptor localizado en la BHE y ejercer su

accion farmacoldgica (figura 16).

La sintesis de estos fosfolipidos funcionalizados se trata de un proceso algo tedioso,
ya que s6lo un porcentaje de los grupos funcionales expuestos a la superficie de los
liposomas esta disponible para el acoplamiento de moléculas al ligando (Martin y

Health, 1990).

SH - Anticuerpo
ANTICUERPO TIOLADO

pH 6.5

0
ﬁ H

. ) HN—C‘—((TH;);QN
S
ANCLADO AL ANTICUERPO O |

ANTICUERPO

Figura 16. Representacién esquemdtica de la reaccion de conjugaciéon del liposoma

funcionalizado con maleimida al anticuerpo tiolado.
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3.3.1. Desproteccion de los grupos sulfhidrilo

Cuando se modifica la proteina con el reactivo SATA, los grupos sulfhidrilo van a
estar protegidos con el fin de evitar su degradacion. Para que sea posible la
conjugacién de liposomas con el anticuerpo monoclonal, es necesario desproteger
estos grupos funcionales de la Ig G-FITC para que queden libres y puedan anclarse

alos liposomas.

En este caso, el atomo de azufre no se introduce como un enlace disulfuro, sino como
un tioéster, que se puede desbloquear con hidroxilamina, como se muestra en la
figura 17. Como la presencia de hidroxilamina no compite con la formacién de
dichos puentes, no es necesario retirar este compuesto del preparado antes de

afiadir la proteina a los liposomas (Manjappa y cols., 2011).

0
I H; I
ANTICUERPO —HN—C—C -S—(C—CH,

ANTICUERPO-SATA CON EL GRUPO
SULFIDRILO PROTEGIDO

H,N—OH

0
I Hs

ANTICUERPO —HN—(C—C -SH
ANTICUERPO TIOLADOQ INCLUYENDO
EL. GRUPO SULHDRILO LIBRE

Figura 17. Desproteccion de grupos sulfhidrilos presentes en la proteina tiolada con exceso de

hidroxilamina.

Para desproteger los grupos sulfhidrilo que derivara en la conjugacion, se
reconstituyeron 2 mg de Ig G-FITC liofilizada en tampdn fosfato pH 7,6 y se
afiadieron 10 pL de hidroxilamina 0,1 M. Para generar los grupos sulfhidrilo en una
relaciéon molar SH/proteina 3/1, se incuban a temperatura ambiente durante 45

minutos en atmosfera de nitrégeno. Posteriormente, se anadieron 100 pl de
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liposomas funcionalizados y se dejé en agitacién durante toda la noche bajo

atmdsfera de nitrégeno.

Una vez llegado a este punto, se procedié a caracterizar el complejo sistema

sintetizado, con el fin de verificar su correcta formacion.

Asi, se estudiara la eficacia del acoplamiento Ig G-liposomas mediante técnicas de

IR, microanalisis de azufre (S) y microscopia de barrido laser confocal.
3.3.2. Microscopia de barrido laser confocal (CLSM)

El microscopio confocal de barrido se basa en la obtencion de imagenes utilizando
el fenémeno de fluorescencia. Este fenémeno es idéntico al explicado en el apartado
2.1.4.3 pero, ademas, permite capturar planos 6pticos de la muestra, de forma que
se pueda hacer una reconstrucciéon tridimensional de la misma

(www.cnb.csic.es/fotonica/Diferencias.htm).

Para poder observar la morfologia de los liposomas obtenidos por TLE, se procedi6
al marcaje de los mismos con rodamina, afiadiéndola en la fase acuosa de las
vesiculas. Para observar la eficacia de acoplamiento del anticuerpo monoclonal al
liposoma, se empled una inmunoglobulina G unida al fluorocromo isotiocianato de
fluoresceina (FITC) que presenta fluorescencia y se comporta como una luz

microscopica.

Para estudiar la muestra, los inmunoliposomas liofilizados se reconstituyeron
diluyendo la dispersion en Hepes (1:10 v/v). El preparado resultante se colocé en
un portaobjetos cubierto con un cubreobjetos y sellado con laca para minimizar el
movimiento de las vesiculas en el medio acuoso y facilitar su observacion.

Finalmente, se observé al microscopio en los 3 planos espaciales x, y, z.

El equipo utilizado para estudiar la morfologia de estos sistemas vesiculares y la
eficacia de encapsulacién fue una unidad Leica TCS SP equipada con laser Kripton-
Argén-Helio/Neén montada sobre un microscopio invertido Leica Lens con
magnificaciones de 10, 20 y 40x, asi como un objetivo de inmersion HCX PLAN APO

Leica Lens (0.85 multi-inmersion objective) que proporciona una magnificacion

-67 -


http://www.cnb.csic.es/fotonica/Diferencias.htm

Materiales y métodos

optica de 63 y 100x. Para lograr la excitacion de la sonda fluorescente se utilizé la
linea de excitacion 494 nm para FITC y 540 nm para la rodamina, produciéndose la
emision de la sefial a 520 nm en el caso de FITCy 570 nm para la rodamina (Shaner

y cols., 2004).

Las imagenes se obtuvieron utilizando los canales de fluorescencia y de luz
transmitida. La magnificacion 6ptica del equipo puede ser ampliada mediante un
zoom electronico, que fue utilizado cuando el tamafio de la muestra asfi lo aconseja.
El zoom electronico rinde magnificaciones de hasta 32x sobre la maxima

magnificacién éptica.
3.3.3. Espectroscopia de infrarrojo (IR)

Este tipo de espectroscopia se basa en la absorcién de la radiacién infrarroja por las
moléculas en vibracion. En una molécula, todos los 4tomos vibran alrededor de la

distancia interatdmica media.

Esta técnica se aplica de forma cualitativa para la identificacion de determinados
grupos funcionales de nuestra molécula que presentara bandas caracteristicas en

determinadas regiones del espectro.

Para preparar la muestra, se elabor6é una pastilla de KBr. Para ello, se mezcla
perfectamente un miligramo de los liposomas liofilizados finamente pulverizados,
con aproximadamente 100-300 mg de KBr en polvo. La mezcla se homogeneizé en
un mortero. Posteriormente, se presiond la mezcla en un troquel especial entre 700
y 1000 kg/cm? hasta obtener un disco transparente. A continuacion, el disco se
colocé en la trayectoria del haz del instrumento para su examen espectroscopico.

En este caso, el equipo empleado ha sido un Jasco FT/IR-6200 IRT-5000.
3.3.4. Microanalisis de azufre

El andlisis elemental es una técnica instrumental que es capaz de proporcionar el
contenido de carbono, nitrégeno, hidrégeno y azufre presente en una muestra
homogénea. Esta técnica se basa en la oxidaciéon completa de la muestra, que tiene

lugar a 1000 2C en oxigeno puro. Los productos que resultan de la combustién son
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separados y analizados de diferente manera segin el equipo empleado (Harris,

2001).

El resultado final es la cantidad de C, H, N y S que contiene la muestra expresada en

porcentaje respecto a su peso total.

El equipo empleado fue un analizador elemental de C, H, N y S Leco CNHS-932, que
cuenta con detectores independientes de IR de estado sdlido no dispersivo para C,
Hy Sy de conductividad térmica para N. Presenta un automuestreador automatico

para 50 muestras y PC interno de control con pantalla Touchscreen.

El tiempo de andlisis son unos 3 minutos y el tamafo de la muestra debe ser unos 2

mg.

En este caso, se ha determinado el porcentaje de azufre presente en los
inmunoliposomas, que ha permitido estimar la eficacia de acoplamiento entre la Ig
G y la PE de los liposomas. Para ello, se sometieron a combustiéon muestras de 2 mg
de PE libre liofilizada y 2 mg de inmunoliposomas con la Ig G anclada en el Leco

CNHS-932 para obtener el porcentaje de azufre presente en cada una de ellas.
3.3.5. Estabilidad de los inmunoliposomas

Los inmunoliposomas usados como sistemas transportadores de farmacos deben
ser estables durante periodos suficientemente largos de tiempo que, como minimo,

han de ser 2 afios, como cualquier producto farmacolégico (Winden y cols., 1998).

Una estrategia para optimizar la estabilidad de estas formulaciones durante su
almacenamiento es la liofilizacion. El uso de la liofilizacion para aumentar la

estabilidad de los liposomas se basa en dos consideraciones:

e El eliminar el agua de las muestras va a prevenir la hidroélisis de los
liposomas, que es uno de los mecanismos de degradacién mas importante
de este tipo de formulaciones.

e Otros procesos fisicoquimicos de degradacion se van a ver retardados por

la baja movilidad molecular del liofilizado (Zuidam y cols., 2007).
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El objetivo de esta fase del estudio fue analizar si los inmunoliposomas eran
resistentes a la liofilizacién. Para ello, tras planificar ensayos previos con muestras
de liposomas blanco, se prepararon a continuacion dos lotes de liposomas; uno de
ellos se formul6 introduciendo crioprotector en la fase acuosa y el otro se elaboré
por el método tradicional y una vez constituidos, se le afiadié el crioprotector. Como
es bien sabido, los crioprotectores son unas sustancias que separan las vesiculas
cuando se congelan, formando una matriz amorfa. Asi, previenen la fusién de las

vesiculas e inhiben el dafio que pueda producir la cristalizacion del agua o las sales.

La trehalosa ha demostrado ser el crioprotector mas eficaz a la hora de inhibir el
crecimiento de particulas de liposomas durante el proceso de liofilizado
(Chaudhuryay cols., 2011). Por ello, se procedi6 a afiadir trehalosa dihidrato (Fluka,
USA) al 20% p/v como crioprotector, en una proporcién liposoma/crioprotector

1:5.

Ambos lotes fueron congelados en nitréogeno liquido y, a continuaciéon, se
introdujeron en liofilizador VirTis BenchTop 2K a -57 2C y 1 mtorr de presion. Se
dejaron durante 24 horas en el liofilizador y transcurrido ese tiempo, se observaron

los lotes al microscopio dptico.

En caso de obtener resultados favorables tras su visualizacién al microscopio, se
procederia a aplicar la misma técnica sobre los liposomas de rodamina anclados al

anticuerpo monoclonal.
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4.1. ELABORACION Y MODIFICACION DE LA SUPERFICIE DE LOS LIPOSOMAS
4.1.1. Estrategias para modificar la superficie de los liposomas

El objetivo principal de este bloque ha sido anclar una proteina modelo
(inmunoglobulina G) en la superficie de los liposomas. Como se ha visto en el
apartado 2.1.1. de Materiales y Métodos, el primer paso para logar el objetivo ha
sido elaborar liposomas funcionalizados capaces de reaccionar con un grupo tiol de
la proteina (figura 18). Estos lipidos pueden ser funcionalizados por distintos
mecanismos, siendo los mas comunes la reaccién con el grupo reactivo éster del
acido 4-(4-maleimidofenil) butirico N-hidroxisuccinimida (SMPB) o con el grupo
reactivo N-succinimidilpiridilditiopropionato (SPDP) (Hansen y cols., 1995;
Torchilin, 2007; Manjappay cols., 2011).

0
pH 8.0 Il =
m—c—(CH,)z-s—s ©_NH_ P %
( } -©+Fab~—s > C—(CH)p=5—$5 +3 v
f

POP—PE Vesicle Faby —Vesicle

2-Thriopyridone

0 o o
O—m g (C%O DHSO NH lc': "
—C— ~C—{CH
FabsH { ﬂa@” l
S—Fab
0

MPB—PE Vasicle Fab'—Vesicle

Figura 18. Comparacién entre SMPB y SPDP. Esta figura muestra las diferencias en la
reaccion y en el tipo de unién que se forma entre PE-MPB y PE-PDP.

Existen diferencias en cuanto al uso de uno u otro compuesto, aunque ambos
métodos son similares en el nimero de etapas. El resultado de emplear SPDP como
grupo reactivo es la formacién de un acoplamiento reversible del liposoma con la
proteina mediante puente disulfuro, mientras que en el caso de emplear SMPB como
grupo reactivo, se forma una unioén irreversible mediante enlace tioéter (Torchilin

y cols., 2007).
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El acoplamiento PDP-PE ocurre de forma muy rapida, asi como su posterior uniéon
a la proteina tiolada, que transcurre de manera eficiente. Esta reacciéon puede tener
lugar en un intervalo de pH comprendido entre 6,0-8,0. Por el contrario, la
conjugacion con MPB debe tener lugar en un intervalo mas estrecho de pH (6,5-6,8),

como postulan algunos autores (Ansell y cols., 2000).

Sin embargo, la unién disulfuro formada en el acoplamiento PDP-PE es reversible y,
por tanto, mas facil de romper el enlace en presencia de tioles como el glutation, el
cual esta presente en elevada concentracién en los tejidos biolégicos (Manjappa y
cols., 2011). Por otro lado, cuando la reacciéon tiene lugar con MPB, se forma un

enlace tioéter muy estable en un medio biol4gico (Beduneau y cols., 2007).

Teniendo en cuenta las ventajas que presenta el uso de SMPB frente al SPDP, se opt6
por trabajar con el grupo reactivo SMPB, para asi tener la seguridad de que la
molécula sera estable una vez se encuentre en presencia de cualquier medio
biolégico.

4.1.2. Sintesis de PE-MPB

La elaboracion del lipido sintético PE-MPB se llevd a cabo siguiendo el
procedimiento explicado en el apartado 2.1.1. de Materiales y Métodos.
Posteriormente, se procedi6 a chequear el progreso de la reaccién mediante el uso
de placas TLC para comprobar que la reaccion habia ocurrido de manera

satisfactoria.

Una vez revelada la placa TLC, se observd que la mancha correspondiente al lipido
derivado (PE-MPB) eluyé mas rapidamente que la de PE libre, de acuerdo con

estudios previos (Loughrey y cols., 1990).

En el revelado de las placas TLC, tras 2 horas de reaccion, se observé la apariciéon de
dos manchas (figura 19 A), la superior correspondiente al producto derivado y la
inferior a la PE libre que ain quedaba sin reaccionar con el SMPB. Se dejo
reaccionando durante una hora mas y se afiadieron 4,2 pL de trietilamina (figura 19

B), volviéndose a obtener dos manchas, aunque, como puede observarse, la
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correspondiente a la PE libre es mas tenue que en la figura anterior, indicando que
queda menos PE libre sin reaccionar. Una vez afiadidos nuevamente 4,2 plL de la
amina y tras una hora mas de reaccion, se observo finalmente una tinica mancha
(figura 19 C), correspondiente al lipido sintetizado PE-MPB, aunque se puede
observar una ligera mancha que podria indicar que una cantidad insignificante de

PE libre ha quedado sin reaccionar.

A B C

Figura 19. Progreso de sintesis PE-MPB a distintos tiempos. A: 2 horas; B: 3 horas; C: 4 horas.

Para asegurar que la reacciéon ha tenido lugar y que las manchas reveladas
corresponden al lipido sintetizado, se procedié al sembrado en una placa con PE,
SMPB y PE-MPB como control, a modo confirmatorio de que la sintesis transcurre

correctamente (figura 20).
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L

PE SMPB PE-MPB

Figura 20. Representacion en placa TLC de PE, SMPB y PE-MPB.

En esta imagen se observa que la mancha correspondiente a PE-MPB ha recorrido
mas camino que la de PE libre, confirmando asi lo expuesto por autores como
Torchilin y cols. (2007). Por su parte, SMPB no se localiza con el revelador empleado

para la determinacidn de grupos fosfatos seleccionado.

Esto confirma los resultados reflejados en la figura 19, donde aparecian las 2
manchas correspondientes a los 2 compuestos, uno aparece a la altura de PE libre y

la otra ala de PE-MPB.

Una vez que la reaccidn se ha producido por completo, el lipido sintetizado PE-MPB
se sometio a filtracion en columna, pasando por una columna de acido silicico para
obtener el producto purificado, proceso explicado en el apartado 2.1.1.3. de
Materiales y Métodos de la presente memoria. El objetivo de esta purificacion es
retirar los restos de TEA que se afiadieron, ya que el contacto de TEA con los lipidos
durante un tiempo prolongado puede producir la hidrdlisis de los enlaces éster

(Torchilin y cols., 2007).

En total se recogieron 14 viales de los cuales se tom6 una muestra de cada uno de
ellos para revelar en placas de TLC y localizar en cudles se encontraba recogido el
lipido sintético (figura 21). Se observa la presencia de lipidos en los viales 1, 2, 7, 8,
9,10, 11, 12 y 14. Posteriormente, se unieron todas las fracciones que contengan el
lipido sintético y se procede a concentrar en rotavapor para eliminar los restos de

cloroformo.
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Asi se recupero finalmente el producto, PE-MPB sintetizado y puro para proceder a

la elaboracién de los liposomas.

Figura 21. Representacion de las 14 placas TLC correspondientes a cada uno de los viales

obtenidos tras el proceso de purificacién del lipido.

Se pudo comprobar que en los primeros 4 viales en los que aparecian revelados, se
apreciaban 2 manchas, indicativas de la presencia de PE libre que aun no ha
reaccionado; no obstante, igualmente se unié el contenido de esos viales para
posteriormente elaborar los liposomas. De esta forma, PE entra a formar parte de
los lipidos que constituyen la membrana de los liposomas, aunque no tenga

capacidad para anclar el anticuerpo.

Para confirmar la retencion de la TEA en las columnas de acido silicico y, por tanto,
la pureza del lipido derivado PE-MPB, se realiz6 un analisis con fenolftaleina,
indicador de pH que en solucién acida permanece incoloro y en presencia de bases
adquiere un color rosado (Gennaro y Alfonso, 2003). Por su parte, la TEA, al ser un
compuesto de caracter basico, en caso de quedar restos en la muestra analizada, el
color viraria a rosado. En nuestro caso, tras afadir la fenolftaleina, el compuesto no
cambié de color, concluyendo asi que la columna ha realizado su funcién con éxito

y se han obtenido lipidos sintéticos puros.
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4.1.3. Caracterizacion de los liposomas
4.1.3.1. Tamaiio de los liposomas

Una vez elaborados los liposomas, se realizo la caracterizacion de los mismos tanto

de las vesiculas sin extruir como las sometidas al proceso de extrusion.

Esto se realizé mediante la determinacién del tamafio y el IP. Los valores se recogen

en la tabla 2.

Tamafio (nm) + SD IP £ SD

SE 958,60 £ 90,30 0,21+0,18

E 309,40 £1,23 0,14 +0,08

Tabla 2. Tamario vesicular e indice de polidispersién (IP), lote extruido (E) y sin extruir (SE).

Respecto a la distribucidon del tamaifio vesicular, se observa una clara diferencia
entre los liposomas extruidos y sin extruir como cabria esperar, observandose que
los tamafios de los lotes extruidos son bastante inferiores a los no extruidos,
cumpliéndose de esta manera el objetivo inicial de conseguir una formulacién con

un tamafio medio de vesiculas inferior a 400 nm.

El tamafio medio de los liposomas elaborados por TLE fue de 958,6 nm y se redujo
el tamafio siguiendo lo realizado en estudios anteriores (Jones y Hudson, 1993;
Schnyder y Huwyler, 2005). El resultado obtenido tras la extrusiéon, con un valor
promedio de 309,4 nm, demuestra que el proceso de extrusidon ha dado lugar a una
poblacion de vesiculas acorde en tamafio con el didmetro de poro del filtro de
membrana utilizado en el dispositivo y, por tanto, capaz de atravesar membranas

biolégicas (Hansen y cols., 1995).

En cuanto al IP, se observé una disminucién en su valor tras la extrusion, indicando
que la muestra de los liposomas extruidos es menos dispersa en cuanto a tamaiio,
es decir, que se obtiene una poblacién de liposomas de tamafio homogéneo. De
acuerdo con otros investigadores, se confirma la idoneidad de este método para

obtener poblaciones homogéneas de liposomas (Mui y Hope, 2007).
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En la figura 22 se recogen las graficas correspondientes a la distribucidn del tamafio

en el lote sin extruir y posteriormente extruido.

Size Distribution by Intensity
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Figura 22. Distribucién de tamario del lote de liposomas. A: Sin extruir; B: Extruido.

En ellas se puede observar como se ha reducido el tamafo de las vesiculas tras el
proceso de extrusion, existiendo diferencias significativas en el valor promedio del
tamafio de las vesiculas cuando se someten las muestras al proceso de extrusion.
Asimismo, las formulaciones que no estan extruidas presentan una curva de
distribuciéon mas ancha que los lotes extruidos, lo cual es indicativo de
polidispersion. En cambio, la curva correspondiente a las formulaciones extruidas

es mucho mas estrecha, indicando homogeneidad de tamafios.
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4.1.3.2. Carga superficial de los liposomas

Otro parametro que se ha estudiado es el potencial z, que constituye un importante
indice para la determinacidn de la estabilidad fisica de una dispersién de liposomas.
El andlisis de los valores del potencial z indica que la superficie de los liposomas
posee carga negativa (tabla 3), de forma que existen fuerzas repulsivas que
previenen de la agregacion y la fusidn. El sistema se encuentra estabilizado debido

ala presencia de repulsiones electrostaticas.

Potencial z = SD
SE -11,20+ 0,20
E -11,83+0,35

Tabla 3. Potencial z de la muestra de liposomas sin extrusion (SE) y extruidos (E).

Los valores obtenidos antes y después del proceso de la extrusién muestran que los
liposomas no sufren variaciones en el potencial z tras ser sometidos a este proceso
de reducciéon de tamaiios. Por ello, puede decirse que no se ha producido
desestructuracion de las moléculas lipidicas que le confieren la carga a las vesiculas

tras el proceso de extrusion (Woodle y cols., 1995).
4.1.3.3. Analisis morfolégico

La morfologia de los liposomas se observé mediante microscopia éptica y de
fluorescencia. Con la microscopia dptica se verifico la formacion de vesiculas tras la

union del grupo maleimida al fosfolipido PE.

Las muestras caracterizadas por microscopia de fluorescencia para la visualizacion
adicional de liposomas cargados con IgG-FITC. En esta primera etapa, se
desarrollaron liposomas como dispersiones coloidales de control y se emple6
rodamina B como firmaco modelo para incluir en el compartimento acuoso. La
morfologia del liposoma MPB-PE cargado con rodamina mostrada en la figura 23
recoge la aparicion de vesiculas esféricas marcadas correspondientes a los

liposomas de rodamina sin extruir.
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Figura 23. Fotografia de liposomas de rodamina (900 nm).

4.1.4. Método de Stewart

Este método se emplea para cuantificar los fosfolipidos presentes en la composicion
de los liposomas tal como se explica en el apartado 2.1.5. de Materiales y Métodos.

Tras llevar a cabo el procedimiento indicado por Zuidam y cols. (2007) se
obtuvieron siete muestras (figura 24) a las que se les midi6 la absorbancia a 464 nm
por triplicado, procediéndose posteriormente a la elaboracién de la recta patroén, a
partir de la cual se calculara la cantidad de fosfolipidos presentes en los liposomas

(figura 25).

Figura 24. Muestras para la realizacion de la recta patrén.

Tras representar la recta patrén (figura 25), se obtuvo la recta de calibrado (y=

8,0739x - 0,0631) cuyo coeficiente de determinacion es de 0,9969.
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Figura 25. Recta de calibrado método Stewart.

Con estos datos se puede afirmar que el método es lineal para el intervalo de

concentraciones estudiado, de manera que nos proporcionara resultados fiables.

A partir de esta recta, se interpol6 el valor de absorbancia de la muestra problema
(0,1597 £+ 0,0001), obteniendo los mg de fosfolipidos que presenta la muestra
problema; en este caso 0,027 mg/mL de PE-MPB. Teniendo en cuenta que se parte
de una muestra problema con una concentracién teérica de 0,05 mg/mL, se pudo
concluir que el porcentaje de recuperacion fue del 54% p/v de los fosfolipidos (PE

y PE-MPB).

La formulacioén inicial de liposomas contaba con un 66% de fosfolipidos (sin tener
en cuenta el fosfatidilglicerol, para el cual este método es inactivo) y tras los
procesos de elaboracion y extrusion se ha cuantificado un 54% p/v de fosfolipidos
que constituyen los liposomas. Con esto se concluye que las pérdidas de fosfolipidos
(PE, PE-MPB) durante su procesamiento han sido pequefias, de un 12% p/v y, por

tanto, la elaboracion de los liposomas ha transcurrido con éxito.

Otra técnica empleada para la cuantificaciéon de fosfolipidos es el método de Bartlett,
que consiste en la determinacién colorimétrica de los fosfatos inorganicos. Los

fosfolipidos contenidos en los liposomas pueden ser determinados tras la
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destruccién de los fosfolipidos con acido perclérico, dando fosfato inorganico. El
fosfato inorganico es convertido en acido fosfo-molibdico por la adicién de
molibdato aménico, es cual es reducido a un complejo azulado. Este compuesto se
determina colorimétricamente a 830 nm (Zuidam y cols., 2007). No obstante, el
inconveniente que presenta esta técnica es que la presencia de fosfato inorganico
en el tampo6n puede interferir en la cuantificacion de los fosfolipidos. De esta forma,
el ensayo no puede usarse cuando los liposomas estan elaborados con tampé6n PBS
u otros tampones con grupos fosfato. En cambio, el método Stewart no presenta
problemas en presencia de ningln tipo de tampdn y, por tanto, la presencia de
fosfatos inorganicos no va a interferir en el ensayo (Barenholz y Amselem, 1993).
Por ello, se seleccioné el método Stewart como técnica para cuantificar los

fosfolipidos en nuestras formulaciones.
4.2. EFICACIA DE TIOLACION DE LA PROTEINA

Como se explico en el apartado 2.2. de Materiales y Métodos, la tiolacién de la
proteina es necesaria parallevar a cabo la funcionalizacién de los inmunoliposomas.
En este caso, la tiolacidn se llevo a cabo con el grupo reactivo SATA, aunque existen
otras estrategias para la introduccién de grupos sulfhidrilo en una reaccién

(Manjappay cols., 2011).

El método empleado para la tiolacién depende en gran medida de la proteina que se
vaya a anclar en la superficie del inmunoliposoma. Si la proteina posee puentes
disulfuro endégenos, que se pueden romper sin destruir las uniones o las
propiedades inmunogénicas de la molécula, es preferible el uso de SATA, ya que
parece ser que los grupos tiol libres endégenos son mas reactivos que los afladidos
de manera exodgena, por lo que su velocidad de reaccién y la eficiencia de
conjugacion se veran incrementadas (Martin y Heath, 1990; Gholizadeh y cols.,
2018). En este caso, es necesario introducir los grupos sulfhidrilo, ya que la proteina

empleada (Ig G-FITC) no cuenta con grupos azufre en su estructura.

Otra estrategia empleada en diversos estudios es la utilizacién del reactivo SAMSA

(Martin y Heath, 1990; Hansen y cols., 1995; Torchilin y cols., 2007). El reactivo S-
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acetilmercaptosuccinico anhidro (SAMSA) es un reactivo que cuenta con un grupo
amino reactivo, que contiene un grupo sulfhidrilo protegido, al igual que ocurre con
SATA. La parte anhidra se abre en respuesta al ataque nucleofilico de la amina,
obteniéndose un enlace amida (Klotzy cols., 1962; Shargh y cols., 2016). La reaccion
de apertura del anillo produce un grupo carboxilato libre que aporta una carga
negativa a la molécula modificada donde antes habia una carga positiva. Este
cambio de carga afecta en la conformacién y a la actividad de algunas de las
proteinas mas sensibles, pudiendo incrementar la agregacion o producir uniones no
especificas en lamolécula (Rector y cols., 1978; Shargh y cols., 2016). Este problema
se evita con la utilizacion del SATA, que actiia de la misma manera que SAMSA, pero

libera el grupo carboxilo libre en mayor medida (Manjappa, 2011).

En la figura 26 se describe el proceso de tiolacién empleando como grupo reactivo

SATA o SAMSA, asi como sus diferencias.

A) SATA B) SAMSA
0 0 Il
| Ha Il §—(C—CH;
N—0—C—C —S—C—CH, 0
Y l Anticuerpo-NHz o lAnticuerpo-NHz
Oy 9

Anticuerpp —HN—C—C -8§—C—CH;

Ac-SATA CON GRUPO SULFIDRILO PROTEGIDO

H,N—OH l

. I Ha
Anticuerpo —HN—C—C -SH

I
ANTICUERPO TIOLADO CON Ac —HN—C—I:SH
GRUPQ SULFIDRILO LIGRE COOH

ANTICUERPC TIOLADO COM

GRUPO SULFIDRILO LIBRE

Figura 26. Representacion esquemdtica de distintas estrategias para la tiolacién de una

proteina.
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Con el fin de cuantificar la eficacia de tiolacion de la proteina, se emple6 el método
de Ellmann, como bien se explica en el apartado 2.2.3. de Materiales y Métodos. Tras
seguir el procedimiento indicado, se mide la absorbancia de la muestra a 412 nm

por triplicado y se obtienen los valores detallados en la tabla 4.

Muestra Absorbancia Absorbancia media + SD

1 0,21174
2 0,21628 0,2149 £ 0,003
3 0,21691

Tabla 4. Valores de absorbancia a 412 nm.

Tras obtener las absorbancias de la muestra, se calcula la concentracién de grupos

sulfhidrilo con la siguiente ecuacion:
C=Abs/e-1=0,2149 /14150-1=1,52 - 10-5mol/L.

siendo ¢ el coeficiente de extinciéon molar (14.150 M-t cm1), C la concentracion

(mol/L o M) y I distancia de la celda (cm).

Esta concentracién representa los moles/L que hay en la cubeta. Por tanto, la

muestra contiene 4,256 - 10-8 moles de grupos SH.

La bibliografia indica que debe existir una relacién molar SH/Proteina de 3/1, para
que se considere que el proceso de tiolacién ha ocurrido con éxito (Torchilin y cols.,
2007). En la sintesis, se emplean 2 mg de Ig G-FITC cuyo peso molecular es 160000
g/mol, lo que corresponde a 1,25 - 10-8 mol de proteina. Si por cada mol de proteina
debe haber 3 moles de grupos SH, en 1,25 - 10-8 mol de proteina para que se cumpla

la relacidén, debe haber 3,75 - 10-8 moles de grupos SH.

Segun los resultados obtenidos, la reaccion de tiolacion ha tenido lugar con éxito ya

que se cumple con la relaciéon molar que debe existir entre grupos SH y la proteina.
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4.3. CONJUGACION DE LA PROTEINA AL LIPOSOMA

El proceso de acoplamiento de la proteina al liposoma es simple, rapido, eficiente y

reproducible, obteniéndose uniones estables y atdxicas (Sapra y Allen, 2003).

Una vez elaborados los liposomas con el grupo funcional maleimida y tras la
tiolacion de la proteina se procede a la conjugacion de ambas partes para obtener
los inmunoliposomas, tal como se explica en el apartado 2.3. de Materiales y
Métodos. Una vez llegados a este punto se procede a la caracterizacién de los
sistemas sintetizados para verificar su correcta formacion.

Para ello, se estudid la eficacia de acoplamiento Ig G-liposomas mediante técnicas
IR, microscopia de fluorescencia, microscopia confocal de barrido laser y

microanalisis de azufre.
4.3.1. Microscopia de fluorescencia

Los inmunoliposomas fueron observados en el microscopio de fluorescencia
Olympus BX61. Utilizando este equipo sin activar los laseres (figura 27 A), se pueden
observar las vesiculas formadas por varias bicapas. Posteriormente, se aplicé el
fenomeno de fluorescencia (figura 27 B) y se observa un halo verde que representa
el anticuerpo (Ig G-FITC) rodeando al liposoma, lo cual es indicativo de que el

anticuerpo se ha unido de manera eficaz en la superficie del liposoma.
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B: Microscopio de fluorescencia.

Figura 27. Imdgenes correspondientes al acoplamiento liposomas-Ig G. A: Microscopio dptico;

4.3.2. Microscopio de barrido laser confocal

Mediante la observacion en el microscopio de barrido laser confocal se obtienen

imagenes utilizando el fendmeno de fluorescencia.

En las figuras 28 A y B se puede observar el acoplamiento entre los liposomas y la

proteina. En el plano inferior se representa la imagen en el microscopio 6ptico por
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luz transmitida y se pueden apreciar esferas muy pequefias que son las vesiculas
lipidicas. El principal problema que presenta la muestra es que su tamafio es tan

pequeiio, de apenas 300 nm, que dificulta su visualizacidn.

La microscopia de fluorescencia va a ser muy util porque la molécula fluorescente,
aun cuando sea muy pequeia, puede ser observada debido a la luz que emite
(Shaner y cols, 2004). En el plano superior se observan las imagenes
correspondientes a la fluorescencia. Se han empleado 2 fluorocromos: la rodamina
para marecar los liposomas (derecha) y el isotiocianato de fluoresceina (FITC) para
marcar el anticuerpo (izquierda). La fluoresceina, al ser excitada por una luz de
longitud de onda aproximadamente de 495 nm (azul) emite una luz de color verde
cuya longitud de onda esta alrededor de 519 nm, mientras que rodamina es excitada
a 540 nm y emite una luz roja a una longitud de onda de 570 nm (Miyawaki y cols.,

1997).

En ambas imagenes se puede observar como coinciden los puntos fluorescentes
verdes del plano superior izquierdo (Ig G-FITC) con los puntos fluorescentes rojos
del plano superior derecho (rodamina incluida dentro de los liposomas), lo que nos

indica que el acoplamiento ha sido efectivo entre el liposoma y la proteina.

Enlasimagenes se detectaron vesiculas unilaminares. Cuando se aplica el fenémeno
de fluorescencia, se observo un halo verde caracteristico alrededor del liposoma,
que representa al anticuerpo (IgG-FITC) unido al liposoma. Cuando las vesiculas se
agregan, la intensidad de fluorescencia es mayor. Por lo tanto, podemos suponer
que el anticuerpo marcado se ha unido de manera eficiente a la superficie del
liposoma. Los liposomas cargados con rodamina B fueron facilmente visualizados
por CLSM debido a sus propiedades de emision fluorescente, asi como su alta
afinidad a la bicapa lipidica. Los resultados obtenidos por la luz transmitida
mostraron una homogénea distribucién de las vesiculas, aunque se sigue
observando la presencia de algunos agregados. Cuando se emite fluorescencia, una
clara correlacion entre intensidad de manchas fluorescentes verdes en el plano

superior izquierdo (IgGFITC) y la intensidad de puntos fluorescentes rojos en la
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derecha se observo el plano superior, correspondiente a la rodamina B atrapada
dentro de los liposomas. Esta simultanea asignaciéon de ambas sondas fluorescentes
en las observaciones de CLMS corroboro6 el acoplamiento efectivo entre el liposoma

y la proteina.

|
19.72 ym 19.72ym
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12.66 pm

Figura 28. Micrografias de liposomas anclados a Ig G tomadas con microscopio de barrido

ldser confocal.

4.3.3. Espectroscopia IR

La espectroscopia infrarroja (IR) se usé para determinar la eficacia de acoplamiento
del ligando. Esta técnica cualitativa se aplic6 para identificar ciertos grupos
funcionales en nuestra molécula que muestran bandas caracteristicas en ciertas
regiones del espectro. Se han analizado las muestras de liposomas libres y anclados
a Ig G mediante espectroscopia infrarroja para confirmar el acoplamiento de la Ig G
al liposoma. Sin embargo, no se han obtenido resultados significativos (figura 29).
Por ello, se estudiaron tras someterlas a un calentamiento de 120 2C, con la finalidad
de aumentar la energia de las moléculas, favoreciendo su excitacién y, por tanto,

aumentara la intensidad de las bandas.
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Figura 29. Espectro IR de liposomas libres y liposomas anclados a lg G realizados a

temperatura ambiente y a 120 °C.

Sin embargo, se observé cierta diferencia con el aumento de la temperatura,
indicando claramente que ambos espectros FTIR de inmunoliposomas y liposomas

sin IgG mostraron casi la misma banda FTIR excepto el pico a 1800 cm-™.

La banda ancha que aparece cerca de 3500 cm-! se atribuyd a la presencia de
moléculas de agua. A 1600 cm-! aparece otra banda correspondiente a la presencia
de moléculas de agua en las muestras. Se obtuvieron resultados interesantes a
aproximadamente 1800 cm-1, donde aparece una banda estrecha, correspondiente
al estiramiento del grupo carbonilo C = O de la amina secundaria unida a IgG (linea
azul). Se observa una diferencia de los liposomas libres de IgG (linea verde); esta
sefal indica el enlace de la estructura de la inmunoglobulina a los liposomas

mediante el anclaje con el grupo carbonilo (figura 30).
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Figura 30. Diferencias de grupos carbonilo entre liposomas libres y liposomas anclados al

anticuerpo.

4.3.4. Microanalisis de azufre (S)

El andlisis CHNS constituye una etapa importante en la certificacién de compuestos
organicos sintetizados, y fundamental para la correcta autentificacién de los
productos de sintesis organica en intermedios y etapas finales, asi como para el
control de calidad de los compuestos organicos. Los resultados obtenidos tras el

analisis elemental de las muestras de PE y PE-Ig G se recogen en la tabla 5.

% PE-Ig G -
Muestra Réplica % p/pS % +SDp/pS PE
1 0,631
PE 0,664 + 0,04
2 0,697
1 0,696
PE-IgG 2 0,690 0,705 +0,02 0,042
3 0,731

Tabla 5. Datos de la proporcién de azufre obtenido en PE y en PE-Ig G.
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Se puede observar que la muestra PE también contiene azufre. Esto es debido a que
los liposomas han sido elaborados con Hepes, compuesto que contiene moléculas
de azufre. Asi que, calculando la diferencia entre ambas muestras, se obtendra el

porcentaje de azufre que hay en PE-Ig G, resultando ser de 0,042% p/p de S.

Para calcular la eficacia de acoplamiento Ig G-FITC-liposoma, hay que tener en
cuenta el numero total de dtomos de azufre presentes en la formulacién. Segin
datos teodricos, la formulaciéon debe contener un total de 5,87 ng de azufre. Tras
realizar el estudio de microanadlisis, se obtiene un total de 2,37 ng de azufre. De esta
manera se obtiene una eficacia de acoplamiento del 40,37%, pudiendo afirmar que

el proceso de acoplamiento ocurrié de manera satisfactoria.
4.4. ESTABILIDAD DE LOS INMUNOLIPOSOMAS

Como se explicé en el apartado 2.3.5. de Materiales y Métodos, una estrategia para
optimizar la estabilidad de los inmunoliposomas en el tiempo es la liofilizacién

(Ayen y Kumar, 2012).

Para comprobar la resistencia de los liposomas a la liofilizacién se hizo un estudio
en el que se elaboraron 2 lotes de liposomas. Al lote 1 se le afiadio crioprotector en
la fase acuosa y al lote 2, una vez constituido, se le afladié crioprotector, de manera

que envolviera externamente la estructura de los liposomas (Ayen y Kumar, 2012).

Tras ser reconstituidos los liposomas en Hepes (1:10), se observé la estructura
morfologica de ambas formulaciones al microscopio Optico: el lote 1 que lleva
trehalosa 20% p/v en la fase acuosa (figura 31A) y el lote 2 que lleva trehalosa 20%

p/v protegiéndolo externamente (figura 31 B).

La liofilizacién se produjo con éxito en ambos casos, pero presentaron mayor
homogeneidad de tamafio las vesiculas correspondientes al lote 2 (figura 31 B), es

decir, afladiendo el crioprotector posteriormente a su elaboracion.

La mayoria de las vesiculas son multilaminares con tamafios superiores a 1984,70

+ 85,20 y 519,35 + 1,68 nm (muestras no extruidas versus muestras extruidas).
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Como se observa, los liposomas liofilizados una vez reconstituidos exhibieron un

aumento significativo en cuanto al tamafio e IP.

Figura 31. Imagen al microscopio dptico de liposomas liofilizados. A: Trehalosa en la fase

acuosa; B: Trehalosa en medio externo.

En el lote 1 (figura 31 A) se observan precipitados, pudiendo tratarse de pequefias
particulas que hubieran cristalizado y pudieran haber alterado la composicién y la
estabilidad del producto. Debido a esto, se decidié realizar la liofilizacién afiadiendo
el crioprotector de forma externa tras la elaboracién de los liposomas por el método

tradicional, para que de este modo quede la vesicula protegida.

El mismo procedimiento se llevé a cabo con los liposomas de rodamina anclados a

la inmunoglobulina G-FITC y con liposomas de rodamina libres.
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Ambas muestras se congelaron en nitrégeno liquido y posteriormente se
mantuvieron durante 24 horas en liofilizador en las mismas condiciones de presion

y temperaturas realizadas anteriormente.

Pasado este tiempo, se llevaron a analizar en microscopio de fluorescencia, previa

reconstitucion con Hepes 1:10 y visualizandolos en microscopio de fluorescencia.

Se observo que los inmunoliposomas se encontraban en perfecto estado tras haber
sido sometidos a liofilizacion. Por todo lo anterior, de acuerdo con los resultados
actuales, es evidente que la liofilizacién es una buena técnica para prolongar la

estabilidad de estos sistemas complejos.
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Conclusiones

Primera. La introduccién del grupo funcional maleimida (SMPB) permitié la
conjugacion del liposoma a la proteina mediante la formacién de un enlace estable

tioéter irreversible.

Segunda. La sintesis del lipido PE-MPB ha transcurrido con éxito obteniéndose un
lipido sintético puro como se ha comprobado con la cromatografia en capa fina

(TLC).

Tercera. Tras el proceso de extrusion, se obtienen poblaciones de vesiculas mas
homogéneas y con un tamafio nanométrico adecuado para que sea efectivo su
posterior anclaje a la proteina. Los liposomas presentaron valores negativos de
potencial zeta que no se vieron alterados por el proceso de extrusion, demostrando

que son sistemas estables.

Cuarta. La cuantificacion de fosfolipidos presentes en la composicién mediante el
método Stewart permite afirmar que el porcentaje de fosfolipidos tras el proceso de

elaboracidén y extrusion se mantiene practicamente inalterado.

Quinta. La eficacia de tiolacién de la proteina arrojé unos resultados muy

favorables cumpliéndose la relaciéon molar SH/proteina 3/1.

Sexta. La microscopia de fluorescencia, los estudios de IR, asi como analisis
elemental de azufre arrojaron como resultado el éxito de la conjugaciéon del

liposoma sintetizado a la proteina tiolada.

Séptima. La liofilizacién es una técnica eficaz para mejorar la estabilidad de la

formulacién sin alterar ninguna de sus cualidades.
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Introduccion

1.1. ENFERMEDAD DE PARKINSON
1.1.1. Concepto y epidemiologia

La enfermedad de Parkinson (EP) fue descrita por primera vez en 1817 por James
Parkinson, bajo la denominacién de paralisis agitante. Se define como una
enfermedad neuroldgica idiopatica, clinicamente caracterizada por trastornos

motores (Davie, 2008).

Generalmente, afecta a partir de los 50 afios de edad (Bonifacio y cols., 2014). A nivel
mundial, se estima una incidencia de unos 6,3 millones de personas, siendo en
Espafa aproximadamente unas 150.000 las personas afectadas, segun los datos

publicados en los tltimos afios (Luquin y cols., 2017).

Se trata de una patologia cronica degenerativa, en la cual los sintomas se agravan
conforme la enfermedad avanza. Se conoce que el sindrome clinico de la EP resulta
de la degeneracién idiopatica de las células dopaminérgicas en la parte compacta de
la sustancia negra (Figura 1). Si bien la causa de dicha degeneracién no se conoce
con certeza, el estrés oxidativo puede jugar un papel muy importante, lo que
conduce a la deplecion del neurotransmisor dopamina, producido por las neuronas

en la sustancia negra y liberdndose en el nicleo caudado (Levine y cols., 2003).

Figura 1. Representacién de las células productoras de dopamina en el cerebro (De la Casa,

2013).
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1.1.2. Fisiopatologia

La EP se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas
localizadas en la parte compacta de la sustancia negra, la cual proporciona la
inervacion dopaminérgica al cuerpo estriado. La aparicion de inclusiones (cuerpos
de Lewy) y la pérdida de este tipo de neuronas son aspectos fisiologicos del
envejecimiento, pero en los pacientes afectados por la EP, la pérdida es mas precoz
y mas rapida, apareciendo los sintomas cuando se ha perdido el 70-80% de la

poblacién neuronal.

La EP propiamente dicha es de etiologia desconocida y tiene un caracter progresivo
e irreversible. Aunque se piensa que factores genéticos y ambientales son los
causantes, el envejecimiento neuronal o apoptosis y el estrés oxidativo se
convierten en las causas principales que llevan a la aparicién y progresion de la
enfermedad. La teoria del estrés oxidativo se considera la mas aceptada en su

desarrollo.

En los afos 90 se propuso que durante el metabolismo de la dopamina endégena
(DA), en la cual se encuentra involucrada la enzima mono-amino oxidasa tipo B
(MAO-B), se originan como productos secundarios radicales libres, que serian los
responsables de la neurodegeneracién. Ademds, se demostré que también
disminuye la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD), cuya funcién es la
de eliminar los radicales libres de la sustancia gris del cerebro, provocando asi su

incremento con la consiguiente degradacién neuronal (Breen, 2004; Selkoe, 2004).

La EP se caracteriza por sintomas como: bradicinesia, que puede convertirse en
acinesia en fases avanzadas; temblor en reposo de las manos, con movimientos de
frotacion del indice, acompafiado del resto de los dedos, sobre todo el pulgar; rigidez
muscular, reflejada como resistencia a los movimientos pasivos de las
extremidades, y postura anormal. Dichos sintomas van acompafiados de signos
caracteristicos como: modo de andar arrastrando los pies, inexpresividad facial,
deterioro del habla e incapacidad para efectuar tareas que requieran destreza

(Pahway cols., 2007).
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Otros sintomas que aparecen durante el desarrollo de esta enfermedad
neurodegenerativa son de presentacion menos constante, pero contribuyen a
deteriorar la calidad de vida del paciente. Entre ellos destacan las alteraciones
cognitivas (demencia, pérdida de memoria), de la percepciéon (alucinaciones,
delirio, falsas percepciones), de la emotividad (depresion), de los patrones de sueio,
gastrointestinales (sialorrea, disfagia) y cutaneas (sudacion excesiva, seborrea), asi
como la posible presencia de acatisia, dolor muscular y neuropético y piernas

inquietas (Eriksen y cols., 2005).
1.1.3. Tratamiento

La EP es una patologia individualizada que requiere una asistencia personal de cada

paciente.

Se sabe que la mayoria de los sintomas de la EP estan producidos por falta de
dopamina en el cuerpo estriado cerebral. Aunque hoy dia no existen farmacos
curativos de la enfermedad, si que se utilizan otros como paliativos de la
sintomatologia para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Asi, la mayoria de
los farmacos antiparkinsonianos estan disefiados para restituir, simular o mejorar
temporalmente los niveles de dopamina, consiguiendo de este modo mejorar los
sintomas. La mayoria de los firmacos pretenden aliviar la rigidez muscular, mejorar

la velocidad y la coordinacion del movimiento, asi como reducir los temblores.

Otras investigaciones ponen de manifiesto que pacientes que sufren EP temprana,
no requieren inicialmente terapia dopaminérgica, aunque no esta claro si esto es
debido al efecto conocido y sintomatico de las enzimas IMAO o bien a un efecto
neuroprotector de las mismas. Entre los efectos neuroprotectores de este grupo se

incluye la proteccion frente al dafio oxidativo (Kulisevsky y cols., 2013).

En la tabla 1 se recoge el amplio arsenal terapéutico disponible en Espafia para

paliar la EP.
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Grupo farmacolégico

Precursores de la

dopamina

Agonistas

dopaminérgicos

Mecanismo accion

Debido a la incapacidad de la dopamina para
atravesar la BHE y alcanzar el SNC, se utiliza un
precursor de dopamina llamado L-dopa, capaz
de alcanzar las neuronas, lugar en el que se
convierte en dopamina. Asi, L-dopa repone
dopamina en el cerebro, siendo el fAirmaco mas
eficaz para tratar los sintomas de la EP (sobre
todo la lentitud de movimiento y la rigidez
muscular; y en menor grado el temblor, los
problemas de equilibrio y las alteraciones de la
postura). L-dopa sufre un rapido proceso de
descarboxilacion periférica formando
dopamina. Es por ello que, tras su
administracion, L-dopa se metaboliza en gran
parte antes de llegar al SNC. Para evitar este
proceso de descarboxilacién, se asocia a
moléculas inhibidoras de la descarboxilacion
periférica como carbidopa o benserazida,
permitiendo que llegue la cantidad suficiente de
L-dopa al cerebro. De esta forma, se mejora la
efectividad del farmaco y disminuyen sus

efectos secundarios.

Actilan uniéndose a los receptores de la
dopamina, aliviando los sintomas de la EP.
Suelen ser menos eficaces que L-dopa en el
control de la rigidez y la lentitud de los
movimientos. Se emplean como monoterapia en
la EP temprana o como tratamiento

complementario de L-dopa.

Se distinguen derivados ergdticos como

bromocriptina, lisurida, cabergolina y pergolida
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y derivados no ergéticos como pramipexol,

ropinirol, rotigotina, apomorfina y amantadina.

Inhibidores de la Inhiben la degradacion de la dopamina. Azilect®
monoaminooxidasa-B antienen dopamina activa durante mas tiempo Plurimen®
(IMAO) en el cerebro. Se emplean en la fase precoz de la
EP y en fases avanzadas, mejorando los efectos
de L-dopa.
Inhibidores de la La administracién de inhibidores de la COMT Comtan®
i junto a L-d impide la d dacién de ésta,
catecol-O-metil junto a L-dopa impide la degradacion de ésta Tasmar®
transferasa (COMT) aumentando su disponibilidad en el cerebro. Se
trata de una alternativa basada
fundamentalmente en prolongar los efectos de
la L-dopa bloqueando su metabolismo.
Anticolinérgicos La acetilcolina es la encargada de regular y Akineton®
controlar el movimiento. Estos medicamentos
Kemadren®
presentan efectos secundarios como sequedad
Artane®

de boca, visidn borrosa, etc., por lo que no se
recomienda su utilizacién en pacientes que
presentan una edad mayor a 67 afos. Se
administran en EP con la finalidad de reducir los

temblores y la rigidez del paciente.

Tabla 4. Tratamientos para la enfermedad de Parkinson (Levine y cols.,, 2003; Kulisevsky y
cols., 2013). BHE: barrera hematoencefdlica. SNC: sistema nervioso central. COMT: catecol-o-

metil transferasa.
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1.2. LEVODOPA
1.2.1. Antecedentes

Desde suintroduccion en la terapéutica a principios de la década de los 60, levodopa
o L-dopa se ha convertido en uno de los firmacos mas sorprendentes en Neurologia.
Su capacidad de inducir una mejoria casi milagrosa en sujetos portadores de la EP,
rapidamente la convirtieron en el firmaco de eleccién para esta enfermedad. Han
pasado casi 60 afios desde aquella irrupcién de levodopa en terapéutica y contintia

siendo el principal fArmaco para tratar esta patologia (Zappiay cols., 2009).

Como se ha referido anteriormente, debido a que la dopamina no atraviesa la BHE,
cuyo aporte seria lo ideal para tratar la enfermedad, se recurre al aminoacido
precursor inmediato, L-dopa, que la atraviesa por transporte facilitado,
caracteristica propia de aminoacidos aromaticos. Como es bien sabido, este
transporte es saturable y esta sometido a fen6menos de competencia entre los
aminoacidos que lo utilizan. En base a esto, se parte de la tirosina, que es un
aminoacido esencial que se transforma en L-dopa, precursor de la dopamina,
mediante la enzima reguladora tiroxina hidroxilasa. No obstante, a pesar de esta via
de sintesis, se ha demostrado que la administraciéon de una mayor cantidad de

tirosina tampoco genera un incremento significativo de dopamina (Carlsson, 2002).
1.2.2. Estructura quimica

Su nombre quimico es L-3,4 dihidroxifenilalanina y su férmula empirica es
C9H11NO4, siendo su peso molecular 197,2. En la figura 2 se muestra su estructura

quimica.

@)

OH

HO NH»>

OH

Figura 2. Estructura quimica de la levodopa

(http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product).

-114-


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product

Introduccion

1.2.3. Propiedades fisicoquimicas

L-dopa se presenta en forma de polvo cristalino, blanco o casi blanco. A temperatura
ambiente, presenta una solubilidad de 66 mg/mL en agua, 1 mg/mL en DMSO y 0,5
mg/mL en HCl. Es insoluble en etanol al 96%. Presenta un punto de fusién entre 276

y 286 °C y una absorcion UV maxima a 280 nm.

Se trata de un compuesto hidrofilico, que presenta carga positiva y negativa
(zwitterion) en valores de pH de 3 a 9, 1o que provoca su baja solubilidad cuando se

encuentra la solucién dentro de este rango (Kankkunen y cols., 2002).

Es una molécula facilmente oxidable, por lo que debe conservarse en envases bien

cerrados y protegidos de la luz.
1.2.4. Mecanismo de accion

Tras su administracion por via oral, levodopa alcanza el SNC tras cruzar la BHE por
medio de transportadores que permiten su paso desde el intestino. Una vez en la
circulacion encefalica, entra a la neurona directamente y es convertida en dopamina
mediante la dopamina descarboxilasa (DDC). Levodopa y sus derivados siguen
diversas vias metabolicas intra y extraneuronales como se recoge en la figura 3

(Juncos, 1992).

-115-



Introduccion

BHE

Dopamina
MAD COMT

LA

o D

Figura 3. Vias del metabolismo de levodopa. DDC: Dopa descarboxilasa; COMT: Catecol orto

metil transferasa; BHE: Barrera hematoencefdlica; 3-OMD: 3-orto metil dopa; 3,4-DFA: Acido
3,4- dihidroxifenil acético; 3-MT: 3-metoxitiramina; HVA: Acido homovanilico (Mercuri y cols.,

2005).

Este precursor de la dopamina estd involucrado en la via de biosintesis de
catecolaminas (John y cols.,, 2007) interviniendo en la sintesis de dopamina,
noradrenalina y adrenalina, siendo la dopamina la primera catecolamina producida
a partir de levodopa, seguida de la sintesis de adrenalina y noradrenalina por

diferentes modificaciones de esta molécula.

Una vez alcanza el cerebro, levodopa se convierte rapidamente en dopamina por la
enzima dopa descarboxilasa (Fan, 2008). Este neurotransmisor acttia estimulando
directamente los receptores dopaminérgicos tipo 1 y tipo 2, asociandose los

receptores del tipo 1 con un mayor riesgo de complicaciones motoras.

Laliberacion de la dopamina desde la terminal sinaptica se haria siguiendo el patrén
de descarga tonico y fasico caracteristico de la sinapsis dopaminérgica. La dopamina

liberada al espacio sinaptico es recaptada por la neurona dopaminérgica a través
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del transportador de dopamina (DAT) y realmente almacenada para su liberacidn.
Este mecanismo de aclaramiento sinaptico es altamente eficiente (Jankovic, 2002).
Probablemente, levodopa, ademas de convertirse en dopamina, sufre
transformacion a noradrenalina, asi como a productos trazas de aminas, los cuales

actian en receptores no dopaminérgicos (Figura 4).

Neurona
dopaminérgica P S
i Inhibidores " |

SUSTANCIA S S s ey ® | del metabolismo|
NEGRA. - S e
/ Tirosina \
/ Tirosina- \
e - | hidroxilasa i
@ ! Levodopa | | \ @
e | L-Dopa - comT
\ @ "
\ LAAD l i
v GHN /
{Inhibidores > . -
O |"WINE| S\ bopamina -
| Sl \ P
\ / ®Acetilcolina
/i { Dopamina
® |Amantadina| B @) R [Antimuscarinicos|
ST 7 l AN | centrales |
\ eiudey
)
CUERPO o S ed (s>,
ESTRIADO ®

Dopamina <€—— c,\ﬁ%r
[ Agonistas |
\.Egpamlnerglcos {

Receptores

Figura 4. Esquema de los lugares de accidn de los fdrmacos empleados en el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson. COMT: Catecol-O-metiltransferasa: LAAD: L-aminodcido aromdtico-

descarboxilasa; MAO: Monoamino oxidasa (Mercuri y cols., 2005).

La combinacién de estos fendmenos podria explicar la magnifica potencia de este
farmaco en la EP, superior en todas las etapas a la obtenida por la estimulaciéon

directa de los receptores mediante el empleo de agonistas dopaminérgicos (Mercuri
y cols., 2005).

Como se refirié en la Tabla 1, las formulaciones de medicamentos de levodopa
comercializadas involucran a otros fairmacos como carbidopa y benserazida, que

contribuyen a prevenir la conversiéon a dopamina fuera del SNC (Krack y cols,,
1998).
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1.2.5. Farmacocinética
1.2.5.1. Absorcion

Cuando se administra por via oral, levodopa es absorbida en el intestino delgado,
absorbiéndose en su totalidad en el duodeno y en las primeras porciones del
yeyuno. Este proceso tiene lugar a través de un sistema de transporte
estereoespecifico y saturable, compartido por todos los aminoacidos neutros de
elevado peso molecular (valina, leucina, isoleucina, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Por ello, la absorcién de levodopa empeora algo tras una alimentacién
rica en proteinas, pues aumenta la concentracién de aminoacidos competidores, y
mejora tras la ingesta de comidas ricas en hidratos de carbono. No obstante, aunque
los alimentos interfieren en la absorcién del farmaco, se suele administrar con las
comidas, o inmediatamente después, para reducir sintomas como nduseas y

vomitos (Stocchi y cols., 2005).

Los niveles plasmaticos alcanzan el valor maximo alrededor de 1 hora después de
su administracion, dependiendo de los valores de pH y ritmo de vaciamiento
gastrico. La biodisponibilidad media es del 30%, aunque las variaciones

interindividuales son numerosas (Khor y cols., 2007).
1.2.5.2. Disposicion

Una vez alcanzada la circulacion sistémica, levodopa se distribuye en el organismo,
alcanzando érganos como higado, musculo y rinén. No obstante, los procesos
metabolicos sobre la molécula se inician ya en el tracto gastrointestinal. A nivel
gastrico, la decarboxilaciéon de levodopa aumenta en presencia de factores que
retarden su vaciamiento, como la disminucién del pH gastrico, estrefiimiento y los
farmacos con efecto anticolinérgico, que generan enlentecimiento y reduccion de la
absorcién del fairmaco (Chanay cols., 2009). En la mucosa intestinal también existen
procesos de descarboxilacion, propagandose después en casi todos los tejidos, por
lo que la concentracion que alcanza en circulacion sistémica es muy reducida debido

a la biotransformacion presistémica a dopamina por acciéon de la DDC.
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En el plasma, y en presencia del inhibidor de la DDC, levodopa es metabolizada a
nivel hepatico, muscular, renal y en los glébulos rojos por la COMT, formando 3-o-
metil-dopa (3-OMD). Este posee una semivida de 24 h en el plasma y se acumula,
llegando a alcanzar niveles plasmaticos de 10-20 veces superiores a los de levodopa.
De hecho, se ha demostrado que elevados niveles de 3-OMD interfieren el paso de
levodopa a nivel de 1a BHE (Chana y cols., 2009). Sin embargo, en la practica clinica,
esta contribucidn es escasa en relacidn al pool de aminoacidos neutros de cadena

larga que compiten por la entrada de levodopa a nivel cerebral.

Por tanto, debido a su extenso metabolismo, son necesarias dosis muy elevadas del
farmaco para obtener el efecto deseado. Por este motivo, se asocia junto con
inhibidores de la dopa-descarboxilasa periférica, tales como carbidopa y
benserazida, las cuales impiden la transformacién prematura a dopamina,
permitiendo administrar dosificaciones menores y minimizar asi los efectos
secundarios gastrointestinales y cardiovasculares provocados por la dopamina
formada antes de llegar al cerebro. Tales asociaciones han desplazado
practicamente a levodopa sola, ademas de obtener una respuesta mas rapida al

inicio del tratamiento (Khor y cols., 2007).

Los niveles plasmaticos de levodopa que acceden a cerebro han de atravesar la BHE,
y lo hacen mediante un sistema de transporte activo. Una vez alli comienza un
proceso de acceso neuronal que ha sido previamente detallado en el apartado de

mecanismo de accion.

En lo que respecta al proceso de excrecion, la mayor parte de la dosis es

excretada por la orina, mientras que una pequefia fracciéon lo hace por las heces.
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1.2.6. Reacciones adversas

Las reacciones adversas mas caracteristicas al inicio del tratamiento son
alteraciones gastrointestinales que cursan con nauseas, vomitos y anorexia y, en
ocasiones, Ulcera péptica y hemorragia gastrointestinal. Estas reacciones pueden
acompanarse de alteraciones cardiovasculares con hipotension ortostatica, que
normalmente es asintomatica, pero puede verse asociada con debilidad y mareos,
arritmias cardiacas e hipertension. Asimismo, son frecuentes las alteraciones
psiquicas, que afectan principalmente a ancianos e incluyen agitacion, ansiedad,
euforia, pesadillas e insomnio, y raras veces somnolencia y depresidén. Pueden
aparecer alteraciones mas graves, como agresion, alucinaciones paranoicas, delirio,
depresidn grave, con o sin comportamiento suicida, y cuadros de demencia. En estos
casos se debe reducir la dosis o suprimir la terapia. Estos efectos psiquicos son mas
prevalentes en los pacientes con Parkinson postencefalico o con historial de

alteraciones mentales (Kaiser y cols., 2003).

También se han observado movimientos respiratorios exagerados y crisis
oculdgiras (desviacion involuntaria de la mirada) en individuos con Parkinson
postencefalico, y el conocido efecto off-on (alternancia rapida de normalidad y
aquinesia) en terapias de larga duracién. Raramente, puede aparecer anemia

hemolitica autoinmune y leucopenia transitoria.

Los efectos sobre la funcién hepatica y renal son generalmente leves. Ademas, se ha
observado coloracién rojiza de la orina, que en reposo se oscurece, y de otros fluidos

corporales.

Las alteraciones gastrointestinales y cardiovasculares son menos frecuentes
cuando se administra junto con un inhibidor de la dopa-descarboxilasa, pero los
efectos centrales como la disquinesia y las alteraciones mentales aparecen al

principio del tratamiento (Kaiser y cols., 2003).
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1.2.7. Avances en la administracion de levodopa

Actualmente, se puede encontrar en el mercado espafiol levodopa asociada a otros

compuestos, como se recoge en la Tabla 2.

Formulacién Forma Presentacion

farmacéutica

L-dopa + Benserazida Comprimidos via Madopar® (250 mg /50 mg)

oral Madopar retard® (100 mg /25 mg)
L-dopa + Carbidopa Comprimidos via Sinemet® (250 mg /25 mg)
oral Sinemet retard® (200 mg / 50 mg)
Sinemet Plus® (100 mg /25 mg)
Sinemet Plus retard® (100 mg /25
mg)
L-dopa + Carbidopa Gel intestinal Duodopa® (20 mg /5 mg)

Tabla 5. Formulaciones de levodopa asociada a otros compuestos comercializados en el

mercado espafiol.

Las presentaciones Madopar®, Sinemet® y Sinemet Plus® son de liberacién
inmediata, mientras que las presentaciones retard se encuentran recubiertas por
una pelicula que controla la cesién del firmaco, produciendo una liberacion
prolongada del mismo. Como es bien sabido, estos sistemas suponen una ventaja
frente a los de liberacion inmediata, ya que se reduce la frecuencia de
administracion del farmaco, simplificando la posologia y consiguiendo un mejor

cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.

Duodopa®: Forma de presentaciéon de levodopa /carbidopa en forma de gel
intestinal. El gel se administra mediante una bomba portatil de perfusidn,

dispositivo colocado en el exterior del abdomen que conecta con el intestino a través
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de una sonda muy fina, depositando en el intestino la cantidad de levodopa que
requiere el paciente. Se emplea en el tratamiento del estado avanzado de la EP con
fluctuaciones motoras graves e hiperdiscinesias cuando han fracasado las
combinaciones de medicamentos disponibles. Esta presentacion conlleva ciertas
ventajas, como la administracion constante de levodopa, asi como una absorcion
directa del firmaco en el intestino delgado, evitando la barrera gastrica, que a veces
supone un retardo en la absorciéon del firmaco por no permitir el avance de

levodopa hasta el intestino delgado (Santos-Garcia y cols., 2012).

En los ultimos afios son muchos los estudios realizados para conseguir una mejora
en el tratamiento de la EP con levodopa. A continuacién, se mencionan algunas de
las nuevas presentaciones de levodopa originadas por asociacién con otros
compuestos o por modificaciones quimicas que le confieren distintas caracteristicas

farmacocinéticas:

e Triple combinacién: combinacion de levodopa con un inhibidor de la DDC

y un inhibidor de la COMT (Stalevo®). Ha sido aprobado por la FDA para uso
en portadores de EP que presentan deterioro de fin de dosis. Prolonga la
duracion del efecto en 30 minutos por administracién y permite una
reduccion de la dosis diaria de levodopa en 100 a 200 mg (Deane y cols.,,
2004). Este medicamento puede aumentar las discinesias, lo que se resuelve
reduciendo la dosis total. Asimismo, puede aparecer coloracion oscura de la

orina.

e Levodopa metil éster (Melevodopa®): profarmaco muy soluble en agua.
Administrado por via oral, reduce el tiempo necesario para alcanzar el
estadio de beneficio motor y resulta especialmente ttil en portadores de EP
con complicaciones motoras (Swope, 2004). Este medicamento adn esta en

fase Il de evaluacion en Europa.
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e Parcopa®: forma de presentacion de levodopa/carbidopa en forma de
solucion oral. Su mayor ventaja radica en la facilidad para la ingestidn, asi

como la disminucion del tiempo de vaciado gastrico (Keating y cols., 2005).
1.3. ESTABILIDAD DE LEVODOPA

Desde hace ya algunos afos, existen evidencias suficientes que demuestran que
levodopa es una molécula facilmente oxidable en presencia de agua y luz. Asi mismo,
se ha demostrado que el pH del medio influye drasticamente en la estabilidad de
esta molécula, de forma que sufre un rapido proceso de oxidacién a pH basico,
mientras que a pH acido se ralentiza, aumentando significativamente su estabilidad

(Nigam, 2015).

El proceso oxidativo de levodopa conlleva la formaciéon de melaninas, generando
especies reactivas de oxigeno (radicales libres O,, OH, H20>), tal y como sefialaron
Spencer y cols. (1994). Estos radicales libres generados pueden reaccionar con
componentes celulares, como el ADN, causando un dafio celular que puede conducir

a otras enfermedades, como la enfermedad de Alzheimer o la EP.

Este mecanismo de oxidacién de levodopa que conduce a la formacién de melaninas
ha sido ampliamente estudiado por numerosos autores (Korytowski y cols., 1987;
Halliwell, 2001; Nigam, 2015). Dicha transformacion ocurre en cuatro etapas, como
se observa en la figura 5, siendo las reacciones que tienen lugar las que se resumen

a continuaciéon (Kamkaen y cols., 2007):

(1) Formacion de la quinona 3,4-quino-fenilalanina de cadena abierta

(dopaquinona).

(2) Ciclacion de la quinona a acido 2,3-dihidro-5,6-quinona-2-carboxilico

(dopacromo).

(3) Conversiéon de dopacromo en 4acido 5,6-dihidroxiindol-2-carboxilico y

posteriormente en 4cido indol-5,6-quinona-2-carboxilico.

(4) Formacion de melaninas como producto final (Eumelaninas).
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Eumelaninas

Figura 5. Sintesis de eumelaninas a partir de L-dopa (Kamkaen y cols., 2007).

Numerosos autores han demostrado que el proceso de oxidacién de levodopa
acelera enormemente la generacion de radicales libres a partir de la reaccion de
Fenton (Kruk y cols., 1989; Kladny y cols., 1995; Bounias y cols., 1997). Esta
generacion de radicales libres es debida a la formacion de cantidades considerables
de peréxido de hidrogeno (H202) en la primera etapa de la reaccion, es decir, cuando
se produce la transformacién de la amina en amina quinona y tiene lugar el cierre
del anillo que da como resultado la formacién de los compuestos dopacromo y 5,6

dihidroxiindol (Swan, 1974).

En base a este comportamiento, se ha demostrado que la presencia de antioxidantes
en una formulacién de levodopa contribuye a la estabilidad del farmaco, frenando
el proceso de oxidacién mediante la captaciéon de radicales libres y actuando como

portadores de protones (Zaitone y cols., 2013).
1.3.1. Moléculas antioxidantes y mecanismos de accion

Como se ha expuesto en el apartado anterior, levodopa es una molécula muy
susceptible a la oxidacion; es por ello que la adicion a la formulacién de un agente
antioxidante contribuiria activamente a prevenir o retardar dicho proceso que, en

algunos casos, podria revertir el dafio oxidativo de las moléculas afectadas.
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Los componentes antioxidantes ejercen su accion siguiendo distintos mecanismos.

Para facilitar su comprension, se acude previamente a una clasificaciéon de los

antioxidantes existentes (Flora, 2009), entre los que se distinguen:

Antioxidantes enzimaticos, como superdxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa, glutatién S-transferasa, tiorexina-reductasa y sulfoxi-

metionina-reductasa.

Antioxidantes no enzimaticos, como glutatién, acido trico, acido dihidro-

lipoico, ubiquinol (Co-enzima Q) y melatonina.

Vitaminas antioxidantes, como acido ascorbico, alfa-tocoferol y beta-

caroteno.
Carotenoides como luteina, zeaxantina y licopeno.

Polifenoles, en sus categorias de flavonoides y no flavonoides.

En base a su mecanismo de accion, los antioxidantes se clasifican en:

Antioxidantes primarios. Previenen la formacion de radicales libres,
evitando de ese modo el dafio oxidativo. Existen tres mecanismos por los
que llevan a cabo su accién: a) mediante descomposicién enzimatica de
radicales H20>. En este grupo cabe destacar las enzimas catalasa y glutatién
peroxidasa, asi como curcumina; b) mediante secuestro por quelacion de
iones metdlicos cataliticos, destacando proteinas como transferrina,
ferritina, albimina, y otros como AEDT; c) desplazando enzimaticamente las
especies reactivas de oxigeno, destacando la enzima superéxido dismutasa

(SOD) (Mishra y Bisht, 2011).

Antioxidantes secundarios. Atrapan los radicales libres que se forman,
impidiendo asi la iniciacién de la cadena oxidativa o interrumpiendo su
propagacion. Entre estos se distinguen los de naturaleza hidrofilica (4cido
ascorbico, acido urico, bilirrubina) o los lipofilicos (vitaminas E y A,

carotenoides, melatonina, estrégenos) (Butterfield y cols., 2002).
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e Antioxidantes terciarios. En caso de que los anteriores sistemas
antioxidantes no sean eficaces y las biomoléculas se oxiden, todas las células
contienen una serie de enzimas que conforman los llamados sistemas de
reparacion. Dichos sistemas incluyen enzimas encargadas de restaurar
directamente las biomoléculas a su conformacién nativa, as{ como enzimas
catabdlicas que pueden degradar especificamente las moléculas no
funcionales; esta degradaciéon puede servir no sélo para eliminarlas del
citosol, sino para aumentar la cantidad de precursores para una posible

resintesis (Decker y cols., 2005).

Ya que existe una gran variedad de moléculas antioxidantes y ante la imposibilidad
de realizar estudios con todas ellas, en el presente trabajo de investigacion se
seleccionaron tres antioxidantes, con el fin de determinar el antioxidante mas
apropiado para la formulacién de levodopa a desarrollar: curcumina, acido

ascorbico y superdxido dismutasa.
1.3.1.1. Curcumina

Curcumina es un compuesto polifendlico derivado del rizoma de Curcuma longa. Se
trata de una molécula que esta despertando un gran interés en los ultimos afios
porque presenta una gran variedad de actividades farmacoldgicas, tales como
antiinflamatorio, antioxidante, anticancerigeno, antivirico, hepatoprotector,

antidiabético y neuroprotector (Lim y cols., 2001; Ullah y cols., 2017).

Respecto a su presentaciéon, la forma comercial contiene tres componentes
principales: curcumina (aprox. 77%), detoxicurcumina (aprox. 17%) y

bisdetoxicurcumina (aprox. 3%), como se muestra en la figura 6.
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Detoxicurcuming
(Curcuminoide 1)

Bisdetoxicurcumina
{Curcuminoide 1)

H OH

Figura 6. Estructura de los tres principales curcuminoides de curcumina
(https://www.researchgate.net/Chemical-structure-of-curcuminoids-curcumin-

demethoxycurcumin-and-bisdemetohxy-curcumin_figl 255695470).

Desde el punto de vista quimico, curcumina es soluble en dimetilsulféxido, etanol o
acetona; sin embargo, es extremadamente insoluble en agua a pH acido y neutro,
siendo soluble en alcalis (Suresh y cols., 2013). Ademas, este polifenol se caracteriza
por ser quimicamente inestable en condiciones acidas y alcalinas, asi como sensible
alaluz solar. En condiciones fisiolégicas puede existir en dos formas tautoméricas,
ceto y enol, que coexisten en equilibrio (Figura 7). Dicho equilibrio tautomérico
depende en parte de la polaridad y del pH del disolvente, de forma que en
disolventes no polares, curcumina existe en la forma enélica, debido a la formacién
de puentes de hidrégeno intramoleculares, mientras que en presencia de

disolventes polares predomina la forma ceto (Dinkova-Kostova y cols., 1999).
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Asi mismo, en soluciones acidas y neutras domina la forma ceto de la curcumina y
actla como un potente donador de atomos de hidrégeno, mientras que en
condiciones alcalinas predomina la forma endlica, actuando como donador de

electrones (Jovanovic y cols., 1999).

Forma
endlica

Figura 7. Representacion del equilibrio tautomérico ceto y enol de curcumina (Basnety Skalki-

Basnet, 2011).

Con estas premisas, Wang y cols. (1997) demostraron ya una importante
dependencia del pH de la curcumina sobre su solubilidad. A pH < 1, las soluciones
acuosas de curcumina presentan un color rojo, que indica la existencia de la forma
protonada (H4A*). En el intervalo de pH de 1 a 7, la forma neutra aumenta (HzA),
siendo la solubilidad en agua muy baja en este rango de pH y la preparacién
adquiere un color amarillo. A pH > 7,5, la solucién posee color rojo y las formas
anidénicas son predominantes, como resultado de la disociacién de los tres protones

acidos en la curcumina (formas HzA-, HAz y Az’).

Cabe destacar que los principales componentes colorantes de la curcumina son
relativamente estables a pH acido, pero se descomponen rapidamente a pH basico.
Sobre esta base de solubilidad y estabilidad de la curcumina, es evidente que a pH
fisioldgico, la molécula es poco soluble en agua e inestable. Es por ello que la
absorcidn gastrointestinal sea escasa. Si se afiade un importante metabolismo

intestinal y hepatico, todo ello resulta en una deficiente biodisponibilidad oral
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(Hergenhahn y cols, 2003). Por lo tanto, el desarrollo de un sistema de
administraciéon de farmacos eficaz, capaz mejorar la estabilidad de curcumina
administrada por otras vias se convierte en una estrategia adecuada para mejorar

la administracion de este farmaco (Liy cols., 2007).

Como se ha comentado con anterioridad, el estrés y el dafo oxidativo se encuentran
implicados en la fisiopatologia de muchas enfermedades cronicas, trastornos
inflamatorios y degenerativos. La generaciéon de ROS, particularmente O, y OH-,
juegan papeles importantes en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas
como la EP y el Alzheimer (Aggarwal y cols., 2006; Biesalski, 2007). Algunos autores
postulan que la propiedad antioxidante de la curcumina radica principalmente en
su estructura fendlica (Priyadarsiniy cols., 2003; Ak y Giilcin, 2008), de manera que
la mayor eliminacién de radicales libres se ha observado en compuestos con grupos
hidroxi-fendlicos, que restringen la donacién de electrones, como dos grupos
metoxi en posicion orto (Youssef'y cols., 2004). Esto es debido a que la curcumina
es un captador de electrones mas potente que detoxicurcumina y
bisdetoxicurcumina (Jayaprakasha y cols., 2002). La molécula de curcumina en la
forma tautomérica enol posee propiedad eliminadora de radicales libres (Goel y
cols., 2008), mientras que en la forma ceto, el grupo metileno es sustituido por un
grupo B-dicetona (heptadienona), que posee capacidad de eliminar los radicales
libres (Venkateswarlu y cols., 2005). No obstante, la sola presencia de 3-dicetona no
es suficiente para captar los radicales libres que se hayan producido (Jovanovic y

cols., 2001).

Numerosos estudios han demostrado los grandes beneficios que proporciona
curcumina frente a las enfermedades neurodegenerativas, debido a su potente
actividad antioxidante y antiinflamatoria (Song y cols., 2016). Ademas, autores
como Mythriy cols. (2012) la consideran una molécula prometedora frente a la EP,
debido a sus propiedades neuroprotectoras. Este polifenol presenta numerosos

beneficios frente a la EP, ya que previene la reducciéon de dopamina, la muerte de
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las neuronas dopaminérgicas y la inflamacion, a la vez que controla el proceso del

estrés oxidativo.
1.3.1.2. Acido ascérbico

El 4cido ascérbico o vitamina C es un acido organico con capacidad antioxidante. Es
hidrosoluble, termolabil y se oxida con facilidad. Interviene en numerosas
reacciones metabolicas, ya que posee una potente actividad reductora debido a la

presencia de sus dos grupos donadores de protones.

Su actividad antioxidante deriva del desplazamiento del acido L-ascorbico a su
forma oxidada L-dehidroascorbico, lo cual también habilita a la molécula para
combatir con los radicales oxidativos (*O2" y *“OH) y los radicales acuosos, como el

oxigeno singlete (Bielski y cols., 1985).

El 4cido ascérbico posee dos valores de pKa y el grado de ionizacién va a influir en
la formacién de su forma pro-oxidante o antioxidante, de modo que cuanto mas
ionizado se encuentre, mayor probabilidad tendra de ser un pro-oxidante si hay
hierro disuelto en el medio. Las dos formas moleculares principales del acido
ascorbico se encuentran en equilibrio y ambas presentan actividad bioldgica

(Figura 8).

OH OH
0 O
O e o]
HO T» HO
-4 +
HO OH Ze ZH e} 0
Acido L- ascorbico Acido L- dehidroascérbico

Figura 8. Formas moleculares en equilibrio de dcido ascérbico (Varshosazy cols., 2014).

Porlo general, el estado oxidado del 4cido ascérbico es dificil de determinar a un pH
< 2,ya que su reactividad a este pH es baja. Por otro lado, el acido ascérbico puede
regenerarse después de someterse a una oxidaciéon segun el desplazamiento del

equilibrio que lo devuelva hacia su forma original.
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Nagayama y cols. (2004) demostraron la capacidad de la molécula de acido
ascorbico para mejorar la biodisponibilidad de levodopa en pacientes con EP.
Parece ser que tras la administracion de acido ascérbico se produce un aumento de
la acidez gastrointestinal, favoreciendo la ionizacién de levodopa, forma en la que
se encuentra favorecida la absorcién de la misma. Otros autores como Varshosaz y
cols. (2014) han expuesto la capacidad neuroprotectora del acido ascorbico frente

a los radicales libres, siendo favorable su administracién en la EP.
1.3.1.3. Superoxido dismutasa

El grupo de las superdxido dismutasas (SOD) lo conforman diferentes tipos de
metaloenzimas denominadas asi porque contienen un ion metdlico en su centro
activo (manganeso, hierro o cobre). En las células eucariotas, los metales que se
unen son cobre y zinc (Cu y Zn-SOD) o manganeso y hierro (Mn y Fe-SOD). Estas
enzimas se distribuyen ampliamente en el citosol celular donde, solubilizadas,

constituyen enzimas bastante estables (De la Torre, 1994).

Las SOD son enzimas que tienen actividad antioxidante, por lo que ejercen un papel
relevante en la eliminaciéon de radicales libres de perdxido del organismo. Las
enzimas Fe- y Mn-SOD poseen monémeros de 200 aminoacidos y se encuentran
como dimeros o tetrameros, por lo que se trata de enzimas de gran tamaiio. Por su
parte, la enzima con centro activo de Cu o Zn-SOD, puede contener un monémero
de 150 aminod&cidos. A titulo de ejemplo, se puede apreciar en la figura 9, la enzima
Fe-SOD y Mn-SOD, siendo el color rosado el centro perteneciente al i6n Fe, y el de
color purpura al de ién Mn; la enzima Cu-, Zn-SOD, posee el ién Zn en color negro y

el mondémero del Cu se representa en color verde (Miller, 2004).
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Fe-SOD and Mn-SOD Cu.Zn-SOD

Figura 9. Estructura de las SOD (Miller, 2004).

El centro activo de la SOD, donde se localizan el cobre y el zinc, es el lugar donde se
produce la reaccion de catalisis por dismutacién del radical libre de superéxido (02
) en peroxido de hidrogeno (H202) y Oz en presencia del protén H+. Ambos estan
implicados en la proteccién celular contra la toxicidad causada por ROS. El zinc
forma parte de la estructura de la enzima (SOD) y su actividad puede disminuir si

hay una deficiencia de dichos elementos.

La reaccion de catalisis de la SOD se produce por un mecanismo de éxido-reduccion
por la accion del cofactor metalico. SOD posee dos moléculas de superéxido, una
libera un electrén y lo coloca en la otra. Asi, una de ellas termina con un electrén
menos, formando oxigeno normal, y la otra termina con un electrén extra. La que
contiene el electrén extra recoge entonces rapidamente dos iones de hidrégeno
para formar perdxido de hidrégeno. Por supuesto, el peréxido de hidrégeno es
también un compuesto peligroso, por lo que la célula debe usar la enzima catalasa

para desintoxicarse (Goodsell, 2007).

La EP se caracteriza por presentar un elevado nivel de la enzima SOD, se cree que
debido a la presencia de radicales libres como producto del metabolismo de la
dopamina, ejercido por la MAO-B. Sin embargo, se ha demostrado que los pacientes
tratados con levodopa presentan en sus células sanguineas una baja actividad SOD.
Este hecho es atribuible a que el metabolismo de dopamina produce estrés

oxidativo, obteniendo niveles altos de radicales peréxidos (H202) provocando asi
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una mayor actividad SOD y menor cantidad disponible de la enzima (Ihara y cols.,

1999).
1.4. SISTEMAS NANOTRANSPORTADORES DE FARMACOS

La Nanotecnologia esta evolucionando a ritmos agigantados. Se considera que en un
corto periodo de tiempo, el uso de los medicamentos no tendra como objetivo la
liberacion, absorcién y distribucion de la molécula activa en el organismo, sino que
se buscara una liberacion y accion del farmaco en el sitio del organismo donde se
localice la patologia. Ademas, no sélo se utilizaran como terapia farmacolégica, sino
que éstos también serdn investigados con fines diagnoésticos de las diferentes

patologias (Fernandez y cols., 2018).

En los ultimos afios, se han realizado importantes esfuerzos para desarrollar
estrategias que ayuden al paso de moléculas activas a través de la BHE. Entre éstos,
se han propuesto diferentes enfoques casi todos ellos basados en la Quimica, tales
como el uso de péptidos quiméricos, proteinas catiénicas y profarmacos, entre otros
(Navarro y cols.,, 2008; Wang y Maitz, 2018). Sin embargo, otras alternativas
basadas en la Nanotecnologia, han ganado una creciente atencién como estrategias
mas prometedoras para administrar farmacos dirigidos al SNC. Baste citar algunos
medicamentos que incorporan farmacos formando parte de sistemas
nanoestructurados, como doxorubicina liposomal o la unién a la albimina de
paclitaxel, ya utilizados en clinica, mientras que otros, tales como doxorubicina
incorporada en micelas poliméricas, se encuentran ain en ensayos clinicos (Micheli

y cols., 2012).

Existen diferentes estructuras nanométricas que se han ido desarrollando con el
tiempo, cada una con caracteristicas estructurales propias, pero con un objetivo
comun: servir de transporte de farmacos al lugar afectado, mejorando asi la
biodisponibilidad en el organismo. En la Tabla 3 se describen algunos de los

sistemas formulados para la administracion de farmacos hacia el SNC.
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Sistema transportador Propiedades

Plataforma  polimérica  versatil  para
. . direccionar de forma controlada, sostenida y

Nanoparticulas poliméricas ) )
selectiva farmacos de bajo peso molecular y

macromoléculas (genes y proteinas).

Formados por bicapas lipidicas que
encapsulan farmacos tanto hidrofébicos
Liposomas como hidrofilicos. Escapan al sistema inmune
cuando son recubiertos con PEG en su

superficie.

Vesiculas preparadas con tensioactivos no
Niosomas ionicos. Son capaces de encapsular farmacos

tanto hidrofébicos como hidrofilicos.

Estructuras de pequefio tamafo, alta
capacidad de carga, mayor potencial de
Micelas poliméricas solubilizacion de farmacos hidréfobos,
mejora de la estabilidad e incremento del

tiempo de circulacién en el organismo.

Estructuras constituidas por oligosacaridos

] . ciclicos naturales. Son capaces de encapsular
Ciclodextrinas _ _ _

farmacos en su interior favoreciendo su

solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad.

Tabla 6. Algunos tipos de nanoestructuras utilizadas como sistemas transportadores de

fdrmacos (Kapse-Mistry, 2014).
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1.4.1. Liposomas

Los liposomas han recibido una especial consideracibn como sistemas
transportadores de compuestos terapéuticamente activos, debido a sus especiales
caracteristicas, tales como la capacidad para incorporar farmacos hidrofilos e
hidréfobos, biocompatibilidad, baja toxicidad, no activacion del sistema inmune y
dirigir laliberacion de compuestos bioactivos al sitio de accién (Gonzalez-Rodriguez

y Rabasco, 2011).

Se trata de estructuras vesiculares esféricas, cuya caracteristica diferencial es la
presencia de una bicapa con componentes fosfolipidicos. Esta estructura favorece
la afinidad por las sustancias hidrofébicas (apolares) en una parte (cola) y por las
sustancias hidrofilicas (polares) en la otra porcién (cabeza) (Villasmil-Sanchez y

cols., 2010).

En la Figura 10 se puede observar la estructura que conforman los fosfolipidos en

un liposoma o en una micela.

Estructura de Fosfolipidos

Cabeza polar
° (hidrofilica)

Cabeza apolar

(hidrofébica)

( R}
W Colas
[seeeses]
Bicapa lipidica

' Liposomas

Figura 10. Estructura que forman los fosfolipidos (htpp://www.naukas.com).

Su caracter anfifilico les confiere propiedades Unicas que les permiten servir como
agentes vehiculantes de principios activos de naturaleza tanto hidrofilica como

hidrofébica. Por lo general, la parte hidrofébica se dispone en la zona externa del
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liposoma, mientras que la parte hidrofilica conforman el compartimento interno
acuoso del mismo. Por las propiedades de los constituyentes, estas vesiculas
presentan niveles bajos de toxicidad intrinseca, brindando adecuada proteccién al

principio activo.

En el organismo, a nivel sistémico, se produce un reconocimiento de los liposomas
por parte del sistema reticulo endotelial. Por esta razén, las propiedades
farmacocinéticas vendran determinadas por las caracteristicas fisicoquimicas del
liposoma. De la misma manera, en base a este principio, es posible modificar las
propiedades de las vesiculas en funcién del lugar de accidn, con fines a lograr en ese
sitio la mayor liberacion del farmaco, y disminuir en lo posible los efectos

secundarios (Navarro y cols., 2008).

No obstante, los liposomas no estan exentos de limitaciones, siendo una de las mas
importantes, la inestabilidad, queda en parte solventada tras la incorporacién en su

formulacion de sustancias como el colesterol (Kaur y cols., 2002).
1.4.2. Ciclodextrinas

En los ultimos afios, estd recibiendo una atencién considerable en el campo
farmacéutico la inclusién de farmacos en ciclodextrinas, ya que éstas contribuyen a
mejorar ciertas caracteristicas de los fairmacos, como solubilidad en medio acuoso,

estabilidad quimica y biodisponibilidad (Kfoury y cols., 2014).

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacaridos ciclicos, formados por unidades de
glucopiranosa. Son sustancias cristalinas, homogéneas y no higroscdpicas (Szejtli,
2004). Tienen forma de anillo tronco cénico con los C; y Cz de los residuos de glucosa
hacia el interior del anillo y con el Cg hacia el exterior. A su vez, los -OH del C¢ de las
CD se encuentran situados en la cara ancha del tronco cénico, mientras que los -OH
de los C2 y C3lo hacen en la cara estrecha de dicho tronco (Gharib y cols., 2015). Su
cavidad interna es relativamente hidrofébica, mientras que su superficie externa es
hidrofilica. Como resultado, las CD pueden atrapar las moléculas hidrofébicas para

formar complejos de inclusiéon solubles en agua (Moyano y cols., 1994; Szejtli,
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1997). Mediante difraccién de Rayos-X se ha demostrado que las CD tienen un
interior altamente apolar (grupos -CH) y una superficie exterior hidrofilica debido
a los grupos hidroxilo. Esta estructura particular confiere a las CD la capacidad de
incluir un gran nimero de moléculas hidréfobas para formar complejos de inclusion
(Piel y cols., 2007). Asimismo, las CD pueden formar complejos de inclusion con
muchos farmacos muy solubles potenciando su biodisponibilidad, ademas de
mejorar la estabilidad fisica y térmica de los farmacos, asi como limitar sus efectos

toxicos (Kfoury y cols., 2014).

Las CD mas comunes, reflejadas en la figura 11, se forman a partir de seis (a-CD),
siete (B-CD) u ocho (y-CD) unidades de d-glucopiranosa, con sus respectivos
tamafios de cavidad de aproximadamente 0,5, 0,6 y 0,8 nm (Sharma y Sharma,

2001).

0.57 nm

wug/so

Figura 11. Tipos de ciclodextrinasy sus derivados (Nishiho y cols., 2000).

El acoplamiento del firmaco en la cavidad hidrofébica de las CD se produce
mediante la formacién de enlaces no covalentes, dando lugar a complejos cuya
formacion cumple un equilibrio dindmico gobernado por una constante de
complejacion k. (Ficarra y cols, 2000). La estabilidad de estos complejos de

inclusion y, por tanto, la magnitud de su constante de complejacion, depende del
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grado de acoplamiento entre el fairmaco huésped y la CD, de forma que a mayor k,

mayor es la estabilidad del complejo.
La inclusién de farmacos en ciclodextrinas implica (Sharma y Baldi, 2014):

e Aumentar la biodisponibilidad de los farmacos, aumentando su
solubilidad y la velocidad de disolucién.

o Estabilizar el firmaco frente a la oxidacién en presencia de oxigeno.

e Estabilizar el fairmaco frente a la descomposicién por la luz o
temperatura.

e Eliminar el efecto astringente e irritante de los farmacos.

e Minimizar olores y sabores desagradables.
1.4.2.1. Ciclodextrinas como sistemas estabilizadores de farmacos

Aunque las CD se han estudiado durante mas de 100 afios y pueden encontrarse al
menos en 35 productos farmacéuticos, aun se siguen considerando nuevos

excipientes farmacéuticos (Kurkov y Loftsson, 2013).

Existen numerosas aplicaciones para las CD en la industria farmacéutica,
empledndose principalmente como agentes complejantes para aumentar la
solubilidad acuosa de farmacos poco solubles en agua y mejorar su
biodisponibilidad y estabilidad, aumentando el efecto farmacoldgico y
consiguiendo, por tanto, una reduccidn en la dosis del firmaco administrado (Arima

y cols., 2001).

Estos compuestos pueden mejorar la estabilidad de diversos farmacos contra la
deshidratacién, hidrolisis, oxidacién y fotodescomposicion (Paramera y cols.,
2011). Asimismo, se ha demostrado que las CD inducen a mejorar la estabilidad de
los farmacos por inhibir la interaccién entre el farmaco y los vehiculos que
conforman la formulacion o por inhibir la transformacién del farmaco en el lugar de
absorcién, ya que las CD actdan encapsulando el farmaco en su interior
protegiéndolo, por tanto, de la degradaciéon por agentes externos (Dhule y cols.,

2012). Dado que el proceso de hidrolisis de los farmacos encapsulados en complejos
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de inclusion es mas lento que el de los fArmacos libres, la inclusiéon de fArmacos en
CD juega un papel importante en la proteccidn de las moléculas, favoreciendo asi la

estabilidad de los mismos.

Citemos algunos ejemplos de diversas aplicaciones: la inclusién de insulina en CD
ha demostrado ser un éxito, mejorando la estabilidad de la molécula frente a la
agregacion, desnaturalizacién térmica y la degradacién enzimatica (Zhang y cols.,
2009). Mangolim y cols. (2014) procedieron a incluir curcumina en complejos de
inclusion para solventar los problemas de fotosensibilidad del farmaco. Figueiras y
cols. (2009) demostraron que la formacion de complejos de inclusion entre 3-CD y
omeprazol aumentaba la estabilidad del fArmaco en condiciones neutras, ya que

omeprazol sélo es estable en medios alcalinos.
1.5. ADMINISTRACION DE FARMACOS POR VIA INTRANASAL

Actualmente, la administracién de fArmacos por via intranasal esta adquiriendo una
gran relevancia y esta suponiendo, en algunos casos, una alternativa util y favorable
ala via oral. Desde algunos afios, esta via se emplea para lograr una terapia efectiva
y no invasiva, convirtiéndose en uno de los accesos mas prometedores hacia el SNC

evitando el paso a través de la BHE (Illum, 2000).

La via intranasal ha adquirido gran importancia por ser una via de facil acceso,
ampliamente vascularizada y altamente permeable. Presenta una gran superficie,
que le confiere una elevada permeabilidad a la mucosa nasal, permitiendo una
rapida absorcién del farmaco e inicio del efecto terapéutico (Dahlin y cols., 2001).
Los fArmacos administrados por esta via se absorben y acceden directamente a la
circulacién sistémica, evitando la degradacién de los mismos a nivel
gastrointestinal, el efecto de primer paso hepatico y el metabolismo intestinal,
pudiendo reducir las dosis terapéuticas disminuyendo los efectos adversos de los
farmacos (Costantino y cols., 2007). Por tanto, permite el acceso a la circulacion

sistémica de farmacos que no se absorben por via oral o son inestables a pH gastrico.
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No obstante, las principales limitaciones para la absorcion de fArmacos por esta via
se relacionan con la dificultad para transportar macromoléculas con un tamafo
superior a 1 kDa a través de las membranas, asi como el rapido aclaramiento
mucociliar y la degradacién enzimatica (Puthetiy cols., 2009). Ello, junto al volumen
maximo de administracién intranasal, limitado a 25 - 250 pL, y las alteraciones
locales de la mucosa contribuyen a la gran variabilidad de accién entre pacientes

que usan la via nasal como ruta de administracién de firmacos (Patil y cols., 2015).
1.5.1. Anatomia y fisiologia nasal

La cavidad nasal ejerce diversas funciones, como por ejemplo la funcién olfatoria, la
humidificacién y calentamiento del aire inspirado, y la funcién defensiva, actuando
como una barrera frente a la entrada de diversos agentes patégenos y sustancias

nocivas (Kumar y cols., 2008).

Con una profundidad de 12 - 14 cm desde el vestibulo nasal hasta la nasofaringe, se
estima que en adultos, la superficie de esta mucosa oscila entre 150 y 180 cm?, de
los cuales de 5 - 10 cm? constituyen el area olfatoria, la cual también tiene capacidad
para absorber farmacos (Kanazawa y cols., 2017). La totalidad de la superficie no
olfatoria se encuentra recubierta por una mucosa, de epitelio pseudoestratificado

con células ciliares y células secretoras de moco (Kumar y cols., 2008).

Asi, la cavidad nasal esta dividida en tres regiones principales (Dhakar y cols.,

2011):

e Laregidn vestibular, que se encuentra en la abertura frontal de los conductos
nasales. Esta recubierta de microvellosidades, cuya funcién es filtrar el aire
inhalado para evitar que accedan particulas al sistema respiratorio. En esta

region, la absorciéon de fArmacos no es relevante.

e La region respiratoria, la cual presenta un area superficial de 130 cm? y se
encuentra altamente vascularizada. Esta constituida por epitelio columnar
pseudoestratificado y cubierto por una densa capa de moco. En esta region es

donde se produce una mayor absorcion de los farmacos.
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e Laregion olfatoria, con un area superficial de 15 cm?. Esta constituida por tejido
conectivo grueso y ldmina propia. Esta es laregion con potencial para favorecer

el transporte de farmacos hacia el SNC.

La mucosa nasal tiene un espesor de entre 2 - 4 mm. Las células del epitelio se
alinean en el espacio nasal y estdn recubiertas por una capa de moco de
aproximadamente 5 pm de grosor, encargada de atrapar las particulas no deseadas.
La secreciéon mucosa esta constituida por agua (95%), mucina (2%), sales (1%),
proteinas (1%) y lipidos (1%), ademas de las IgA, IgE e IgG (Ozsoy y cols., 2009). El

pH de dicha secreciéon nasal varia entre 5 y 6,5 unidades (Ugwoke y cols., 2005).

En la tabla 4 se resumen las caracteristicas del epitelio nasal.
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Region nasal Histologia
Epitelio
Vestibulo estratificado
€scamoso

Células ciliadas

Células
caliciformes

Region respiratoria  Células en cepillo
Células basales
Células
endocrinas
Células basales

Células olfatorias
Region olfativa receptoras

Glandula de
Bowman

Funcion Area superficial
Soporte
) ~ 0,6 cm?
Proteccion
Soporte
Aclaramiento
particulas 130 cm?

Secretor de
moco

Sentido del

~ 2
olfato 15 cm

Tabla 4. Caracteristicas del epitelio nasal.
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1.5.2. Mecanismos de transporte de farmacos tras la administracion

intranasal

Una vez administrado el farmaco por via intranasal, éste debe atravesar la capa
mucosa que protege dicha cavidad. Tras cruzar esta barrera, el farmaco sera

transportado siguiendo un mecanismo paracelular o transcelular (Figura 12).

ESPACIO LUMINAL
Al A2 Bl B2 C CAPA MUCOSA
MEMBRANA
ESPACIO SEROSO

Figura 12. Mecanismos de transporte de fdrmacos a través del epitelio nasal. A1: Espacios
intercelulares; A2: Uniones estrechas; Bl1: Difusién pasiva; B2: Transporte activo; C:

Endocitosis (Kushwaha y cols., 2011).

e Transporte paracelular. En el epitelio nasal, las células estdn
conectadas entre si mediante uniones estrechas. Estas uniones son
impermeables a moléculas de gran tamafio, aunque dichas uniones
pueden modificarse permitiendo el paso de moléculas de pequefio
tamafio. El proceso es independiente de la energia y se produce por el
paso de los farmacos a través de los espacios acuosos entre las células
mediante difusion pasiva lenta. En este caso, a mayor tamafio molecular,

menor es la absorcidn intranasal (Yang y cols., 2014).

e Transporte transcelular. La endocitosis mediada por receptores
consiste en una via de transporte de moléculas a través de diferentes
receptores enddgenos de la BHE. En este mecanismo, el tamafio
molecular puede condicionar el mecanismo de endocitosis. Otros
parametros como la carga superficial de las moléculas también influyen

en este proceso (Yangy cols., 2014).
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Adicionalmente, en la mucosa nasal pueden encontrarse sustancias como
glucoproteina P, transportadores organicos de cationes y transportadores de
dopamina y serotonina. Estos transportadores transfieren aminoacidos, aminas y
cationes (Agu y cols., 2003) y siguen un mecanismo conocido como proceso

mediado por portador (Kandimalla y Donovan, 2005).
1.6. ADMINISTRACION INTRANASAL DE FARMACOS HACIA EL SNC

Debido al aumento en la incidencia de las enfermedades cerebrales y
neurodegenerativas asociadas al envejecimiento de la poblacion, el desarrollo de un
sistema eficiente de administracién de farmacos hacia el SNC se convierte en una

prioridad en la industria farmacéutica (Gabathuler, 2010).

Sin embargo, la administraciéon de faArmacos al cerebro constituye un reto ain por
alcanzar, ya que este érgano se encuentra protegido por la BHE y la barrera del
fluido cerebroespinal, dos estructuras que aseguran la permeabilidad selectiva del
cerebro a las moléculas circulantes. Estas barreras fisicas, metabdlicas y reguladas
por transportadores, limitan el nimero de farmacos capaces de acceder al SNC
(Chen y Liu, 2012). En este sentido, la cavidad nasal ofrece una oportunidad tnica
en la administracién de farmacos hacia el SNC (Wen y cols., 2011). Numerosos
autores han demostrado que la administracién de moléculas de pequeiio y gran
tamafio por via intranasal son capaces de eludir la BHE accediendo a través de los
nervios de la cavidad nasal, es decir, los nervios olfatorios y trigémino. Al ser el
neuroepitelio olfativo la tnica region del SNC que no esta protegido por la BHE,
constituye el Unico acceso hacia el cerebro (Pardeshi y Belgamwar, 2013). Por su
parte, el nervio trigémino participa notablemente en la comunicacién entre la nariz
y el cerebro y se considera tener un papel relevante en la vectorizacién de farmacos,

especialmente en la region posterior cerebral (Chapman y cols., 2013).

Por tanto, tras la administraciéon de moléculas activas por esta via, éstas pueden
acceder al SNC a través de tres vias principales (figura 13): a) el nervio olfatorio,
que inerva el epitelio olfatorio nasal y termina en el bulbo olfatorio; b) el nervio

trigémino, que inerva el epitelio respiratorio y olfatorio a través de sus

-144 -



Introduccion

ramificaciones oftadlmica y maxilar, terminando en el tallo cerebral y bulbo olfatorio,

respectivamente; c) la via vascular (Thorne y cols., 2004).

Como se expone en el esquema de la figura 14, el farmaco accede desde el espacio

submucoso hasta el compartimento cerebroespinal mediante los nervios olfatorio y

trigémino (Illum, 2000).

NERVIO
OLFATORIO
NERVIO EPITELIO
OLFATORIO
TRIGEMINO

EPITELIO NASAL . : ’ 3 s
~ ™ v |
\ < S (O AR
.‘ o

Figura 13. Caracteristicas de la cavidad nasal (Sonvico y cols., 2018).

Epitelio
Olfatorio

CEREBRO

Depésito

Epitelio
Respiratorio

enla
Cavidad
Nasal

Organos /
Tejidos

Aclaramiento
Mucociliar

Eliminacion

Figura 14. Esquema de la administracién intranasal de fdrmacos hacia el cerebro (Sonvico y

cols., 2018). BHE: barrera hematoencefdlica. CSF: fluido cerebro-espinal.
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La via vascular proporciona un mecanismo secundario o indirecto de vectorizacién
de farmacos que implica, en primer lugar, la absorcidn en circulacién sistémica y,

posteriormente, la entrada en el cerebro al cruzar la BHE (Dhuria, 2010).

Como resumen, el uso de la via nasal permite el acceso del farmaco al SNC tras
cruzar la barrera mucosa y ser absorbido por las neuronas y translocado a lo largo

de los axones nerviosos (trigémino y olfativo), accediendo asi al cerebro.

1.6.1. Factores que afectan a la administracion intranasal de farmacos hacia

el SNC

El disefio de una formulacién intranasal con fines a administrar farmacos a nivel
cerebral conlleva el control de diversos factores. Entre otros, cabe destacar las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, los excipientes a incluir en Ia
formulacion y la condicion fisiologica de la cavidad nasal. En la figura 15 se recoge

un esquema de dichos factores (Dhakar y cols., 2011).
1.6.1.1. Tamaifio y polaridad molecular

La baja biodisponibilidad de algunos farmacos se puede atribuir a la alta polaridad
o al elevado tamafio de las moléculas. La via intranasal es efectiva, rapida y adecuada
para administrar fairmacos de peso molecular inferior a 1000 Da. En este sentido,
numerosos estudios han demostrado que las particulas inferiores a 1 um pueden
absorberse rapidamente por via intranasal (Huang y Donovan, 1998), mientras que
moléculas de mayor tamafio, como algunas proteinas y péptidos se transportan por

endocitosis a través del epitelio nasal (Jadhav y cols., 2007).
1.6.1.2. Aclaramiento mucociliar

El aclaramiento mucociliar constituye un mecanismo de defensa que adquiere un
impacto significativo en la administraciéon y transporte del farmaco. Este eficaz
mecanismo de protecciéon elimina rapidamente sustancias nocivas, particulas y
microorganismos atrapandolos en la capa mucosa, cuyo espesor oscila entre 10 y

15 mm (Jadhav y cols., 2007).
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Dicho mecanismo limita en gran medida el tiempo de residencia de los firmacos en
la cavidad nasal. Con el fin de minimizar este efecto, una estrategia ampliamente
utilizada consiste en incorporar agentes mucoadhesivos a la formulacién, capaces
de proporcionar bioadhesién a la vez que aumentar la viscosidad, contrarrestando
el aclaramiento mucociliar, aumentando el tiempo de residencia de la formulacién
en la cavidad nasal, mejorando la biodisponibilidad sistémica y reduciendo la

variabilidad de la absorcién nasal (Merkus y cols., 1998).

Factores que interfieren en la administracion nasal de fairmacos

Propiedades Factores de Factores
fisicoquimicas s fisiologicos y
. formulacién R
del farmaco anatémicos
Cy . Flujo sanguineo
Peso molecular Funcién del excipiente — Y g
i nasal
— empleado (solubilizante,
mejorar la absorcién...)
Tamafio de || Aclaramiento
particula — mucociliar
Forma farmacéutica
— (sélido, liquido,
semisélido)
pKa y coeficiente de || Degradacién
reparto enzimatica
|| pH, viscosidad y
osmolaridad
Lugar de
Solubilidad | deposicién del
farmaco en la
— Concentracion del fAirmaco cavidad nasal
Polimorfismo Condicion fisica
— dela mucosa
—{ Volumen administrado nasal

Figura 15. Factores que interfieren en la administraciéon nasal de farmacos (Dhakar y cols.,

2011).
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1.6.1.3. Degradacion enzimatica

Numerosos estudios han demostrado que ciertos farmacos, proteinas y péptidos
pueden ser degradados por la actividad enzimatica de la cavidad nasal (Bogdanfty,
1990; Zhang y cols., 2016; Kaur y cols., 2015). En las células del epitelio nasal se
encuentran enzimas hidrolasas, glutation S-transferasas, isoenzimas del citocromo
P450, que juegan un papel importante en la degradacién de farmacos en la mucosa
nasal. Esta barrera enzimatica puede superarse mediante el uso de inhibidores

enzimaticos en las formulaciones (Na y cols., 2004; Shin y cols., 2004).

1.6.2. Estrategias para aumentar el tiempo de residencia de farmacos en la

cavidad nasal

Las formulaciones convencionales para administracién intranasal contemplan
dispositivos tales como gotas o aerosoles los cuales, como es bien sabido, son
eliminados rapidamente de la cavidad nasal, presentando un tiempo de residencia
de entre 12 y 15 minutos (Luppiy cols., 2009). Aunque este tiempo de permanencia
de los vehiculos liquidos puede mejorarse aumentando, por ejemplo, la viscosidad
del mismo, las soluciones viscosas son dificiles de administrar en forma de gotas o
aerosol (Bigucci y cols, 2008). Por otra parte, se ha demostrado que las
formulaciones en polvo tienen tiempos de residencia nasal mas prolongados que las
soluciones, pero requieren dispositivos mucho mads sofisticados para su

administracion (Keith, 2006).

Por ello, se han desarrollado diversas estrategias que permitan superar estas
limitaciones, entre las que se incluyen el uso de profdrmacos, inhibidores
enzimaticos, promotores de la absorcidn, sistemas mucoadhesivos o el desarrollo

de nuevas formas farmacéuticas de administracion.
1.6.2.1. Profarmacos

Como ocurre para otras vias de administracion, estas especies sin actividad
farmacolégica que son metabolizadas al compuesto activo mediante un proceso

quimico o enzimatico, son utiles para mejorar problemas de solubilidad, estabilidad
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o permeabilidad de los farmacos a través de las membranas biolégicas (Higuchi y
Stella, 1975). Asi, para favorecer la difusién de los farmacos hidroéfilos a través de
las membranas, se afiaden grupos hidréfobos, que aumentan la lipofilia de las
moléculas polares, favoreciendo su capacidad para atravesar la membrana (Wangy
cols., 2005). En este sentido, autores como Meredith y cols. (2015) han empleado
profarmacos para la administracién intranasal de proteinas y péptidos para el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
1.6.2.2. Inhibidores enzimaticos

En la mucosa nasal existen numerosas enzimas que actdan como barrera
impidiendo el paso de los farmacos que se administran por via intranasal. Para
evitar la degradacidn enzimatica que producen las células endoteliales de la mucosa
nasal, se emplean inhibidores de peptidasas y peptidasas, como bacitracina,
boroleucina, amastatina y purimicina, empleadas para evitar la degradacién
enzimatica de farmacos como la hormona luteinizante y la hormona de crecimiento

(Dhakar y cols., 2011).
1.6.2.3. Promotores de la absorcion

Los promotores de la absorcién inducen cambios reversibles en la estructura del
epitelio nasal. En la administracion intranasal de farmacos, los potenciadores de la
absorcién mas empleados son tensioactivos, sales biliares, polisacaridos como
chitosan y ciclodextrinas, y gelatinas (Sinswat y Tengammuay, 2003). El mecanismo
de accion de estos promotores no es conocido, pero al parecer, actdan modificando
la permeabilidad de las células epiteliales de la mucosa mediante modificaciones en
la bicapa lipidica, aumentando la fluidez de la membrana o la apertura de las
uniones estrechas de las células epiteliales aumentando, por tanto, el transporte
paracelular (Ekelund y cols., 2005). Aunque los promotores de la absorcién mejoran
la biodisponibilidad del farmaco, existe una relacién directa entre este efecto y el
dafio causado a la membrana (Zaki y cols., 2006). Sin embargo, se ha demostrado
también que algunos promotores como el chitosan, las ciclodextrinas y los

fosfolipidos favorecen con creces la absorcién de fAirmacos, sin causar dafios en las
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membranas, ya que penetran a través de las uniones estrechas. Por otro lado, el uso
de potenciadores poliméricos como el chitosan, al presentar un elevado peso
molecular, no son absorbidos, minimizando de este modo, la toxicidad sistémica

(Maestrelli y cols., 2004).
1.6.2.4. Sistemas mucoadhesivos

El aclaramiento mucociliar es uno de los factores limitantes en la administracion
intranasal de fArmacos, ya que reduce el tiempo de permanencia de los firmacos en
la cavidad nasal. Para mejorar este parametro, se han disefiado los sistemas
mucodhesivos (Bertram y cols.,, 2006). Por regla general, estos sistemas estan
constituidos por un polimero sintético o natural, mucoadhesivo, que tras contactar
con la mucosa nasal, absorbe agua y comienza a hincharse. Posteriormente, el
polimero penetra en la capa mucosa, permitiendo la penetracién y absorcion de la
formulaciéon a través de las uniones estrechas del epitelio de la mucosa nasal

(McInnes y cols., 2005).

Los sistemas mucoadhesivos también pueden mejorar la disolucion de farmacos
poco solubles en agua. Gavini y cols. (2011) observaron una mejora de la solubilidad
de roquitamicina incluida en microesferas de chitosan en comparaciéon con el

farmaco libre tras su administracion por via intranasal.

El fenomeno de mucoadhesion es adecuado para aquellos tejidos recubiertos de
mucosa como la zona bucal, sublingual, vaginal, rectal, ocular, gastrointestinal y
nasal (Smart y cols., 1984; Tsuneji y cols., 1984; Morimoto y cols., 1991). Para que
tenga lugar la interaccion entre los polimeros y la mucosa, se requiere un grado
optimo de polaridad del polimero para hincharse lo suficiente y entrar en contacto
con la capa mucosa, favoreciéndose la interpenetracion entre las cadenas
poliméricas y la mucosa para lograr la bioadhesion (Patil y Sawant, 2008). Diversos
polimeros biocompatibles y biodegradables han sido utilizados para formular los
sistemas mucoadhesivos, como alcohol polivinilico (Swamy y Abbas, 2012), PLGA

(Guerrero 'y cols, 2008), chitosan (Alhalaweh y cols, 2009),

-150 -



Introduccion

hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa y alginato de sodio (Rathananand

y cols., 2007).

Dentro de los sistemas mucoadhesivos, cabe destacar los insertos nasales, que son
formas de dosificacién soélidas bioadhesivas que permiten una liberacion
prolongada del farmaco en la cavidad nasal. El principio de los insertos consiste en
la adherencia del sistema en la mucosa nasal aprovechando las propiedades
bioadhesivas que presenta, transformandose posteriormente en un gel que actia
como una matriz que controla la liberacion del farmaco a través de la mucosa. Este
sistema se disuelve en la cavidad nasal, por lo que no hay necesidad de retirar los
insertos una vez que se haya agotado el firmaco (Algin-Yapar, 2014). Luppi y cols.
(2010) disenaron insertos intranasales de chitosan/peptina para mejorar la
biodisponibilidad de fArmacos antipsicéticos en el tratamiento de enfermedades
neurolégicas, favoreciendo la liberacién y permeacion del farmaco tras su
administracion por via intranasal. McInnes y cols. (2005) realizaron estudios de
liberacién in vivo de insertos intranasales de nicotinamida, demostrando una

liberacion prolongada del firmaco tras su administracion por via intranasal.

El chitosan es un polimero de naturaleza policatiénica ampliamente utilizado por
sus propiedades biodegradables y mucoadhesivas (Sinha y cols., 2004), que
favorece la disolucion de farmacos insolubles. Es un polisacarido lineal obtenido de
la desacetilacién de la quitina obtenida de las conchas de los crustaceos. Se trata de
una base débil, poco soluble en agua pero facilmente soluble en soluciones acuosas
acidas, y practicamente insoluble en todos los disolventes organicos (Dos Santos y
cols., 2005). Se emplea como aglutinante o vehiculo para controlar la liberacién de
farmacos, mejorando la disolucién y la biodisponibilidad de farmacos insolubles
(Sinha y cols., 2004). La propiedad mucoadhesiva del chitosan surge de las
interacciones electrostaticas entre sus grupos amino catidnicos y los restos
aniénicos de la capa mucosa, tales como grupos de acido sidlico y sulfénico
(Lachman y cols., 1986). Patil y Murthy (2006) realizaron estudios in vitro de

mucoadhesién en la mucosa nasal de oveja, demostrando que al aumentar la
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concentracién de chitosan en la formulacion, se produce un incremento en la
mucoadhesién, debido al aumento del nimero de aminoacidos catidnicos
disponibles para interaccionar con restos de acido sialico de la mucosa. Asimismo,
este polisacarido también puede mejorar la permeabilidad de los farmacos a través
del epitelio, asi como disminuir el aclaramiento mucociliar, lo que conlleva a un
prolongado contacto del farmaco con el epitelio de la mucosa nasal, mejorando la

absorcién del mismo (Smith y cols., 2004).
1.6.2.5. Nuevas formulaciones de farmacos para administracion nasal

La vectorizacion de farmacos hacia el SNC por via intranasal supone una estrategia
muy util de administracion de farmacos, eludiendo la BHE. En los dltimos afios se
han desarrollado formulaciones nasales que contienen liposomas, microesferas y
nanoparticulas poliméricas que permiten la administracién de fAirmacos por via
intranasal. Estos sistemas, ademas del farmaco, pueden incluir inhibidores
enzimaticos, potenciadores de absorcidon nasal y/o polimeros bioadhesivos que
mejoran la estabilidad, la penetracion a través de las membranas y el tiempo de

retencion del firmaco en la cavidad nasal.
e Nanoparticulas poliméricas

Son particulas sdlidas de tipo matriz de entre 100 y 200 nm en las cuales los
farmacos son encapsulados, atrapados, disueltos o unidos quimicamente a la matriz
polimérica (Ameller y cols., 2003). Son sistemas biodegradables, biocompatibles y
estables, posibilitando una liberacién controlada del firmaco. Se han empleado
diversos polimeros para elaborar nanoparticulas capaces de ser vectorizadas hacia
el SNC, empleando diferentes técnicas de preparacion, dependiendo de las
caracteristicas del farmaco y del polimero. Las mas empleadas suelen ser
nanoparticulas de chitosan, ya que presentan un tamafio de particula pequeiio,
mejor permeabilidad a través de la mucosa nasal y capacidad de encapsular varios
farmacos a la vez (Genta y cols., 2003). Autores como Fazil y Haque (2012) han
investigado la capacidad de las nanoparticulas de chitosan para mejorar la

captacidon de rivastigmina en el cerebro tras su administracion intranasal. Los
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resultados del estudio sugirieron que estos sistemas poliméricos constituian una
buena opcién para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, permitiendo la
vectorizacion del farmaco directamente hacia el cerebro debido a su capacidad de

adherencia de la formulacién a la mucosa nasal.
e Nanoparticulas lipidicas

Las nanoparticulas lipidicas son sistemas transportadores coloidales como
nanoparticulas poliméricas, liposomas y nanoemulsiones (Estella-Hermoso y cols.,
2011). Dependiendo de su composicidn, las nanoparticulas lipidicas pueden
proteger el firmaco de su degradacion, asi como permitir una liberacién controlada
del mismo. Otra de sus ventajas es la facilidad de elaboracion, asi como su bajo coste.
Ademas, la naturaleza lipofilica de estos sistemas facilita la penetracién a través de
la BHE mediante endocitosis. Entre sus limitaciones destaca su escasa estabilidad in
vivo, baja capacidad para incluir fArmacos hidrofilicos, asi como la necesidad de usar

agentes tensioactivos en su elaboracion (Rostami y cols., 2014).

Estos sistemas tienen mayor capacidad de atrapamiento de farmacos que las
nanoparticulas poliméricas, haciendo que los farmacos sean estables en su matriz
lipidica. Debido al didmetro nanomeétrico, estos sistemas transportadores son
ideales para ser absorbidos facilmente tras atravesar las uniones estrechas de las
células endoteliales de la BHE (Mishra y cols., 2010). Pardeshi (2013) desarroll6
nanoparticulas hibridas de ropinirol que fueron administradas por via intranasal,
obteniendo resultados farmacolégicos satisfactorios minimizando los efectos

perjudiciales sobre la mucosa nasal.
e Liposomas

Son vesiculas esféricas constituidas por fosfolipidos y colesterol, con la capacidad
de encapsular los farmacos en su interior, como ya ha sido explicado con detalle en

el bloque I.

De hecho, Jain y cols. (2007) administraron por via intranasal liposomas de insulina

recubiertos con chitosan y Carbopol® a ratas. Los resultados demostraron que esta
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formulacion fue efectiva debido a la capacidad mucoadhesiva de la formulacién, que
permitié una liberacién sostenida de la insulina. Ding y cols. (2007) demostraron
un inicio rapido y sostenido en la administracion de levonorgestrel tras la
administracion de liposomas por via intranasal. También se obtuvieron resultados
interesantes tras la administracion de un gel liposomal de aciclovir (Alsarray cols.,
2008). El uso de un gel liposomal no sélo promovié el contacto prolongado entre el
farmaco y el lugar de absorcion, sino que también facilité la absorcién directa a

través de la mucosa nasal.
e Nanoemulsiones

Son emulsiones O/W o W/O de escala nanométrica que tienen goticulas de tamafio
inferior a 250 nm. Las nanoemulsiones son cinéticamente estables, pero
termodindmicamente metaestables, por lo que hay que aportar energia para su
formulacion y se preparan con concentraciones mas bajas de tensioactivos (Wen y
cols., 2017). Varios estudios han empleado nanoemulsiones para vectorizar
farmacos hacia el cerebro. Asi, se han desarrollado nanoemulsiones mucoadhesivas
de curcumina para ser administradas por via intranasal, mejorando los problemas
de solubilidad de curcumina (Sood y cols., 2014). Una nanoemulsion lipidica de
acido hialurénico result6 ser un portador adecuado para administrar curcumina y

resveratrol desde la cavidad nasal hacia el SNC.
e Microemulsiones

Son sistemas transparentes constituidos por agua, lipidos y tensioactivos.
Presentan un tamafio nanométrico comprendido entre 10 y 100 nm formandose de
manera espontanea aportando energia. Requieren una mayor concentracion de
tensioactivo en comparacion con las nanoemulsiones. Existen en la literatura
resultados interesantes de estos preparados para administracién intranasal, como
la microemulsion mucoadhesiva de rivastigmina, demostrando resultados
favorables, ya que no presento ciliotoxicidad nasal y fue estable durante tres meses
(Shah y cols., 2015). Jogani y cols. (2008) prepararon microemulsiones de tacrina

para mejorar su vectorizacion a nivel cerebral. Los resultados obtenidos de este
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estudio demostraron la existencia de casi dos veces los los niveles cerebrales de
tacrina en comparacidn con los niveles alcanzados tras la administracion intranasal

de una solucion de la molécula.
e Microesferas

Las microesferas son muy empleadas en la administracion intranasal de farmacos.
Suelen estar constituidas por polimeros mucoadhesivos que facilitan la liberaciéon
de farmacos en la cavidad nasal. Estas microesferas protegen la molécula activa del
metabolismo enzimatico y, a su vez, mantienen la liberacién del farmaco,
prolongando asi su efecto (Gavini y cols., 2008). En otras investigaciones, estos
autores analizaron la mucosa nasal tras la administracién de microesferas de
alginato y chitosan que contienen metoclopramida (Gavini y cols.,, 2005).
Observaron aperturas en las uniones estrechas del epitelio nasal y también
demostraron las propiedades mucoadhesivas de las microesferas. Otros estudios
llevados a cabo han dado resultados positivos en la administracion intranasal de
carbamazepina usando microesferas de chitosan (Gavini y cols, 2006),
ciclodextrinas que usan chitosan y alginato como polimeros mucoadhesivos (Gavini
y cols., 2008) y carvedilol utilizando microesferas mucoadhesivas de alginato (Patil

y Sawant, 2008).
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Hipétesis y objetivos

Levodopa sigue siendo el fairmaco mas utilizado en el tratamiento de la EP. Se
administra en dosis elevadas, ya que la mayoria del fArmaco se metaboliza en el
organismo antes de llegar al cerebro. La administraciéon de estas dosis provoca
citotoxicidad, que resulta de la autooxidacién de levodopa por los radicales libres
que se forman, induciendo de esta forma el estrés oxidativo. También es cierto que
la eficacia de este antiparkinsoniano se reduce con el tiempo debido a su baja
biodisponibilidad, metabolismo y fluctuaciones de los niveles plasmaticos. Es por
ello que para disminuir la citotoxicidad del farmaco y aumentar su
biodisponibilidad, se propone desarrollar una nueva estrategia tecnoldgica de

administracion de levodopa, basada en la Nanotecnologia.

Actualmente, en el mercado farmacéutico no existe disponible un sistema de
administracion de fArmacos dirigido directamente al SNC para el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas. Asi, el objetivo principal de este bloque de la
Tesis Doctoral se centra en disefiar una formulacién liposomal de levodopa capaz

de vehicular el fairmaco hacia el SNC mediante una administracién intranasal.

Para ello, se dividira este bloque en dos capitulos. En el Capitulo I, se procedera a
evaluar la estabilidad de formulaciones liposomales de levodopa mediante el uso de
diferentes antioxidantes, con el objetivo de mejorar la estabilidad de la molécula. El
uso de antioxidantes resulta prometedor en el tratamiento de la EP, ya que previene
el estrés oxidativo. En este capitulo estudiaremos la influencia de antioxidantes
como curcumina, acido ascdrbico y superoxido dismutasa. Asimismo, se llevara a
cabo el desarrollo de las formulaciones vesiculares por diferentes métodos de

elaboracidn, con el fin de obtener la maxima encapsulacién del farmaco.

En el Capitulo I, se procedera al disefio y caracterizacion de complejos de inclusion
de levodopa con ciclodextrinas, junto al antioxidante incluido en los liposomas. Se
estudiaran diferentes ciclodextrinas para seleccionar aquella con mejores
resultados de estabilidad referida al farmaco. La finalidad de estos ensayos es

obtener una formulacién estable para administracion intranasal. La formulacion
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optimizada se aplicara en células neuronales y células de la microglia para evaluar

su comportamiento.

Posteriormente, la formulacién seleccionada se incluira en insertos para su

administracién intranasal.

Para dar cumplimiento al objetivo general planteado en el capitulo I, se plantean los

siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Disefio, desarrollo y caracterizaciéon de liposomas de levodopa y

curcumina.

0.1.1. Debido a los problemas de solubilidad de curcumina en medio acuoso, se
plantea como objetivo realizar estudios de solubilidad en diferentes medios acuosos
con el fin de seleccionar la composiciéon adecuada para afnadir este polifenol en el
compartimento acuoso de los liposomas. Este objetivo se completa con la validacién

del método analitico y estudios de estabilidad de las formulaciones.

0.1.2. Elaborar formulaciones de liposomas cargados con levodopa y curcumina y
posterior estudio de estabilidad de la formulacidn optimizada, con el fin de analizar

la influencia del antioxidante curcumina.

Objetivo 2: Diseilo, desarrollo y caracterizacidn de liposomas de levodopa y acido

ascorbico.

0.2.1. Optimizar el medio acuoso constituyente de la fase acuosa de los liposomas

que contendra acido ascorbico.

0.2.2. Elaborar y caracterizar las diferentes formulaciones desarrolladas con el fin

de seleccionar la adecuada capaz de albergar levodopa y acido ascérbico.

Objetivo 3: Diseflo, desarrollo y caracterizaciéon de liposomas de levodopa con

acido ascérbico y superoxido dismutasa.
0.3.1. Disefiar y desarrollar una formulacién de liposomas de superdxido dismutasa.

0.3.2. Desarrollar una formulacién de liposomas de levodopa con 4cido ascérbico y

superoxido dismutasa como antioxidantes.
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Objetivo 4: Determinar la actividad antioxidante de cada una de las formulaciones

optimizadas.

Objetivo 5: Determinar la estabilidad de cada una de las formulaciones de levodopa

en presencia de los distintos antioxidantes.

Objetivo 6: Tras seleccionar acido ascorbico como mejor estabilizador de levodopa,
se procedera a desarrollar y caracterizar formulaciones de levodopa y acido
ascorbico mediante diferentes técnicas de elaboraciéon, asi como con diferentes
agentes de carga superficial de las vesiculas con el fin de seleccionar la tecnologia

mas apropiada.
A su vez, el capitulo II contiene los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1. Desarrollar y caracterizar formulaciones de liposomas constituidas por

complejos de inclusién de levodopa con diferentes ciclodextrinas y acido ascorbico.

0.1.1. Llevar a cabo un estudio comparativo del comportamiento de levodopa en

presencia de $-CD y HP-3-CD.

0.1.2. Estudiar la interaccién entre la ciclodextrina y el colesterol y aportar

alternativa a la formulacién.

Objetivo 2. Evaluar el efecto de las formulaciones de liposomas sobre las células

neuronales y células de la microglia.

Objetivo 3. Desarrollar insertos intranasales para la administracion de la
formulacion optimizada por via intranasal y seleccionar una composicién en base a
propiedades de liberacion, permeaciéon, hinchamiento y mucoadhesién del

dispositivo para administracién intranasal.
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Materiales y métodos (1)

3.1. ESTUDIO DE LAS FORMULACIONES DE LEVODOPA CON ANTIOXIDANTES

Partiendo de los grandes problemas de oxidacién que presenta levodopa en medio
acuoso, se desarrollaran formulaciones de nanoliposomas cargados de este farmaco
en combinacién con diferentes antioxidantes (curcumina, acido ascérbico y SOD)
con la finalidad de seleccionar el antioxidante que le confiera mayor estabilidad.
Para ello, se procedera a la elaboracion de las formulaciones liposomales mediante
TLE, a su posterior caracterizacién asi como la determinaciéon de la actividad
antioxidante y el consiguiente estudio de estabilidad de cada una de las

formulaciones desarrolladas.
3.1.1. Elaboracion de formulaciones con curcumina

El estudio tiene como finalidad analizar el poder antioxidante de la curcumina sobre
levodopa. Sin embargo, debido a la inestabilidad que presenta este polifenol en
medio acuoso, se procedi6, en primer lugar, a realizar los estudios de
preformulacidn necesarios, con el objetivo de controlar aquellos parametros que
pudieran afectar a la estabilidad del farmaco. Una vez obtenidos los parametros
optimos para la curcumina, se procedera a formular ésta junto con levodopa con el

fin de obtener una formulacion estable.
3.1.1.1. Estudio de solubilidad de curcumina en mezcla de disolventes

Debido a la problematica presentada por la curcumina para solubilizarse en medio
acuoso, se realizd en primer lugar un estudio de solubilidad en diferentes mezclas
de disolventes. Para determinar la mayor solubilidad de la curcumina en disolventes
comunmente utilizados en formulacién, se llevd a cabo este estudio en placas
MultiScreen Solvinert 0,45 um (Millipore). En cada pocillo se depositaron los
volimenes reflejados en la tabla 1 en el orden que aparecen y por dltimo afiadiendo
el medio acuoso (Hepes 10 mM pH 7,4, PBS 10 mM pH 7,4 o Tris 10 mM pH 7,4)
completando el volumen hasta 500 pL. La curcumina se afiadié en solucién (40 mM
en DMSO). Seguidamente, la placa se mantuvo cerrada en agitacién a 250 rpm
durante 90 minutos en un bafio agitador oscilante (Bafio 320 OR Unitronic OR,
Selecta P) y se empled un sistema de filtracién a vacio (Millipore, MultiScreen HTS
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Manifold) para separar el fairmaco disuelto para su posterior cuantificacién (Chen y
cols., 2009). Asi, las muestras que presenten mayor porcentaje de solubilidad seran

las seleccionadas para la elaboracidn de los liposomas.

Muestras PEG 400 PG  Etanol Tween® 80 Solucién curcumina

e 15 I () (uL) (h1)
1 25 50 50 10 20
2 50 50 50 10 20
3 100 50 50 10 20
4 50 25 50 10 20
5 50 100 50 10 20
6 50 50 25 10 20
7 50 50 100 10 20
8 50 50 50 5 20
9 50 50 50 20 20
10 50 0 0 0 20
11 0 50 0 0 20
12 0 0 50 0 20
13 0 0 0 10 20
14 0 0 0 0 20

Tabla 1. Proporcién de cosolventes afiadidos para estudio de solubilidad de curcumina. PEG

400: polietilénglicol 400. PG: propilenglicol
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3.1.1.2. Elaboracion de liposomas de curcumina

Los liposomas fueron elaborados por la técnica de evaporaciéon en capa fina o
método Banghan (TLE, Thin Layer Evaporation). Para formularlos, se seleccionaron
colesterol (CH) y fosfatidilcolina (PC) como lipidos formadores de pelicula y el lipido
estearilamina (EA) como agente de carga positiva (Sinico y cols., 2005). La
curcumina fue incluida en la fase oleosa debido a sus problemas de solubilidad en

medio acuoso.

Siguiendo la técnica de elaboracién, en primer lugar, se procedio a la formacién de
la pelicula lipidica. Para ello, se pesaron en un matraz de fondo redondo los
componentes lipidicos y se disolvieron en una mezcla cloroformo/metanol 2:1,
constituyendo ésta la fase organica de los liposomas. Para evaporar el disolvente, se
aplicé vacio en rotavapor (Biichi R-210) acoplado a un bafio termostatizado a 58 2C
(Biichi B-491) hasta la formacién de una fina pelicula. Se mantuvo a esta
temperatura durante todo el proceso, valor superior a la temperatura de transicién
de fases de los lipidos presentes en la formulacién. A continuacién, se mantuvo
durante 2 h a presién reducida para eliminar las trazas del disolvente. Es necesario
trabajar a una temperatura superior a la de transicién de los lipidos porque, de lo
contrario, la estructura de los fosfolipidos de membrana permaneceria en estado de
gel y la bicapa no presentaria las caracteristicas de rigidez e impermeabilidad
necesarias para la encapsulacion eficaz de los farmacos, de ahi que se seleccione

como temperatura de calentamiento 58 2C (Bangham, 1968; Bach y cols., 1995).

A continuacidn, la pelicula lipidica se hidraté con las mezclas de cosolventes
previamente seleccionadas, tal como se recoge en la tabla 2 (Schinid y Thieme,

1989).
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PEG400 PG Etanol Tween®80 Agua Tampodn Tampoén

Y5 W) @D L) () (u)  Hepes(ul)  PBS (uL)
L1 500 250 125 25 2100 0 0
L2 500 500 125 25 0 1850 0
L3 0 0 0 50 0 2950 0
L4 125 250 500 100 0 0 2025

Tabla 2. Volumen de solventes afiadidos en la fase acuosa en cada lote de liposomas de

curcumina. El pH del tampén fue de 7.4.

Finalmente, la muestra se someti6 a 5 ciclos de agitacién en vortex durante 1 minuto
intercalados con 5 minutos en bafio termostatizado a 58 2C hasta la obtencién de un
preparado opalescente donde se encuentran dispersos los liposomas. La realizacion
de estos ciclos de vortex da lugar a la reduccion del tamafio medio de los liposomas.

Las preparaciones se conservaron refrigeradas a 4 C hasta su posterior uso.
3.1.1.3. Validacion del método analitico

Para cuantificar de forma exacta y precisa los farmacos en cada uno de los ensayos
realizados, se desarrolld y validé un método analitico por HPLC, siguiendo la

metodologia oficial y previamente publicada por Cézar-Bernal y cols. (2013).

Teniendo en cuenta las recomendaciones propuestas por USP, ICH y FDA vigentes,
se hicieron los ajustes necesarios en cuanto a fase movil y velocidad de flujo,
adecuandolos a las condiciones éptimas para nuestro laboratorio, ya que se partié

de un método publicado para cuantificacién de curcumina (Musfiroh y cols., 2010).

El presente método fue validado bajo la normativa de la ICH Q2(R1) 2005,
evaluandose los siguientes parametros: linealidad, precision, selectividad, limites

de deteccion y cuantificacion, exactitud y robustez.
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e Idoneidad del sistema

Este pardmetro se utilizé para verificar que la resolucién y la precision del sistema

son adecuadas para el analisis a realizar.

La idoneidad se ha validado inyectando seis réplicas de una solucién estandar de
curcumina (0,5 mg/mL), evaludndose la precision en términos de desviacion
estandar relativa (coeficiente de variacion, CV) del area del pico, ademas de los
parametros cromatograficos como el tiempo de retenciéon y numero de platos
teodricos. Segun la USP 40 el coeficiente de variacion o desviacion estandar relativa

(RSD) debe ser inferior al 2%.
e Precision

La precisiéon de un método analitico se define como el grado de concordancia entre
los resultados de las pruebas individuales de los analisis repetidos en una muestra
homogénea. Los estudios de precision se dividen en repetibilidad y precision

intermedia, informandonos de los errores aleatorios.

Repetibilidad. Se basa en realizar multiples inyecciones de una solucién estandar, un
dia determinado. Para curcumina, se inyectaron 10 veces consecutivas una soluciéon
estandar 0,5 mg/mL, y se calculé el RSD. Igualmente se traté una solucién de la

formulacién (equivalente a 0,5 mg/mL curcumina).

Precision intermedia. El objetivo de este estudio es determinar la variabilidad del
método efectuando una serie de andlisis sobre la misma muestra en un mismo
laboratorio, pero realizada por diferentes analistas y en diferentes dias en

condiciones operativas diferentes.
e Selectividad

La selectividad se define como la capacidad de un método analitico para medir y/o
identificar un analito en presencia de otras sustancias quimicas que pueden estar
presentes en la muestra. En este estudio, se comparan los resultados del analisis de
muestras con y sin analito, en presencia o ausencia de impurezas, productos de

degradacion, sustancias relacionadas o excipientes.
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Para ello, se prepar6é una solucién estandar de curcumina (0,5 mg/mL), una
formulacién de liposomas libre de curcumina y liposomas cargados con curcumina
(0,5 mg/mL). Cada solucién se inyect6 en el cromatégrafo de acuerdo con las
condiciones descritas en el método analitico y se midieron las muestras por

duplicado.

Ademas, en el estudio de selectividad, se llevaron a cabo estudios de degradacion,
donde las soluciones estandar y las muestras fueron sometidas a diferentes grados
de estrés, siguiendo las directrices de la ICH. Estos estudios fueron realizados para
demostrar la selectividad y estabilidad del estdndar y de la muestra tras la
exposicion a condiciones extremas durante 24 horas, asi como en condiciones de

fabricacion de las formulaciones.

Se estudio el efecto del pH tras exponer las soluciones estandar de curcumina 0,5
mg/mL a HCl 1N y NaOH 1N durante 24 horas. La degradacion oxidativa se estudio
mediante la exposicién de las soluciones a H202 (3% v/v). El efecto de la exposiciéon
a la luz se estudié mediante la colocacién de varios matraces que contenian la
solucidn estandar de farmaco bajo laluz solar olaluz UV (254 nm) durante 24 horas.
Para comprobar el efecto de la temperatura y de las ondas de ultrasonidos en la
degradacion del farmaco, las muestras se mantuvieron durante 1 hora en un bafio

de ultrasonidos termostatizado a 60 2C.
e Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para responder proporcionalmente a los
cambios en la concentracion o cantidad del analito en la muestra. El estudio de
linealidad verifica que las soluciones de la muestra se encuentran en un rango de
concentracion donde la respuesta es linealmente proporcional a la concentracién

del analito.

Para verificar la linealidad del sistema se trabajé con soluciones estandar de
curcumina y para la linealidad del método, con liposomas cargados con curcumina,
estableciéndose en ambos casos el siguiente intervalo de concentraciones: 25, 50,
100, 125y 150% de la concentracién de referencia (0,5 mg/mL).
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Este pardmetro analitico se confirm6 comprobando, en primer lugar, la
homogeneidad de varianzas mediante el test de Cochran, el cual es indicativo de si
el factor de concentracidén ejerce alguna influencia en la variabilidad de los

resultados. Para ello, se calculé el valor de Geyp de la siguiente forma:

Varmax

Z;‘var

Gexp =

donde Varpax es la varianza maxima y var es la varianza para cada concentracion.
El resultado obtenido se comparara con la G tabulada para p = 0,05, n=2,k =5.

En caso de demostrar la homogeneidad de varianzas, se procederia a calcular la
regresion lineal para la misma concentracion y areas corregidas por el método de
los minimos cuadrados. Si las areas obtenidas para cada concentracion muestran
una relacion lineal, estos resultados deben ser analizados mediante el método de
los minimos cuadrados. Ademas, se realizara el test de proporcionalidad, que
permite evaluar si la recta pasa por el origen de coordenadas, determinando si la
variable independiente es significativamente distinta de cero. Asi, parallevar a cabo
este test, se recurri6 a la prueba de significacion t de student (n = 4 grados de

libertad, p = 0,05).

De forma complementaria, se calculé el factor de respuesta (f), que expresa la
relacion entre el drea y la concentracion del analito, y puede tomarse como una
expresion aproximada de la sensibilidad de calibrado. Los factores respuesta deben
ser semejantes entre si y cercanos al valor de la pendiente. Se calcul6 el factor de

respuesta aplicando la expresion:

area

concentracion

e Limite de deteccidon (LOD) y limite de cuantificacién (LOQ)

El limite de deteccién (LOD) es definido por la USP como la concentracién mas baja
de analito que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada. A su vez,

el limite de cuantificacién (LOQ) es la concentracién mas baja en una muestra que
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puede ser medida dentro de un nivel aceptable de precisién y exactitud, en las
condiciones experimentales seleccionadas. LOD se define para un pico que da una
relacion de sefial-ruido de alrededor de 3:1, mientra que LOQ es el definido para un

pico que da una relacién de sefial-ruido de alrededor 10:1.

La determinacién de estos parametros se realizé inyectando seis soluciones
estandar, cuya concentraciéon se encuentra cerca de los limites de deteccion. El
rango seleccionado fue de 0,01% a 0,1% y la solucién estandar mas diluida que

presenta respuesta lineal es la considerada LOQ.
e Robustez

La robustez de cualquier procedimiento analitico segun la ICH es “una medida de la
capacidad del método para no verse afectado por pequefios cambios o variaciones

deliberadas, y proporciona una indicacién de su aptitud durante el uso normal”.

Para determinar la robustez del método analitico, se variaron deliberadamente
algunos parametros cromatograficos dentro de un intervalo real, y se determiné su
influencia cuantitativa sobre las variables respuesta. Los datos obtenidos de estos
efectos permitiran juzgar si el método necesita ser revalidado cuando se cambian
uno o mas parametros. Para ello, se utiliz6 un disefio factorial fraccional y se

analizaron multiples factores, minimizando asi los costes econémicos y el tiempo.

El disefio seleccionado fue el de Taguchi, una poderosa herramienta matematica que
permite predecir y prevenir problemas de calidad desde las etapas tempranas del
desarrollo y disefio de un producto (Wu y Wu, 1997). El método de Taguchi se
encuentra englobado en el &mbito de lo que se llama “ingenieria de calidad” (Xua y
cols., 2011), la cual se define como “una serie de planteamientos para predecir y
prevenir las dificultades o problemas que podrian ocurrir tras la finalizacion del
producto y su uso bajo multiples condiciones ambientales y de utilizaciéon durante

el periodo de vida disefiado” (Wu y Wu, 1997).

El objetivo del presente estudio fue evaluar la robustez del método desarrollado,
focalizado en el sistema cromatografico. Para demostrar este parametro, se aplico

la metodologia del disefio experimental (DOE), herramienta estadistica que permite
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evaluar los efectos y las interacciones de un gran numero de factores diferentes al

mismo tiempo con un numero limitado de ensayos.

El uso del disefio experimental multifactorial para optimizar las condiciones del
ensayo reduce significativamente el tiempo total y el coste, al mismo tiempo que
proporciona informacién esencial sobre el sistema de calidad (Belfast y cols., 2006).
Por consiguiente, cuando se detectan factores que no son robustos, uno puede
decidir cambiar el método o controlar mas estrictamente el o los factores en
cuestion (Kriera y cols., 2011). Por lo tanto, este método constituye el mejor indice

para medir la calidad en un modelo sélido.

La primera etapa en la aplicaciéon del método de Taguchi consisti6 en organizar una
matriz ortogonal adecuada, que depende del nimero de factores y sus niveles. En
este estudio, se investigaron cuatro factores criticos relacionados con el método
analitico (temperatura, pH de la solucién tampoén, porcentaje de acetonitrilo y
velocidad de flujo), cada uno de ellos con tres niveles diferentes, como se muestra

en la tabla 3.

Nivel
Factor
-1 0 +1
ACN (%) 48 50 52
pH 2,0 2,2 2,4

Temperatura horno (2C) 24 25 26
Velocidad flujo (mL/min) 1,1 1,2 1,3

Tabla 3. Factores y niveles incluidos en el disefio de matrices ortogonales de Taguchi L9. ACN:

acetonitrilo.

Se investigaron como variables de respuesta el area del pico cromatografico y el
tiempo de retencion del principio activo en la columna. Se seleccioné una matriz

ortogonal estandarizada L¢ (Tabla 4). Partiendo de una soluciéon estandar de
-181 -



Materiales y métodos (1)

curcumina (0,5 mg/mL), se realizdé el ensayo por duplicado para asegurar la
reproducibilidad de todos los datos. Una vez obtenidos éstos para cada
experimento, se completd la matriz ortogonal. Posteriormente, se analizaron con la
ayuda del Software DOEpack 2000 v.3.0.22, el cual permite estudiar el efecto de
cada factor sobre las variables respuesta a través del analisis de medias (ANOM) y

del analisis de varianzas (ANOVA).

Muestra ACN (%) pH  Temperatura (2C) Velocidad flujo (mL/min)

1 48 2,0 24 1,1
2 48 2,2 25 1,2
3 48 2,4 26 1,3
4 50 2,0 24 1,3
5 50 2,2 25 1,1
6 50 2,4 26 1,2
7 52 2,0 24 1,2
8 52 2,2 25 1,3
9 52 2,4 26 1,1

Tabla 4. Matriz experimental modelo de Taguchi L9 para ensayo de robustez.
3.1.1.4. Elaboracion de liposomas de levodopa y curcumina

Una vez optimizada la formulacién de liposomas de curcumina, se procedi6 a incluir

levodopa en la formulacién con el objetivo de disponer ambos activos en la misma.

Para comprobar la influencia de la curcumina sobre levodopa, se elaboraron las
siguientes formulaciones: liposomas de levodopa (1 mg/mL), liposomas de

curcumina (2 mg/mL) y liposomas de levodopa (1 mg/mL) y curcumina (2 mg/mL).

Los liposomas se elaboraron por la técnica TLE explicada anteriormente en el
apartado 3.1.1.2. del presente capitulo, obteniendo vesiculas multilaminares. La
fase lipidica, constituida por PC, CH, EA y curcumina, se disolvié en una mezcla
cloroformo/metanol 2:1 y posteriormente evaporada hasta crear una pelicula

lipidica. Seguidamente, esta pelicula se hidrato6 con la fase acuosa, la cual contenia
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levodopa disuelta en la mezcla de cosolventes seleccionada previamente en los
estudios de solubilidad de curcumina (PEG 400, PG, Tween® 80, etanol y tampdn
Hepes pH 7,4) (Schinid y Thieme, 1989). Una vez hidratada, se sometid a 5 ciclos de
agitacion en vdértex durante 1 minuto, intercalados con 5 minutos en bafio
termostatizado a 58 2C, hasta la obtencién de un preparado opalescente donde se
encuentran dispersos los liposomas. Finalmente se conservaron refrigerados a 4 2C

hasta su posterior uso.
3.1.2. Elaboracion de formulaciones con acido ascorbico

En este apartado se procedié a estudiar la capacidad antioxidante del acido
ascorbico sobre levodopa. Para ello, en primer lugar, se optimiz6 el medio de
disoluciéon de la molécula antioxidante, dada su influencia con el pH, para
posteriormente ser incluida en la formulacién liposomal junto al principio activo.
En este caso, los liposomas se elaboraron por diferentes técnicas con el fin de
obtener la formulacion que confiriera mayor estabilidad al farmaco

antiparkinsoniano.
3.1.2.1. Optimizacion del medio de disolucion de acido ascérbico

Con el fin de mejorar la estabilidad de levodopa en medio acuoso, se procedi6 a
realizar una serie de estudios para determinar la concentracion 6ptima de acido
ascorbico. Para ello, se estudid, en primer lugar, la influencia del medio acuoso, es

decir, el tipo de tampon y su pH sobre la estabilidad de levodopa.

La técnica consisti6 en afiadir en viales opacos 1 mL de una solucién de levodopa (1
mg/mL) con cantidades crecientes de una solucién de acido ascdrbico, obteniendo

una concentracion final que oscilé entre 0,2 y 0,8 mg/mL.

Cada solucion se prepard en tampon Hepes o PBS, y se estudid la influencia del pH
a 6,2 (pH mucosa nasal) y 7,4 (pH fisiolégico). El uso de estos tampones se debe a
su capacidad para controlar el pH de las soluciones. Ademas, son ampliamente

empleados en estudios con cultivos celulares.
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Las muestras se almacenaron a temperatura ambiente, protegidas de la luz durante

72 horas para ser posteriormente analizadas mediante HPLC.
3.1.2.2. Elaboracion de las vesiculas lipidicas de levodopa y acido ascérbico

La elaboracion de las vesiculas lipidicas se llevé a cabo por diferentes métodos, con
la finalidad de conseguir la mayor estabilidad del principio activo en el medio
acuoso y seleccionar aquella que presentase mejores resultados de encapsulacion
del fairmaco. Cada una de las técnicas empleadas requirié la utilizacion de diferentes
tipos de componentes con una funcién especifica, que ayudaran a aportar unas

propiedades especificas a las vesiculas lipidicas.

Para formularlos, se utilizaron los lipidos PC y CH como formadores de pelicula, y

EA (+) y DCP (-) como inductores de carga superficial.

Basandonos en experiencias previas realizadas por el grupo de investigacion, las

cantidades utilizadas para cada uno de los lotes elaborados se reflejan en la tabla 5.

Experimento PC(mg) CH (mg) EA (mg) DCP (mg)

1 70 30 0,83 -
2 70 30 1,66 -
3 70 30 3,33 -
4 70 30 - 0,83
5 70 30 - 1,66
6 70 30 - 3,33

Tabla 5. Cantidades de los lipidos utilizados (mg) para la elaboracién de liposomas. PC:

Fosfatidilcolina; CH: Colesterol; EA: Estearilamina; DCP: Dicetilfosfato.

En base a los resultados obtenidos en el apartado 4.1.1.2., se selecciond el tampoén

Hepes a pH 6,2, para su incorporacion en la fase acuosa de las vesiculas.

Una vez han sido concretados los componentes que conformaran las mismas, se
procedié a la sintesis de las estructuras lipidicas por diferentes métodos, entre los

que se encuentran los siguientes: evaporacion en capa fina (TLE), evaporacién en
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fase reversa (REV), método de calentamiento y congelacién (FAT) y método de

sonicacion.
e Método Bangham o TLE

Este método, ya detallado en apartados anteriores, fue el método de partida para
elaborar los liposomas de levodopa y acido ascorbico. En base a la tabla 5, se
pesaron en un matraz de fondo redondo los componentes lipidicos y el agente de
carga, disolviéndose en 8 mL de cloroformo. Posteriormente, el disolvente organico
se sometid a evaporacion en rotavapor y presion reducida. Una vez formada la
pelicula lipidica, se dej6 a temperatura ambiente hasta la eliminaciéon completa del
cloroformo y posteriormente se hidraté con 3 mL del medio acuoso, compuesto por

una mezcla de levodopa y acido ascorbico en tampon Hepes pH 6,2.

A continuacidn, la mezcla resultante se someti6 a cinco ciclos de agitaciéon en vortex
por un tiempo de 1 minuto, seguido de 5 minutos a 58 2C reposando en bafio.
Finalmente, la muestra se almacen6 a 4 2C en viales topacio con el fin de proteger al

farmaco de la luz para evitar su oxidacion.
e Evaporacién en fase reversa (REV)

Este método se fundamenta en la formacion de goticulas de agua estabilizadas por
los fosfolipidos; dichas estructuras son conocidas como micelas invertidas, por lo
que el método no requiere la formacion de una pelicula en el matraz utilizado
(Maestrelli y cols., 2006). El procedimiento consisti6 en disolver los componentes
lipidicos especificados en la tabla 5 en una mezcla de dietiléter y cloroformo en una
relacion 8:1v/v. A continuacion, se sometid el preparado a un proceso de sonicaciéon
a 0 °C, hasta que la dispersion adquiere un aspecto lechoso, indicativo de la
formaciéon de micelas invertidas. Seguidamente, se rotaevaporé controlando la
temperatura (58 ©C) y presién reducida, observando que la solucién pasaba de un
estado liquido a una fase de gel coloidal (Dua y cols., 2012). Este momento de la
preparacién constituye un punto critico, ya que el gel colapsa y se produce
inmediatamente la formacién de las vesiculas. Con el fin de obtener una maxima
capacidad de encapsulacidn, se ha demostrado que la relacién entre la fase organica
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y la fase acuosa debe ser 3:1. Por esta razén, en nuestro estudio se adicionaron 3 mL

de tampdn Hepes (pH 6,2) que contenian disueltos levodopa y acido ascorbico.

La formulacién se someti6 a cinco ciclos de agitacién, siguiendo la metodologia
descrita en el procedimiento anterior. Posteriormente se almacené a 4 @°C,

protegiéndola de la luz.
e Método de calentamiento y congelacion (FAT)

Partiendo de la dispersion de liposomas multilaminares, se sometio la muestra a un
proceso de congelaciéon durante treinta segundos en nitrégeno liquido,
calentandose en bafno termostatizado posteriormente, a 58 2C durante cinco
minutos. Este proceso, que se repitié nueve veces, favorece el atrapamiento del
farmaco ya que, durante el proceso de congelacion, la bicapa de fosfolipidos se
deshidrata y entra en contacto con el principio activo a encapsular (Abrahamy cols.,
2005) y, por tanto, aumenta la encapsulacion del firmaco disuelto en la fase acuosa.
La muestra se dejo reposar a temperatura ambiente y se almacend a 4 2C protegida

de la luz.
e Método de sonicacion

La interrupcién de la formacién de dispersiones MLVs utilizando energia
ultrasénica (sonicacion) produce tipicamente vesiculas unilaminares pequefias
(SUV), dando lugar a estructuras con diametros comprendidos en el intervalo de 15-
50 nm (Dua y cols., 2012). Asi, tras la obtencién de vesiculas multilaminares por
TLE, se someti6é la muestra a un proceso de sonicaciéon (100 W, 20 min, 58 2C),
dejandola reposar a temperatura ambiente y almacenandola finalmente a 4 °C

protegida de la luz.
e  Extrusion secuencial

Las vesiculas lipidicas multilaminares se sometieron a un proceso de extrusion, el
cual tiene como objetivo la reduccién del tamafio de los liposomas y obtener
poblaciones unilaminares con una mayor uniformidad del tamafio de las vesiculas.

Esta técnica es aplicable en un amplio rango de concentraciones de lipidos (0-400
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mg/mL) y practicamente todos los lipidos y mezclas de ellos pueden ser extruidos,
controlando la temperatura para que sea siempre superior a la temperatura de

transicion de fase del lipido.

La reduccion del tamafio de las vesiculas se llevé a cabo con la ayuda de un extrusor
mediante la aplicacién de presiones moderadas (100 - 800 psi), gracias al
acoplamiento de una bala de nitrégeno. De esta manera, se logra forzar el paso de
las vesiculas lipidicas a través de filtros de policarbonato de tamafio de poro
definido. La presidén empleada fue de 600 psi y se utilizaron filtros de policarbonato
de 0,8 pmy 0,4 pm (200 bar), a través de los cuales se hizo pasar la muestra 10 veces

por cada uno de estos filtros.

Algunas consideraciones a tener en cuenta en el proceso se describen a
continuacion. En primer lugar, para obtener una mayor homogeneidad de las
vesiculas, es necesario filtrar las muestras sucesivamente a temperatura superior a
la Tc; ademas, es recomendable que se realice la filtracion empezando por el filtro

que tiene mayor didmetro de poro y culminar con el de menor tamafi0.

3.1.3. Elaboraciéon de formulaciones con acido ascdérbico y superéxido

dismutasa

Una vez optimizada la formulacion de liposomas de levodopa y acido ascorbico, se
procedié a introducir en la formulacién SOD, con el fin de estudiar la capacidad

antioxidante de ambas moléculas sobre levodopa.

Para ello, en primer lugar, se procedi6 a optimizar la formulacién de liposomas con
SOD, para posteriormente unirla a la formulacién de liposomas de levodopa y acido
ascorbico, ya que este compuesto enzimatico presentaba unas caracteristicas
distintas a las otras moléculas que no permitieron incluirla con el resto de las

sustancias en una misma formulacién.
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3.1.3.1. Elaboracion de liposomas SOD

La elaboracion de las vesiculas lipidicas SOD se llevd a cabo por el método TLE,
explicado previamente en el apartado 3.1.1.2. La fase lipidica se compuso en este
caso de una mezcla de 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), CH y EA, en
una relacion 6:3:0,5 (Vorauer-Uhl, 2001). Se seleccion6 DPPC debido a la
sensibilidad que presenta la enzima SOD al someterse a altas temperaturas, ya que
este fosfolipido presenta una temperatura de transicién menor que la PC (Kalra y
Bally, 2013), lo cual permite trabajar en condiciones menos agresivas de

temperatura, evitdndose asi que SOD se viera afectada por dicho factor.

Posteriormente, los componentes lipidicos se disolvieron en 8 mL de cloroformo y
se sometieron a rotavaporacion, controlando la temperatura y presién. Una vez
obtenida la pelicula, se hidrat6 con 3 mL de una solucién de SOD (0,5 mg/mL) en
tampén Hepes pH 7,4. Se utilizé este valor de pH ya que estudios anteriores
realizados por Rengel y cols. (2002) demostraron que la SOD presenta su maxima

actividad enzimatica a este pH.

A continuacidn, se procedid a la formacion de las vesiculas mediante los ciclos de
vortex descritos en apartados anteriores, con la tinica modificacidn de controlar la
temperatura a 40 2C, por las caracteristicas de la temperatura de transicién del

DPPC.
3.1.3.2. Unificacion de formulaciones

Una vez optimizada la formulacién de liposomas de SOD, se anadi6 la formulacién

de liposomas de levodopa y acido ascérbico, previamente optimizada.
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3.2. CARACTERIZACION DE LAS FORMULACIONES
3.2.1. Caracterizacion fisicoquimica

Debido a la incompatibilidad que presenta la enzima SOD para ser formulada a
temperaturas elevadas y a bajos valores de pH, se elaboraron de manera
independiente ambas formulaciones para posteriormente unificarse en una, previo
a su administracién. Esta formulacién sera caracterizada exhaustivamente para

determinar si la estabilidad de levodopa en medio acuoso se ve favorecida.

El tamafio de las vesiculas asi como el indice de polidispersion se determinaron por
espectroscopia de correlaciéon fotonica, siguiendo la metodologia previamente

descrita en la presente memoria.

Las formulaciones de liposomas que contenian curcumina se diluyeron 1:20 (v/v)
en Hepes pH 7,4, mientras que las formulaciones de liposomas que incluian acido
ascorbico y SOD se diluyeron 1:20 (v/v) en Hepes pH 6,2. Las muestras se midieron

a una temperatura de 25 2C, por triplicado y se presentaron como media * DS.

Por otra parte, para determinar la carga superficial de los liposomas se introdujeron
3 mL de la dispersion liposomal en el equipo Zetasizer Nano ZS, donde se calculé el
potencial zeta () a partir de la movilidad electroforética (p), como también queda

recogido en el apartado correspondiente del Bloque I de la memoria.

Las muestras se midieron a 25 2C, empleando la misma dilucidn que para el tamafio,

por triplicado y los resultados se presentan como media * DS.
3.2.2. Determinacion de la eficacia de encapsulacion

La cuantificacion de la fraccion de levodopa encapsulada en los liposomas se llevé a
cabo tras su extraccion de los mismos con lauril sulfato sédico (0,5 % p/v) mediante

un proceso de centrifugacion.

Para ello, se transfirieron a un eppendorf 0,7 mL de los liposomas preparados
(almacenados 24 horas en refrigeracion a 4 °C) y se centrifugé la muestra durante
60 min a 8000 rpm y 4 °C (Gonzalez-Rodriguez y cols., 2016). Asi, se separ6 el

sobrenadante del sedimento, siendo éste tltimo diluido hasta 3 mL con lauril sulfato
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s6dico 0,5% p/v, sonicando y agitando con vortex para garantizar la destruccion de
las vesiculas y la disolucién de los farmacos encapsulados en el medio. El
sobrenadante se diluy6 a 2 mL con Hepes para cuantificar la fraccién de fArmaco no
encapsulada. Finalmente, las soluciones resultantes se filtraron a través de un filtro
de membrana (0,45 um) para su cuantificacién posterior mediante HPLC. Las
muestras se analizaron por triplicado y la eficacia de encapsulaciéon (EE) se

determiné mediante la siguiente ecuacion:

Am) X Cseq % 10,6

EE = ("‘srd x 100

Donde, An: Area cromatografica de la muestra, Aqa: Area cromatografica del
estandar, Csq: Concentracién de estandar del fArmaco y, X: Cantidad tedrica del

farmaco
3.3. DETERMINACION CUANTITATIVA DE LAS MOLECULAS POR HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se ha convertido en el principal
método para la separacion de especies quimicas estrechamente relacionadas entre
si, ademas de permitir realizar una identificacidn cualitativa (tiempo de retencion)
y una identificacién cuantitativa (areas de los picos) de las especies separadas

(Skoogy cols., 2001; Femenia-Font y cols., 2005).

El cromatoégrafo utilizado (Lachrom Hitachi HPLC System Manager) se compone de
cuatro unidades: bomba isocratica L-7100, inyector automatico de muestras L-
7200, detector DAD L-7455 de longitud de onda variable e interfase D-7000. La
columna cromatografica empleada fue Cig (ZORBAX SB-C18 150 mm x 4,6 mm, 3,5
pum). La determinaciéon de las moléculas se llev6 a cabo mediante la aplicacion de

HPLC de fase reversa (Badwe y cols., 2005).

En la tabla 6 se recogen las condiciones cromatograficas utilizadas para la

determinacion de cada una de las moléculas empleadas en este capitulo.
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Molécula Curcumina Levodopa
Fase mévil (v/v/v) Acido acético 2%:ACN ACN:Acido acético 2%:H-0
(50:50) mQ (30:50:20)
Velocidad flujo (mL/min) 1,2 1
Volumen inyeccién (puL) 10 20
Temperatura horno (2C) 25 25
Longitud onda (nm) 420 280 /265

Tabla 6. Condiciones cromatogrdficas para cuantificacion en HPLC de diferentes moléculas.

ACN: Acetonitrilo.

3.4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Para evaluar la actividad antioxidante de los compuestos seleccionados en las
formulaciones liposomales de levodopa, se usaron dos métodos quimicos

diferentes: el denominado ABTS y Xantina/Xantina oxidasa.

3.4.1. Cuantificaciéon de la actividad antioxidante de curcumina y &acido

ascorbico

Se seleccioné el ensayo ABTS para medir la actividad antioxidante de las moléculas
curcumina y acido ascoérbico, asi como su capacidad para eliminar radicales libres

generados tanto en medio acuoso como lip6filo (Antolovich y cols., 2002).

Se trata de una reaccion basada en la capacidad de los antioxidantes para capturar
el radical catiénico ABTS*+ (Pisoschi y cols., 2011). La generacién de este radical
constituye la base de uno de los métodos espectrofotométricos que han sido
aplicados para medir la actividad antioxidante total de soluciones o sustancias
puras y mezclas acuosas. Para la generacion del radical catiéon ABTS*+, se procedid
a mezclar 2,98 mM de ABTS y 0,98 mM K;S,0s (persulfato de potasio) en agua
purificada (Figura 1). Esta reaccién implica la produccién directa del cromoéforo
ABTS** verde-azul. La adicién de los antioxidantes curcumina y acido ascorbico al
radical formado lo reduce a ABTS, de manera que el grado de decoloracién como
porcentaje de inhibicion del radical cation ABTS ** esta determinado en funcién de

la concentracién y el tiempo.
-191 -



Materiales y métodos (1)
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Figura 1. Reaccién del ABTS.

Esta solucién sera reducida por el antioxidante obteniendo una solucién incolora,
debido a la sustituciéon del atomo de nitrégeno por un atomo de hidrégeno,

produciendo la decoloracion de la solucién.

Metodol6gicamente, la mezcla ABTS-persulfato obtenida se almacend en recipiente
opaco a 4 2C durante 16 h antes de su uso. A partir de esta solucion se prepar6 una
dilucién (1: 10) con etanol para lograr una absorbancia de aproximadamente 0,7 a
734 nm. Como solucién estandar antioxidante de referencia se seleccion6 Trolox

(1,05 mg/mL en etanol absoluto), el cual es un derivado soluble del 3-caroteno.

Posteriormente, se prepararon las placas de ensayo afiadiendo en placas de 96
pocillos, un volumen de 10 pl de cada una de las muestras a analizar, que contenian
levodopa y uno de los antioxidantes. Se analizaron diferentes concentraciones (2, 1,
0,4,0,2,0,1, 0,04y 0,02 mg/mL para la curcumina, y 0,2, 0,1, 0,04, 0,02, 0,01, 0,004
y 0,002 mg/mL para 4cido ascorbico). Las muestras en los pocillos fueron diluidas
con 90 uL de etanol para reaccionar con 100 uL de la soluciéon ABTS*+ fresca. La
solucion madre estandar de Trolox también se preparé en etanol y se diluy6 para
proporcionar siete concentraciones diferentes: 1,05, 0,525, 0,21, 0,105, 0,0525,
0,021y 0,0105 mg/mL.
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La absorbancia se midié 6 minutos tras la preparaciéon de la mezcla y todas las
mediciones se realizaron por triplicado. En presencia del antioxidante en la
muestra, el color azul-verdoso del radical ABTS** cambié a incoloro (disminucién en
la absorbancia) ya que el antioxidante puede reducir este radical hasta ABTS. Dicha
decoloracion de la muestra debe ser directamente proporcional al aumento de la

actividad antioxidante de la muestra estudiada.

La actividad antioxidante se defini6 como EC50, el cual mide la efectividad de un
compuesto para inhibir una actividad biolégica (Joshiy cols., 2010). En este ensayo,
este parametro mide la concentracidn de antioxidante necesaria para disminuir en
un 50% la concentracién inicial del radical ABTS*+, teniendo en cuenta que un IC50
bajo estd directamente asociado con una actividad antioxidante alta (Zhu y cols.,,
2011). Finalmente, este parametro se normalizé en relacién al Trolox, como: EC50

muestra / EC50 Trolox.
3.4.2. Cuantificacion de la actividad antioxidante de superéxido dismutasa

Para la determinacién de la actividad antioxidante de SOD, se empleé un método
indirecto, basado en la aplicacién del sistema de reaccién xantina/xantina oxidasa.
Este método cuantifica la cantidad de aniones superoéxidos (0-2) formados mediante
la reaccién enzimatica de los radicales SOD, con xantina/xantina oxidasa (X/X0D),
a través del uso de nitroazul de tetrazolio (NBT), indicador comtinmente utilizado

debido a la rapida respuesta a la oxidacion y facilidad de uso (Iranzo, 2011).

La actividad antioxidante de SOD se determind mediante la utilizacién de un método
espectrofotométrico. Dicho método consistié en una secuencia de reacciones en un
medio que contenia 160 pL de tampén 0,1 M de glicina-NaOH (pH 9) y 6,75 uL de
cada componente: Xantina (3 mM), EDTA (3 mM), L-dopa (0,002 mM), NBT (0,75
mM), individualmente. A continuacién, se dejé incubar a 20 2C durante 10 min. La
reaccion comenzo tras afiadir 6 mU de XOD y se continu6 con la incubaciéon a 20 2C
durante 20 min. Finalmente, se adicionaron 6,75 pL de CuCl¢ 6 mM, para detener

dicha reaccion. La actividad de la SOD fue cuantificada por espectrofotometria UV-
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visible utilizando el mismo equipo que anteriormente. Las muestras se midieron a

una longitud de onda de 560 nm.

Segin este método, una unidad de enzima se define como la cantidad de SOD
requerida para lograr una inhibicion del 50% en la tasa de formacién de colorante

diformazano (Umasuthan y cols., 2013).

Los resultados obtenidos se tratan teniendo como patrén de referencia una solucion
estandar de SOD. La ecuacidn utilizada para la determinacion de la actividad fue la

siguiente:

. ) Absorbancia muestra
% Actividad relativa = Absorh - i x 100
sorbancia estandar

3.5. ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE LAS FORMULACIONES

Tras optimizar cada una de las formulaciones de liposomas de levodopa con los
diferentes antioxidantes, se realiz6 un estudio de estabilidad en el tiempo con la
finalidad de analizar la influencia sobre la encapsulacién del fArmaco en los sistemas

vesiculares, asi como obtener una formulacién lo mas estable posible.

Para ello, las formulaciones en presencia de los diferentes antioxidantes
(curcumina, acido ascorbico y SOD), se almacenaron a 4 2C durante 30 dias. A
tiempos predeterminados, se recogieron muestras para su posterior evaluacion (0,
2,6,9,15y 30 dias). Las alicuotas recogidas se sometieron a centrifugaciéon durante
60 minutos, 8000 rpm y 4 °C. La estabilidad de los liposomas frente a la solucién
estandar de levodopa-antioxidante se determindé midiendo el tamafio de las

vesiculas, el IP, el potencial zeta y el porcentaje de farmaco atrapado.
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4.1. ESTUDIO DE LAS FORMULACIONES DE LEVODOPA CON ANTIOXIDANTES

Como se ha comentado en el apartado de Introduccién, levodopa contintia siendo a
dia de hoy el farmaco de elecciéon en el tratamiento de la EP. Sin embargo, es un
farmaco que presenta una corta semivida biolégica (1 h), baja biodisponibilidad oral
(< 1%) y sufre oxidacién en medio acuoso (Vieira y Gamarra, 2016), entre otras

propiedades.

Autores como Mason y cols. (1949) ya defendian que la levodopa tiende a ser
degradada en medio acuoso conduciendo a la formacién de melaninas. Asi, tras el
estudio de degradacion en Hepes pH 7,4 (figura 2), se muestra visualmente como
una soluciéon de levodopa (1 mg/mL) se degrada debido a la formacién de
melaninas, que se producen tras el proceso de oxidacion de levodopa con el tiempo,
observandose como la solucion transparente torna a negruzca (Korytowski y cols.,

1987).

Figura 2. Evolucién de una solucién de levodopa en tampén Hepes pH 7,4. A: tiempo cero; B:

tiempo 2 dias.

Con la finalidad de solucionar el problema de estabilidad de levodopa en medio
acuoso, se formularon liposomas con el objetivo inicial de proteger al farmaco de
los agentes externos (Yadav y cols., 2011). Sin embargo, como se muestra en la
figura 3, esta formulacién no evité la degradacion del farmaco, mostrando una ligera
coloracién parda, muy diferente al aspecto que presenta una formulacion placebo.
La explicacion a este resultado pudo buscarse en el hecho de que, en la formulacion,
el farmaco se encuentra disuelto en la fase acuosa, favoreciéndose asi el proceso de

oxidacién (Spuch y cols., 2011). En base a estos antecedentes, y para evitar el
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proceso de oxidacion, se adicionaron antioxidantes a la formulacién (Zaitone y cols.,

2013).

Figura 3. Formulacion de liposomas de levodopa (derecha) y liposomas control (izquierda).

Por ello, el presente capitulo se centrara en la busqueda de un antioxidante que
confiera la maxima estabilidad a los liposomas de levodopa para su posterior

acondicionamiento en la forma final.

Con este objetivo se desarrollaron formulaciones de nanoliposomas cargados de
levodopa en combinacién con antioxidantes como curcumina, acido ascérbico y
SOD. El procedimiento serd, en primer lugar, optimizar el medio de disolucién de
los antioxidantes, que posteriormente serdn formulados junto al agente
antiparkinsoniano. Tras disefiar y caracterizar cada una de las formulaciones se
procederd a estudiar la actividad antioxidante y la estabilidad de cada una de las

formulaciones.

Una vez los resultados confirmaron que el 4cido ascorbico fue el antioxidante que
confiri6 mayor estabilidad a levodopa, se procedi6 a elaborar y caracterizar los
liposomas de levodopa y acido ascorbico mediante diferentes técnicas y ademas
afiadiendo agentes de carga a la formulacidn, con el objetivo de obtener la maxima

estabilidad de la misma.
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4.1.1. Estudios de formulaciones con curcumina
4.1.1.1. Estudio de solubilidad de curcumina en mezcla de solventes

La curcumina es un compuesto polifendlico poco soluble en agua (< 1 pg/mL). El
estudio llevado a cabo para mejorar las propiedades de solubilidad demostré que
este parametro mejoré en aquellas muestras en las que se emplearon mezclas de

solventes.

Como se recoge en la tabla 7, el uso de un unico solvente en el medio acuoso
proporcioné valores inferiores de solubilidad que aquellos que llevaron mezclas de
varios solventes, a excepcion de la muestra 13, que s6lo llevaba Tween® 80. Este
efecto solubilizante pudo deberse a su naturaleza tensioactiva, que favorecié la
reduccion de la tensidn superficial aumentando el area superficial disponible para
la solubilizacién del farmaco (Chen y cols., 2003). Sin embargo, aunque el uso de
Tween® 80 parecié mejorar la solubilidad de la curcumina, la adicién de mezclas
cuaternarias de diferentes solventes mejord considerablemente este parametro.
Respecto al uso de diferentes soluciones tampon, el uso del tampdn Tris contribuyé

a empeorar la solubilidad del farmaco.

Tras seleccionar las proporciones mas adecuadas de cada solvente para mejorar la
solubilidad de nuestro principio activo, se elaboraron y caracterizaron 4 lotes de
liposomas con diferentes composiciones, que quedaron recogidas en el apartado
3.1.1.2 para poder asi seleccionar aquel que proporcionase mejores caracteristicas

fisicoquimicas.

-199 -



Resultados y discusién (1)

Muestra Agua Tampoén Hepes TampénPBS Tampon Tris

1 85 80 100 80
2 95 35 78 50
3 100 100 82 60
4 37 92 59 60
5 58 100 7 100
6 100 70 0 45
7 40 60 96 55
8 100 40 27 25
9 59 39 100 86
10 29 2 1 1

11 2 2 1 0

12 0,8 0 1 0

13 80 100 43 96
14 0,08 0 1 0

Tabla 7. Porcentajes de solubilidad de la curcumina en cada una de las mezclas de cosolventes

y diferentes soluciones tampén.
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4.1.1.2. Caracterizacion de liposomas de curcumina

La caracterizacion de las formulaciones de curcumina se recoge en la tabla 8. Se
puede observar que los diferentes lotes de liposomas presentaban valores de
potencial zeta e IP similares; sin embargo, la formulacién L; fue la que present6 una
mayor eficacia de encapsulaciéon de farmaco; ello conllevd a un incremento en el
tamafio de las vesiculas de esta formulacién respecto a las otras formulaciones, de
forma que al aumentar la cantidad de farmaco incluido en el compartimento acuoso,

se produjo un aumento del tamaiio de las vesiculas (Choudhury y cols., 2016).

Lotes Tamafio (nm) P Potencial zeta (mV) EE (%)
L1 310,36 4,7 0,18+0,02 546+0,6 16 £0,46
L2 764,1+256 0,25 +£0,04 4,47 +1,27 50+ 0,75
Ls 128,5+ 4,9 0,30+£0,19 1,52+0,4 4+0,27
La 422,7£6,7 0,40 +0,03 4,20+0,48 18+0,81

Tabla 8. Caracterizacién de las formulaciones de liposomas con diferentes mezclas de

solventes. IP: Indice de polidispersién. EE: Eficacia de encapsulacién.

En el estudio, una determinada mezcla de PEG 400 y etanol exhibié un alto potencial
de solubilizacién (Seedher y cols., 2003), de manera que la curcumina es atrapada
por el PEG 400, aumentando la solubilidad de farmaco. Este mecanismo de
atrapamiento del farmaco se produce también entre este polifenol y otras moléculas
como PC (Began y cols., 1999; Yu y cols,, 2010). En estos estudios, los autores
demostraron la interaccién hidrofébica que se produce entre el farmaco y la PC
quedando éste atrapado en el interior de los liposomas. Dicho proceso de atrapar el
farmaco en el interior del liposoma favorece la solubilizacién del fArmaco, asi como
su proteccion frente a las condiciones externas, mejorando asi la estabilidad del

mismao.
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Sin embargo, a pesar de haber mejorado el parametro de solubilidad, todas las
formulaciones de liposomas presentaron bajo potencial z, muy inferior a 30 mV, por

lo que estas formulaciones de liposomas, a priori, no gozan de buena estabilidad.
4.1.1.3. Validacién del método analitico

En este estudio se ha desarrollado y validado un método por HPLC de fase reversa
para la determinacién de curcumina en liposomas con la mejor resolucion
cromatografica posible. Este método permite el andlisis de una amplia serie de
muestras, evitando la posible degradacién asociada a un tiempo de andlisis
prolongado. La preparacion de la muestra fue simple, de corto tiempo de separacion
y habiendo considerado el bajo limite de cuantificacién al iniciarse el estudio. El
objetivo del método de preparacién de la muestra fue eliminar las interferencias de
los otros constituyentes de los liposomas, que permitan que el método sea
reproducible, con una alta recuperaciéon y empleando un nimero minimo de pasos,

asi como corroborar la estabilidad de la formulacién disefiada.
e Idoneidad del sistema

Se comprob6 la idoneidad del sistema (system suitability) como requisito
fundamental antes de empezar el ensayo de validacion. Para ello se midieron los
pardmetros cromatograficos y la precision del sistema cromatografico,

recogiéndose los datos en la tabla 9.

Como se puede apreciar en la tabla 9, los resultados de este pardmetro indican que
la precisién del sistema como parametro de mayor aplicacion para la evaluacién de
la idoneidad del sistema, es 6ptima para iniciar el ensayo, ya que nos proporciona
una variabilidad de los valores de area del pico de curcumina inferior al 2% (% RSD
=0,93), garantizando desde este punto de vista la leve dispersion entre inyecciones
repetidas. Ademas, se verifica que los tiempos de retencion del pico no presentan
un desplazamiento significativo, siendo el tiempo de retencién (TR) = 5,46 + 0,67

min.
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TR (min) Area
1 5,46 97318029
2 5,50 96281965
3 5,47 95267019
4 5,46 97086393
5 5,50 95168700
6 5,40 96157834

Promedio 5,46 96213323,33
SD 0,04 891868,35

RSD (%) 0,67 0,93

Tabla 9. Resultados de la idoneidad del sistema previa a la validacién del método para
curcumina, donde TR: Tiempo de retencién. SD: desviacién estdndar. RSD: desviacién estdndar

relativa.
e Precision
Repetibilidad
Como define la ICH, la repetibilidad expresa la precisién del sistema, actuando en
un corto intervalo de tiempo bajo las mismas condiciones. La ICH sugiere un minimo

de 10 inyecciones sobre una solucién estindar y una muestra de liposomas de

curcumina al 100% de la concentracién nominal (0,5 mg/mL).

Los resultados obtenidos fueron satisfactorios (%RSD estandar curcumina = 1,1%;
%RSD liposomas curcumina = 1,56%), ya que la dispersién de los mismos fue

inferior al 2%, tomando éste como criterio de aceptacion.
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Precision intermedia

La precision intermedia consisti6 en realizar un ensayo de repetibilidad, y se llevé

a cabo con el objetivo de analizar si las condiciones operativas y ambientales

afectaron a la variabilidad de los resultados. Para ello, se procedié a realizar un

estudio comparativo entre los resultados obtenidos por diferentes operarios en

distintos dias. Cada estudio de repetibilidad se realizé mediante el andlisis de dos

inyecciones de dos muestras de liposomas de curcumina preparadas por cada

analista. Los resultados obtenidos se recopilan en la tabla 10.

Analista 1

Analista 2

Analista 1

Analista 2

RSD (%)

Solucion estandar curcumina

Dia 1

82168659

82279560

84068212

84375152

80258075

80670321

81931052

81081241

(0,5 mg/mL)

Dia 2

81721303

81980998

86442004

86413499

83145374

83341862

83559059

83381806

RSD (%)

0,29

1,5

1,97

1,44

1,81

Solucién liposomas curcumina

Dia1

33449,445

33037,074

33005,988

32927,49

33005,547

3257091

32867,163

32941,116

(0,5 mg/mL)

Dia 2

33804,153

33791,373

31784,814

32202,495

32752,728

30434,949

33222,564

32819,67

RSD (%)

1,08

1,81

0,54

1,31

0,73

Tabla 10. Precision intermedia. Resultados de dreas de los picos cromatogrdficos para

estdndar de curcumina (0,5 mg/mL) y liposomas curcumina (0,5 mg/mL) en ensayos

realizados con analistas y dias diferentes.
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Como indican los resultados obtenidos, se concluye que el método analitico
desarrollado es repetitivo, ya que la variabilidad de los resultados no se ven
influidos significativamente por el dia del analisis, asi como el tipo de analista que

lo lleve a cabo, habiéndose obtenido unos %RSD inferiores al 2%.
e Selectividad

El estudio de selectividad consistié en evaluar de manera cuali y cuantitativa la
influencia de los constituyentes de las formulaciones de los liposomas sobre el
tiempo de retencidn, pureza cromatografica y espectral y area del pico de
curcumina, ademdas de los posibles degradantes que pudieran generarse bajo

condiciones de estrés.
Selectividad cualitativa

Una vez analizadas las muestras en el cromatégrafo, se observé que los
constituyentes del placebo de liposomas no se retienen en el mismo tiempo de
retenciéon que los liposomas cargados de curcumina, demostrando la no
interferencia de éstos sobre la mezcla de componentes. Ademas, el pico
correspondiente al estandar de curcumina no se encontraba solapado
espectroscopicamente con ninguno de los otros componentes y los constituyentes
del placebo no absorben a la longitud de onda a la que lo hace nuestro firmaco. De
esta forma, se comprob6 cromatografica y espectroscopicamente la selectividad

cualitativa entre el placebo de liposomas y el estandar de curcumina (0,5 mg/mL).
Selectividad tras someter las muestras a condiciones de estrés

La selectividad también se demostré sometiendo un estandar de curcumina y la
formulacién a condiciones de estrés (condiciones acidas, alcalinas, oxidantes,

reductoras, calor-sonicacion, luz solar y luz UV).

En una primera aproximacion, los estudios de degradacion forzada revelaron
mayores niveles de degradacion en la solucidn estandar que en las formulaciones
de liposomas, lo que denota una mayor estabilizacién del farmaco incluido en la

formulaciéon de liposomas y, por tanto, su efecto protector (figura 4). Asi, los
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liposomas protegian en mas de un 90% a la curcumina en condiciones &cidas. Por
otro lado, se observé un porcentaje de degradacion superior al 50% en el resto de

condiciones.

Se apreci6 en los cromatogramas que el pico de curcumina en la solucién estandar
aparecio en el minuto 5,7, mientras que el pico de la soluciéon degradada aparecié
en el minuto 5,1 aproximadamente. En cambio, en las muestras de liposomas, el pico
de curcumina se adelanté aproximadamente un minuto, apareciendo en torno a 4,8
minutos. Ello demuestra que el tiempo de retencién diferente en ambas
preparaciones es indicativo de la diferente naturaleza de cada producto, pudiendo
concluir que las formulaciones de liposomas tienen la propiedad de ser mas

hidré6fobas que la solucién estandar de curcumina (Salmani y cols., 2014).

De acuerdo con estos resultados, se puede concluir que parametros como el pH, el
calor, las ondas de ultrasonidos y la luz solar deben controlarse para minimizar el

proceso de degradacion de la curcumina.

120

100 -§ = N
80

60

40

& Liposoma

20 Solucién estandar

Porcentaje de curcumina degradada

Luz UV Calory Acido Base Peréxido  Luzsolar
Sonicacion

Figura 4. Porcentaje de curcumina degradado en diferentes condiciones de estrés en liposomas

y solucion estdndar.
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e Linealidad

El propoésito de esta prueba fue demostrar que todo el sistema exhibe una respuesta
lineal y que es directamente proporcional a un intervalo de concentraciéon del
analito objeto de estudio (curcumina). Se trabajé con una solucién estdndar de
curcumina donde el 100% se correspondia a una concentraciéon 0,5 mg/mL. La
linealidad se evalud a partir del 25% (0,125 mg/mL) al 150% (0,75 mg/mL) de la
concentraciéon nominal de la solucién. Los resultados de este ensayo se recogen en

la tabla 11.

Nivel (%)  Réplica Concentracion Area (mAUs) Factor de Varianza
final (mg/mL) respuesta

I1(25%) 2 0,125 24263 194107 65254

11 (50%) 2 0,25 48681 194726 3292
III (100%) 2 0,5 98825 197650 46341
IV (125%) 2 0,625 123023 196838 1166811
V (150%) 2 0,75 143195 190927 2734408

Media f 194849

SDf 2753
RSD (%) 1,41

Tabla 11. Resultados del estudio de linealidad del sistema para curcumina.

La representacion grafica (area vs concentracion) permitié ajustar los datos a la
sz . . . .z 2
ecuacion de la recta y calcular su coeficiente de determinacién (r“), como se recoge

en la figura 5.
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Figura 5. Representacién grdfica de la linealidad del sistema para curcumina junto a su

ecuacion de la recta y coeficiente de determinacioén.

Con estos resultados se comprobé la linealidad del método. Asi, la ecuaciéon que
defini6 la respuesta del equipo mediante la técnica de los minimos cuadrados fue y

=2-108x - 55919; R* = 0,9997.

Seguidamente, se comprob6 mediante un ANOVA, la existencia de bondad en el
ajuste de los datos,yaque p =6,56-10-1%indicalalinealidad del sistemayp=1,77-10-
20 indica la linealidad del método. Se verificO mediante el test de Cochran la
homogeneidad de varianzas, resultando que Gexp (0,4821) < G (0,6838), lo que
significa que las varianzas de las concentraciones son homogéneas y que el factor

de concentraciéon no influy6 en la variabilidad de los resultados.

Finalmente, se evalud la linealidad a través de dos estudios. El primero de ellos se
baso en la determinacion de los coeficientes de variacion de los factores respuesta
(f), comprobandose que el mismo fue inferior al 2% (RSD = 1,89%), hecho que se
confirm6 graficamente al ver que en la representacion de los factores respuesta
frente la concentraciéon no se aprecié un cambio en el valor de la pendiente. El
segundo estudio fue el analisis de la significacion estadistica de la desviacion

estandar de la pendiente, cuyo valor resulté ser texp = 1.00 < twp = 1,7613. Por lo
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tanto, los resultados obtenidos y analizados desde un punto de vista estadistico nos

permiten garantizar la linealidad del sistema cromatografico y del método analitico.
e LOD/LOQ

Para la determinaciéon del LOQ, se analizaron cinco soluciones estdndar a baja
concentracion, en un rango del 0,01 % al 0,1 % de la concentraciéon nominal (0,5
mg/mL). A partir de la curva de calibracién, empleando el método de los minimos
cuadrados, se determinaron la ecuacion de la recta y los parametros de ajuste, entre
ellos el error estandar de la ordenada, datos que permitieron calcular la
concentracion minima para ser detectado y cuantificado el activo bajo las

condiciones cromatograficas descritas en el método analitico.

Con los resultados de la figura 6 podemos colegir que los valores de LOD y LOQ

fueron 0,000075y 0,000125 pg/mL, respectivamente.
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Figura 6. Representacion del factor de respuesta frente a la concentracion.
e Robustez

Para demostrar la robustez del método, se aplico la metodologia del diseno
experimental, como se detallé en el apartado de Metodologia. Los resultados

obtenidos se iran discutiendo a continuacion.
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"z

Andlisis de la variable respuesta “drea bajo la curva (AUC) del pico”

Partiendo de los resultados obtenidos para esta respuesta, se analizé como los
factores estudiados afectaron al area del pico del estdndar de curcumina (figura 7 y
tabla 12). Segtn el analisis ANOM complementado con el ANOVA, no se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas entre los factores estudiados. Aplicando
las pruebas de contrastes para grupos heterogéneos se obtuvo que ninguno de los
factores, asi como sus interacciones, afecté a la variabilidad del area bajo la curva,

observandose un bajo porcentaje de contribuciéon de los diferentes factores

estudiados.
Main effects ANOM for ACN Main effects ANOM for Temperatura
LDL=6,999E+07, Mean=1,255E+08, UDL=1,81E+08 LDL=6,999E+07, Mean=1,255E+08, UDL=181E+08
v=8.1, H=1,946, alpha=0,1 v=8,1, H=1,946, alpha=0,1
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Main effects ANOM for pH Main effects ANOM for Flujo
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Figura 7. Grdfica de los efectos principales ANOM para la respuesta drea bajo la curva del

estdndar de curcumina.
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Tablas de ANOVA para Area (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1

ANOVA de una via
Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P %
contrib
Entre 2,29E+17 8 2,862E+16 0,9769 0,508
Entre (error) 2,637E+17 9 2,93E+16
TOTAL 4,927E+17 @ 17
Un unico grado de libertad ANOVA
Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P %
contrib
A ACN (48v 52) 4,082E+16 1 4,082E+16 1,393 -1.16E+08 = 0,268 8,3
B pH (2v24) 7,255E+13 1  7,255E+13  0,002476  -4918000 0,961 0,0
C Temperatura (24 v 9,372E+12 1  9,372E+12 0,000319 -1767000 0,986 0,0
26)
D Flujo (1,1v 1,2) 9,559E+14 1 9,559E+14 0,03263 -1,78E+07 = 0,861 0,2
E ACN (48,52v 50) 1,534E+16 1  1,534E+16 0,5236 -6,19E+07 0,488 31
F Flujo (1,1,1,3v 1,2) 5817E+16 1  5817E+16 1,985 1,206E+08 0,192 11,8
G pH (2,2,4v2,2) 5809E+16 1  5,809E+16 1,983 1,205E+08 0,193 11,8

H Temperatura (24,26v  5553E+16 1 = 5553E+16 1,895 1,178E+08 0,202 11,3

25)
Entre (error) 2,637E+17 9 2,93E+16
TOTAL 4,927E+17 17

Tabla 12. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el drea bajo la curva de la

solucion estdndar de curcumina.
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Partiendo de los resultados obtenidos para esta respuesta, se analiz6 igualmente
como los factores estudiados afectaron al area bajo la curva de los cromatogramas
correspondientes a los liposomas de curcumina (figura 8 y tabla 13). Segun el
analisis ANOM complementado con el ANOVA, se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los factores estudiados (p < 0,001). Aplicando
las pruebas de contrastes para grupos heterogéneos, se obtuvo que ninguno de los
factores afectd a la variabilidad del area bajo la curva, pero de todos ellos, dos son
los factores que hay que considerar con mayor énfasis en su control, debido a su
porcentaje de contribucién (tabla 17): el pH del tampén (35,8%) y la velocidad de
flujo (30,6%).
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Figura 8. Grdficas de los efectos principales ANOM para la respuesta drea bajo la curva de

liposomas de curcumina.
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Tablas de ANOVA para Area (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1

ANOVA de una via
Fuente SS DF MS F-ratio I- P %
hat contrib
Entre 1,299E+12 8 1,624E+11 82,17* <0,001
Entre (error) 1,779E+09 9 1,977E+09
TOTAL 1,317E+12 17
Un unico grado de libertad ANOVA
Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P %
contrib
A ACN (48v 52) 1,006E+11 1 1,006E+11 50,89* 183100 <0,001 7,6
B pH (2v2,4) 4,72E+11 1 4,72E+11 2,38,8* 396700  <0,001 35,8
C Temperatura (24 v 6,209E+10 1 6,209E+10 31,41* 143900 <0,001 4,7
26)
D Flujo (1,1v 1,2) 4,027E+11 1 4,027E+11 203,7* -366400  <0,001 30,6
E ACN (48,52v 50) 2.845E+10 1 2,845E+10 14,4* 84340 0,004 2,2
F Flujo(1,1,1,3v1,2) 1,584E+11 1  1,584E+11 80,12* -199000  <0,001 12,0
G pH (2,2,4v2,2) 7,491E+10 1 7,491E+10 37,9* 136900 <0,001 57
H  Temperatura (24, 2,012E+08 1 2,012E+08 0,1018 7092 0,757 0,0
26v25)
Entre (error) 1,779E+10 9 1,977E+09
TOTAL 1.317E+12 17

Tabla 13. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el drea bajo la curva de la

solucién de liposomas curcumina.
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Este fenémeno de influencia estadistica se puede visualizar graficamente con los
diagramas de Pareto (figura 9) donde se representan graficamente los efectos de los
factores sobre la respuesta. Con respecto a los efectos positivos, la respuesta
aumenta a medida que pasa de un nivel menor a uno mayor. Por el contrario, los
efectos negativos se alcanzan cuando la respuesta disminuye, pasando de un nivel
inferior a uno superior. La figura 9 muestra que los principales factores que
afectaron a las areas de los picos cromatograficos fueron el pH y la velocidad de
flujo. Con respecto al pH, las areas cromatograficas aumentaron significativamente
a medida que el pH pas6 de 2 a 2,4. Como es bien sabido, este parametro esta
relacionado con la ionizacién de la curcumina y el aumento en el pH da lugar a un
ligero aumento de la forma anidnica, dando como resultado una forma mas soluble

de la misma.

Por el contrario, la relacion entre la velocidad de flujo y el area del pico es negativa,
resultado que puede relacionarse con el tiempo necesario para solubilizar la

curcumina.

Otros factores, como la proporcion de ACN y la temperatura del horno,
contribuyeron al aumento significativo de las dreas de los picos, en el sentido de que
un nivel mas alto de ACN y una temperatura mas alta facilitan la elucién de

curcumina.
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Figura 9. Grdfica de Pareto de efectos principales e interacciones para la variable respuesta
drea bajo la curva de liposomas de curcumina. A: ACN (48 v 52); B: pH (2 v 2,4); C: Temperatura
(24 v 26); D: Flujo (1,1 v 1,2); E: ACN (48, 52 v 50); F: Flujo (1,1, 1,3 v 1,2); G: pH (2, 2,4 v 2,2),
H: Temperatura (24, 26 v 25).
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Andlisis de la variable respuesta “tiempo de retencion”

Partiendo de los resultados obtenidos para esta respuesta, se analizé como los
factores estudiados afectaron al tiempo de retencidon a partir de la solucién estandar
(figura 10 y tabla 14). Segun el analisis ANOM y el ANOVA, se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los factores estudiados, p < 0,001. Aplicando
las pruebas de contrastes para grupos heterogéneos, se obtuvo que los factores que
interaccionaron con la variabilidad del tiempo de retencién fueron el porcentaje de

ACN (78,1%) y la velocidad de flujo (11%).

Main effects ANOM for ACN Main effects ANOM for Temperatura
LDL=525, Mean=5,38 UDL=5511 LDL=525, Mean=538, UDL=5511
v=8,1, H=1,946, alpha=01 v=8,1, H=1,946, alpha=01

Level Level
Main effects ANOM for pH Main effects ANOM for Flujo
LDL=525, Mean=5,38, UDL=5511 LDL=5,25, Mean=5,38, UDL=5511
v=8,1, H=1,946, alpha=01 v=8,1, H=1,946, alpha=0,1

51 i 5,0
z 22 24 1.1 1.2 13
L evel Level

Figura 10. Grdficas de los efectos principales ANOM para la respuesta tiempo de retencién

del estandar de curcumina.

-215-



Resultados y discusién (1)

Tablas de ANOVA para tiempo de retencion (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1

ANOVA de una via
Fuente SS DF MS F- I-hat P %
ratio contrib
Entre 7,67 8 0,9588 23,35% <0,001
Entre (error) 0,3696 9 0,04106
TOTAL 8,04 7

Un solo grado de libertad ANOVA

Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P %
contrib
A ACN (48v 52) 6,281 1 6,281 153* -1,447 <0,001 78,1
B pH (2v2,4) 0,1459 1 0,1459 3,552* 0,2205 0,092 1,8
C  Temperatura (24 v 26) 0,05214 1 0,05214 1,27 0,1318 0,289 0,6
D Flujo (1,1v 1,2) 0,8873 1 0,8873 21,61* -0,5438 0,001 11,0
E ACN (48,52 v 50) 0,0009817 1 0,0009817 0,02391 - 0,881 0,0
0,01567
F Flujo (1,1, 1,3 v 1,2) 0,005208 1 0,005208 0,1268  0,03608 0,730 0,1
G pH (2,2,4v2,2) 0,2552 1 0,2552 6,214* 0,2526 0,034 3,2
H  Temperatura (24,26 v 0,04209 1 0,04209 1,025 0,1026 0,338 0,5
25)
Entre (error) 0,3696 9 0,04106
TOTAL 8,04 17

Tabla 14. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el tiempo de retencién de la

solucion estdndar de curcumina.
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El grafico de Pareto (figura 11) nos muestra como disminuyd el tiempo de retencién
de la curcumina al aumentar el porcentaje de ACN (factor A). Una ligera
modificacion en el porcentaje de ACN en la fase movil contribuye a aumentar la
polaridad del medio, mejorando la elucién de curcumina. Por otro lado, cuando se
vario6 la velocidad de flujo se observd una clara influencia en el tiempo de retencién,
de forma que este parametro se increment6 cuando la velocidad de flujo se vio
disminuida (factor D): como es légico, un aumento en la velocidad de flujo conlleva

a una aceleracion de la elucién de curcumina, reduciendo el tiempo de retencion.

F 0O
i E
5 ——
o : ‘
3] : 1
& oc @
| ; f
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0 0,2
Standarized effect /2

Figura 11. Grdfica de Pareto de efectos principales e interacciones para la variable respuesta
tiempo de retencién del estdndar de curcumina. A: ACN (48 v 52); B: pH (2 v 2,4); C:
Temperatura (24 v 26); D: Flujo (1,1 v 1,2); E: ACN (48, 52 v 50); F: Flujo (1,1, 1,3 v 1,2); G: pH
(2,2,4v 2,2), H: Temperatura (24, 26 v 25).

Asimismo, se analizaron cémo los factores estudiados afectan al tiempo de
retencion de los liposomas de curcumina (figura 12 y tabla 15). Segtn los analisis
ANOM y ANOVA, se apreciaron diferencias estadisticamente significativas entre los
factores estudiados (p < 0,001). Aplicando las pruebas de contrastes para grupos
heterogéneos, se obtuvo que todos los factores interaccionaron con la variabilidad
del tiempo de retenciéon siendo de nuevo el porcentaje de ACN (74,4%) y la

velocidad de flujo (20,5%) los mas significativos.
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Main effects ANOM for ACN
LDL=5451, Mean=5,436, UDL=5,541

v=8,1, H=1,946, alpha=0,1

45 50 52
Level

Main effects ANOM for Temperatura
LDL=5,451, Mean=5,406, UDL=5,541
v=8,1, H=1,946, alpha=0,1

2 % %
Level

Main effects ANOM for pH
LDL=5,451, Mean=5 486, UDL=5,541
v=8,1, H=1946, alpha=0,1

Tr

6.2_

Main effects ANOM for Flujo
LDL=5,451, Mean=5 486, UDL=5,541
v=8,1, H=1,946, alpha=0,1

11 1,2 13
L evel

Figura 12. Grdfica de los efectos principales ANOM para la variable respuesta tiempo de

retencion de liposomas de curcumina.
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Tablas de ANOVA para tiempo de retencion (Promedios de respuesta) - Nivel alfa = 0,1

ANOVA de una via
Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P %
contrib
Entre 14,64 8 1,83 353,6* <0,001
Entre (error) 0,04657 9 0,005174
TOTAL 14,68 7
Un unico grado de libertad ANOVA
Fuente SS DF MS F-ratio I-hat P %
contrib
A ACN (48v 52) 10,92 1 10,92 2110* -1,908  <0,001 74,4
B pH (2v2,4) 0,1961 1 0,1961 37,9*% - <0,001 1,3
0,2557
C Temperatura (24 v 26) 0,3053 1 0,3053 59* -0,319  <0,001 2,1
D Flujo (1,1v 1,2) 3,014 1 3,014 582,5* -1,002 <0,001 20,5
E ACN (48,52 v 50) 0,1888 1 0,1888 36,49* - <0,001 1,3
0,2172
F Flujo (1,1,1,3v 1,2) 0,003364 1 0,003364 0,6501 -0,029 0,441 0,0
G pH (2,2,4v2,2) 0,005776 1 0,005776 1,116 0,038 0,318 0,0
H Temperatura (24, 26 v 0,004225 1 0,004225 0,0325 0,0325 0,390 0,0
25)
Entre (error) 0,04657 9 0,005174
TOTAL 14,68 17

Tabla 15. ANOVA de la influencia de los factores evaluados sobre el tiempo de retencién de la

solucion de liposomas de curcumina.
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El diagrama de Pareto (figura 13) indicé que todos los factores evaluados afectan al
tiempo de retencién de las muestras de liposomas. Previamente ha sido expuesta la
relacion entre el pH y la ionizacién de curcumina. Por esta razon, una ligera
modificacién en el pH proporciona cambios en sus caracteristicas de ionizacion, lo
que produjo una modificacién en la interaccion entre la molécula, la fase mévil y la
fase estacionaria C1s. Por otro lado, hay que sefialar que la temperatura incrementa
la cinética de interaccién cromatografica, lo que conduce a una variacién en el

tiempo de retencidn de la muestra de liposomas.

35
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Figura 13. Grdfica de Pareto de efectos principales e interacciones para la variable respuesta
tiempo de retencién de los liposomas de curcumina. ACN (48 v 52); B: pH (2 v 2,4); C:
Temperatura (24 v 26); D: Flujo (1,1 v 1,2); E: ACN (48, 52 v 50); F: Flujo (1,1, 1,3 v 1,2); G: pH
(2,2,4v 2,2), H: Temperatura (24, 26 v 25).

A modo de conclusion, los factores criticos a controlar para asegurar la robustez del

sistema fueron el pH, velocidad de flujo y porcentaje de acetonitrilo.
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4.2. ESTUDIOS DE FORMULACIONES CON ACIDO ASCORBICO
4.2.1. Optimizacién del medio de disolucion de acido ascérbico

Como se ha comentado anteriormente, levodopa sufre un proceso de autooxidacion
en medio acuoso formando melaninas, sustancia responsable del color negruzco de
las soluciones (Swan, 1974). Este proceso oxidativo conlleva la formaciéon de
radicales libres, responsables asimismo de la degradacion del farmaco (Kruky cols.,
1999). Para ralentizar dicho proceso, se afiadié en este caso, acido ascorbico a la
formulacion, por ser éste un excelente captador de radicales libres, que actia
impidiendo la iniciacién de la cadena oxidativa o interrumpiendo su propagacion

(Butterfield y cols., 2002).

Asi, resulta esencial conocer la concentraciéon éptima del acido ascorbico para
determinar el medio de disolucién mas favorable que permita mejorar la estabilidad
de lalevodopa en la formulacion. Para ello, se realizé un primer estudio acerca de la
influencia del medio tampoén y del pH del medio tras afiadir acido ascérbico a la
formulacion, ya que el comportamiento de este antioxidante puede modificarse en

funcidn de estos parametros.

De los resultados obtenidos (tabla 16) se observd que la concentracién minima de
acido ascorbico (0,2 mg/mL) resulto util para ralentizar el proceso de oxidacion de
la levodopa, mientras que el efecto oxidativo se incrementaba a medida que la

concentracion del antioxidante aumentaba.
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Acido ascérbico
HepespH7,4 PBSpH7,4 HepespH6,2 PBSpHG®6,2

(mg/mlL)

Blanco 100 100 100 100
0,2 100 90 100 70
0,3 90 70 70 60
0,4 80 70 60 40
0,5 60 60 40 20
0,6 40 50 30 0
0,7 20 0 0 0
0,8 0 0 0 0

Tabla 16. Porcentaje de levodopa recuperada en las diferentes disoluciones preparadas.

Concentracién de levodopa en la solucién: 1 mg/mL.

No se ha encontrado una relacion directamente proporcional entre la concentracion
de acido ascorbico y el porcentaje de recuperacién del farmaco. Mas bien ocurre lo
contrario: al aumentar la concentracion de acido ascorbico en el medio, se
incrementa el proceso de oxidaciéon del farmaco, hecho que puede deberse a la
presencia de trazas de iones metalicos en el tampon que favorecen la formacién de
radicales libres del acido, favoreciendo la oxidacién de levodopa (Mikirova y cols.,

2012).

El efecto antioxidante del 4cido ascorbico sobre la levodopa se produciria siguiendo
la siguiente secuencia: en soluciones tampoén a pH 7,4, el 99,95% de acido ascérbico
aparece como ascorbato monoanion (AscH-), el 0,05% como 4cido dehidroascérbico
(AscHz) y el 0,004% como ascorbato dianién (AscHZ). El AscH- reacciona

rapidamente con agentes oxidantes que lo convierten en un excelente antioxidante
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(Bors y cols., 1997), AscH- dona un atomo de hidrégeno a un radical oxidante para
producir el radical libre de ascorbato de tricarbonilo estabilizado por resonancia,

correspondiendo R: con levodopa.
AscH- + R — Asc + RH

Por otra parte, cuantitativamente se observo que la soluciéon de levodopa elaborada
en tampén Hepes presenté resultados mas favorables que la solucidn elaborada en
tampdn PBS, debido principalmente a su composicién. Sin embargo, la variacién de

pH del medio no mostré resultados muy relevantes.

En la figura 14 se observa visualmente la degradacién que sufren las soluciones de
levodopa a pH 7,4, mientras que las soluciones a pH 6,2 se mantienen mas claras.
También es posible apreciar que el tampén Hepes mostré mejores resultados que
el PBS. Cuantitativamente, la diferencia entre ambos tampones es minima, pero
cualitativamente las diferencias fueron mas patentes, demostrando que la

disminucion del pH favorece la estabilidad de las soluciones.

En base a los resultados obtenidos, se pudo concluir que la solucién de levodopa en
tampon Hepes pH 6,2 fue la que mostré mejores resultados, resultando una solucion

totalmente nitida, asi como un 100% en el porcentaje de recuperacion de levodopa.

Esta mejora en la estabilidad del farmaco al disminuir el pH del medio tiene su
justificacién, ya que el proceso de formacién de melaninas se ve reducido cuando
los valores de pH del medio disminuyen (Kruk y cols., 1989). Este hecho esta
claramente relacionado con el estado de ionizacién del fairmaco y concuerda con los
valores 6ptimos de la constante de disociacion de los grupos hidroxilo. Ademas, el
acido ascdrbico disminuye su estabilidad a pH mas altos, reduciéndose su actividad
antioxidante. Es por ello que un valor de pH mas bajo favorece la capacidad

antioxidante de esta vitamina (Kibbe, 2009).
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Figura 14. Imdgenes de soluciones de levodopa y dcido ascorbico a diferentes pHy tampones.
1. Tampdn Hepes pH 7,4; 2. Tampdn Hepes pH 6,2; 3. Tampdén PBS pH 7,4; 4. Tampdn PBS pH
62.

Este efecto de reducir la degradacién de levodopa cuando se reduce el pH de la
solucién concuerda con estudios realizados por Kankkunen y cols. (2002), que
demuestran que en medio Aacido existe un “obstaculo” para evitar el
desprendimiento de las moléculas de hidrégeno, lo cual se traduce en una mejor

estabilidad del farmaco.

De acuerdo con estos resultados, se seleccion6 el tampén Hepes pH 6,2y 0,2 mg/mL

de acido ascdrbico para formular liposomas cargados con levodopa (1 mg/mL).
4.3. ESTUDIOS DE CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS

Debido a los problemas de estabilidad en medio acuoso que presenta levodopa, se
decidié formular el farmaco incluido en liposomas y afiadir un antioxidante a la
formulaciéon. Tras optimizar el medio de disolucion de cada uno de los
antioxidantes, se procedié a la elaboracién y caracterizaciéon de cada una de las
formulaciones liposomales, con la finalidad de obtener la formulacién que

proporcione mayor estabilidad a la molécula de levodopa.

En este apartado se comenzara analizando cada una de las formulaciones de manera
independiente, ya que los medios de disolucion empleados para cada antioxidante
son diferentes, segin sus requerimientos fisicoquimicos. A continuacién, se
seleccionard la formulaciéon que confiera mayor estabilidad a la molécula

antiparkinsoniana.
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4.3.1. Liposomas de levodopa y curcumina

Tras optimizar la formulacién liposomal con curcumina, se procedi6 a elaborar y
caracterizar liposomas de levodopa con este antioxidante, con la finalidad de

analizar su efecto sobre el fArmaco antiparkinsoniano.

Para determinar la influencia del antioxidante sobre el fArmaco, se caracterizaron
las siguientes formulaciones elaboradas mediante TLE: liposomas de levodopa (1
mg/mL), liposomas de curcumina (2 mg/mL) y liposomas de levodopa (1 mg/mL)

y curcumina (2 mg/mL).

En la tabla 17 se observa que la formulacién de liposomas de levodopa y curcumina
presento6 valores de tamafio superiores a los liposomas constituidos por una sola
molécula, lo cual se justifica ya que, al aumentar la cantidad de farmaco o al afiadir
mas de una molécula en el compartimento liposomal, se produce un aumento del

tamafio de las vesiculas (Choudhury y cols., 2016), como era de esperar.

Tamafio
Muestra 1P Potencial Z (mV) EE (%)
(nm)
Liposomas L-dopa 764,1+256 0,25+ 0,04 4,47 +1,28 50+ 0,25
Liposomas
686,2 +27,4 0,10+ 0,05 7,95+ 0,91 95+0,32
curcumina
95+0,6
Liposomas (Curcumina)
804,2+21,1 0,31%0,06 4,45 + 0,46
L-dopa/curcumina 25+0,22
(L-dopa)

Tabla 17. Caracterizacién de formulaciones de liposomas. IP: Indice de polidispersién; EE:

Eficacia de encapsulacién.
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Respecto al IP, también se aprecia un incremento de este parametro en la
formulacion constituida por ambos farmacos, indicando que las vesiculas lipidicas
presentaron mayor dispersion en cuanto a tamafio, exhibiendo la formulacién una

poblacién heterogénea (Rajan y cols., 2011).

En cuanto al potencial zeta, las formulaciones de liposomas de levodopa y de
levodopa/curcumina presentaron valores similares (4 mV). Este resultado es
indicativo de que la formulacién puede tender a inestabilizarse como consecuencia

de la aparicion de fendmenos de agregacion (Villasmil-Sanchez y cols., 2010).

Asimismo, se observé un descenso importante en la EE de levodopa tras afiadir el
antioxidante curcumina en la bicapa lipidica de la formulacién, lo que puede
explicarse en base al método de preparacion, ya que la curcumina se ubica en la
bicapa lipidica, proporcionando rigidez a la membrana y reduciendo el espacio
acuoso para que levodopa sea atrapada (Choudhury y cols., 2016). Otra razén por
la que se produce un descenso en la encapsulacion de levodopa al incluir curcumina
en la formulaciéon podria deberse a la incapacidad de curcumina para captar
radicales libres en medio acuoso debido a que este polifenol, en medio acuoso,
ejerce su capacidad eliminadora de radicales libres cuando se encuentra en la forma
tautomérica enodlica (Goel y cols.,, 2008). En este estudio, los liposomas estan
elaborados a pH fisiolégico y la curcumina a pH neutro se encuentra en la forma
tautomérica ceto, actuando como un potente donador de 4tomos de hidrogeno, por
lo que no se favorece la captacién de radicales libres (Jovanovic y cols., 1999) ni su

accion antioxidante.
4.3.2. Liposomas de levodopa y acido ascorbico

Una vez optimizado el medio de disolucién del acido ascérbico, se elaboraron y
caracterizaron liposomas de levodopa y acido ascérbico, con el objetivo de estudiar

la capacidad antioxidante de esta nueva molécula.

Para determinar la influencia del antioxidante sobre el fArmaco, se elaboraron las
siguientes formulaciones mediante TLE: liposomas de levodopa (1 mg/mL),
liposomas de levodopa (1 mg/mL) y acido ascérbico (0,2 mg/mL).
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Tras dejar las formulaciones en reposo a 4 2C durante toda la noche, se procedi6 a
su caracterizacién midiendo su tamafio, IP, potencial z y eficacia de encapsulacion.
En la tabla 18 se aprecia que la formulacién de liposomas constituida por levodopa
y acido ascorbico present6 un tamafio superior a los liposomas constituidos por una
sola molécula, debido a que al aumentar la cantidad de farmaco o al afiadir mas de
una molécula en el compartimento acuoso, se produce un aumento del tamafo de
las vesiculas, como ocurri6 con la formulacidn anterior de curcumina (Choudhury y
cols., 2016). Sin embargo, se obtuvieron valores de potencial z superiores,
rindiendo, por tanto, una mayor estabilidad de la formulacién (Villasmil-Sanchez y
cols.,, 2010) y un aumento en la encapsulaciéon de levodopa. Probablemente, el
antioxidante protege al fairmaco de la oxidacidn, atrapando los radicales libres que

se producen en su proceso de autooxidacién (Butterfield y cols., 2002).

Muestra Tamafio (nm) 1P Potencial z (mV) % EE
Liposomas L-dopa 1200 + 0,09 0,8+0,20 18,76 + 0,70 320,20
Liposomas L-dopa/AA  2210+0,06 0,13 0,07 22,90 £ 0,04 43 +0,01

Tabla 18. Caracterizacién de las formulaciones de liposomas. IP: Indice de polisdispersién; EE:

Eficacia de encapsulacion; AA: Acido ascdrbico.

Ademas, esta formulaciéon presento un IP inferior respecto a las muestras ausentes
del antioxidante, lo que nos llevé a afirmar que presentaba una menor dispersiéon
en cuanto a tamafio, con una poblacién de liposomas mas homogénea (Rajan y cols.,

2011).
4.3.3. Formulaciones con SOD

Una vez se ha optimizado el medio para que el acido ascorbico ejerza su maxima
accion antioxidante, parece ser que al encapsularlo junto a levodopa en liposomas,
contintia ejerciendo su actividad pro-oxidante, y por tanto, manteniendo la

estabilidad de la molécula antiparkinsoniana (Fennema, 1976).

Fijadala composicién cuantitativa de las muestras de liposomas de levodopa y acido

ascorbico, se procedid a introducir SOD en la formulaciéon. Como se coment6 en
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materiales y métodos, la SOD es una enzima termolabil que no puede ser sometida
a elevadas temperaturas. Por ello, se elaboraron los liposomas de SOD cambiando
el fosfolipido PC por DPPC, cuya temperatura de transicion de lipidos es 40 2C, en
lugar de los 58 2C de la PC (Bach y cols., 1995). Ademas, debido al elevado tamafio
de las vesiculas, éstas fueron sometidas a un proceso de extrusion con el fin de

mejorar las caracteristicas de los sistemas.

Una vez elaborados los liposomas de SOD, se procedié a su caracterizacion (tabla

19).

Lote Tamafio (nm) IP Potencial z (mV)
TLE 2175+ 167 0,96 + 0,05 41+1,2
Extrusion 707 + 14,50 0,06 + 0,06 17 +1,39

Tabla 19. Caracterizacién de la formulacién de liposomas de SOD. IP: Indice de polidispersion.

Como se pudo observar, los liposomas elaborados por la técnica TLE mostraron un
elevado tamafio e IP, pero tras el proceso de extrusién, ambos parametros se
redujeron considerablemente, obteniéndose una muestra mas homogénea, asi
como un tamafio acorde al diAmetro de poro utilizado en el extrusor (800 nm). Asi
mismo, el potencial z de la muestra tras el proceso de la extrusién mostré valores
muy inferiores, resultado que concuerda con los estudios realizados por Villasmil-
Sanchez y cols. (2010) donde se demuestra que, al extruir los liposomas, la
estructura de bicapa inicial se reorganiza, y las cargas pueden orientarse de manera
que se favorezca la neutralizaciéon con el medio, lo que ocasiona una reduccién en el
valor de este parametro. Estos resultados son indicativos de que la extrusion
favorece la estabilidad y homogeneidad de la muestra. Por tanto, se plantea la
hipotesis de que la técnica de preparacion pueda ejercer influencia en la estabilidad
de las vesiculas y del farmaco. Esta variable, junto a la evaluacion de la actividad

antioxidante de las mismas seran abordadas en el siguiente apartado de la memoria.
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4.4. CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
4.4.1. Actividad antioxidante de curcumina y acido ascérbico

Como se detalld en el apartado de metodologia, se empled la técnica del ABTS para
determinar la concentracién media inhibitoria de la actividad antioxidante de las
muestras de liposomas de curcumina, liposomas de levodopa y curcumina y
liposomas de levodopa y acido ascérbico. Los resultados de este estudio se recogen
en la figura 15, donde se representa el porcentaje de captacion de ABTS en funcion
dela concentracion de antioxidante. Todas ellas mostraron un aumento de actividad

antioxidante a medida que se aumenta la concentracién de éstos en la formulacidn.
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Figura 15. Resultados estudio actividad antioxidante ABTS sobre curcuminay dcido ascaorbico.

En concreto, las muestras de curcumina, a una concentracién de 9,21 ng/mL
arrojaron el 72,3 y el 33,7%, mientras que el trolox utilizado como antioxidante
control mostré un 91,8% de captacion de ABTS a esta concentracion. Ademas, las
muestras de acido ascorbico mostraron una actividad similar a trolox (92% aprox)

pero con una menor concentracion de antioxidantes (7,6 ng/mL).

Por otra parte, los valores calculados de EC50 para todas las muestras exhibieron

diversos grados de actividad. Mientras las muestras de acido ascorbico mostraron
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EC50 a una concentracion inferior a 0,5 pg/mlL, los liposomas de curcumina
mostraron actividad antioxidante similar al grupo de acido ascorbico con EC50 a 5
pg/mL. Ademas, la EC50 mas baja 0,23 fue indicativa de que el acido ascérbico fue
mas eficaz que Trolox (EC50 1), lo que indica su capacidad para actuar como
captador de radicales libres a bajas concentraciones, en comparacién con muestras

de curcumina que mostraron valores alrededor de 3,4y 10,8.

Esta diferencia de comportamiento antioxidante de la curcumina respecto al acido
ascorbico se pudo justificar porque este polifenol no es capaz de capturar los
radicales libres producidos por la levodopa en medio acuoso. En este medio, el
polifenol pierde su capacidad de eliminar radicales libres cuando estad en forma
tautomérica enolica (Goel y cols., 2008). En cambio, al formularse los liposomas a
pH fisiolégico, la curcumina a este pH se encuentra en forma ceto tautomérica,
actuando como un potente donador de atomos de hidrégeno y evitando la captacion
de radicales libres, como ya se adelant6 en un apartado anterior (Jovanovic y cols.,

1999).
4.4.2. Actividad antioxidante de SOD

La actividad de SOD ha sido evaluada mediante un método indirecto por el cual se
valora la actividad antioxidante en el sobrenadante obtenido de las vesiculas

lipidicas elaboradas por TLE y tras su extrusion.

En este estudio se obtuvieron valores similares de actividad en ambas

formulaciones, superiores al 35% (tabla 20).

Lote Actividad SOD (%)
TLE 35,38+ 0,01

Extrusion 46,58 +0,01

Tabla 20. Actividad enzimdtica SOD de liposomas elaborados por TLE y extruidos.
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Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Umasuthan y cols. (2013), cuyos
sistemas mostraban una actividad SOD del 40 %, lo cual demuestra que los
liposomas elaborados con SOD mantenian una actividad enzimatica favorable,
pudiéndose utilizar como agentes antioxidantes. Por tanto, el proceso de extrusion,
mediante el cual se obtuvieron vesiculas unilaminares con un compartimento
acuoso importante, se mostr6 favorable para encapsular este tipo de moléculas

activas hidrofilas.

Para obtener una actividad del 100%, la bibliografia recomienda utilizar una
temperatura de 20 2C y un pH de 9 (Umasuthan y cols., 2013). Sin embargo, como
es de esperar, estas condiciones no son favorables para la elaboracién de nuestras
formulaciones, ya que para la formacion de las vesiculas lipidicas se requiere una
temperatura de transicién entre 40-58 °C y el pH tiene que ser similar al fisiolégico

para su posterior administracién en humanos (Gonzalez-Rodriguez y cols., 2016).
4.5. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD
4.5.1. Estudio de estabilidad de curcumina

Con el fin de analizar la estabilidad de curcumina con el tiempo, se llev6 a cabo un
seguimiento a las muestras de liposomas de curcumina durante 30 dias, teniendo
como control una soluciéon estandar. Los resultados obtenidos mostraron una
reduccion continua en la concentracion del farmaco a lo largo del tiempo en todas
las muestras (figura 16). El estdndar de curcumina se degrad6 aproximadamente en
un 80% en los 30 dias que se realiza el estudio, debido a la inestabilidad de la

molécula en soluciones neutras o alcalinas (Chen y cols., 2009).

-231-



Resultados y discusién (1)

120

100

80

60

40

Curcumina (%)

20

0 10 20 30 40
Tiempo (Dias)
—8— Liposomas curcumina ®— St curcumina

Figura 16. Porcentaje de curcumina recuperada de la solucion estdndar y de las muestras de

liposomas.

Por otra parte, en la tabla 21 se detalla los resultados obtenidos tras la
caracterizacion de la formulacion a tiempos predeterminados durante el estudio de
estabilidad. Los liposomas de curcumina mostraron pocos cambios en el tamaiio de
las vesiculas y su IP durante los primeros 13 dias de almacenamiento en nevera a 4
9C. A partir de este tiempo, los liposomas sufrieron un ligero aumento de tamafio e
IP, como consecuencia de la agregacion de las vesiculas lipidicas a los 30 dias. El
potencial z también sufri6 una disminucién a los 13 dias, demostrando que los
liposomas son inestables con el paso del tiempo y se produce cierta agregacion de

las vesiculas lipidicas (Hincha, 2003).
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Tiempo (dias) Tamafio (nm) IP Potencial z (mV) EE (%)
0 362,13+6,25 0,21+0,06 3,43£0,55 100
2 3583+17,14 0,22+0,08 3,29£0,25 86,02 +0,75
6 344,23+7,39 0,32+0,15 3,64+0,53 84,4 £ 0,27
9 388,93+10,87 0,35%0,09 3,97+0,31 82,39 £0,81
13 397,43 +1242 1 1,95+0,54 78,3+0,32
30 449,7 + 4,45 1 1,73+£0,48 40,11+£043

Tabla 21. Caracterizacién liposomas de curcumina en el tiempo. IP: Indice polidispersién. EE:

Eficacia de encapsulacion. Los valores se detallan como las medias +SD.
4.5.2. Estudio de estabilidad de liposomas de levodopa y curcumina

Con el fin de analizar la estabilidad de levodopa durante 30 dias tras incluir
curcumina en la formulacién, se realiz6 un estudio comparativo de la solucion
estandar de levodopa y una muestra de liposomas de levodopa y curcumina. Los
resultados mostraron, en primer lugar, que la levodopa incluida en liposomas se
mantuvo estable en comparacién con la levodopa libre (figura 17), lo cual indica que
formular levodopa en liposomas favorece la estabilidad del farmaco (Yang y cols.,

2007).

Asi mismo, comparando la estabilidad de la soluciéon estindar de levodopa y
curcumina con la formulacién liposomal, se observé que las muestras de levodopa
libre se degradaban gradualmente en solucion Hepes pH 7,4, mientras que la
encapsulada en liposomas se mantuvo estable durante 6 dias para después
comenzar a descender su concentracion. Esto puede achacarse a que la curcumina,
como se ha descrito en el apartado anterior, también se va degradando con el paso
de los dias, ya que no es estable en soluciones neutras o alcalinas, lo cual conlleva a

una pérdida de su capacidad antioxidante sobre levodopa (Chen y cols., 2009).
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Este estudio de estabilidad demostro, por tanto, que la formulacién vesicular de
levodopa y curcumina no era estable en el tiempo, sufriendo levodopa una
degradacion casi en su totalidad con el paso de los dias, ain en presencia del
antioxidante. Como ya se ha detallado anteriormente, curcumina no es capaz de
ejercer su actividad antioxidante sobre levodopa en las condiciones en las que han
sido elaborados los liposomas, pudiendo ser esta la causa de la degradacion del

antiparkinsoniano (Goel y cols., 2008).
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Figura 17. Representacion del estudio de estabilidad del estdndar de levodopa y curcumina

frente a liposomas de levodopa y curcumina.
4.5.3. Estudio de estabilidad de liposomas de levodopa y acido ascérbico

Con el fin de estudiar la estabilidad de levodopa tras incluir dcido ascérbico en la
formulacién, se llevé a cabo un andlisis comparativo de una solucién estandar de
levodopa y acido ascorbico con una muestra de liposomas de levodopa y acido

ascorbico durante 30 dias.

En la figura 18 se observa que levodopa incluida en liposomas junto al antioxidante
se mostraba mas estable que levodopa libre con el antioxidante, lo que nos llevé a
corroborar que los liposomas favorecian la estabilidad de levodopa (Yang y cols.,

2007).

-234-



Resultados y discusién (1)

120

100

80

60

Levodopa (%)

40

20

15 20
Tiempo (dias)

35

—e— St L-dopa y Acido ascérbico ®— Liposomas L-dopa y Acido ascérbico

Figura 18. Representacion del estudio de estabilidad del estdndar de levodopa y dcido

ascorbico frente a liposomas de levodopa y dcido ascérbico.

Haciendo un andlisis comparativo de la estabilidad de la solucién estandar frente a
la formulacion liposomal, se observé una degradacién gradual del farmaco con el
paso de los dias en las soluciones estandar. Sin embargo, tras formular el fairmaco
en liposomas y afiadir el antioxidante, este permaneci6 estable durante 9 dias y a
los 12 dias comienza a decrecer su concentracién como farmaco. La justificacién a
este resultado radica en que el 4cido ascorbico va reduciendo también su capacidad
antioxidante con el paso de los dias. Como ya se ha comentado anteriormente, la
actividad antioxidante del acido ascorbico deriva del desplazamiento del acido L-
ascorbico a su forma oxidada L-dehidroascorbico, combatiendo con los radicales
libres producidos por levodopa. Con el paso de los dias, el equilibrio existente entre
el acido L-ascorbico y acido L-dehidroascérbico se encuentra desplazado hacia la
derecha, convirtiéndose todo el &cido L-ascorbico en acido L-dehidroascérbico, que
es su forma oxidada, perdiendo su capacidad captadora de radicales libres

(Fennema, 1976).

Como se muestra en la tabla 22, los liposomas de levodopa y acido ascorbico

mostraron escasas variaciones en el tamafio de las vesiculas y su indice de
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polidispersién durante 9 dias de almacenamiento. A partir de los 13 dias, los
liposomas sufren un aumento del tamafio y del indice de polidispersiéon, debido a la
agregacion entre las vesiculas. El potencial z también sufrié una disminucién en sus
valores a los 30 dias, lo cual demuestra la inestabilidad de los liposomas con el paso
del tiempo y como consecuencia de la agregacion de las vesiculas lipidicas (Hincha,

2003).

Tiempo (dias) Tamaiio (nm) P Potencial z (mV) EE (%)
0 2210+0,05 0,13%0,07 229 +0,07 43,4 +0,01
2 2250+0,04 0,12%0,07 23,11 +0,03 42,9+0,02
6 2252+0,06 0,14+0,10 21,5+0,01 42,2+0,01
9 2260 +0,2 0,17 £0,09 19,89 +0,01 40,6 + 0,09
13 2682+0,5 0,20 £ 0,10 18,15 + 0,05 33,2+0,2
30 270109 0,32 +0,96 13,69 +0,2 29,5+0,86

Tabla 22. Representacion del tamafio, IP, potencial zy PDE de liposomas de levodopa y dcido

ascérbico en el tiempo. IP: Indice polidispersién; EE: Eficacia de encapsulacién.

4.5.4. Estudio de estabilidad de liposomas de levodopa, acido ascorbico y

superoxido dismutasa

Finalmente, con el fin de analizar la estabilidad de levodopa junto a los
antioxidantes acido ascorbico y SOD, se realizé un estudio de estabilidad
comparando muestras de liposomas de levodopa y acido ascorbico, muestras de
liposomas de levodopa y acido ascérbico junto a liposomas de SOD y muestras de

liposomas de levodopa, acido ascérbico y SOD, a lo largo de 30 dias de estudio.

En la figura 19 se observa un porcentaje similar de levodopa en las 3 formulaciones
de liposomas, manteniéndose constante durante los 9 primeros dias y empezando
a decrecer a partir del dia 12. Ademas, no se apreciaron grandes diferencias entre
la formulacion que contiene los antioxidantes acido ascdrbico y SOD frente a la que
contiene &cido ascorbico solo.
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Con el transcurso del tiempo, el porcentaje de encapsulaciéon de levodopa, en las
diferentes formulaciones, empieza a decrecer, no pudiéndose mantener estable en
ningun sistema de liposomas combinados. Este fendmeno podria ser achacable a los
procesos de degradacion, hidrélisis y oxidacion que tienen lugar en los
componentes de las vesiculas lipidicas (PC y CH), como ocurre en todas las
formulaciones de liposomas, pudiendo modificarse las propiedades de las vesiculas.
La hidrolisis quimica de los ésteres de glicerofosfolipidos produce acidos grasos
libres y lisofosfolipidos. Estos productos formados provocan un incremento en la
permeabilidad de la bicapa lipidica, lo que induce a la liberacién del fairmaco

encapsulado en su interior (Kumar y cols., 2011).
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Figura 19. Representacién del estudio de estabilidad de formulaciondes de levodopa con los

antioxidantes dcido ascérbico y superdxido dismutasa (SOD).

Por otro lado, se realizé simultaneamente la medicién de la actividad enzimatica
SOD en cada una de las formulaciones con la finalidad de conocer si durante el

transcurso del tiempo de estudio, la actividad enzimatica se veia o no afectada.

Segun los datos reflejados en la tabla 23, en la mezcla de los liposomas de levodopa-

AA + liposomas SOD, se obtuvo una actividad enzimatica del 46,43%, una actividad
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alta teniendo en cuenta que la SOD se encuentra encapsulada en liposomas. Por esta
razon, se puede apreciar que su actividad se prolong6 hasta el dia 6. En cambio, en
la formulacién de liposomas de levodopa-AA-SOD, la enzima SOD no presento
actividad en ningin momento, lo que nos ayudé a constatar que la SOD, al ser
sometida a procesos similares que levodopa (58 2C y pH 6,2) en la sintesis de los
liposomas, podria desnaturalizarse por la elevada temperatura utilizada, evitando

poder ejercer la funcion de antioxidante.

Tiempo (dias)
Muestra
0 2 6 9 13 30

Liposomas SOD 46,43 385 851 0 O 0

Liposomas levodopa-AA-SOD 0 0 0 0 0 O

Tabla 23. Estabilidad de la actividad enzimdtica SOD en las diferentes formulaciones de

liposomas.

Ademas, en la formulaciéon de liposomas SOD se evidencid que la actividad
enzimdtica SOD fue disminuyendo, debido a que el pH en el que se encuentra
disuelta la enzima afecta la estabilidad de la misma, provocando una posible
desnaturalizacion. Por otra parte, la presencia de los iones que componen el buffer
Hepes probablemente afecte también a las interacciones electrostaticas, factor
importante a considerar en la prevencion de la desnaturalizaciéon, como afirman

Jiménez y cols. (2014).

Con los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de las vesiculas lipidicas,
se comprobo que tanto la concentracién de levodopa como la actividad enzimatica
SOD se vieron afectadas significativamente en el transcurso del tiempo, debido
principalmente al estado liquido en que se encuentran las muestras. Por tanto, no
se apreciaron resultados favorables tras afiadir SOD a la formulacién de liposomas

de levodopa y acido ascorbico.
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Se deduce entonces, que la formulaciéon mas estable fue la conformada por levodopa

y acido ascorbico.
4.6. OPTIMIZACION DE LA FORMULACION DE LEVODOPA Y ACIDO ASCORBICO

Tras analizar todos los resultados obtenidos en las formulaciones de levodopa con
los diferentes compuestos antioxidantes, se deduce que el acido ascorbico fue el

antioxidante que mas favorecio la estabilidad de levodopa en medio acuoso.

A continuacién, con el fin de obtener una formulacién estable de liposomas de
levodopa y acido ascérbico, se procedié a elaborar las vesiculas lipidicas por
distintos métodos de elaboraciéon y afladiendo diferentes concentraciones de
agentes de carga, como estearilamina y dicetilfosfato, con el fin de evaluar la

estabilidad final de la formulacién.

Los liposomas se han formulado adicionando agentes de carga, para proporcionar
una mayor estabilidad a las formulaciones (Manosroiy cols., 2002; Manosroiy cols.,
2004) teniendo en cuenta los bajos valores de potencial z hasta ahora obtenidos,
por lo que se elaboraron liposomas de levodopa y cido ascorbico con carga positiva

y negativa.

Los lotes asi obtenidos fueron evaluados nuevamente en cuanto a eficacia de
encapsulacion, tamano de las vesiculas, indice de polidispersion y potencial z, cuyos
resultados se registran en la tabla 24. Como puede apreciarse, todos estos datos
varian en funciéon del método de elaboracién asi como del agente inductor de carga.
A continuacién se analizard de manera global la influencia de la técnica y del agente

de carga con el fin de obtener la formulacién mas estable.
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Método EA DCP Tamafio P Potencial z EE
™8 (mg)  (nm) (mV) (%)

TLE 083 - 2015+0,1 0,88+0,20 8,76+0,66 35,6+0,3
TLE 1,66 - 2210+0,1 0,13+£0,07 22,90=x0,04 43,0+0,1
TLE 333 - 2432+0,1 0,23+0,18 29,50+0,07 26,3+0,2
TLE - 083 1721+0,1 0,29+0,07 -1450+0,51 33,8+0,3
TLE - 1,66 1090+0,1 094+0,10 -23,2+0,52 27,001
TLE - 333 130300 0,88+£0,20 -27,56+2,05 24,5+0,1
FAT 0,83 - 969 0,1 0,79+0,50 9,39+1,52 34301
FAT 1,66 - 949,8+0,1 0,53+0,07 1523+0,04 40,0+0,1
FAT 3,33 - 708 0,1 1+091 27,06 2,20 29801
FAT - 0,83 832,2+0,1 069+0,30 -1552+0,81 328z%04
FAT - 1,66 709,7+0,0 1+0,75 -23,20+0,50 17,7+0,2
FAT - 0,33 747,6 £0,0 0,15+0,05 -2450+180 17,4+0,1
REV - - 260x0,1 0,19+0,02 -4,38+0,03 3000
SON 083 - 354+0,1 0,11+0,03 17,23+0,09 11,1+0,1
SON 1,66 - 328+0,1 0,12+0,02 23,11+0,08 13,1+£0,1
SON 333 - 342+0,0 0,10+0,02 21,00+0,01 16,1+0,1
SON - 0,83 302+0,0 0,16 £0,03 -12,38%0,6 87+0,1
SON - 1,66 315+0,0 0,12+0,01 -15,18+0,07 7,6x0,2
SON - 333 335%0,0 0,21+£0,03 -21,08+x091 650,22

Tabla 24. Representacion del tamario, IP, potencial z y eficacia de encapsulacion de vesiculas
lipidicas elaboradas por distintas técnicas y diferente concentracién de los agentes de carga.
IP: Indice polidispersién; EE: Eficacia de encapsulacién.

El primer pardmetro evaluado fue la capacidad de los liposomas para encapsular el

farmaco, en funcién del agente de carga y de la técnica de elaboracién.

De forma global, se observé que los liposomas cargados positivamente presentaron

un mayor porcentaje de encapsulacion, siendo mas favorable para aquellos
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elaborados con el método TLE y FAT (43-40%) y con la cantidad intermedia del
agente de carga EA (tabla 24). Este aumento de la eficacia de encapsulacién ocurre
porque este lipido puede afectar a las caracteristicas especificas de las vesiculas,
como la permeabilidad de la membrana o la densidad de la carga eléctrica
(Villasmil-Sanchez y cols., 2010). Como defienden algunos autores, ello puede
deberse a que el aumento de las cargas positivas del lipido ocasiona una inclinacién
de la bicapa por interaccién electrostatica y un cambio en su empaquetamiento

(Pavelicy cols., 2005).

Por el contrario, la menor eficacia de encapsulaciéon ha sido observada en los
liposomas con carga negativa. Esto ocurre porque, aunque la retencién de levodopa
depende directamente de su ionizacién, bien es cierto que también existe una
afinidad entre la molécula y la bicapa fosfolipidica, produciéndose interacciones
hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals, con las colas de los lipidos contribuyendo a
su encapsulacion; ya en otros estudios se ha sefalado la posibilidad de coexistencia

de ambos tipos de interacciones (Lawy y cols., 2001).

En lo que respecta al método de elaboracién de las vesiculas, TLE y FAT fueron los
que presentaron mejores eficacias de atrapamiento, asi como un mayor tamafio
vesicular. El incremento del tamafio de las vesiculas, como se ha referido con
anterioridad, esta relacionado con la mayor capacidad de encapsulacién que

presentan estas formulaciones (Maestrelli y cols., 2006).

En cambio, los liposomas elaborados mediante la técnica REV presentaron un
porcentaje de encapsulacion razonable, aunque menor que FAT y TLE. Su estructura
unilaminar posee un tunico espacio acuoso, que favorece la encapsulaciéon de

sustancias especialmente hidrosolubles (Taylor y cols., 1990) como es levodopa.

Los liposomas elaborados por sonicaciéon conforman vesiculas SUV que, debido a su
pequefio compartimento acuoso, son capaces de encapsular menor cantidad de
farmaco. Es por ello que los liposomas tratados con esta técnica han mostrado los
valores mas bajos de encapsulacion de levodopa, asi como un pequeiio tamafio

vesicular (Maestrelli y cols., 2006).
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Tras el andlisis de estos resultados, se demostré que las técnicas mas favorables
para obtener la mayor eficacia de encapsulacién de levodopa fueron TLE y FAT,

afiadiendo como agente de carga 1,66 mg de EA.

Una vez seleccionadas las técnicas de elaboracion de liposomas y el agente de carga,
se decidi6 aumentar la concentraciéon de levodopa hasta 2 mg/mL con el fin de
analizar la capacidad de los liposomas para albergar mayores cantidades del
farmaco, ello aplicando las técnicas TLE y FAT. Como se observa en la tabla 25, se
obtuvo un incremento en la eficacia de encapsulacion de levodopa en las
formulaciones elaboradas por TLE, mientras que las vesiculas formuladas por FAT
disminuyeron su eficacia de encapsulacién al aumentar la cantidad de farmaco.
Autores como Kumar y cols. (2011) demostraron la capacidad de las vesiculas
multilaminares obtenidas mediante la técnica TLE para albergar farmacos
hidroéfilos con un radical apolar en su estructura quimica. El resto de los parametros
estudiados mantienen sus valores a pesar del aumento de la concentraciéon de
farmaco. Por el contrario, la formulacion elaborada por FAT, al aumentar la
concentraciéon del farmaco muestra un aumento de tamafio asi como de

heterogeneidad de poblacion.

Técnica Tamaiio (nm) 1P Potencial z (mV) % EE
TLE 2248+0,02 0,17+0,03 22,4+0,08 48,32 + 0,02
FAT 1265+ 0,05 0,30 £0,04 15,4 £ 0,05 30,59+0,12

Tabla 25. Representacion del tamariio, IP, potencial z y eficacia de encapsulacion de vesiculas
lipidicas elaboradas mediante TLE y FAT. IP: Indice polidispersién; EE: Eficacia de

encapsulacién.

Tras elaborar los liposomas de levodopa y acido ascérbico mediante TLE, se
obtuvieron unas vesiculas de gran tamafio, como se recoge en las Tablas 24 y 25.
Con el fin de obtener vesiculas de menor tamafio y una dispersiéon homogénea, se

procedio finalmente a extruir las muestras.
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Por otro lado, también es importante controlar el IP de la muestra con el fin de
reproducir el comportamiento en el organismo. Valores superiores a 0,2 indican que
la muestra es heterogénea, presentando tamafios muy diferentes. Por el contrario,
si la muestra presenta valores inferiores a 0,2, ello es indicativo de que la muestra
es homogénea y la distribucion de tamafios de las vesiculas es monodispersa, por lo
que su comportamiento es mas reproducible. Controlar este parametro es
importante porque si en una muestra los tamafios son heterogéneos, al ingresar en
el organismo, su eliminacién es irregular, de manera que se eliminan mas
rapidamente los mas pequefios; y a la inversa, muestras homogéneas dan lugar a

procesos de eliminacién monofasicos (Clares, 2003).

Con el fin de reducir el tamafio vesicular y estudiar su influencia sobre la eficacia de
encapsulacion del fairmaco, se extruyeron los liposomas de levodopa y 4acido
ascorbico elaborados por TLE. Los resultados de la caracterizacién llevada a cabo
se recogen en la tabla 26. Tras el proceso de extrusion, las muestras presentaron
una disminucion del tamafio de las vesiculas, como cabria esperar. Se sugirié que el
mecanismo de reducciéon de tamafios incluye la ruptura de vesiculas y la
reorganizacidon espontanea tras el paso a través de la membrana, dando como
resultado la formacién de liposomas unilaminares (Berger y cols., 2001). En lo que
respecta al tamafio, el diametro de liposomas extruidos exhibié un valor promedio
de 647 nm, acorde con el tamafio de poro del filtro utilizado (800 nm). Dicho
tamafio, al ser manipulable, podria ser adaptado para poder atravesar membranas

biol6gicas (Ruano, 2013).

En cuando al IP, existe una disminucién en su valor después de la extrusién,
demostrando que la muestra de los liposomas extruidos estd menos dispersa en
relacion al tamafio, significando ello la presencia de una poblacion de liposomas de

tamafio mas homogéneo.

Asimismo, los valores de potencial z superiores obtenidos en las muestras extruidas
predicen una mayor estabilidad de la dispersion coloidal de las vesiculas frente a las

no extruidas (Ruano, 2013).
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Tras el proceso de extrusién, el tamafo de las vesiculas lipidicas disminuye,
mientras que la eficacia de encapsulaciéon de levodopa aumenta. La explicacion a
estos resultados proviene del propio mecanismo de accién del equipo de extrusion
sobre las vesiculas, ya que la reorganizacion estructural de las vesiculas durante el
paso a través de los filtros, provoca un mayor atrapamiento del firmaco (Schneider
y cols., 1996; Gonzalez-Rodriguez y cols., 2012). Este resultado es favorable y se

estableceria como el adecuado para la elaboracién de liposomas con levodopa.

Extrusion Tamafio (nm) 1P Potencial z (mV) % EE
No 2248+0,02 0,17+0,03 22,4+0,08 48,32 + 0,02
Si 647 + 0,05 0,13 +0,07 23,23 +£0,07 62,4+ 0,01

Tabla 26. Representacion del tamanio, IP, potencial z y eficacia de encapsulacion de vesiculas

lipidicas extruidas y sin extruir. IP: Indice polidispersién; EE: Eficacia de encapsulacién.
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Conclusiones

Primera. El problema de falta de solubilidad de la curcumina en medio acuoso es
solventado mediante la adicién de una mezcla de disolventes compuesta por
PEG400:PG:etanol:Tween® 80 en proporcién 100:100:25:5 (v/v/v/v) en tampo6n
Hepes pH 7,4. La encapsulacién de curcumina favorece su estabilidad debido a la

proteccidn que proporcionan estos sistemas vesiculares lipidicos.

Segunda. El método analitico desarrollado para cuantificar la curcumina fue
selectivo, lineal, preciso, exacto y robusto, identificando como parametros criticos

el pH, porcentaje de ACN, temperatura y velocidad de flujo.

Tercera. Los estudios de degradacion de la levodopa demuestran que el farmaco se
oxida en medio acuoso, por lo que es necesaria la adiciéon de un antioxidante en la
formulacién. La adicion de curcumina no detiene el proceso de oxidacién de
levodopa. El estudio de estabilidad de liposomas de levodopa y curcumina

demuestra un descenso en la estabilidad de ambos fAirmacos con el paso del tiempo.

Cuarta. La levodopa se consigue estabilizar en una soluciéon de Hepes a pH 6,2 y
agregando 0,2 mg/mL de &cido ascérbico a la misma. El método de elaboracién que
mostré los mejores resultados de encapsulacion de este farmaco fue TLE y su
posterior extrusion, obteniéndose una poblacion de vesiculas mas homogéneay con
un tamaio nanomeétrico adecuado para su posterior administracion intranasal. En
lo que respecta al potencial z de los liposomas, los valores positivos obtenidos no se
vieron afectados por el proceso de extrusién, demostrando que son sistemas
estables. El estudio de estabilidad de los liposomas de levodopa y acido ascérbico
demostré una disminucién en la eficacia de encapsulacion con el tiempo debido a

que acido ascérbico va perdiendo capacidad antioxidante.

Quinta. El desarrollo de una formulacién con acido ascérbico, SOD y levodopa no
genera resultados esperanzadores ya que la SOD no es capaz de mantener su
actividad tras verse sometida a las condiciones necesarias para la sintesis de los

liposomas.

Sexta. Se consigue estabilizar la molécula de levodopa mediante la adicién del
antioxidante acido ascorbico y posterior inclusiéon en liposomas elaborados
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mediante la técnica TLE y posterior extrusion. La formulacion final esta constituida
por 2 mg/mL de levodopa, 0,2 mg/mL de 4cido ascérbico y afiadiendo el agente de
carga estearilamina (1,66 mg). Ha sido elaborada mediante la técnica TLE,

obteniendo tras su extrusién un 62% de levodopa encapsulada.
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Materiales y métodos (1I)

Los materiales y equipos empleados en este capitulo se recogen en el Anexo II.

3.1. DESARROLLO DE LAS FORMULACIONES DE CICLODEXTRINAS INCLUIDAS
EN LIPOSOMAS

Una vez obtenida la formulacién de liposomas de levodopa incluyendo el
antioxidante acido ascorbico en su composicion, y con la finalidad de mejorar la
estabilidad del farmaco antiparkinsoniano en medio acuoso, se decidi6 incluir
levodopa junto al antioxidante en ciclodextrinas. Estos complejos de inclusion
poseen la capacidad de mejorar los problemas de solubilidad y/o estabilidad que
presentan determinados farmacos. Por esta razon, este capitulo se centrara en
disefiar y analizar el efecto de estos complejos de inclusiéon levodopa-acido
ascorbico-ciclodextrina (L-dopa-AA/CD) sobre las caracteristicas fisicoquimicas de
los liposomas elaborados. Posteriormente, la formulacién seleccionada se incluira
en insertos intranasales liofilizados para su administracién por via intranasal, de
forma que los farmacos puedan acceder desde la cavidad nasal hasta el sistema

nervioso central (SNC).
3.1.1. Estudios de solubilidad de fase

Los estudios de solubilidad de fase han seguido el método descrito por Higuchi y
Connors (1965). En base a él, se afiadié una cantidad en exceso de farmaco (75 mg)
a 5 mL de una solucion acuosa de las ciclodextrinas seleccionadas para el estudio
(B-CD y HP-B-CD) a distintas concentraciones (0-15 mM). Las mezclas se
mantuvieron en agitacidn en recipientes sellados durante 48 horas a temperatura

constante (37 + 0,5 °C) para conseguir el equilibrio de complejacion.

Transcurrido el tiempo correspondiente, se extrajeron alicuotas (2 mL) para
determinar la concentracion de levodopa mediante HPLC, segin el método
cromatografico explicado en el apartado 3.2. del presente capitulo. Este estudio se

realizé por duplicado y las muestras fueron filtradas previamente.
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Posteriormente se calculd la constante de estabilidad (Ks) de cada complejo

formado, siguiendo la siguiente ecuacién:

_ pendiente
"~ S, (1 — pendiente)

K

Donde S, es la solubilidad intrinseca de L-dopa, y Ks es la constante de estabilidad.

3.1.2. Preparacion de formulaciones de ciclodextrinas-en-liposomas de

levodopay acido ascérbico
3.1.2.1. Estudio de interaccion de la 3-CD con el colesterol

Este estudio se llevé a cabo empleando la metodologia de evaporacion en capa fina
para elaborar los liposomas, la cual ha sido previamente explicada en el apartado

3.1.1.2. del capitulo 1.

Esta basado en dilucidar el efecto de la CD sobre la composicién de los liposomas,
en concreto sobre el colesterol incluido en los mismos, con el fin de estudiar la
interaccion existente entre la B-CD y el esteroide, ya que seguin referencias
bibliograficas, es posible la existencia de un desplazamiento del farmaco incluido en
el hueco de la CD, por el colesterol. Para ello, se prepararon tres formulaciones de
liposomas: A) Lote CD/D, constituido sélo por el fosfolipido DPPC (2,75 mM), B)
Lote CD/DC, constituido por DPPC (1,7 mM) y colesterol (1,05 mM), y C) Lote
CD/DCH, constituido por DPPC (1,7 mM) y colesterol-hemisuccinato, CHEMS (1,05
mM). Una vez pesados los componentes, se procedié a disolverlos en 3 mL de
cloroformo, evaporando posteriormente la soluciéon en rotavapor a 40 °C hasta la
formacién de una fina pelicula. Posteriormente, se procedi6 a hidratar con la fase
acuosa, la cual se preparé a partir de dos soluciones independientes que
posteriormente se mezclaron bajo agitaciéon constante de 400 rpm durante 120
minutos. Para ello, se elabor6, en primer lugar, una solucién 15 mM de (3-CD en 5
mL de Hepes pH 6,2 y otra de 15 mM de L-dopa y 0,2 mg/mL de AA en 5 mL de
Hepes pH 6,2. Tras la formacién del complejo L-dopa-AA/B-CD y posterior
hidratacion de la pelicula lipidica, las muestras se sometieron a 5 ciclos de agitacion
en vortex durante 1 minuto intercalados con 5 minutos en bafio termostatizado a
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40 °C hasta la obtencién de un preparado opalescente donde se encuentran

dispersos los liposomas. Finalmente, se conservaron a 4 °C hasta su posterior uso.

Una vez detectado el posible desplazamiento del fArmaco de la cavidad de la CD en
presencia del colesterol de la bicapa, se seleccion6 el derivado CHEMS como lipido
que contribuye a aportar la rigidez suficiente a la vesicula para mantener su

integridad.
3.1.2.2. Modificacion de la carga superficial y tipo de CD

Seguidamente, se ha continuado modificando la composicién de la bicapa con el fin
de incrementar las propiedades de estabilidad de las formulaciones. Para ello, se
procedi6é a incorporar agentes de carga superficial positiva (DDAB) y negativa
(dicetilfosfato, DCP), asi como el derivado hidroxipropilado de la §-CD, efectuando
la elaboracion por diferentes técnicas, con el objetivo de obtener la maxima eficacia
de encapsulacion del fArmaco. En la tabla 1 se recogen las composiciones cuali y

cuantitativas de las bicapas elaboradas.

Formulacion = DPPC (mM) CHEMS (mM) DCP(mM) DDAB (mM)

BCD/DCH/- 1,7 1,05 0,15 -
HPBCD/DCH/- 1,7 1,05 0,15 -

BCD/DCH/+ 1,7 1,05 - 0,15
HPBCD/DCH/+ 1,7 1,05 - 0,15

Tabla 1. Composicion de la fase oleosa de los liposomas elaborados por TLE y método

transmembrana, asi como la denominacion de los diferentes lotes.

Tras elaborar la fase oleosa de las formulaciones con las cantidades y componentes
reflejados en la tabla 1y evaporar el cloroformo en rotavapor, se procedié a hidratar
la pelicula lipidica con el complejo L-dopa-AA/B-CD y L-dopa-AA/HP-3-CD.
Posteriormente, se someti6 a la muestra a 5 ciclos de agitacién en vértex durante 1

minuto, intercalados con 5 minutos en bafio termostatizado a 40 °C hasta la
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obtencion de un preparado opalescente donde se encuentran dispersos los
liposomas. Finalmente, se conservan refrigerados a 4 °C hasta su posterior

caracterizacion.
3.1.2.3. Modificacion de la técnica de preparacion

Se incluyeron como técnicas alternativas y/o complementarias a la TLE, el método
transmembrana y el proceso de la extrusion, con el fin de analizar la influencia de la
técnica de preparacién de los liposomas sobre sus caracteristicas fisicoquimicas y

de estabilidad.

Respecto a la extrusion, tras la elaboracion de las formulaciones mediante TLE, se
procedio a extruir las muestras a través de un filtro de 0,4 pm, como se explicé en el

apartado 3.1.2.2. del capitulo 1.

El método transmembrana consiste en un procedimiento de carga de los farmacos
que se efectia mediante un mecanismo de carga activa, gracias a un gradiente
ionico. Consiste en elaborar, en primer lugar, la fase oleosa de las formulaciones con
las cantidades y componentes reflejados en la tabla 1 y evaporar el cloroformo en
rotavapor. A continuacion, se procede a hidratar la pelicula lipidica con 3 mL de
acetato amdnico 0,025 M, sometiéndola a 5 ciclos de agitacidn en vortex durante 1
minuto, seguidos de 5 minutos en bafo termostatizado a 40 °C. Seguidamente, se
introdujeron los liposomas en una membrana de dialisis (Pm 12000-14000 Da)
previamente hidratada en tampén Hepes 10 mM pH 6,2, para someterlos a un
proceso de didlisis. El medio de disolucion fue el mismo que el de hidratacidn,
utilizdndose un volumen cien veces mayor al de la muestra con el fin de mantener
las condiciones sink del medio. Asi, se crea una transferencia iénica dentro y fuera
de la bolsa de dialisis, por lo que se procedié a medir por conductivimetria la
conductividad i6nica del medio cada 30 minutos durante 3 horas hasta obtener

valores constantes.

A continuacion, las moléculas a encapsular se introdujeron en los liposomas
mediante carga activa a través de un gradiente de iones siguiendo el método

propuesto por Gilbert y cols. (2004) con ligeras modificaciones. Asi, una vez ha sido
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estabilizada la medida de la conductividad, los liposomas se incubaron a 40 °C
durante 5 minutos. El complejo L-dopa-AA/B-CD (constituido por 15 mM L-dopa,
0,2 mg/mL AAy 15 mM (3-CD) se anade poco a poco, agitando a intervalos regulares.
Finalmente, los liposomas se dejaron en reposo durante 24 horas en refrigeracion
hasta su uso. Se repitié el mismo procedimiento afiadiendo el complejo L-dopa-

AA/HP-B-CD (constituido por 15 mM L-dopa, 0,2 mg/mL AAy 15 mM HP-3-CD).
3.1.3. Caracterizacion de las formulaciones

La caracterizacion de las distintas formulaciones de liposomas se llevd a cabo segin
la metodologia desarrollada en el apartado 3.2.1. de caracterizacion fisicoquimica
correspondiente al capitulo 1. Para determinar la eficacia de encapsulacion de las
formulaciones se siguié la metodologia desarrollada en el apartado 3.2.2. del

capitulo 1.
3.2. DETERMINACION CROMATOGRAFICA DE LAS MOLECULAS

Como ha sido explicado en el capitulo 1, se emple6 la Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién (HPLC) para la determinacién y cuantificacién de levodopa.

El cromatoégrafo utilizado (Lachrom Hitachi HPLC System Manager) se compone de
cuatro unidades: bomba isocratica L-7100, inyector automatico de muestras L-

7200, detector DAD L-7455 de longitud de onda variable e interfase D-7000.

En este capitulo de la Tesis, hubo que modificar el método cromatografico para la
deteccién y cuantificacion de levodopa, ya que se tuvo que tener en cuenta la
presencia de las CD para evitar su precipitaciéon en contacto con los solventes
organicos. El sistema estuvo constituido por una columna C1s (ZORBAX SB-C18 150
mm x 4,6 mm, 3,5 pum). Para determinar la levodopa con la mejor resoluciéon
cromatografica posible, se seleccion6 la longitud de onda de maxima absorcién, 280
nm. La fase mévil estuvo constituida por tampdn fosfato y metanol, en el sistema de
gradiente recogido en la tabla 2. El tampén fosfato estaba constituido por potasio
dihidrégeno ortofosfato 10 mM ajustado a pH 2,5. La velocidad de flujo se fijé en 1

mL/min y la temperatura a 25 °C. El volumen de inyeccidon fue de 20 pL.

-263-



Materiales y métodos (1I)

Tiempo (min) Tampoén fosfato (% v/v) Metanol (% v/v)

0-5 98 2
5-6 98 - 40 2-60
6-13 40 60
13- 14 40-98 60— 2
14 - 18 98 2

Tabla 2. Condiciones de gradiente para elucién de levodopa.

3.3. ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE LA FORMULACION EN CULTIVOS
CELULARES

3.3.1. Condiciones de los cultivos celulares

Para este estudio se emplearon neuronas dopaminérgicas N27 separadas y/o en
conjunto con células de la microglia BV2. Las células se cultivaron rutinariamente
en medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado con 10% v/v
de suero bovino fetal (FBS) inactivado por calor, 1% v/v de L-glutamina y 1% v/v
de penicilina-estreptomicina, manteniéndose a 37 °C en una atmdsfera
humidificada de CO; al 5% en frascos de cultivo de 75 cm3. El medio se cambi6 cada
3 dias y se dejo crecer hasta alcanzar un 80% de la poblacién celular. La

manipulacion de las células se realizé en campana de flujo laminar.
3.3.2. Estudio de citotoxicidad celular

Para analizar el comportamiento de las formulaciones expuestas en la tabla 3 (A-F)
se realiz6 un estudio en co-cultivos celulares, de manera que las formulaciones
fueron incubadas en placa, en cuyos pocillos se encontraban neuronas
dopaminérgicas N27 y células de la microglia BV2. Se comenz6 sembrando en placa
las neuronas N27 a una densidad inicial de 12 x 103 células/pocillo. Se elimin6 el

medio de cultivo de todos los pocillos, para posteriormente afiadir 1 mL de medio
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sin FBS y 20 pL de CellTracker™ Green, empleado por su capacidad para marcar las
células neuronales, y se incubé a 37 °C durante 30 minutos. A continuacidn, se quitd
el medio anterior y se afiadié 1 mL de medio sin FBS, dejandolo incubar durante 30
minutos. De nuevo, el medio fue eliminado y se afiadieron las células de la microglia
BV2 aunadensidad inicial de 6 x 103 células/pocillo y tras incubar durante 24 horas,
se afiadieron 10 pL de las formulaciones a ensayar. Las células fueron fotografiadas
por el microscopio invertido de contraste de fase con objetivos 10x, 20x y 40x

(Olympus CKX41SF2) alas 24 y 48 horas de aplicacion de las formulaciones.

Con el objetivo de determinar la capacidad neuroprotectora de las formulaciones
desarrolladas, las células co-cultivadas fueron activadas con 20 pg/mL de LPS. El
LPS es un lipopolisacarido con capacidad para inducir el proceso inflamatorio y

degenerativo de las células neuronales.

Tras la realizacién del estudio en co-cultivos y observar la muerte de las células
neuronales, se procedié a determinar el agente causante de dicha muerte celular.
Para este estudio, se incubaron en una placa neuronas dopaminérgicas N27 durante
24 horas y posteriormente se afiadieron 10 pL de las formulaciones expuestas en la
tabla 3 (G-K). Las células fueron fotografiadas por el microscopio invertido de
contraste de fase con objetivos 10x, 20x y 40x (Olympus CKX41SF2) a las 24 y 48

horas de aplicacién de las formulaciones.
A Solucién control L-dopa (1 mg/mL)
B  Solucidn control L-dopa (1 mg/mL) + acido ascorbico (0,2 mg/mL)
C  Solucidn control L-dopa (15 mM) + acido ascoérbico (0,2 mg/mL) / CD (15 mM)
D Liposomas blancos
E Liposomas L-dopa (1 mg/mL) + &cido ascérbico (0,2 mg/mL)

F Liposomas L-dopa (15 mM) + acido ascérbico (0,2 mg/mL) / CD (15 mM)
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G  Solucidn control DCP (0,15 mM)

H Liposomas blancos sin DCP (0,15 mM)

I  Liposomas blancos con DCP (0,15 mM)

]  Liposomas blancos sin DCP (0,15 mM) y 3-CD (15 mM)
K Liposomas blancos con DCP (0,15 mM) y $-CD (15 mM)

Tabla 3. Formulaciones empleadas en el estudio de cultivos celular.

3.4. FORMULACION DE INSERTOS NASALES LIOFILIZADOS

Una vez ha sido optimizada la formulacién de ciclodextrinas de levodopa y acido
ascorbico incluidas en los liposomas anidnicos, se procedi6 a incluir la formulacién
en insertos nasales liofilizados, los cuales podrian permitir la administraciéon de una
Unica dosis de fAirmaco en la cavidad nasal por un tiempo prolongado gracias al

control de la liberacién del mismo hacia el SNC.

El disefio de dichos insertos se basa en obtener un sistema gelificado con la
formulacion, el cual, tras ser colocado en moldes, se liofiliza para dar lugar a una
forma sélida que contenia la formulacion de los liposomas previamente

desarrollada.
3.4.1. Formulacion de los hidrogeles

La primera etapa en la elaboracién de los insertos intranasales consistié en
seleccionar diferentes polimeros con propiedades gelificantes en medio acuoso,
combinarlos entre ellos y seleccionar aquella combinacién que presentara mejores

condiciones en cuanto a consistencia y mucoadhesion.

Tras experiencias previas, se seleccionaron finalmente los polimeros quitosano y
Pluronic® F127, que se mezclaron en distintas proporciones. Dada su capacidad
mucoadhesiva, favorecera el tiempo de permanencia de la formulacién en la cavidad
intranasal. Para efectuar el estudio, se prepararon los siguientes geles: gel de

quitosano al 0,4% p/v en acido acético 1% v/v (ya que el tampoén PBS tiende a
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neutralizar el chitosan) y gel Pluronic® F127 al 17% p/v en tampo6n PBS pH 6,2. Tras
su elaboracion, se procedié a realizar las mezclas quitosano:Pluronic® F127 en las
siguientes proporciones (v/v): 90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50, 40:60, 30:70,

20:80 y 10:90, manteniéndose en agitacion hasta su total homogeneizacién.

Para seleccionar la combinacién de geles que presentara mejores caracteristicas, se
estudiaron los siguientes parametros: pH, viscosidad y carga superficial de cada una

de las mezclas realizadas.
3.4.1.1.pH

Para determinar el pH de las mezclas de geles se empleé un pH-metro Crison. El

ensayo fue realizado por triplicado.
3.4.1.2. Viscosidad

La viscosidad es un pardmetro que permite medir la resistencia que ofrece un
sistema al flujo cuando se aplica una fuerza de cizalla. Cuanto mas viscoso es el
sistema, mayor es la fuerza que hay que aplicar para que fluya a una determinada

velocidad.

La medida de la viscosidad se llev6 a cabo usando un viscosimetro Brookfield y los
husillos o spindle con un diametro variable. El funcionamiento del viscosimetro se
basa en el principio de la viscosimetria rotacional, el cual mide la viscosidad
captando la energia de torsion necesaria a emplear para hacer girar a velocidad
constante un husillo inmerso en la muestra a analizar. La relacion
viscosidad/husillo se selecciona en funcién de la viscosidad a medir, de la precisién
deseada y del gradiente de velocidad ensayado. La energia de torsion es
proporcional a la resistencia viscosa sobre el eje sumergido, en consecuencia, a la

viscosidad del fluido (Lyapunov y cols., 2015).

Para determinar la viscosidad de las mezclas de geles, se prepararon 500 mL de
muestra insertdndose el spindle de forma inclinada para evitar la formacién de
burbujas en la parte inferior. Se incrementa la velocidad desde 0,5 hasta 100 rpm,

provocando la agitacién del sistema durante 1 minuto. Una vez estabilizado el
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resultado, se bloquea el spindle y se anota la lectura. Repetimos el procedimiento
por triplicado, y se realiza la media de las tres lecturas. Todas las medidas se

hicieron a 25 °C.
La determinacidn de la viscosidad se lleva a cabo aplicando la siguiente ecuacién:
v=K X L

Donde K es el coeficiente que depende de larelacion velocidad/spindle y L es el valor

de la media de las lecturas obtenidas.
3.4.1.3. Estudio de la carga superficial

Para determinar la estabilidad de la formulacién y controlar posibles interacciones

entre el gel y los liposomas se realizé el estudio de la carga superficial.

Este parametro se determiné empleando el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern)
como ya fue explicado en el apartado 3.2.1. del capitulo 1. Para realizar este estudio
se afiadieron 0,2 mL de cada gel y 3,8 mL de tampdn PBS pH 6,2. De esta forma, el
gel se encuentra lo suficientemente diluido como para facilitar el proceso de

medicién. La medida se realiz6 por triplicado.
3.4.2. Elaboracion de los insertos

Una vez seleccionadas las combinaciones de geles con caracteristicas favorables
para una administracién intranasal, se procedié a incluir otros agentes gelificantes
a la formulacién. Tras unos ensayos preliminares, se seleccionaron los polimeros
goma xantana y HPMC, con la finalidad de aumentar la consistencia de los insertos
intranasales al ser liofilizados. La composicion final de los mismos se recoge a

continuacion en la Tabla 4.
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Compuesto Cantidad (mg)
Mezcla del gel chitosan:Pluronic®127 100
Levodopa 2,8 mg
Acido ascérbico 0,2 mg
Agente viscosizante (HPMC o goma xantana) 7,18 mg
D(+)-trehalosa dihidrato 1,03 mg

Tabla 4. Composicién de los insertos intranasales.

La mezcla se agit6 vigorosamente en agitador /KA hasta su total homogeneizacion.
Posteriormente, los blisteres se rellenaron con la mezcla y fueron congelados
durante 24 horas. A continuacion, los blisteres se liofilizan en liofilizador Telstar

Cryodos -80.

En la Tabla 5 se representa la composicion de las formulaciones que componen los

insertos a estudiar.

Goma
Formulacion Chitosan Pluronic® HPMC
Xantana
C10P9oH 10 90 +
CooP10H 90 10 +
C10P90X 10 90 +
CooP10X 90 10 +

Tabla 5. Composicién de las distintas formulaciones que componen los insertos. Cx:Py:

Porcentaje de quitosano (Cx), Porcentaje de Pluronic® F127 (Py), H: HPMC y X: Goma xantana.
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Para desarrollar los insertos con las formulaciones de liposomas, se partié de la
misma composiciéon y metodologia, con la tnica excepcion de que las muestras de
liposomas fueron incorporadas en el proceso de elaboracion del gel binario

quitosano:Pluronic.

Tras la obtencion de los insertos con las diferentes composiciones, se procedié a
realizar diversos estudios con la finalidad de seleccionar aquella formulaciéon que
presentara mejores caracteristicas de morfologia, hinchamiento, mucoadhesidn,

liberacion in vitro y permeacion ex vivo.
3.4.2.1. Estudio morfolégico

Este estudio se llevo a cabo mediante Microscopia Electrénica de Barrido en
microscopio Zeiss EVO, conformado por un canén de emision termidnica y
filamentos de hexaboruro de lantano (LaBs)/tungsteno (W). Los insertos nasales se
cortaron con un microtomo para exponer el interior de la estructura, fijada sobre
soportes y recubierto con oro-paladio bajo una atmésfera de argén usando un
modulo de pulverizacion en condiciones de vacio. Las muestras se observaron en el
equipo utilizando imagenes con sistema de deteccién de electrones secundarios a
15 kV para examinar la morfologia y estructura de la superficie de los insertos. El
estudio morfolédgico fue realizado sobre insertos que contenian levodopa y acido

ascorbico, asi como liposomas de levodopa y acido ascérbico/HP-§-CD.
3.4.2.2. Estudio de hinchamiento

Para llevar a cabo este estudio, se siguid la metodologia previamente establecida
por Gupta y cols. (2012). Con el fin de evitar la rotura y el error de manipulacién de
las estructuras una vez se van humectando, los insertos secos se colocaron sobre
papeles de filtro de 40 mm de didmetro empapados de SNF (simulated nasal fluid),
el cual esta compuesto por 5 mg/mL NaCl, 0,32 mg/mL CaCl»2H20 y 1,29 mg/mL
KCl ajustado a pH 6,2 (Paul y cols., 2017). Estos, a su vez, se dispusieron sobre la
superficie de una esponja de dimensiones 5 cm x 5 cm x 2 cm, la cual fue empapada

previamente con SNF y colocada sobre una placa Petri con medio SNF.
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Segun esta metodologia, el hinchamiento se determiné midiendo el aumento de

peso de los insertos con el paso del tiempo, de acuerdo con la siguiente ecuacidn:

(Pinp — Pnp — Pis) x 100
Pis

% Captacion de agua (%CA) =

donde Piyp representa el peso del inserto hidratado y el papel de filtro himedo, Pyp
representa el peso del papel de filtro hidratado y Pis representa el peso inicial del

inserto seco.

El estudio de hinchamiento se realizd sobre insertos constituidos por levodopa y
acido ascorbico, ya que se considerd que la presencia de los liposomas no afectaria

significativamente a este parametro.
3.4.2.3. Uniformidad de contenido

Este ensayo se basa en la valoracién individual del contenido en principio activo en
un numero de unidades de dosificacion a fin de determinar si el contenido

individual se encuentra dentro de los limites especificados.

Para ello, se analizaron diez insertos de cada una de las formulaciones mostradas
en la Tabla 5 constituidos por levodopa y acido ascérbico. Cada uno de los insertos
fue colocado en un vaso de precipitado de 50 mL. Tras afiadir 20 mL de agua milliQ,
se colocaron en bafio ultrasonidos durante 10 minutos, para permitir la total
disolucién de levodopa. A continuacidn se extrajeron alicuotas de 0,5 mL que fueron
cuantificadas por HPLC, para obtener una concentracién tedrica esperada y
aproximada de 2,8 mg por inserto. Se prepar6 una solucién patrén de levodopa-AA

en agua milliQ.
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3.4.2.4. Mucoadhesion

Para determinar la capacidad de adhesion de los insertos liofilizados a la mucosa
nasal, se procedid a extraer una seccion de la mucosa nasal de cerdo obtenido tras
el sacrificio del animal. En la Figura 1 se refleja la mucosa nasal de cerdo obtenida

tras el proceso de extraccidn.

Figura 1. Mucosa nasal de cerdo.

Para desarrollar este estudio se disefié un dispositivo de medicién capaz de
determinar la fuerza mucoadhesiva de la formulacién a la mucosa nasal, tal como se

muestra en la figura 2 (Choi y cols., 2000).

A
C
]
i
ST ¥ :
L™

Figura 2. Dispositivo de medicién de la fuerza mucoadhesiva. (A) Balanza modificada; (B)
Pesos; (C) Vial de vidrio; (D) Inserto intranasal liofilizado; (E) Mucosa nasal de cerdo; (F)

Bandeja ajustable en altura (Choi y cols., 2000).
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Tras extraer una seccion de tejido de la mucosa nasal del cerdo, ésta se asegur6 con
el lado de la mucosa hacia el exterior en cada uno de los viales de vidrio (C). A
continuacion, se conect6 un vial con una seccién de mucosa (E) a la balanza (A) y el
otro vial se colocé en una bandeja ajustable en altura (F). Se afiadi6 el inserto
intranasal liofilizado (D) al tejido de uno de los viales. A continuacidn, la altura del
otro vial se ajust6 de manera que el inserto quedaba colocado entre los tejidos de la
mucosa de ambos viales. Los pesos (B) se fueron elevando hasta que los viales se
separaron. La fuerza bioadhesiva fue establecida como el peso minimo necesario
para separar los dos viales (Choi y cols.,, 2000). La fuerza mucoadhesiva se

determiné mediante la siguiente ecuacién:

Fuerza mucoadhesiva (dyne /cm?) = m X %

Donde m = peso requerido para separar los viales, g = aceleracion de la gravedad

(980 cm/s?), y A = area del tejido expuesto (cm?2).

El estudio de mucoadhesion fue realizado sobre insertos constituidos por levodopa

y acido ascorbico.
3.4.2.5. Estudio de liberacion in vitro

Los estudios de liberacion in vitro de los insertos intranasales se llevaron a cabo en
celdas de Franz (Vidrafoc, Barcelona), depositando el inserto liofilizado sobre una
membrana de celulosa. El compartimento receptor estaba compuesto de medio PBS
pH 6,2 para simular el medio fisiolégico de la cavidad nasal. El ensayo se realiz6 a
una temperatura de 37 + 0,2 °C. El tiempo de duracion del ensayo fue establecido
en 24 horas, durante las cuales se extrajeron 500 puL de muestra a tiempos
predeterminados. Tras cada toma de muestra, el medio fue reemplazado por 500 pL
de PBS pH 6,2 para mantener constante el volumen inicial (Betageri y Parsons,
1992; Nounou y cols., 2006). Ademas, en el compartimento donador se fueron
inyectando 500 pL de SNF tras cada toma de muestra. El contenido de levodopa en

cada una de las alicuotas extraida fue determinado por HPLC. Este ensayo se realiz6
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por triplicado. El estudio de liberacion fue realizado sobre insertos constituidos por

liposomas de levodopa y acido ascérbico/HP--CD.

Finalmente, para cada lote se represent6 graficamente el porcentaje de activo

liberado frente al tiempo.
3.4.2.6. Estudio de permeacion ex vivo

Los estudios de permeacién de los insertos intranasales se llevaron a cabo
utilizando de nuevo las celdas de difusiéon de Franz (Vidrafoc, Barcelona), con un
area efectiva de difusion de 2,54 cm? y el compartimento receptor con capacidad
para un volumen de 14,5 mL. En este caso, como membrana limitante se extrajo
mucosa nasal de hocicos de cerdo, para simular la mucosa nasal humana (Mura y
cols., 2007; Maestrelliy cols., 2009). El compartimento receptor fue completado con

tampon PBS ajustado a pH 6,2 y el compartimento donador con SNF.

Como el destino de nuestras formulaciones era su administracién por via intranasal,
se elaboraron insertos liofilizados para incorporar en cada uno de ellos las
formulaciones en estudio con el fin de controlar su permeacién y, de acuerdo a los
resultados obtenidos, establecer la posibilidad de utilizar o no, uno de estos
sistemas como vehiculo para la administracién de los complejos de L-dopaen CD y

en liposoma, por via nasal.

El tiempo de duracion del ensayo fue de 48 horas, durante las cuales se extrajeron
alicuotas de 1 mL del compartimento receptor a intervalos de tiempo
predeterminados. El medio extraido fue reemplazado con 1 mL de tampén fresco
con el fin de mantener las condiciones sink. El ensayo se realizé a 37 + 1 °C, bajo
agitacion (Multimatic - 9N, potencia 650 W) y por triplicado. Finalmente, las

alicuotas fueron cuantificadas por HPLC.

Se calcul6 el coeficiente de permeacién P mediante la siguiente ecuacion (Ceschel y

cols., 2002; Zhang y cols., 2009):

_dQ/dt
B AXCq
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Donde dQ/dt es la cantidad de farmaco que atraviesa la membrana por unidad de
tiempo (masa/tiempo), A es la superficie disponible de difusién (cm?2), y Cq es la

concentracion del agente penetrante en el compartimento donador (mg/cm3).

El flujo en estado estacionario se obtuvo al representar la cantidad acumulada del
farmaco en el compartimento receptor por unidad de superficie (Q pg/cm?),
respecto al tiempo. La parte lineal del grafico ha sido tomada como el flujo en estado
de equilibrio. La ecuacidn utilizada para el calculo del flujo en estado estacionario

Jss fue la siguiente:
Jss =P X Cq

Donde P es el coeficiente de permeacién (cm/h) y Cq la concentracién del farmaco

en el compartimiento donador (mg/cm3).

El estudio de permeacion fue realizado sobre insertos constituidos por liposomas

de levodopa y acido ascorbico/HP-3-CD.
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4.1. DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE LAS FORMULACIONES DE
CICLODEXTRINAS INCLUIDAS EN LIPOSOMAS

4.1.1. Seleccidn del tipo de CD y composiciéon del complejo

Una vez se han obtenido los resultados del estudio de solubilidad de fase descrito
en el apartado de metodologia, se procedi6 a representar graficamente los perfiles
de solubilidad de levodopa en presencia de las CD (3 y HP-B) aumentando su
concentracion desde 0 a 15 mM. El objetivo de este estudio fue comparar la
influencia de ambas CD sobre la solubilidad y estabilidad de levodopa y seleccionar
aquella que aportara los mejores valores de tales parametros (Tonnesen y cols.,
2002). El estudio se repiti6 con ambas CD afiadiendo el antioxidante AA (0,2
mg/mL) a la formulacién, con el fin de seleccionar aquella que aportara la maxima

estabilidad a levodopa.

Tras la representacion grafica de los perfiles de solubilidad de la formulacion de L-
dopa y L-dopa-AA incluidos en B-CD (Figura 3), se observé un aumento de la
solubilidad del farmaco de forma lineal al incrementar la concentracién de 3-CD.
Como resultado, el diagrama de solubilidad de fase mostré una curva lineal, que es
de primer orden con respecto a la $-CD. Dicha correlacidn lineal entre L-dopa y -
CD sugiere que la estequiometria de complejacion es 1:1 (mol/mol) entre el farmaco

y la CD (Higuchi y Connors, 1965).
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Figura 3. Representacion del diagrama de solubilidad de fase de la L-dopa-AA/B-CD y la L-
dopa/B-CD.

Asimismo, se observé que tras representar graficamente las solubilidades, la
formulaciéon L-dopa / B-CD mostré la ecuacion y = 3,6511x + 14,293 con un
coeficiente de determinacion de 0,9933. En el caso de L-dopa-AA / $-CD, la ecuacion
fue y = 3,805x + 18,791 con un coeficiente de determinacién de 0,9991. En ambos
casos, el incremento de la solubilidad de levodopa fue lineal respecto al aumento de
la concentracion de CD. Como es bien sabido, la solubilidad de los farmacos al
complejarse con las CD cambia debido a que los grupos hidrofébicos del farmaco ya
no se encuentran en contacto con el solvente sino con los atomos de la cavidad de la
CD, siendo la superficie externa de las CD la que interactda con el solvente. Como
resultado, la superficie externa de las CD contribuye a la solubilidad del complejo y
no el firmaco en si. Por otra parte, la inclusién de levodopa en los complejos de
inclusién también mejora su estabilidad, ya que el farmaco puede quedar protegido

del medio externo frente a la oxidacién (Ansari y Parveen, 2016).

A partir de la pendiente de larecta, se procedio a calcular la constante de estabilidad
del complejo formado en cada uno de los casos. La constante de estabilidad (Ks) del

complejo L-dopa / B-CD fue 275,44 M-L, mientras que el del complejo L-dopa-AA /
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B-CD fue 271,30 M-, indicando ambos valores que el complejo farmaco-CD es
suficientemente estable. Segin algunos autores, valores de Ksque se encuentren en
un rango entre 100 y 1000 M-1, indican valores ideales de estabilidad, mientras que
valores inferiores de K; indican una interaccién entre el farmaco y la CD, lo cual
supondria unaliberacién incompleta del firmaco del complejo de inclusién (Mukne,

2004).

A continuacidn, se repitio el mismo procedimiento, representando graficamente los
perfiles de solubilidad de la formulacién de L-dopa y L-dopa-AA incluidos en HP-(3-
CD (Figura 4). Al igual que ocurria en el caso de $-CD, en este grafico también se
observé un aumento de la solubilidad de levodopa de forma lineal al incrementar la
concentracion de HP-3-CD (Higuchi y Connors, 1965). Como resultado, el diagrama
de solubilidad de fase mostro6 una curva lineal, que es de primer orden con respecto
a HP-B-CD. Esta correlacién lineal entre L-dopa y HP-B-CD sugiere que la

estequiometria de complejacién es 1:1 (mol/mol) entre el farmaco y la CD.

80
70
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o
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Figura 4. Representacion del diagrama de solubilidad de fase de L-dopa-AA/HP-B-CD y la L-
dopa/HP-B-CD.

Tras representar graficamente las solubilidades obtenidas en el estudio de

solubilidad, se obtuvo una recta. En el caso de L-dopa / HP-B-CD se obtuvo la recta
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de calibrado y = 3,8230x + 4,9794 cuyo coeficiente de determinacion fue 0,9964. Y
en el caso de L-dopa-AA / HP-B-CD se obtuvo la recta de calibrado y = 3,9369x +
8,7575 cuyo coeficiente de determinacién fue 0,9996. Con estos datos podemos
afirmar, al igual que ocurria con la 3-CD, que el aumento de la concentraciéon de CD
provocaba un incremento de la solubilidad de L-dopa. Igualmente, las pendientes
de las rectas facilitaran el calculo de las constantes de estabilidad de los complejos
formados en cada uno de los casos, siendo de 270,84 M-! para L-dopa / HP-B-CD y
268,09 M-1 para el complejo L-dopa-AA / HP-3-CD. Ambos valores indican que el

complejo farmaco-CD es suficientemente estable.

Los valores de a y Ks extraidos de las rectas, asi como el coeficiente de

determinacion, se resumen en la tabla 6.

Muestra o Ks (M1) R2
L-dopa-AA / B-CD 3,805 271,30 0,9991
L-dopa / B-CD 3,6511 27544 09933

L-dopa-AA /HP-B-CD 39369 268,09 09996
L-dopa / HP-3-CD 3,823 270,84 09964

Tabla 6. Datos obtenidos del diagrama de solubilidad de L-dopa con y sin antioxidante y con
las diferentes ciclodextrinas. a: pendiente; Ks: Constante estabilidad; R?: Coeficiente de

determinacion.

Tras realizar los estudios de solubilidad de fase empleando diferentes complejos de
inclusion con el fin de observar la capacidad de 3-CD y HP-B-CD para proteger
levodopa del proceso de oxidacion, se dedujo que ambos complejos favorecen la
estabilidad de levodopa. En la Tabla 6, se aprecian resultados similares de Ks tanto
en las formulaciones con $-CD como con HP--CD. Estos resultados son razonables
ya que la formacién del complejo de inclusién depende de las interacciones
hidrofébicas entre el farmaco y la cavidad apolar de las CD, de tal forma que el

farmaco queda incluido en el interior de las ciclodextrinas, protegido de los agentes
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externos que provocan su oxidacion, favoreciendo, por consiguiente, la estabilidad
del mismo (Manca y cols., 2005). Por otro lado, cabe destacar que las formulaciones
que contienen acido ascérbico han mostrado un mejor ajuste de los puntos,
pudiendo ser indicativo de una mayor estabilidad de la molécula en presencia del

antioxidante.

Cualitativamente, se aprecié el proceso de oxidacion de levodopa en las
formulaciones sin acido ascérbico (Figuras 5y 6), lo que demostré que la adicion
del antioxidante es necesaria para detener este proceso oxidativo. Las Figuras 5y 6
mostraron mejores resultados en presencia de AA, debido a que esta molécula actda
como un captador de moléculas de oxigeno e inhibe la oxidacién (Ahn y cols, 2007;
Yetella y Min, 2008). AA también puede promover la generaciéon de especies
reactivas de oxigeno (OH, O, H,0; e iones de fermentacidn) en presencia de Fe3* o
Cu?+ libre. Esta actividad prooxidante se deriva de la capacidad del acido ascérbico
para reducir Fe3+ o Cu2* a Fe?* o Cu*, respectivamente, y para reducir el 02 a H20>

(Herberty cols., 1996; Carr y cols., 1999).

OmM| | seBep 1T - L0 o i Y 712‘“@"[ Y
0uMBCD | SuMBLD |/9mMBCD [IZaMBOD 5| |0AMBLD |[SnMBLD |[9mMBLD 15mMB-CD
| i I | :ls'“'““’l OmgAA  ||ImeAA  [|ImgAA |1 mgAA

Figura 5. Representacion de las formulaciones de levodopa/B-CD y levodopa-AA/[3-CD.

Tras la realizacion de este estudio, se corrobord la importancia de afiadir el
antioxidante AA a la formulacién de levodopa y CD. Parece ser que la CD sola no es
capaz de evitar el proceso de oxidacion del farmaco, siendo necesaria la adicién del
antioxidante a la formulacidn, de tal forma que la inclusién de levodopa y AA en CD
seria la opcion mas favorable para mejorar la estabilidad de este farmaco en medio

acuoso. Como se observa en las Figuras 5 y 6, tanto la 3-CD como la HP-B-CD
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favorecen la estabilidad del farmaco, corroborando el resultado obtenido en la

Tabla 6 donde ambas CD muestran una constante de estabilidad similar.

O mM HERCD ]\mmm--um lo.mur.nn» ]m-mn--nui]n-‘mnwm‘hl

0 mM HINBCD ‘ SoMUPBCD [ 9mMISBCD |12 mMHRECD | 1S oM ICD
| | mg AA | g AA

0 mg AA 1 mg AA ImgAA

Figura 6. Representacion de las formulaciones de levodopa/HP-3-CD y levodopa-AA/HP-§-CD.

4.1.2. Estudio de la interaccién entre (3-CD y colesterol

Tras observar que ambas ciclodextrinas favorecen la estabilidad de levodopa, se
procedi6 a incluir levodopa y AA en las CD, para elaborar posteriormente los
liposomas. Basicamente, estos estan constituidos por fosfolipidos y colesterol; como
es bien sabido, el colesterol afadido a la formulaciéon de liposomas modifica la
fluidez de la membrana, favoreciendo la capacidad de encapsulacién de los
farmacos y mejorando la estabilidad fisica de las vesiculas lipidicas (Magarkar y
cols., 2014; Briuglia y cols., 2015). Debido a la posible interacciéon que pudiera
existir entre el colesterol y la 3-CD, detectada en trabajos previos y propuesta ya por
autores como Sanchez y cols. (2011), se caracterizaron las diferentes formulaciones

de liposomas elaboradas para estudiar dicha interaccién.

En la Tabla 7 se observan los resultados obtenidos tras la caracterizacién de las

distintas formulaciones.

-284-



Resultados y discusién (1I)

Lote Tamafio (nm) IP Potencial z (mV) EE (%)
CDh/D 1327 +0,2 0,63+0,1 -1,9+0,08 12,2 £ 0,06
CD/DC 1825+ 0,05 0,51 +0,04 -0,3+0,06 29,1 £0,08

CD/DCH 2231+0,01 0,38 +£0,01 -11,83 £ 0,05 62,3 +0,02

Tabla 7. Caracterizacién de diferentes formulaciones liposomales incluidas en 3-CD. IP: Indice
de polidispersion; EE: Eficacia de encapsulacién. Lote CD/D, constituido sélo por el fosfolipido
DPPC; Lote CD/DC, constituido por DPPC y colesterol; Lote CD/DCH, constituido por DPPC y

colesterol-hemisuccinato. En todos los lotes estaba presente la 5-CD (CD).

Como se observa en la Tabla 7, los liposomas formulados con colesterol
hemisuccinato (CD/DCH) mostraron los resultados méas favorables. Estas
formulaciones presentaron los valores mas elevados de eficacia de encapsulacién
de levodopa. En consecuencia, a mayor carga de fairmaco, el tamafio de las vesiculas
es superior. Autores como Rajan y cols. (2011) y Choudhury y cols. (2016) explican
que el aumento de la cantidad de farmaco incluido en el compartimento acuoso,

conlleva a un incremento de las dimensiones de las vesiculas.

Asimismo, la formulacién CD/DCH mostré valores mas negativos de potencial z que
las formulaciones que contenian colesterol o ausencia del mismo, indicando una
posible mayor estabilidad de esta formulacion. Autores como Sadnchezy cols. (2011)
han demostrado la afinidad existente entre 3-CD y el colesterol, produciendo la
eliminacion de los esteroles liposomales lo que conlleva a la inestabilidad de la
membrana, disminuyendo el potencial z de las formulaciones liposomales. De la
misma forma, otros autores sugieren que 3-CD puede formar complejos de inclusién
con el colesterol siguiendo una estequiometria 1:1, desplazando el farmaco
(Uekamay cols., 1987). Esto es lo que ocurre en el lote CD/DC, se forma un complejo
entre la ciclodextrina y colesterol, produciendo un efecto de competencia entre el
colesterol y levodopa, disminuyendo de este modo su eficacia de encapsulacidn, asi

como la estabilidad de la vesicula.

- 285 -



Resultados y discusién (1I)

Por tanto, debido a este efecto de competencia del colesterol por la ciclodextrina,
los estudios se continuaran incluyendo en la formulacién de los liposomas

colesterol hemissucinato.

4.2. INFLUENCIA DE LA CARGA SUPERFICIAL, TECNICA DE PREPARACION Y
TIPO DE CD EN LAS CARACTERISTICAS DE LAS VESICULAS LIPIDICAS

El objetivo de este apartado fue el intentar conseguir el mayor porcentaje de
levodopa encapsulada en los liposomas. Para ello, una vez detectado el posible
desplazamiento del fArmaco de la cavidad de la CD y modificada la composicion de
la bicapa por el derivado hemisuccinato del colesterol, se procedi6 a incluir agentes
de carga en la misma, a fin de intentar mejorar la estabilidad de las formulaciones.
Ademas, se optd por estudiar el efecto que tendria la inclusién del derivado
hidroxilado de la 3-CD. Por otra parte, y analizando el proceso de atrapamiento del
farmaco en el interior del liposoma, se penso en introducir una nueva técnica de
encapsulacion de levodopa, siguiendo un procedimiento activo, como se detall6 en

el apartado de metodologia, por gradiente transmembrana.

En primer lugar, se procedi6 a la modificacion del agente de carga superficial para
evaluar el efecto de la carga superficial en las caracteristicas de los liposomas
obtenidos mediante las dos técnicas de elaboracién seleccionadas. Para ello, se
afiadié a la formulaciéon agentes de carga positiva (DDAB) y negativa (DCP)
(Manosroi y cols., 2002; Manosroi y cols., 2004). Los lotes asi obtenidos fueron
evaluados en cuanto a tamaifio, IP, potencial z y eficacia de encapsulacién. Los

resultados se recogen en la Tabla 8.
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Tamaiio Potencial z
Técnica Lote IP % EE
(nm) (mV)
TLE BCD/DCH/- 2916 £ 0,7 0,96+0,2 -11,7+£0,6 52+0,2
TLE BCD/DCH/+ 2843 +0,2 1,00+0,1 5,64+0,9 42,8+0,3
Transmembrana [CD/DCH/- 1185+ 0,6 0,85+0,7 -11,2+0,4 33+0,1
Transmembrana (CD/DCH/+ 925+0,9 0,86 +0,5 79+0,8 38+0,5

Tabla 8. Representacion del tamario, IP, potencial zy eficacia de encapsulacion de levodopa en
vesiculas lipidicas elaboradas por distintas técnicas y diferente concentracion de los agentes
de carga incluidos en B-CD. IP: Indice de polidispersién; EE: Eficacia de encapsulacién.
BCD/DCH/-: B-ciclodextrina/DPPC y colesterol hemisuccinato/Dicetilfosfato. fCD/DCH/+: -
ciclodextrina/DPPC y colesterol hemisuccinato/DDAB.

En cuanto al tamano de las formulaciones, se observé que los liposomas elaborados
mediante el método transmembrana mostraron dimensiones inferiores que los
liposomas elaborados por TLE. Este resultado esta relacionado con el proceso de
elaboracién de los mismos, que implica un proceso de didlisis que conlleva la
reduccion del tamafio de las vesiculas lipidicas (Ferndndez-Romero y cols., 2017).
Respecto al IP, también se observéd un incremento en los liposomas elaborados
mediante TLE, indicando que las vesiculas lipidicas presentaron mayor dispersion
en cuanto a tamafio, exhibiendo las formulaciones una poblaciéon heterogénea
(Rajany cols., 2011). Como ya se hareferido con anterioridad, este parametro puede
ser controlado mediante la extrusion de las muestras, de tal forma que es posible

obtener una reduccion en el tamafio vesicular asi como en el IP.

Respecto a la modificacion de la carga superficial, se observd que el didmetro
vesicular de los liposomas con carga negativa fue mayor que el de las formulaciones
con carga positiva debido a que la inclusién de carga negativa da como resultado un
aumento en el espacio entre las bicapas lipidicas. Este fendmeno puede explicarse
por la atraccién del farmaco hacia las particulas cargadas negativamente

empujando al grupo de cabezas de fosfolipidos (Lawrence y cols., 1993). Ademas,
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los liposomas elaborados con el agente de carga DCP mostraron eficacias de
encapsulacion superiores a los que llevaban DDAB en su formulacién. Autores como
Hosny (2010) han demostrado que los liposomas cargados negativamente
presentan mayor eficacia de encapsulacién debido a la atraccion electrostatica entre
el farmaco y los lipidos cargados negativamente. Numerosos estudios corroboran
que los liposomas compuestos por DPPC-colesterol-DCP retienen mas cantidad de
farmaco que los liposomas compuestos por DPPC-colesterol-DDAB. Este efecto
parece ser debido a la repulsion electrostatica que se produce entre el farmaco y los
liposomas cargados positivamente, lo que da como resultado una mayor velocidad

de liberacién de la molécula activa (Gubernator y cols., 2007; Kadar y cols., 2010).

En cuanto a los valores de potencial zeta, se obtuvieron valores similares al afiadir
el mismo agente de carga, independientemente de la técnica de elaboracién, lo que
hace indicar que por ambos métodos se producen liposomas estables mostrando

una mayor estabilidad las formulaciones que contienen DCP.

En la Tabla 9 se representan los resultados obtenidos tras la caracterizacion de los
liposomas elaborados por las técnicas TLE y transmembrana incluyendo levodopa
y acido ascorbico en el complejo de inclusiéon HP-B-CD. Como puede observarse, no
se aprecian grandes diferencias entre las formulaciones elaboradas con la 3-CD que
con la HP-B-CD, mostrando similares resultados en cuanto a la encapsulacion del

farmaco, asi como en el tamafio, IP y potencial z de cada una de las formulaciones.

- 288 -



Resultados y discusién (1I)

Técnica Lote Tamaiio IP Potencial % EE
(nm) z (mV)

TLE HPBCD/DCH/- 2866+0,5 061+03 -11,3+0,5 54+0,21

TLE HPBCD/DCH/+ 2848+0,3 097+0,1 573+0,6 41,1+0,2

Transmembrana HPBCD/DCH/- 119704 087+09 -11,1+04 31,40,
Transmembrana HPBCD/DCH/+ 932+0,6 084+03 6805 36,2+0,5

Tabla 9. Representacidn del tamario, IP, potencial z y eficacia de encapsulacién de vesiculas
lipidicas elaboradas por distintas técnicas y diferente concentracion de los agentes de carga
incluidos en HP-B-CD. IP: Indice de polidispersion; EE: Eficacia de encapsulacion.
HPBCD/DCH/-:  HP-B-ciclodextrina/DPPC y  colesterol hemisuccinato/Dicetilfosfato.
HPBCD/DCH/+: HPB-ciclodextrina/DPPC y colesterol hemisuccinato/DDAB.

Tras observar que las formulaciones elaboradas por TLE y con el agente de carga
DCP fueron las que presentaron mayor eficacia de encapsulacion y carga superficial
favorable, se procedié a extruir las muestras con la finalidad de reducir el tamafio
de las vesiculas, ya que al ser destinada la formulacién a ser administrada por via

intranasal, resulta imprescindible controlar el tamafio.
4.2.1. Influencia del proceso de extrusion

Tras elaborar los liposomas de levodopa y AA, ambos formulados con CD, mediante

TLE, se obtienen unas vesiculas de gran tamafio, como se recoge en las tablas 8 y 9.

Con el fin de reducir el tamafio vesicular y estudiar su influencia sobre la eficacia de
encapsulacion del farmaco, se extruyeron los liposomas de levodopa y AA
elaborados por TLE. Los resultados de la caracterizacion llevada a cabo se recogen

en la Tabla 10.

- 289 -



Resultados y discusién (1I)

Potencial z

Lote Tamaifio (nm) 1P % EE
(mV)
BCD/DCH/- Ext 457 £ 0,03 0,12+0,04 -184+0,05 64,5%0,01
HPBCD/DCH/- Ext 463 +0,01 0,14+0,01 -19,1+0,06 66,1+0,02

Tabla 10. Representacion del tamario, IP, potencial z y eficacia de encapsulacién de vesiculas
lipidicas tras el proceso de extrusion. IP: Indice de polidispersion; EE: Eficacia de

encapsulacion.

Tras el proceso de extrusion, las muestras presentaron una disminucién del tamafio
de las vesiculas, como cabria esperar. Se sugiri6é que el mecanismo de reduccion de
tamafio incluye la ruptura de vesiculas y la reorganizacién espontanea después del
paso a través de la membrana, dando como resultado la formacién de liposomas
unilaminares (Berger y cols., 2001). En lo que respecta al tamafio, el didmetro de
liposomas extruidos exhibi6 un valor promedio de 457 nm y 463 nm en liposomas
con (-CD y HP-B-CD, respectivamente, acorde con el tamafio de poro del filtro
utilizado (400 nm). Dicho tamaifio, al ser manipulable, podria ser adaptado para su

administracion por via intranasal (Ruano, 2013).

En cuando al IP, existe una disminucién en su valor después de la extrusion,
demostrando que la muestra de los liposomas extruidos se encontraba menos
dispersa en relacion al tamafio, significando ello la presencia de una poblacién de

liposomas de tamafio mas homogéneo.

Asimismo, los valores de potencial z superiores obtenidos en las muestras extruidas
predicen una mayor estabilidad de la dispersion coloidal de las vesiculas frente a las

no extruidas (Ruano, 2013).

Tras el proceso de extrusién, el tamafio de las vesiculas lipidicas disminuye,
mientras que la eficacia de encapsulacion de levodopa aumenta. La explicacion a
estos resultados proviene del propio mecanismo de accién del equipo de extrusion
sobre las vesiculas, ya que la reorganizacién estructural de las vesiculas durante el

paso a través de los filtros, provoca un mayor atrapamiento del firmaco (Schneider
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y cols., 1996; Gonzalez-Rodriguez y cols., 2012). Este resultado es favorable y se

estableceria como el adecuado para la elaboracién de liposomas con levodopa.
4.3. APLICACION DE LAS FORMULACIONES EN CULTIVOS CELULARES

Una vez optimizadas las formulaciones compuestas por levodopa-AA en CD,
incluidas en liposomas, se procedi6 a aplicar las formulaciones en células
neuronales y de la microglia para observar el comportamiento en cultivos celulares.
En este estudio, para el co-cultivo, se seleccionaron neuronas dopaminérgicas de
rata N27, obtenidas del tejido mesencefalico de ratas E12 (1RB3AN27) y células de
la microglia BV2, representando una poblacion homogénea de células con
caracteristicas funcionales similares a las neuronas dopaminérgicas y células de la
microglia como modelo in vitro para estudios de neurodegeneraciéon dopaminérgica
(Anantharam y cols.,, 2007; Ortiz-Ortiz y cols., 2009). Diversos estudios han
establecido que las células N27 y BV2 constituyen un modelo de cultivo celular
adecuado para estudiar la neurodegeneraciéon dopaminérgica, ya que estas células
derivan del mesencéfalo, una region cerebral directamente afectada en numerosas
enfermedades neurodegenerativas (Anantharam y cols., 2002; Kaul y cols., 2003;
Kanthasamy y cols., 2006). Estas células aportan ventajas significativas, ya que
particularmente permiten la investigacion directa y rapida de respuestas celulares
relevantes y susceptibles de manipulacidn genética. Las neuronas primarias de los
roedores son inadecuadas, porque el nimero de células es bajo y las neuronas
derivadas de células madre aun adolecen de una diferenciacién insuficiente y, por

lo tanto, de problemas de consistencia.

En este estudio se comenz6 aplicando las formulaciones A-F mencionadas en la
Tabla 3 de metodologia, incluyendo la -CD, sobre los co-cultivos celulares y se
analiz6 al microscopio a las 24 horas de la siembra, obteniéndose los resultados que

se exponen a continuacidn.

Hay que exponer que el LPS es un ligando especifico del receptor TLR4 y se ha
convertido en un método muy popular para investigar las respuestas de las células

gliales a estimulos neuroinflamatorios, simulando el entorno neuronal en diferentes
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trastornos del SNC. Por ello, afiadimos LPS al medio, de forma que favorezca la

activacion de las neuronas.

En las imagenes de la Figura 7 se observa el comportamiento de las células
neuronales y de la microglia tras aplicar cada una de las muestras elaboradas, asi

como los controles.

Control positivo LPS

Figura 7. Imdgenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares. A) Solucién control de
levodopa; B) Solucion control de levodopa y dcido ascérbico; C) Solucién control de levodopa-
dcido ascdrbico y §-CD; D) Liposomas blancos; E) Liposomas de levodopa-dcido ascérbico; F)

Liposomas de levodopa-dcido ascérbico/B-CD.

En el caso de la solucién control de levodopa (Figura 7A) se observa un
comportamiento normal de las células, con cierta aglomeracion, si lo comparamos
con la imagen de la solucion control de levodopa y acido ascérbico (Figura 7B),
donde aparecen las células mas dispersas. Una respuesta similar ofrecen las células
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tras la aplicacion de los liposomas de levodopa y acido ascorbico (Figura 7E), lo que
hace pensar que la formulaciéon liposomal de levodopa y 4cido ascorbico podria ser
un buen candidato como neuroprotector de las células del SNC. Esto se debe a la
capacidad neuroprotectora que presenta levodopa, asi como a la capacidad para
captar radicales libres del antioxidante acido ascérbico. Como ya ha sido
demostrado en apartados anteriores, la inclusiéon del farmaco en liposomas, asi
como la adicién de un antioxidante, favorece la estabilidad de levodopa, gracias a la
capacidad del antioxidante para captar los radicales libres producidos por el mismo
farmaco antiparkinsoniano. Este hecho queda reflejado en las imagenes de las
células neuronales, donde se puede observar como la formulacién de liposomas
presentd mayor capacidad de neuroproteccién frente la solucion de levodopa o la

solucién de levodopa-AA.

No obstante, a las 24 horas de la aplicacion de las formulaciones, se observé una
aglomeracion celular, asf como la rotura o lisis de muchas de ellas en las imagenes
correspondientes a la formulacién liposomal que contenia 3-CD (Figura 7F) asi
como en la solucién control con 3-CD (Figura 7C). Este efecto puede ser debido al

efecto citotoxico de la -CD (Horvath y cols., 2016).

No obstante, este mismo efecto en las células se observé en los liposomas blancos
(Figura 7D). Se pensd entonces que, bien la composiciéon liposomal o bien la
presencia de trazas de cloroformo en la formulacién, podrian ser las responsables
de la muerte de las células neuronales, ya que tanto el agente de carga DCP como el
cloroformo pueden ser neurotéxicos (Dick y cols., 2006). Para determinar la causa
de la muerte neuronal, se observé al microscopio la influencia de cada una de las
muestras G-K expuestas en la Tabla 3 sobre las células neuronales N27,alas 12y
24 horas de tratamiento con la finalidad de detectar el parametro a controlar para
evitar el proceso de muerte celular. Los resultados obtenidos se recogen en la Figura

8.
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Figura 8. Imdgenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 12 horas de tratamiento.
G) Solucién DCP; H) Liposomas blancos sin DCP; 1) Liposomas blancos con DCP; ]J) Liposomas
blancos sin DCP con -CD; K) Liposomas blancos con DCPy -CD.

En la Figura 8 se observa la influencia de las distintas formulaciones sobre las
células neuronales a las 12 horas de tratamiento. Segin se puede observar, la
solucion de DCP (Figura 8G) no produce muerte celular, observidndose una
poblacion celular homogénea, lo cual nos llevaria a pensar que el agente de carga
DCP no es el principal responsable del proceso de necrosis. Respecto a las
formulaciones de liposomas blancos sin y con DCP (Figuras 8H y 8I), éstas tampoco
provocan muerte celular, aunque si empieza a observarse cierta agregacion entre
las células neuronales. Las formulaciones liposomales que incluyen -CD en la
formulacién empiezan a mostrar deterioro de las células, observandose una clara

muerte celular tras aplicar los liposomas blancos con DCP y (3-CD.

Antes de tomar alguna decision, se procedid a analizar el comportamiento neuronal
tras aplicar las formulaciones durante 24 horas, y los resultados se reflejan a

continuacion.
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Figura 9. Imdgenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 24 horas de tratamiento.

G) Solucion DCP; H) Liposomas blancos sin DCP; 1) Liposomas blancos con DCP; ]) Liposomas
blancos sin DCP con 3-CD; K) Liposomas blancos con DCPy [3-CD.

Tras 24 horas de tratamiento, se sigue observando que la soluciéon de DCP (Figura
9G) no produce dafio sobre las células neuronales con el paso del tiempo. Sin
embargo, las formulaciones liposomales sin y con DCP muestran muerte celular a
las 24 horas. Al descartar el DCP como agente causante de la neurotoxicidad, nos
hace pensar que las formulaciones liposomales contienen trazas de cloroformo, que
no haya sido evaporado por completo en el proceso de elaboracion, ya que el
cloroformo es neurotéxico. Para solventar estos problemas, se procedi6é a aumentar
el tiempo de evaporacidon del cloroformo, de tal forma que tras la disolucién de los
componentes que conforman la pelicula lipidica en cloroformo, las muestras de
dejaron evaporando durante 48 horas en rotavapor, para asegurarnos que no

quedasen trazas de dicho solvente.

Por tanto, las muestras que contienen (3-CD son las que mostraron una mayor
muerte celular, debido al efecto citotdxico de la -CD. Asi, nos decantamos por la
hipotesis del desplazamiento de levodopa y acido ascorbico del complejo, ya que la
B-CD tiene gran afinidad por las moléculas de colesterol de las células, de tal forma
que la ciclodextrina desplaza el fairmaco para incluir en su interior el colesterol de

las células neuronales, produciendo la muerte de las mismas (Horvath y cols., 2016).
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Numerosos estudios han demostrado que la exposicion de las células con
formulaciones que contienen -CD provocan el desplazamiento del colesterol,
formando las ciclodextrinas el complejo de inclusién con el colesterol, lo que llevaria
a la destruccion de la estructura celular y, por tanto, la muerte de la misma

(Zidovetzki y Levitan, 2007; Roka y cols., 2015).

Tras detectar los problemas de citotoxicidad producidos por la $-CD, se procedid a
repetir los ensayos pero sustituyendo la ciclodextrina por su derivado
hidroxipropilado. Se aplicaron las formulaciones A-F con la HP-B-CD de la Tabla 3

sobre las células neuronales N27 y se observd su comportamiento a las 12 y 24

horas de tratamiento (Figuras 10 y 11, respectivamente).

Figura 10. Imdgenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 12 horas de
tratamiento. A) Solucion control de levodopa; B) Solucién control de levodopa y dcido
ascorbico; C) Solucion control de levodopa-dcido ascérbico y HP-[3-CD; D) Liposomas blancos;
E) Liposomas de levodopa-dcido ascérbico; F) Liposomas de levodopa-dcido ascérbico/HP-f3-
CD.
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Figura 11. Imdgenes obtenidas tras estudios en cultivos celulares a las 24 horas de

tratamiento. A) Solucién control de levodopa; B) Solucién control de levodopa y dcido
ascérbico; C) Solucion control de levodopa-dcido ascérbico y HP-B-CD; D) Liposomas blancos;
E) Liposomas de levodopa-dcido ascérbico; F) Liposomas de levodopa-dcido ascérbico/HP-p-
CD.

Tras aplicar cada una de las formulaciones sobre las células neuronales, se analiz6
el comportamiento de las células a las 12 y 24 horas de la aplicacién. En este caso,
transcurrido el tiempo, no hubo diferencias apreciables en el comportamiento
celular. A ambos tiempos se observé un comportamiento normal de las células en
las soluciones controles tanto de levodopa (Figuras 10A y 11A) como levodopa y
acido ascorbico (Figuras 10B y 11B). La solucién constituida por HP-B-CD (Figuras
10C y 11C) no mostré muerte celular, como podia observarse con la $-CD, lo cual
nos permite corroborar el efecto citotéxico de la 3-CD, mediante la inclusion del
colesterol celular en la ciclodextrina, lo que conlleva a un proceso de muerte
neuronal. Por su parte, la formulacién de liposomas blancos (Figuras 10D y 11D)
también ofrece resultados favorables a nivel celular, lo cual nos lleva a pensar que
el cloroformo también estaba interviniendo parcialmente en el proceso de la muerte
de las células. Al conseguir eliminar por completo las trazas de cloroformo en la
formulacion, se evita el efecto neurotéxico del mismo. Las formulaciones

liposomales de levodopa y acido ascorbico (Figuras 10E y 11E) continuaron
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mostrando resultados favorables al ser aplicadas sobre las células neuronales.
Finalmente, el complejo L-dopa-AA/HP-B-CD incluido en liposomas mostré una
gran mejora en el comportamiento de las células neuronales. El cambio de
ciclodextrina ha evitado el proceso de muerte celular producido por la 3-CD. Otros
autores han demostrado la alta tolerabilidad que presenta la linea celular de
astrocitos para las formulaciones con HP-B-CD. Asimismo, autores como
Schonfelder y cols. (2006) informaron que la B-CD induce muerte celular,
observando alteraciones fenotipicas de las células, que incluyen la producciéon
excesiva de proteinas estructurales y filamentos intermedios, hipertrofia celular y
proliferacion celular. Sofian y cols. (2012) encontraron hallazgos similares,
observando un aumento en la tasa de proliferacion celular de las células de la glia
tras la exposicion de la 3-CD durante 72 horas. Sin embargo, la tolerabilidad de los
astrocitos mejoré con el complejo HP--CD, mostrando un aumento en la viabilidad

celular (Rasheed y cols., 2008).

Estos resultados preliminares seran objeto de estudios mas completos en relacion
a la cuantificacion de la actividad neuroprotectora de la formulacién propuesta, asi

como la viabilidad celular en presencia de la misma.
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4.4. CARACTERIZACION DE LOS INSERTOS NASALES LIOFILIZADOS
4.4.1. Caracterizacion fisico-quimica de los geles

Una vez han sido elaborados los geles de quitosano y Pluronic® F127, se procedi6 a
mezclarlos en distintas proporciones. Cada una de estas combinaciones fue
analizada con el fin de obtener un gel que ofrezca las mejores caracteristicas de

viscosidad y mucoadhesidn para su administracion por via nasal.

Se decidié incluir quitosano en todas las combinaciones de geles por sus
propiedades bioadhesivas, su naturaleza viscosa, su capacidad para mantenerse en
estado de hidrogel a pH intranasal y, fundamentalmente, por su naturaleza
cationica, que favorece el tiempo de residencia de la formulacién en la mucosa nasal,
de naturaleza aniénica (Luppi y cols., 2010). Numerosos estudios han demostrado
la eficacia de los sistemas de administraciéon de fArmacos constituidos por quitosano

(Marin y Andrianov, 2011; Hosseini y cols., 2013).

Para conseguir un sistema capaz de controlar la liberacién del fArmaco y mejorar su
capacidad adyuvante, los sistemas de quitosano se prepararon en presencia de
Pluronic F-127 como agente estabilizante (Kang y cols., 2009). La eleccién del
polimero Pluronic se debe a su capacidad de gelificacion termorreversible, en la que
el polimero cambia de liquido a gel al alcanzar temperaturas fisiologicas (Schmolka,
1991). Varios estudios han demostrado las ventajas de usar la combinacién
quitosano/Pluronic para proporcionar un buen sistema para la administraciéon

intranasal de farmacos (Westerink y cols., 2001; Gupta y cols., 2010).

Una vez elaboradas cada una de las combinaciones de geles descritas en apartados
anteriores, se procedi6 a realizar medidas de pH, viscosidad y carga superficial de
cada una de las muestras, de forma que pudiéramos seleccionar la combinacién de

geles mas favorable para la elaboracion de los insertos intranasales (Tabla 11).
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Formulaciéngel pH Viscosidad Carga superficial

Co0:P10 3,85 18 £ 0,02 31,57 £4,04
Cso:P20 4,04 17 +0,01 25,23 +1,26
C70: P30 4,03 159%05 23,23 +4,1
Ce0:P10 4,25 163115 13,83 £ 6,4
Cso:Pso 4,28 13,3+0,57 12,23 + 2,38
Ca0:Peo 4,54 12,56+0,01 7,65 + 3,94
C30:P70 4,70 12,29+1,15 9,32+0,08
C20:Pso 507 11,18+0,24 1,61 +0,14
C10:P9o 6,03 1091+0,51 0,49 £ 0,22

Tabla 11. Representacién del pH, viscosidad y carga superficial de las diferentes
combinaciones de geles elaboradas. Cx:Py: Porcentaje de quitosano (Cy): Porcentaje de

Pluronic® F127 (Py).

Si analizamos los geles elaborados (Tabla 11), se aprecia una disminucién del pH,
un aumento de la viscosidad y también un incremento de la carga superficial
conforme aumenta la proporcién de chitosan en la formulacién. Respecto al pH, el
resultado es légico, ya que el gel de quitosano fue disuelto en acido acético (pH 4,7)
para evitar la neutralizaciéon de su carga, mientras que el gel de Pluronic fue disuelto
en tampodn PBS pH 6,2 de forma que al aumentar la proporcién de quitosano se esta

incrementando la proporcion de medio acido.

Autores como Nilsen-Nygaard y cols. (2015) han demostrado que la variaciéon de pH
va a influir significativamente en la estructura del hidrogel, de manera que a pH bajo
se produce la rotura de los enlaces covalentes de la molécula de quitosano,

quedando los grupos -NH3* libres, lo que conlleva a la formacién de un gel con
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grupos mas ionizables. Debido a este incremento de carga, se producen repulsiones
electrostaticas entre las cadenas catidnicas de las moléculas de quitosano, lo que
conlleva al hinchamiento del gel, al mismo tiempo que las cadenas del polimero se
vuelven mas hidréfilas produciendo un aumento en la hidrataciéon del mismo. En
cambio, a pH altos, los grupos -NH3* se neutralizan formando NH, que conlleva a
una disminucion de las fuerzas de repulsion entre las cadenas de quitosano.
Asimismo, se produce un aumento en la hidrofobicidad del gel debido al incremento
de los grupos NH; en las cadenas de quitosano. Este efecto hidrofébico provoca la
agregacion de las cadenas moleculares, haciendo que el gel se encoja, de forma que

disminuye el volumen del mismo (Dominguez-Delgado y cols., 2016).

La Figura 12 muestra como la molécula de quitosano a pH bajo presenta los grupos
amino protonados, responsables del comportamiento policationico de la molécula
a pH acido, mientras que a pH mas elevados, la molécula se desprotona, haciendo
que el polimero pierda su carga, lo que también influye en su capacidad

mucoadhesiva (Kurita, 2006).

CH,

oX
NHy' M HO N e
HO 0. o’
_,.'O ) % Ho 0
OH NH; OH
OH Ok
o %@/o
H NH»>

H NHz
®

pH bajo —— pH alto

Figura 12. Estructura de quitosano (Kurita, 2006).

Por otra parte, el pH del hidrogel va a influir directamente en la viscosidad de la
formulacion, de manera que a pH bajo la formulacién se encuentra protonada. A
medida que aumentan las cargas de las cadenas poliméricas y aumenta la repulsion
electrostatica, se produce una expansiéon de la formulacién, de manera que la
viscosidad aumenta sustancialmente (Klossner y cols., 2008), al igual que influye la
proporcion de quitosano en la viscosidad intrinseca. Asi, un aumento en la

proporcion de quitosano conlleva a un aumento de la viscosidad del hidrogel,
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debido a una restriccidn en la libertad de giro de las cadenas poliméricas por un
aumento del entrecruzamiento entre las moléculas de polimero (Berth y

Dautzenberg, 2002).

Autores como Escobar-Chavez y cols. (2006) demostraron que incluir Pluronic a
bajas concentraciones era favorable, ya que permitia la formacién de micelas
monomoleculares, mientras que a concentraciones mas altas dan como resultado
agregados multimoleculares constituidos por un nucleo hidréfobo unidos a unas

cadenas hidrofilas en contacto con el medio acuoso (Figura 13).

Cuando se anade el polimero por encima de la concentraciéon micelar critica (10-
20%), que es la concentracién éptima para que se forme el gel, las micelas pueden
ordenarse formando un enrejado. Parece ser que esto es lo que ocurre en las
formulaciones de geles elaboradas, ya que al aumentar la proporcién de Pluronic se
produce un descenso tanto en la viscosidad, como en la estabilidad de los hidrogeles.
Por tanto, es importante controlar la proporcién de este polimero alrededor de su

concentraciéon micelar critica.

Pluronic F127
“;;% - \.
Y‘ (-
T>CGT
~S o fj
Micelas Agregados multimoleculares
(bajas concentraciones) (altas concentraciones)

Figura 13. Ilustracién esquemdtica de la formacion de micelas y agregados multimoleculares

de Pluronic F127.

En lo referente a la carga superficial, pardmetro muy util para determinar la
estabilidad de la formulacidn, los resultados demuestran que a mayor porcentaje de
quitosano, mayor es la estabilidad del hidrogel, ya que valores de potencial z
superiores a 20 mV indican que se trata de un sistema estable (Villasmil-Sanchez y

cols., 2010).
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Por tanto, la estabilidad del hidrogel esta estrechamente relacionada con el pH de la
formulacidn, ya que a pH bajo se modifica el entorno del hidrogel, modificando las
interacciones idnicas, lo que conlleva a un aumento de la viscosidad del sistema, asi

como un aumento de la estabilidad del mismo (Yamagata y cols., 2006).

Tras analizar estos resultados se determiné que la formulacién
Quitosano/Pluronic® F127 90:10 presentaba caracteristicas favorables para la
elaboracion de los insertos que seran administrados por via intranasal. Se decidi6
continuar los ensayos elaborando los insertos nasales liofilizados seleccionando los

geles Quitosano:Pluronic 90:10 y 10:90, para compararlos con un control negativo.
4.4.2. Caracterizacion de los insertos

Una vez seleccionados los geles Quitosano/Pluronic® F127 90:10 y 10:90, se
procedio a elaborar los insertos anadiendo los agentes gelificantes goma xantana o
HMPC para incrementar la consistencia de los insertos. HPMC y goma xantana son
polimeros no i6nicos con gran capacidad bioadhesiva, por lo que constituyen una
opcion atractiva para la administracion de formulaciones por via intranasal. Estos
polimeros han sido ampliamente utilizados en la elaboraciéon de insertos
intranasales, permitiendo un aumento en el tiempo de residencia de la formulaciéon
en la cavidad nasal, asi como una prolongacion del tiempo de liberacion del farmaco

(McInnes y cols., 2005).

La administracién de estos polimeros altamente viscosos por via nasal resultaria
extremadamente dificil e incomoda. Es por ello que se elaboraron los insertos
nasales, mecanicamente robustos, producto de la liofilizaciéon de tales polimeros
viscosos junto con el resto de la formulacién. Asi, los insertos serfan hidratados
rapidamente al entrar en contacto con la humedad de la mucosa nasal, formando un
gel viscoso, que permitiria la penetracidn del farmaco de forma controlada a través

de la mucosa nasal.

Tras elaborar los insertos con diferentes composiciones, como recoge la Tabla 4, se
procedi6 a analizar las caracteristicas de morfologia, hinchamiento, mucoadhesion,

liberacion y permeacion.
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4.4.2.1. Caracterizacion morfologica

Tras la elaboracién de los insertos nasales, se analizé la morfologia de cada uno de
los insertos elaborados tanto visualmente como mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM). En ambos casos se observé que la estructura de los insertos
dependia de la proporciéon de quitosano y Pluronic, asi como de los agentes

gelificantes HMPC o goma xantana.

Autores como Goncalvez y cols. (2005) comentan que el grado de entrecruzamiento
entre las moléculas que conforman el gel es el principal parametro que influye en
las propiedades de hinchamiento, adhesién y liberacién, ademas de brindar una
estructura porosa. Parece ser que el entrecruzamiento covalente que se produce
entre las moléculas permite obtener una red que facilita la difusiéon de agua y mejora
las propiedades mecanicas. Estos complejos polielectroliticos, conformados por la
interaccion de un componente policatiénico como es el quitosano y un componente
polianiénico como es el Pluronic, conducen a la formacién de hidrogeles fisicamente
reticulados que pueden retener gran cantidad de agua en el interior (Berger y cols.,

2004).

Como los insertos intranasales han sido obtenidos por liofilizacion, las muestras se
caracterizan por presentar una estructura porosa, la cual es mas evidente en la
formulaciéon Quitosano/Pluronic (90:10) que en (10:90) con HPMC (Figuras 14A 'y
14B). Asi, el inserto constituido por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC (figura
14A) muestra una porosidad elevada con un tamafio homogéneo de poro. Esta
estructura puede deberse a la presencia de un mayor porcentaje de quitosano, que
forma una estructura de red tridimensional debido a la formaciéon de enlaces
covalentes entre cadenas poliméricas proporcionando una porosidad mas
homogénea. La figura 14A presentaria una morfologia adecuada para hidrogeles
administrados por via intranasal, debido a su aspecto mas parecido a la estructura
de una esponja, que puede proporcionar gran hidratacién a los insertos cuando

entren en contacto con la mucosa nasal.
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Figura 14. Imdgenes SEM de los insertos intranasales liofilizados. A: Quitosano/Pluronic

(90:10) + HMPC; B: Quitosano/Pluronic (10:90) + HMPC.

En cambio, los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC
(Figura 14B) presentan menor porosidad. Esto se debe a que el gel Pluronic, a bajas
concentraciones, se encuentra en forma de micelas monoméricas, mientras que al
aumentar su concentraciéon, se produce la agregaciéon de estos mondémeros
formando agregados micelares (Dominguez-Delgado y cols., 2016). Por tanto, a
medida que aumenta la proporcién de Pluronic, aumenta la agregacién de los
monomeros, de forma que se disponen formando micelas, constituidos por una

cabeza hidréfila dispuesta hacia el interior y por colas hidr6fobas que se disponen
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hacia el exterior, en contacto con el medio acuoso (Archana y Maheshwari, 2011).
Esta nueva conformacion es la responsable de que los insertos apenas presenten
porosidad, mostrando una estructura en forma de bloque con minima porosidad.
Este cambio estructural conlleva a una menor capacidad para captar agua,
disminuyendo del mismo modo su capacidad de adhesién a la mucosa, asi como una

disminucion en la liberacion del fAirmaco.

La inclusién de HPMC en la formulacién no parece haber supuesto un gran cambio
en la estructura de los insertos. HPMC es un derivado de la celulosa, de caracter
hidréfilo, no ionizable, que contiene grupos metoxi e hidroxipropilo, que le confiere
capacidad hidréfila, factor que favorece la capaciéon de agua por parte del inserto
(Mughal y cols, 2011). Afiadir HPMC a la formulacién va a favorecer la
administracién intranasal de los insertos, ya que permitira una mayor captacién de
agua, de forma que influird positivamente en el hinchamiento y liberaciéon del

farmaco.

Cuando se incorporaron a la formulacién los liposomas en lugar de las soluciones
estandares de levodopa-AA/HP-B-CD, se obtuvieron diferencias en cuanto a la

morfologia de los insertos (Figura 15).
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Figura 15. Imdgenes SEM de los insertos intranasales liofilizados cargados de liposomas de
levodopa-AA/HP-$-CD. A: Chitosan/Pluronic (90:10) + HMPC; B: Chitosan/Pluronic (10:90) +
HMPC.

Las Figuras 15A y 15B muestran un aumento de la rugosidad, asi como una
disminucién en la porosidad si se comparan con los insertos sin farmaco (Figuras
14A y 14B). Autores como Luppi y cols. (2010) han demostrado que la inclusién de
farmaco/complejo inclusion en los insertos conlleva a la formacion de una
superficie rugosa, no observada en las muestras sin firmaco. Las muestras que

contenian farmaco mostraron una disminuciéon de la porosidad, comportamiento
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que parece estar relacionado con una posible interaccién entre el firmaco/complejo

de inclusion durante el proceso de elaboracién de los insertos.

En las figuras 16Ay 16B se representan insertos de Quitosano/Pluronic 90:10, pero
afiadiendo el gelificante goma xantana. En este caso, no ha podido ser analizada la
estructura morfoldgica del inserto Quitosano/Pluronic 10:90 con goma xantana, ya
que tras la liofilizacién no se consiguid una estructura compacta, sino mas bien
pegajosa. Las imdagenes revelan estructuras muy rugosas, desapareciendo la
estructura porosa que se observaba en los insertos con HPMC. En este caso, puede
ser que se produzca interaccion entre los componentes de la formulacién con la
goma xantana impidiendo la formacién de los reticulos tridimensionales que
favorecen la absorcién de agua. El cardcter anidnico de la goma xantana hace que
interaccione con quitosano, de caracter catiénico. Se produce un aumento en el
grado de entrecruzamiento de los polimeros quitosano y goma xantana, de modo
que disminuye el grado de porosidad. Esta disminucién de la porosidad va a influir
en la capacidad de hinchamiento, ya que la densidad de reticulacién es
inversamente proporcional a la capacidad para captar agua (Goncalves y cols.,
2005). De esta forma, la adicién de goma xantana a la formulacién ha incrementado
el grado de entrecruzamiento entre los polimeros, lo que conlleva a una disminucién
en la capacidad de captacion de agua del inserto, factor que influird en parametros
como la mucoadhesién y liberacion del farmaco a través de la mucosa (Dehghan y

Marzuka, 2014).
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Figura 16. Imdgenes SEM de los insertos intranasales liofilizados. A y B: Chitosan/Pluronic

(90:10) + Goma xantana.
4.4.2.2. Hinchamiento

Una vez han sido elaborados los insertos de levodopa y acido ascorbico con las
formulaciones propuestas en la Tabla 5, se procedié a medir la capacidad de
hinchamiento o de captacién de agua de cada una de las formulaciones, parametro
que influird en la capacidad adhesiva del inserto, de manera que a mayor capacidad
de hinchamiento, mayor sera su capacidad de adhesion a la mucosa nasal (Dehghan

y Marzuka, 2014).
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Aunque no de forma muy patente, en la Figura 17 se observa que las formulaciones
constituidas por Quitosano/Pluronic 90:10 presentaron un mayor porcentaje de
captacién de agua a lo largo del tiempo frente a las constituidas por
Quitosano/Pluronic 10:90. Esto hace pensar que un mayor porcentaje de quitosano
en la formulacién deriva en una mayor captacion de agua por parte del inserto.
Igualmente, la inclusiéon de HPMC en la formulacidn repercutié favorablemente en

la capacidad de hinchamiento del inserto, frente a la inclusién de goma xantana.

Como defienden algunos autores, la capacidad de hinchamiento del hidrogel
depende de factores como la densidad de reticulacidn, la estructura quimica de los
polimeros y de las condiciones ambientales (Ahmadi y cols., 2015; Dominguez-
Delgado, 2016). La densidad de reticulacién se refiere al numero de
entrecruzamientos que se produce entre las cadenas poliméricas. Si esta densidad
de entrecruzamiento es elevada, el material presentard poca elasticidad y tendra
menor capacidad de captacién de agua, mientras que la baja densidad de
entrecruzamiento polimérico, favorece la porosidad y, por tanto, la penetraciéon de
moléculas de agua, permitiendo una mayor capacidad de hinchamiento (Goncalves

y cols., 2005).
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Figura 17. Representacién del porcentaje de captacién de agua de cada una de las

formulaciones de insertos elaboradas.
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Otro parametro influyente en la captaciéon de agua es la estructura quimica del
polimero, as{ como la presencia de grupos funcionales hidroéfilos o hidréfobos en la
cadena del polimero, de manera que a mayor nimero de grupos hidroéfilos, mayor
serd su capacidad para captar agua. En este caso, la formulacién con mayor
capacidad de hinchamiento esta constituida por un mayor porcentaje de quitosano.
La estructura de este polimero contiene grupos funcionales hidréfilos como grupos
aminas e hidroxilos, que favorecen la captaciéon de agua por parte del hidrogel,
provocando la expansion o hinchamiento del mismo. Durante dicho hinchamiento,
la estructura reticulada del hidrogel evita la disolucion y destruccién de los enlaces

cruzados del hidrogel (Ahmadi y cols., 2015).

Del mismo modo, resulta l6gico pensar que disminuya la capacidad de captacion de
agua de los insertos con menor proporcién de quitosano, al disminuir el nimero de
grupos hidréfilos, disminuyendo de este modo la captaciéon de agua (Roy y cols.,

2009).

En cuanto a la inclusién de HPMC o goma xantana en las formulaciones, parece ser
que HPMC favorece un poco mas, aunque no de forma significativa, la capacidad de
hinchamiento del inserto, respecto al que contiene goma xantana. Esto es debido a
que HPMC contiene grupos metoxi e hidroxipropilo, que le confieren capacidad
hidréfila a la formulacidn, favoreciendo la captacién de agua. Sin embargo, la
naturaleza aniénica de la goma xantana provoca interacciones con quitosano, que
influye en la estructura del inserto, disminuyendo su capacidad para captar agua

(Mclnnes y cols., 2005).

Haciendo un estudio comparativo entre la capacidad de hinchamiento de cada uno
de los insertos con su morfologia, se observa que los insertos constituidos por
Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC presentan una superficie altamente porosa,
debida a su baja densidad de entrecruzamiento polimérico, que permite la
formacion de poros, que favoreceran la captacion de agua, consiguiendo un
hinchamiento eficiente y rapido del inserto (Hosseini y cols., 2013). Como ha sido
explicado en el apartado anterior, la inclusién de HPMC en la formulacidon, supone

la inclusién de grupos hidroéfilos, que van a favorecer la capacidad para captar agua,
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de forma que las primeras moléculas de agua que penetran en el inserto hidratan
los grupos polares hidrofilicos, observandose un rapido incremento en el porcentaje
de absorcién de agua en los primeros 30 minutos (Figura 17). Esto se debe ala gran
cantidad de grupos hidréfilos que presenta la molécula de quitosano en su
estructura. Después de una rapida absorcién, viene una etapa de reposo, en la cual
se van exponiendo los grupos hidrofébicos y van interaccionando con las moléculas
de agua a través de enlaces débiles, hasta llegar a absorber el maximo de agua
posible, como se observa a las 3 horas. A partir de ahi, el inserto ya no es capaz de
seguir absorbiendo agua. El incremento de la capacidad de hinchamiento del inserto
se observa en la Figura 184, donde se visualiza la apariciéon de pequefios poros en
el inserto tras contactar con el medio acuoso durante 30 minutos, as{ como un
incremento de la porosidad con el paso del tiempo, coincidiendo con la maxima
captacién de agua por parte del inserto. Esta estructura porosa se corresponde con

las imagenes del SEM obtenidas al analizar su morfologia.

En cambio, los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC
muestran menor capacidad de hinchamiento al contactar con el medio acuoso. En la
Figura 17 se observa un incremento de la captacion de agua a los 30 minutos,
aunque mucho menor que en los insertos de Quitosano/Pluronic 90:10 y continda
aumentando su hinchamiento hasta las 3 horas gradualmente. Esto se debe a la
presencia de un mayor porcentaje de Pluronic, que produce un aumento de la
agregacion micelar, aumentando el enmarafiamiento de las cadenas poliméricas, de
forma que dificulta la formacién de poros, lo que conlleva a una menor captacién de
agua por parte del inserto (Dominguez-Delgado, 2016). En la Figura 18B, se
visualiza la menor captacién de agua por parte del inserto alos 30 minutos, de forma
que el inserto muestra poco hinchamiento si se compara con la Figura 184, que
favorece la aparicién de poros. A las 24 horas, muestra una mayor humectacién
respecto a los 30 minutos, aunque sigue reflejando una capacidad de captacién de

agua menor que la formulacién 18A.

Sin embargo, en la Figura 17, los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic
90:10 con goma xantana muestran un menor porcentaje de captaciéon de agua a los
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30 minutos con respecto al resto de formulaciones, aunque a partir de la primera
hora comienza a incrementar su hinchamiento de forma gradual hasta las 5 horas,
que comienza a decrecer. Este comportamiento queda reflejado en la Figura 18C,
donde se observa escasa capacidad de hinchamiento a los 30 minutos, mientras que
alas 24 horas de contacto del inserto con el medio acuoso, puede observarse como
el inserto estd totalmente humectado. Se piensa que su gran capacidad de
hinchamiento es debido a la elevada proporciéon de quitosano en la formulacidn,
cuyos grupos hidréfilos que conforman las cadenas poliméricas favorecen la
captacion de agua, como ya ha sido expuesto anteriormente. Parece ser que la
presencia de goma xantana en la formulacién es la responsable de que disminuya la
capacidad de captacién de agua por parte del inserto, achacable a una posible
interaccion entre la goma xantana (caracter aniénico) y quitosano (caracter
cationico), de forma que aumenta el grado de entrecruzamientos poliméricos entre
quitosano y goma xantana, por lo que disminuye considerablemente el nimero de
poros, asi como su didmetro, viéndose reflejado en el porcentaje de captaciéon de
agua, de manera que al disminuir su porosidad, disminuye también su capacidad de

hinchamiento (Dehghan y Marzuke, 2014).

Por tltimo, la formulacién que conlleva menor capacidad para captar agua es la
constituida por Quitosano/Pluronic 10:90 con goma xantana (Figura 17). Este
resultado es légico, segin lo expuesto anteriormente, ya que la mayor proporcion
de Pluronic en la formulacién conlleva a una menor capacidad para captar agua,
debido al aumento del enmarafiamiento micelar que dificulta la captacién de agua.
Por otro lado, la presencia de goma xantana en la formulacién, no favorece la
captacién de moléculas de agua. En la Figura 18D se visualiza la escasa captacion de
agua por parte del inserto, donde puede observarse una captacion de agua similar a

los 30 minutos que a las 24 horas.
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Figura 18. Imdgenes del estudio de hinchamiento de los insertos a tiempo 30 minutos
(izquierda) y 24 horas (derecha). A. Insertos Chitosan/Pluronic 10:90 + HPMC; B. Insertos
Chitosan/Pluronic 90:10 + HPMC; C. Insertos Chitosan/Pluronic 90:10 + Goma xantana; D.

Insertos Chitosan/Pluronic 10:90 + Goma xantana.
4.4.2.3. Uniformidad de contenido

El andlisis de uniformidad de contenido realizado a las formulaciones de los insertos

muestra variacion en sus resultados.

El estudio del porcentaje de levodopa recuperado en los insertos se muestra en la
Figura 19. Los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC
mostraron resultados favorables, con porcentajes de recuperacion del principio
activo en torno al 90%. La Real Farmacopea Espafiola 52 edicién establece como
criterio de aceptacion, que el porcentaje de principio activo se encuentre dentro del
intervalo de 85% a 115%. En cambio, los insertos de Quitosano/Pluronic 10:90 con
HPMC presentaron valores medios del 70%, los insertos Quitosano/Pluronic 90:10
con goma xantana en torno al 62,67% de principio activo y los insertos de

Quitosano/Pluronic 10:90 con goma xantana presentaron un 57% de levodopa.
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Figura 19. Uniformidad de contenido de los insertos de levodopa.

Por otro lado, las formulaciones que incluyeron liposomas mostraron elevados
porcentajes de recuperacion de fadrmacos, siendo la formulacién constituida por
Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC la que alcanza mayor porcentaje de
recuperacion, en torno al 87%. Al igual que ocurre en las formulaciones sin
liposomas, la presencia de goma xantana no favorece la obtenciéon de lotes
homogéneos en cuanto a contenido, mostrando unos valores en torno al 55% en la
formulacion  Quitosano/Pluronic 10:90 y 40% en la formulacion

Quitosano/Pluronic 90:10.

Por consiguiente, este estudio demuestra que la formulacién Quitosano/Pluronic

90:10 con HPMC es la inica que cumple el objetivo de uniformidad de contenido.
4.4.2.4. Mucoadhesion

Para determinar la capacidad adhesiva de los insertos en la mucosa nasal, se realiz6
un estudio in vitro de la fuerza mucoadhesiva de cada una de las formulaciones

expuestas en la Tabla 4.

En la Figura 20 se observé que la formulacion constituida por Quitosano/Pluronic
90:10 con HPMC es la que presenta mayor fuerza mucoadhesiva. La segunda

formulacion con mayor capacidad de adhesion es la formada por
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Quitosano/Pluronic 90:10 con goma xantana, de manera que las formulaciones con
mayor proporcion de quitosano, son las que van a tener mayor capacidad de

adhesién a la mucosa nasal.
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Figura 20. Estudio de mucoadhesién de los insertos intranasales de levodopa y dcido

ascorbico.

Numerosos investigadores han demostrado las propiedades mucoadhesivas del
polimero quitosano (Harikarnpakdee y cols., 2006; Sun y cols., 2009). Al aumentar
la proporcion de quitosano, se produce un aumento del nimero de grupos amino
cargados positivamente, que van a interactuar fuertemente con la glicoproteina y el
acido sialico de la mucosa nasal, cargadas negativamente, aumentando la capacidad

mucoadhesiva de la formulacién (Martinac y cols., 2005; Hafner y cols., 2007).

Asi, los insertos elaborados con menor proporciéon de quitosano presentan una
disminucién en su capacidad mucoadhesiva, ya que al disminuir el nimero de
cargas positivas aportadas por los grupos amino del polimero, se reduce su
capacidad de interaccién con la mucosa nasal. Por su parte, el polimero Pluronic no
destaca por su capacidad bioadhesiva, sino por su capacidad gelificante, de tal forma
que un incremento en la proporcion de este polimero no influye positivamente en

la capacidad de adhesion de los insertos (Archana y Maheshwari, 2011). Es por ello
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que las formulaciones Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC o goma xantana

muestran menor capacidad de mucoadhesion.

Por otro lado, no se observan grandes diferencias en la capacidad mucoadhesiva al
emplear HMPC o goma xantana en la formulacién, quedando patente que el factor

dominante es la proporcién de quitosano empleado en la formulacién.

Cabe destacar la coincidencia en los resultados obtenidos tras la medicién de la
capacidad de hinchamiento de las distintas formulaciones de insertos con los
resultados obtenidos en la capacidad mucoadhesiva, de tal forma que los insertos
con mayor capacidad de hinchamiento son los que presentaron una mayor

capacidad de adhesién a la mucosa nasal.

Tras administrar los insertos liofilizados en la cavidad nasal, se produce la
hidratacién de los insertos tras su contacto con la mucosa nasal, lo que induce la
formacién de redes gelificantes capaces de interactuar con la mucosa nasal como
resultado del entrecruzamiento fisico y mediante enlaces secundarios como enlaces
de hidrégeno o fuerzas de Van der Waals. De hecho, la capacidad de captacién de
agua de los insertos aumenta la movilidad de las cadenas poliméricas lo que facilita
la interpenetracién e interaccién con la capa mucosa (Dominguez-Delgado y cols.,
2016). De esta manera, a mayor capacidad para captar agua, mayor es la movilidad
de las cadenas poliméricas, que conlleva a una mayor interaccion electrostatica que
favorecen la interaccién de la formulacién con la mucosa nasal, aumentando la

fuerza mucoadhesiva (Jadhav y cols., 2009).
4.4.2.5. Estudios de liberacion in vitro

El estudio de liberacidn in vitro se realiz6 con el fin de dilucidar la influencia de la
composicién de los insertos intranasales en el proceso de liberacién del farmaco
incluido en liposomas. La composicién de los insertos seleccionados para este

estudio fue Quitosano/Pluronic 90:10 y 10:90 con HPMC.

Para obtener los perfiles de liberacion, se representd el porcentaje de liberacion de
levodopa frente al tiempo, incluyendo como control una solucién standard de

levodopa.
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Como cabe esperar, se observaron dos comportamientos claramente diferenciados:
el primero, el perfil correspondiente a la solucion de levodopa, que libera
rapidamente alcanzando su maxima liberacién a las 2 horas (casi un 80%) y el
segundo, los perfiles de los liposomas incluidos en los insertos intranasales donde

se visualiza una modulacién en la liberacién de levodopa.

Como se observa en la Figura 21, los insertos compuestos por Quitosano/Pluronic
90:10 con HPMC muestran un mayor porcentaje de liberacion del fairmaco, en torno
al 70% de levodopa es liberada a las 4 horas de comenzar el estudio. En cambio, los
insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 10:90 con HPMC muestran una
liberacién de levodopa en torno al 40% en torno a las 5-6 horas del inicio del

estudio.

Estos resultados concuerdan con lo obtenido en apartados anteriores, donde los
insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC muestran una
estructura porosa, con capacidad para captar mayor porcentaje de agua, que se

traduce en una mejor liberacion del fArmaco a lo largo del tiempo.
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Figura 21. Perfiles de liberacion in vitro de insertos constituidos por levodopa-AA/HP-3-CD y

solucion control.
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4.4.2.6. Estudios de permeacion ex vivo

Se realizé el estudio de permeacién ex vivo sobre la mucosa nasal de cerdo,
simulando la mucosa nasal humana, con el objetivo de establecer la posibilidad de
administrar los insertos por via intranasal como posible vehiculo de nuestra
formulacion. Para ello, se colocaron cantidades iguales de la formulacién elaborada
en los insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 y 10:90 con HPMC en la

superficie de la mucosa nasal de cerdo, en el compartimento donador para evaluar

su capacidad de penetracion a través de la mucosa (Figura 22).

Figura 22. Estudio de permeacion ex vivo en membrana de cerdo. A. Permeacion de fdrmaco

a tiempo 0; B: Permeacion de fdrmaco a las 24 horas.

En la Figura 23 se representan los perfiles de permeacion de levodopa en las
distintas formulaciones de los insertos, usando como control una solucién estandar

de levodopa (1 mg/mL).
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Figura 23. Perfiles de permeacion ex vivo de insertos constituidos por levodopa-AA/HP-B-CD

y solucion control.

Tal como se observa en la grafica, la permeacién de levodopa increment6 de forma
directamente proporcional con el tiempo, mostrando una tendencia lineal en las
primeras 4 horas. Al representar la cantidad de farmaco acumulado en el
compartimento receptor por unidad de area (Q/cm?) frente al tiempo, se obtuvo
una recta a partir de la cual pudieron calcularse los parametros de permeacion: flujo
y coeficiente de permeabilidad. Los valores de estos pardmetros se recogen en la

Tabla 12.

Formulacién % permeado (24 horas) ] (mg/cm?/min) P (cm/min)

Solucién control 57 4,3x102 1,5x 102
CooP10H 50 3,8x 102 1,3x102
C10PooH 25 1,9x 102 6,8x 103

Tabla 12. Valores obtenidos de porcentaje de permeacion de levodopa, coeficiente de

permeabilidad (P) y flujo (]) para cada formulacién ensayada.
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Los resultados obtenidos demuestran que los coeficientes de permeabilidad (P) y
los valores de flujo (J) estdn directamente relacionados con el porcentaje de
permeacion en cada formulacion. El flujo permeado de levodopa fue superior en los

insertos constituidos por Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC.

Los insertos elaborados con Quitosano/Pluronic 90:10 con HPMC muestran un
mayor porcentaje de permeacion del farmaco (55%), alcanzando su maximo

porcentaje de permeacidn a las 6 horas.

Este tipo de inserto parece ser un buen candidato para la administracion intranasal
de nuestra formulacion, proporcionando una permeacion prolongada del farmaco

durante més de 6 horas (Luppi y cols., 2010)

Autores como Mclnnes y cols. (2005) demostraron que la inclusién de HPMC en los
insertos liofilizados promovia un aumento en el tiempo de residencia del inserto en
la cavidad nasal. Por otro lado, el chitosan tiene gran capacidad mucoahesiva, lo cual
también influye en el tiempo de residencia del inserto en la mucosa nasal, factores

que favorecen la liberacién y permeacion por parte del farmaco.
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Primera. La inclusion de levodopa y acido ascérbico en complejos de inclusién
favorece la estabilidad del farmaco. Las ciclodextrinas § e HP-f muestran resultados
favorables, protegiendo al farmaco del medio externo. El estudio de solubilidad de

fase sugiere una estequiometria 1:1 firmaco:complejo de inclusién.

Segunda. La sustitucion de colesterol por colesterol-hemisuccinato en la
elaboracidon de los liposomas, solventa el problema de competencia entre la 3-CD y

el colesterol.

Tercera. La elaboracion de los liposomas de levodopa-AA/CD mediante TLE y
afiadiendo el agente de carga DCP muestra resultados favorables. Los liposomas de
L-dopa-AA/B-CD presentan un tamafio de 457 nm, potencial z -18,4 y eficacia de
encapsulacion 64,5%, mientras que los liposomas de L-dopa-AA/HP-B-CD
presentan un tamafio de 463 nm, potencial z -19,1 y eficacia de encapsulacién

66,1%.

Cuarta. El estudio en co-cultivos celulares mostro el caracter citotéxico de la $-CD,
solventandose el problema sustituyéndola por la HP-B-CD. Esto es debido a la
necesidad de la $-CD por competir con el colesterol que conforman las células,
produciendo muerte neuronal. Por otro lado, se concluyé la necesidad de controlar
la presencia de trazas de cloroformo en la formulacién, aumentando el tiempo de

evaporacion en el proceso de elaboracion de los liposomas.

Quinta. Los insertos intranasales liofilizados desarrollados permiten administrar la
formulacién optimizada de levodopa por via intranasal, de manera que el firmaco
pueda acceder directamente desde la cavidad nasal hacia el cerebro, mediante una
técnica no invasiva. Estos insertos son elaborados con agentes mucoadhesivos que

favorecen el tiempo de permanencia del farmaco en contacto con la mucosa nasal.

Sexta. Los insertos elaborados con los geles Chitosan/Pluronic en proporcién 90:10
(v/v) y afiadiendo HPMC presentan una estructura porosa, que favorece la
capacidad de hinchamiento del inserto, factor que influye en una mayor capacidad
bioadhesiva de la mucosa nasal. Esta formulaciéon aumenta el tiempo de residencia
del inserto en la cavidad nasal, de forma que la liberaciéon del farmaco se ve
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favorecida. Esta formulacién es la inica que cumple los criterios que establece la
Real Farmacopea Espafiola sobre uniformidad de contenido, ya que hemos obtenido

un valor del 90%.
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Anexo I

Los materiales empleados en el bloque I de la presente Tesis Doctoral son los

siguientes:

Acido silicico. Se presenta en forma de polvo blanco con férmula empirica SiO,H-O0.
Se emplea como componente esencial de la fase estacionaria en la cromatografia en

columna (Sigma-Aldrich, Madrid).
Agua Milli-Q® (Milli-Q® Advantage, Millipore).

Cloroformo (Triclorometano estabilizado con etanol). Se presenta en forma de
liquido incoloro con férmula empirica CHClz y con peso molecular 119,38 g/mol.

Calidad analitica (Panreac Quimica, Barcelona).

Cloruro de sodio. Se presenta en forma de s6lido blanco cristalino, higroscépico, con

férmula empirica NaCl y peso molecular 58,44 g/mol (Acofarma, Barcelona).

Cloruro férrico hexahidratado (Hierro (III) cloruro 6-hidrato). Se presenta en forma
de sdlido, con férmula empirica FeCl3:6H20 y con un peso molecular de 270,30

g/mol (Panreac Quimica, Barcelona).

Colesterol (CH). Se presenta como polvo blanco con férmula empirica C27H60 y
nombre quimico 3-3-hidroxi-5-colesteno, con un peso molecular de 386,65 g/mol y
con un punto de fusiéon de 148.5 °C. Se conserva a temperatura ambiente (Sigma-

Aldrich, Madrid).

DTNB (5,5"-Ditiobis(acido 2-nitrobenzoico). Se presenta en forma de polvo de color
amarillo claro, con férmula empirica C14HgN20sS, y peso molecular 396,35 g/mol. Se
emplea en la determinacién de grupos sulfidrilo libres, porque es un reactivo

sensible a dichos grupos (Sigma-Aldrich, Madrid).

Edetato disédico (EDTA). Se presenta en forma de polvo blanco cristalino con
férmula empirica C1oH14N2Na20g peso molecular 372,2 g/mol y con una solubilidad

en agua de 1:500 (Fagrén, Barcelona).

Ester del acido 4-(4-Maleimidofenil) butirico N-hidroxisuccinimida éster (SMPB).
Se presenta en forma de polvo, con férmula empirica C12H12N206 y peso molecular

280,23 g/mol. Se conserva a 4 2C (Sigma-Aldrich, Madrid).
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Fosfatidilcolina (EPC) (L-a-Fosfatidilcolina de huevo). Se trata de un extracto
organico de la yema de huevo, que contiene aproximadamente un 60% de PC. El
40% restante estd constituido mayoritariamente por fosfatidiletanolamina, con
cantidades menores de otros fosfolipidos. Su nombre quimico es 1,2-diacil-sn-
glicero-3-fosfocolina y con un peso molecular de 768 g/mol. Se conserva a 4 2C

(Sigma-Aldrich, Madrid).

Fosfatidiletanolamina (PE) (L-a-Fosfatidiletanolamina). Se presenta en forma de
soluciéon (10 mg/mL) en cloroformo, con peso molecular 726,076 g/mol. Se

conserva a -20 2C (Sigma-Aldrich, Madrid).

Fosfatidilglicerol (PG) (L-a-Fosfatidil-DL-glicerol sédico). Se presenta en forma de
polvo blanco, con nombre quimico 1,2-Diacil-sn-glicero-3-fosfo-(1-rac-glicerol). Se
trata de un extracto organico de la yema de huevo. Se conserva a -20 2C (Sigma-

Aldrich, Madrid).

Hepes. Se presenta en forma de polvo blanco, con nombre quimico acido 2-[4(2-
hidroxietil)-1-piperacinil] etanosulfénico, con férmula empirica CsH1sN204S y peso

molecular 238,30 g/mol (Panreac Quimica, Barcelona).

Hidrogeno fosfato disédico anhidro. Se presenta en forma de sélido blanco,
cristalino, con férmula empirica Na;HPO4 y con peso molecular 141,96 g/mol

(Panreac Quimica, Barcelona).

Hidroxido de sodio. Se presenta en forma de perlas blancas duras y quebradizas,
muy higroscdpico. Agente alcalinizante, muy soluble en agua, con férmula empirica

NaOH y peso molecular 40 g/mol (Panreac Quimica, Barcelona).

Hidroxilamina. Se presenta en forma de solucién al 50 %, con férmula empirica

NH,OH y peso molecular 33,03 g/mol (Sigma-Aldrich, Madrid).

Metanol. Se presenta en forma de liquido incoloro con férmula empirica CH30H y

peso molecular 32,0 g/mol. Calidad analitica (Panreac, Barcelona).

Reactivo Ellmann (RES). Se presenta en forma de solucién constituida por 4 mg
DTNB en 1 mL de tampén RB (Thermo Scientific, USA).
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Rodamina B. Se presenta en forma de polvo rojo con férmula empirica C2sH31CIN203,
con un peso molecular de 479,01 g/mol. Es utilizado como marcador fluorescente
que es excitado a una longitud de onda de 540 nm y emite a una longitud de onda

de 570 nm (Sigma-Aldrich, Madrid).

SATA (Ester del 4cido S-acetiltioglicélico N-hidroxisuccinimida). Se presenta en
forma de polvo con formula empirica CsHoNOsS y peso molecular 231, 23 g/mol. Es

soluble en dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich, Madrid).

Solucion de Inmunoglobulina G-FITC 20 mg/ml. Se presenta en forma de soluciéon
acuosa compuesta por 0,01 M de tampdn fosfato y 15 mM de azida sddica, pH 7,4.
Se trata de una inmoglobulina G conjugada con el marcador fluorescente FICT

(Sigma-Aldrich, Madrid).

Solucion de molibdeno amoénico. Se presenta en forma de liquido constituido por
1,3 % de 6xido de molibdeno en una solucién de acido sulftrico 4,2 M. Es empleado

en cromatografia como revelador de placas TLC (Sigma-Aldrich, Madrid).

Tampon Hepes. Se prepara en forma de solucidn con una concentraciéon 10 mM de
acido 2-[4(2-hidroxietil)-1-piperacinil] etanosulfénico a un pH 5,5.
Tampon RB. Se presenta en forma de solucion constituida por 0,1 M de hidrégeno

fosfato disédico anhidro (Panreac Quimica, Barcelona) con 1 mM de EDTA.

Tiocianato amonico. Se presenta en forma de s6lido que puede absorber la humedad
del aire y convertirse en liquido, con formula empirica NH4SCN y peso molecular

76,12 g/mol (Panreac Quimica, Barcelona).

Trietilamina (TEA). Se presenta en forma de solucidon, con férmula empirica

(HOCH2CH2)3N y peso molecular 149,19 g/mol (Sigma-Aldrich, Madrid).
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Los materiales empleados en el Bloque II de la presente Tesis Doctoral fueron los

siguientes:

1,2 Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC): Polvo blanco de férmula
empirica C40H7oNOgP, y peso molecular 734.039 g/mol. Se almacena a -20 2C (Sigma-
Aldrich, USA).

Acetonitrilo (ACN): Su férmula empirica CH3CN y peso molecular 41,05 g/mol.
Calidad HPLC (Panreac, Barcelona).

Acido acético de forma molecular CH3COOH y peso molecular 60,05 g/mol.

Acido acético glacial: Liquido incoloro con un olor picante caracteristico, de formula

empirica CH3COOH y peso molecular 60,05 g/mol (Scharlau Chemie S.A., Espafia).

Acido ascorbico: Polvo o cristales de color blanco, de férmula empirica C¢HgOg, y

peso molecular 176.12 g/mol (Sigma-Aldrich, China).
Agua Milli-Q® (Milli-Q® Advantage, Millipore).

Celulosa (HPMC, hidroxipropilmetilcelulosa) 7,18 mg por cada inserto. Agente

viscosizante.

Chitosan (Poli-B-(1,4)-2-amino-2-deoxy-D-glucosa). Polvo de color blanco, de
férmula empirica CssH103N9oO39, y peso molecular 1526,464. Es una poliamina

cationica con gran densidad de carga a un pH < 6,5.

Cloroformo: Triclorometano estabilizado con etanol, de férmula empirica CHCls.

Calidad analitica (Panreac Quimica, Barcelona).

Cloruro de cobre (I): Polvo de color verdoso, de formula empirica CICu, y peso

molecular 99 g/mol (Sigma-Aldrich, China).

Cloruro de sodio: Cristales translicidos blancos, muy solubles en agua. De formula

empirica NaCl y peso molecular 58,44 g/mol (Acofarma, Barcelona).

Colesterol (CH): También llamado 3-3-hidroxi-5-colesteno. Polvo blanco de férmula
empirica C27H460, y peso molecular 386,67 g/mol. Punto de fusion 148,5 2C. Se
conserva a temperatura ambiente (Sigma-Aldrich, Barcelona).
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Colesterol hemisuccinato (CH-HS): Polvo de color blanco, de féormula empirica

C31H5004, y peso molecular 486,74 g/mol (Sigma-Aldrich, Barcelona).

Curcumina: Obtenida de la raiz de Curcuma longa (Tumeric). De férmula empirica
[HOCe¢H3(OCH3)CH=CHCO].CH; y peso molecular 368.38 g/mol (Acofarma,

Barcelona).

D(+)-trehalosa dihidrato. Polvo de color blanco, de férmula empirica C12H22011, y

peso molecular 342,29.

Dicetilfosfato (DCP): Polvo blanco cristalinos, de formula empirica C3z2Hs704P y peso

molecular 546.84 g/mol. Se almacena a -18 2C (Sigma-Aldrich, Alemania).

EDTA: También llamado acido etilendiaminotetraacético, es una sustancia utilizada
como agente quelante. De féormula empirica C10H16N20s, y peso molecular 292,24

g/mol (Acofarma, Barcelona).

Estearilamina (EA): También llamada octadecilamina. Polvo blanco, insoluble en
agua, de férmula empirica CigH39N, y peso molecular 269,52 g/mol. Se conserva a

temperatura ambiente (Fluka-Biochemika, Suiza).

Etanol 962: Liquido incoloro, inflamable y volatil. De formula empirica C;H¢O, y peso
molecular 46.07 g/mol. Debe de conservarse entre 32y 352, protegiéndose de la luz.

(Panreac Quimica, Barcelona).

Eter: También conocido como dietiléter. Es un liquido incoloro, higroscépico muy
volatil, de olor caracteristico. De férmula empirica C4H100, y peso molecular

74.12 g/mol (Panreac Quimica, Barcelona, Espafia).

Fosfatidilcolina (PC): También llamado L-a-Fosfatidilcolina de huevo. Es un extracto
organico de layema de huevo que contiene aproximadamente un 60% de PC. E1 40%
restante estd constituido mayoritariamente por fosfatidiletanolamina, con
cantidades menores de otros fosfolipidos. Su nombre quimico es 1,2-diacil-sn-
glicero-3-fosfocolina y su peso molecular 768 g/mol. Se conserva a 4 2C (Sigma-

BioChemika, Alemania).
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Glicina: Polvo de color blanco, de formula empirica C;HsNO,, y peso molecular 75,07
g/mol. Tiene una pureza = 98.5 %. Es soluble en agua 100 mg/mL (Sigma-Aldrich,
USA).

Goma Xantana. Agente viscosizante.

Hidroéxido de sodio: Perlas blancas duras y quebradizas, muy higroscépicas. Agente
alcalinizante, muy soluble en agua. De peso molecular 40 g/mol (Acofarma,

Barcelona).

HP-B-ciclodextrina: Polvo blanco cristalino, de formula empirica Cs3H112042, y peso

molecular 1396 g/mol (Sigma Aldrich, China).

Lauril sulfato sddico: Polvo fino blanco, con débil olor caracteristico. De férmula

empirica C12H25Na04S, y peso molecular 288,38 g/mol (Acofarma, Barcelona).

Levodopa: Polvo cristalino, blanco o casi blanco. De formula empirica CoH11NOy, y
peso molecular 197,18 g/mol. Poco soluble en agua, practicamente insoluble en
etanol 96%, facilmente soluble en acido clorhidrico 1 M, y bastante soluble en acido

clorhidrico 0.1 M (Acofarma, Barcelona).

Medio nasal (SNF, simulated nasal fluid): 7,45mg/ml NaCl, 0,32 mg/ml CaCl2*2H20,
1,29 mg/ml KCI pH 6,5

Metanol: De férmula empirica CH30H y peso molecular de 32,0 g/mol. Calidad

analitica (Panreac, Barcelona).

Monoestearato de Sorbitan (Span® 60): Pequenas escamas de color pardo-
amarillento claro, tacto ceroso y ligero olor caracteristico, de formula empirica
C24H4606, y peso molecular 430,63 g/mol. Punto de fusiéon de 50°C,

aproximadamente. Se conserva a temperatura ambiente (Acofarma, Barcelona).

Nitrotetrazolium blue chloride: Polvo de color amarillo. De férmula empirica
C40H30Cl2N1006, y peso molecular 817.64 g/mol. Es sensible a la luz (Sigma-Aldrich,
USA).

Pluronic F127
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Superoéxido dismutasa: Enzima con un cofactor. Es de color blanco. (Sigma-Aldrich,

USA).

Tampén Hepes: También llamado acido 2-[4(2-hidroxietil)-1-piperacinil]
etanosulfénico (Hepes) de formula empirica CgH1sN204S, y peso molecular 238,30

g/mol (Panreac Quimica, Barcelona).

Tween 80: Liquido viscoso no iénico incoloro o amarillo pardusco de formula

empirica CesH124026, y peso molecular 1309.7 g/mol (Sigma-Aldrich, Barcelona).

Xantina oxidasa: Proteina de forma de xantina oxidorreductasa. Es de color pardo

(Sigma-Aldrich, USA).

Xantina: Polvo de color blanco pardo, de féormula empirica CsHsN4O2, y peso

molecular 152.11 g/mol. Su pureza es = 98 % (Sigma-Aldrich, China).
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3,4-DFA: Acido 3,4- dihidroxifenil acético
3-MT: 3-metoxitiramina

3-OMD: 3-orto metil dopa

AA: Acido ascérbico

ACN: Acetonitrilo

ANOM: Anilisis de medias

ANOVA: Analisis de varianzas

BHE: Barrera hematoencefalica

CD: Ciclodextrinas

CH: Colesterol

CH-HS: Colesterol-hemisuccinato

COMT: Catecol O-metil transferasa

CSF: Barrera fluido cerebroespinal

CV: Coeficiente de variaciéon

DA. Dopamina enddgena

DAT: Transportador de dopamina

DCP: Dicetilfosfato

DDAB: Bromuro de dimetildidodecilamonio
DDC: Dopamina descarboxilasa

DMF: Dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulféxido

DPPC: 1,2 dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
DTNB: 5,5-Ditiobis 4cido 2-nitrobenzoico

E: Extruido
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EA: Estearilamina

EE: Eficacia encapsulacién

ELA: Esclerosis lateral amiotréfica

EP: Enfermedad de Parkinson

EPC: Fosfatidilcolina de huevo

EPG: Fosfatidilglicerol de huevo

FAT: Calentamiento y congelacion

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
HPMC: Hidroxipropil metilcelulosa

HVA: Acido homovanilico

Ig G: Inmunoglobulina G

Ig G-FITC: Inmunoglobulina G- isotiocianato de fluoresceina
IMAO: Inhibidor MAO-B

IP: Indice polidispersién

IR: Espectroscopia infrarrojo

LAAD: L-aminoacido aromatico-descarboxilasa
L-dopa: Levodopa

LOD: Limite de deteccién

LOQ: Limite de cuantificacion

LUV: Vesiculas unilaminares grandes

MAB: Anticuerpos monoclonales

MAO-B: Mono-amino oxidasa tipo B

MLV: Vesiculas multilaminares

MTH: Caballo de troya molecular
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NTB: Nitroazul de tetrazolio

PE: L-a-Fosfatidiletanolamina

PEG: Polietilenglicol

PEG400: Polietilenglicol 400

PE-MPB: Maleimidofenil butiril fosfatidiletanolamina
PG: Propilenglicol

RES: Solucién del reactivo Ellmann

REV: Evaporacion en fase reversa

RSD: Desviacidn estandar relativa

SAMSA: S-acetilmercaptosuccinico anhidro

SATA: Acido S-acetiltioglicélico N-hidroxisuccinamida éster
SD: Desviacion estandar

SE: Sin extruir

SMPB: Ester del 4cido 4-(4-Maleimidofenil) butirico N-hidroxisuccinimidil
SNC: Sistema Nervioso Central

SOD: Superdéxido dismutasa

SON: Sonicacién

SPDP: N-succinimidilpiridilditiopropionato

SUV: Vesiculas unilaminares pequeias

TEA: Trietilamina

TEM: Microscopia electrénica de transmision

TLC: Cromatografia en capa fina

TLE: Evaporacién en capa fina

TNB: 2-nitro-5-tiobenzoico
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TR: Tiempo retencién
X/XO0D: Xantina/Xantina oxidasa

XOD: Xantina oxidasa
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Surface functionalizing of a lipid nanosystem to promote brain
targeting: step-by-step design and physico-chemical characterization
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Abstract

The use of lipid nanosystems as drug delivery to the central nervous system may be
advantageous over the current strategies. The aim of this study was to develop and
characterize functionalized liposomes for treatment of brain diseases. The covalent method of
coupling 1gG to liposomes via the derivatized lipid 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethano-
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Blood brain barrier, molecular Trojan Horse,
targeted drug delivery
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E nanometric size suitable to be effective to further anchor the protein. Negative values of zeta Published online 2 July 2015
potential demonstrate that they are stable systems. Lyophilization was used to maintain the
stability of the formulation. These very interesting results encourage further investigations to
B formulate peptide- and protein-loaded immunoliposomes, making targeting of liposomes as an
§ 4 attractive approach for brain drug delivery.
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‘ Receptor-mediated transcytosis (RMT) is an important transport isc li:;lic:s?mw drag; delivery: ;systems; ;and; in; diagnostic
=) pathway for endogenous peptides, such as insulin, insulin-like PP . . . .
2 . 5 %% 3 T Fi % The success of the strategy of vector-carrier coupling for brain
g factor growth factor and transferrin. It is highly specific and it up- ’ s . .
. X § : 3 ¥ targeting has been documented with immunoliposomes, which are
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A 5 i 2 transported across the BBB via receptor-mediated endocytosis or
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. ) 5 e . e approach to functionalization, there are several reasons for the
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. . . - i design of ligand coated long-circulating drug carriers: the ligand
is amplified or up-regulated under pathological conditions, it will : g i
4 : o SEy E (a peptidomimetic monoclonal antibody, MAb), attached to the
g aid drug transport into the brain via RMT. If the receptor is 3 5 5 , %
B carrier surface, may increase the rate of removal from the blood

responsible for transporting nutrients or metabolites, it will not be
a good target candidate for drug delivery. Various strategies have
been developed to deliver drugs into the brain that would not
otherwise be able to cross the BBB. Among them, nanocarriers
are an emerging class of drug delivery systems that can be tailored
to deliver drugs to the brain®.

Despite a large variety of nanocarriers developed so far, it is
noteworthy that only amphiphilic molecule-formed liposomes
and polymeric nanoparticles have been extensively exploited for
brain drug delivery. Protein-conjugated liposomes have attracted a

and uptake in the liver and spleen, and longevity of the specific
ligand-bearing liposomes may allow for its successful accumula-
tion in targets with diminished blood flow or with low concen-
tration of the surface amigens'(’. The receptor-specific MAb may
act as a molecular Trojan Horse (MTH), carrying across the BBB
any attached molecule. The most studied systems using liposomes
can carry targeting ligands for insulin receptor, transferrin
receptor (TfR) and EGF receptor, among others’. The techno-
logical process of obtaining the complexes nanostructures can be
divided in several stages, as was collected in Figure 1.

The main objective of this article was to design, characterize
and optimize, step by step, the synthesis of immunoliposomes to
be targeted to the brain following MTH technology. This tuning
makes possible to target any molecule, hydrophilic or lipophilic,

*These authors contributed equally to this study.
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Pharmacy and Pharmaceutical Technology, Faculty of Pharmacy,

Universidad de Sevilla, C/ Profesor Garcia Gonzilez, no. 2, 41012
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or both of them, into the lipid vesicles, focusing a special
attractive to drugs acting into the brain.
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Figure 1. Preparation of functionalized liposomes.

Materials and methods
Chemical and reagents
Synthesis and characterization of liposomes

Egg phosphatidylcholine (EPC), cholesterol (CH), egg phospha-
tidylglycerol (EPG), 1.2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphoetha-
nolamine-N-[ methoxy-(polyethylenglycol)-2000] (PEG-PE),
triethylamine (TA), silicic acid, Sodium phosphomolybdate
hydrate, Rhodamine B ([9-(2-carboxyphenyl)-6-dicthylamino-3-
xanthenylidene]-diethylammonium chloride) and 4-(p-maleimido-
phenyl) butyric acid N-hydroxysuccinimide ester (SMPB) were
obtained from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Chloroform,
methanol, ferric chloride hexahydrate and ammonium thiocyanate
were received from Panreac Chemistry (Barcelone, Spain).
Deionized and purified water using a Milli-Q system (Millipore,
Moslheim, France) was selected as solvent for the standard solution
preparation.

Production of antibody-liposome conjugates

Sodium hydroxide, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfo-
nic acid (HEPES) and rcaction buffer (RB: 0.1M sodium
phosphate containing 1 mM EDTA) were received from Panreac
Chemistry (Barcelona, Spain). Sodium chloride was received
from Acofarma (Barcelona, Spain). Ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) was obtained from Fagron (Barcelona, Spain). Ig
G-FITC solution 20 mg/mL, S-acetylthioglicolic acid N-hydro-
xysuccinimide ester (SATA), hydroxylamine and dithiobis-
2-nitro-benzoic acid (DTNB - Ellman’s reagent) were received

from Sigma-Aldrich (Madrid, Spain). Immunoliposomes were
functionalized using established procedures by other authors®™°.

Synthesis of N-[4-(p-maleimidophenyl)-butyryl]
phosphatidylethanolamine (SMPB-PE)

Briefly, 10 pmol EPE were dissolved in 1 mL of dried chloroform
following the addition of 0.5mL of dried methanol containing
15 umol of SMPB and 30 umol of tricthylamine (TEA). The
mixture was stirred at room temperature under nitrogen atmos-
phere for 2h until the reaction was completed. Thin layer
chromatography (TLC) on silica was used to check the progress of
the reaction (running solvent: chloroform/methanol/water
65:25:4 v/v/v). From this analysis, the spots were visualized by
spraying an ammonium molybdate solution on the TLC plate.
This reagent is specific for detection of phosphoric acid deriva-
tives and was used because several authors have demonstrated that
the covalently linked derivative eluted faster than free PE. When
the reaction was completed (no more free PE on the TLC plate),
the mixture was dried down on a rotary evaporator'®.

In order to remove the residual TEA from the derivative lipid
sample, a solid-phase extraction process was applied using silicic
acid columns. They were prepared dispersing 2 g of silicic acid in
SmL of chloroform, into a plastic syringe plugged with pressed
glass fiber. After remaining for 1h, the columns were washed
with 4mL aliquots of chloroform/methanol mixtures, as fol-
lows: 4:0.25, 4:0.5, 4:0.75 and finally 4:1 (v/v) ratio. This
stage must be carried out faster to avoid the hydrolysis of ester
linkages caused by the TEA presence, leading to the formation of
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lyso-compounds. After adding the phospholipid sample, previ-
ously dissolved in chloroform, different fractions were collected
from cach of clution mixture, being subsequently analyzed by
TLC. The resulting product was concentrated by cvaporating
under reduced pressure in a rotary evaporator to obtain a synthetic
and pure lipid MPB-PE that was frozen for further studies.

Preparation and characterization of liposomes

Appropriate amounts of EPC, cholesterol, EPG, PEG-PE and
MPB-PE, at a molar ratio of 6.5:2.6:0.8:0.2:0.1 molar ratio® were
dissolved in chloroform. The solvent was removed using a rotary
evaporator (Biichi rotavapor R-210 with Biichi Heating Bath
B-491, Flawil, Switzerland) and the lipid film was dried under
vacuum overnight. After adding the buffer solution (10mM
HEPES, 150 mM NaCl at pH 7.4 and mixing five times, for 2 min,
following heating at 58 °C for 5min, vesicles were formed. The
temperature of the process was maintained at 58 °C, above the
gel-liquid transition temperature (7..) of the amphiphilic and lipid
substances. All formulations were quickly sealed in glass
containers and stored in the dark at 4 °C. In order to fluorescently
visualize the vesicles, the lipid film was hydrated with a
Rhodamine B solution in HEPES buffer.

Liposome size was reduced by extrusion. A 10mL of MLV
sample were placed in a miniextruder (Lipex™ Thermobarrel
Extruder, Burnaby, B.C., Canada) thermostated at 58°C and
sequentially passed through 0.8 and 0.4 pm pore size polycar-
bonate membranes (Millipore) for 10 times to generate large
unilamellar vesicles.

Dimensional parameters, polydispersity and zeta potential of
Rhodamine B-loaded liposomes were measured by dynamic light
scattering (DLS) using a Zetasizer Nano series apparatus
(Malvern Instruments, Malvern, UK), at 25°C and a scattering
angle of 90° after at least 1:20-fold dilution with purified water.
For the zeta potential measurement, the Zetasizer Nano was
equipped with a dip-cell (Malvern Instruments, Malvern, UK).
The morphology was observed by optical and fluorescence
microscopy (Olympus BX61 (Tokyo, Japan) illuminated by a
100W mercury lamp for direct observation and an argon—
krypton—helium/neon laser). Also, we employed the Stewart
assay to determine the amount of phospholipids (PEG-EPE, EPG
and MPB-PE) in liposomes, as was previously described by
Zuidam et al.''. This assay was utilized due to the ability of
phospholipids to form a complex with ammonium ferrothiocya-
nate in organic solution. The advantage of this method is that the
presence of inorganic phosphate does not interfere with this assay
and, therefore, PBS buffer or other phosphate buffers can be
used. Briefly, 27.03 g of ferric chloride hexahydrate and 30.4 g of
ammonium thiocyanate were dissolved in double distilled water
to a volume of 1L, generating the ferrothiocyanate reagent. The
standard solution was prepared making up 10 mL of solution of
phospholipid in chloroform at concentration of 0.1 mg/mL.
After adding increasing volumes of standard solution and
chloroform, samples were centrifugated at 1000 rpm to remove
the lower layer using a Pasteur pipet, the optical density of
standards and samples were read at 485nm in an UV-visible
spectrophotometer.

Thiolation of IgG-FITC with SATA

The IgG-FITC modification with SATA was performed following
the next protocol: the antibody dissolved in 0.01 M sodium
phosphate buffer (pH 7.6) at a concentration of 5mg/mL was
reacted for 40 min at 25 °C under nitrogen atmosphere and gentle
stirring with SATA stock solution which was dissolved in a
minimal volume of dimethylformamide (25 mg/mL). Both solu-
tions were mixed at 1:4 IgG-FITC:SATA molar ratio. Unreacted

Functionalized lipid nanosystem 3

SATA was removed by dialysis at 4 °C against 1000 volumes of
the same buffer over the night. Finally, the IgG-FITC-SATA
sample was concentrated to obtain 20 mg/mL and subsequently
frozen and stored at —20°C for further use.

To measure the amount of antibody-linked SATA, aliquots of
this complex were deacetylated with hydroxylamine, followed by
the determination of free sulthydryl groups (SH) based on molar
absorptivity using Ellman’s reagent. A solution of Ellman’s
reagent [4mg of DTNB (5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) in
ImL of reaction buffer (RB) prepared from 0.1M sodium
phosphate pH 8.0 containing 1 mM EDTA], was obtained (RES).

A volume of 50 uLL of RES and 2.5 mL of RB were added to
each unknown sample to be tested (250 pL). The same volume of
RB was added as a control reference. Samples were mixed and
incubated at room temperature for 15min. Samples were
measured at 412nm in triplicate by UV-visible spectrophotom-
etry (spectrophotometer Agilent 8453).

Coupling of thiolated IgG-FITC to liposomes

Immunoliposomes were prepared by attaching the IgG-FITC at
the distal terminals of MPB-PE. For this purpose, 100 pL of the
IgG-FITC solution was incubated with the activating reagents in
hydroxylamine 0.1 M at room temperature for 45 min (3:1 molar
ratio of SH to protein). Then, 100 puL of IgG-FITC activated
solution was added to 100pL of liposomes and incubated
overnight at room temperature.

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) confirmed the
success of the coupling reaction and the functionalization reaction
was monitored by infrared spectroscopy (IR) and elemental
microanalysis.

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) was used to direct
visualization of IgG coupling to liposomes. For this, immunolipo-
somes and unlabeled liposomes were dispersed in buffer 10 mM
HEPES (1:10 w/v). The equipment used was a Leica TCS SP II
confocal unit (Leica, Heidelberg, Germany) equipped with a
Krypton-Argon-Helium/Neon laser and mounted on a Leica DM
IRE TI inverted microscope (Leica, Heidelberg) using HC PL
Fluotar Leica lens, with magnifications of 10, 20 x (dry) and HCX
PLAN APO Leica lens 40 x (0.85 multi-immersion objective) on
its oil position. For fluorophore excitation, 494 or 540 nm laser line
(FITC and Rhodamine B, respectively) was used and the fluores-
cence emission was detected above 520 or 570nm (FITC and
Rhodamine B, respectively).

The experimental conditions used for use the confocal
microscope were: magnification 10, 20 and 40x, laser power
5%, scan modus slow, gain values 400-600, x—y-z mode, 488 nm
emission line at 31% maximum power, transmission light channel
activated and bidirectional scanning pattern.

Samples containing IgG-anchored functionalized liposomes
(IgG-SMPB-liposomes) loaded with Rhodamine B in the aqueous
compartment were analyzed by using the transmitted light,
which will be compared with functionalized liposomes (SMPB-
liposomes) without coupled-IgG. Both samples containing
Rhodamine B probe were analyzed to obtain images by fluores-
cence emission'*"3,

To determine ligand coupling efficiency, samples of lipo-
somes without IgG and immunoliposomes were analyzed by
infrared spectroscopy (IR). This technique was applied qualita-
tively to identify certain functional groups in our molecule by
characteristic bands present in certain regions of the spectrum.
The Fourier Transform IR measurements (FTIR) were performed
in solid state with a Jasco IRT-5000 FTIR-6200 apparatus (Jasco
Co., Tokyo, Japan). The dried samples were crushed with KBr
previously heated at 400°C and pressed into pellets. Spectral
scanning was done in the range between 45&0.and 200cm
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Figure 2. Size distribution curves obtained (A) Size Distribution by Intensty
from DLS data. (A) Peak shift from lipo-
somes non-extruded. (B) Peak shift from 12 \
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Prior to recording, the spectra were transformed against a KBr
background.

Finally, elemental analysis is a traditional, but rather essential
tool for determining the composition of organic materials. This
technique involves the combustion of the test sample in an
oxygen-rich environment. The products of combustion in a CHNS
analysis (CO,, H,O, N, and SO,) are carried through the system
using the He carrier gas. The combustion products are measured
quantitatively by means of a non-dispersive IR absorption
detection system, except for the nitrogen (N,), which is
determined via thermal conductivity detector (TCD). The meas-
urements were performed with a LECO CHNS-932 Elemental
Analyser (Madrid, Spain).

Stability of immunoliposomes

Lyophilization is the most commonly used technique to improve
the physical stability of liposomes. This technique allows to
completely removing water without producing any change in its
basic structure or composition. In this study, we attempted to
identify suitable cryoprotectants for producing stable lyophilized
immunoliposomes and to characterize the impact of lyophiliza-
tion on liposomes. Therefore, cryoprotectants were incorporated
in the aqueous phase of liposome or dissolved in freshly prepared
liposomes. Trehalose as cryoprotectant has proved more effective
in inhibiting the growth of liposome particles during freeze-
drying process'®. Trehalose dihydrate (20% w/v) was added as
cryoprotectant to liposomes (5:1 molar ratio sugar:lipid). The
samples were frozen at —70°C in liquid nitrogen for 20 min,
following the lyophilization at —57°C for 24h at 1 mtorr of
pressure (VirTis Benchtop lyophilizer). No secondary drying was
performed. The lyophilized samples were stored at —20°C for
further characterization.

Results
Characterization of liposomes

Liposomes were prepared according to the thin layer evaporation
technique. Liposome batch 1 was prepared without further
extrusion, whereas batch 2 was submitted to an extrusion process
by 800nm followed by 400nm membrane filter diameters.

Extruded Liposomes

Regarding the vesicular size distribution, a clear ditference
between the extruded and non-extruded liposomes was appre-
ciated, as expected (Figure 2).

With respect to dimensional analysis (Table 1), the results after
the extrusion process (309.40 + 1.23nm) have allowed to con-
clude that this process results in a population of vesicles
according to the size of the pore diameter of the membrane
filter used and therefore able to cross biological membranes'®.
Extruded liposomes were less scattered in size, having a more
homogeneous population, as reflected by PdI values and the
narrower distribution curve shown in Figure 3'57'8,

The surface charge of functionalized liposomes was main-
tained before and after the extrusion, indicating that this
parameter was not affected after the extrusion process.
According to other authors, we can say that the lipid molecules,
giving negative charge to liposome surface, have not been
disrupted after the extrusion process'®?’. The presence of
negative values of zeta potential (about —11 mV) causes repulsive
forces that prevent the aggregation and fusion of liposomes.
Therefore, the system was stabilized by electrostatic repulsion, as
was observed by optical microscopy.

The charge measured of all liposome preparations was slightly
negative, ranging from —11.83 to —11.20mV. From the phos-
phorus percentage quantification (88% recovered), we can
conclude that the extrusion process has been successfully
developed.

The morphology of liposomes was observed by optical and
fluorescence microscopy (Olympus BX61) illuminated by a
100 W mercury lamp. Optical microscopy was used to verify
that the formation of vesicles upon binding of the maleimide
group to phospholipid phosphatidylethanolamine (PE). Figure
3(A) shows the different multilamellar bilayer vesicles with
regular spherical shape. The vesicles appeared non-aggregated
and characterized by smooth surface with narrow size distribu-
tion. Samples were also characterized by fluorescence micros-
copy for further visualization of IgG-FITC-loaded liposomes.
In this step, liposomes were developed as control colloidal
dispersions and rhodamine B was employed as model drug to be
included into the aqueous compartment. Morphological
shape of rhodamine-loaded MPB-PE liposome was depicted in
Figure 3(B).
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Table 1. Experimental sizes, polydispersion index (PI) and Zeta potential ({, mV) results of the formulations extruded (E) and non-extruded (NE).

Liposome characteristics

Functionalized liposome characteristics

Size (nm) PDI Zeta potential (£, mV) Size (nm) PDI Zeta potential (L, mV)
NE 958.60 +90.30 021+0.18 —11.20+0.20 1124.36 +78.32 0.23+0.16 —9.62+0.29
E 309.40+1.23 0.14+0.08 —11.83+0.35 495.40+1.45 0.13+0.10 —9.87+0.27

Figure 3. Optical and fluorescence images of liposomes with a particle
diameter range approximately 0.5-4 ym.

We employed the Stewart assay to determine the amount
of phospholipids [polyethylene glycol-phosphatidylethanolamine
(PEG-PE), phosphatidylglycerol (PG) and MPB-PE| in ves-
icles, as was previously described'*'%?!, Therefore, the results
obtained show a recovery of 54% w/v of phospholipids
[Phosphatidylcholine (PC), PE and PE-MPB]. Only 12% w/v of
phospholipids was lost during development. Therefore, the
preparation of liposomes was successfully occurred.

Coupling the labeled protein to liposomes

IgG-FITC was modified with SATA® in order to thiolate the
protein. In order to quantity the effectiveness of thiolation of the
protein, Ellman’s reagent (5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) was
used. Ellman’s reagent measures thiol residues. To ensure success
in protein coupling to liposomes, it is important to know that the
protein molecule has the proper degree of thiolation. In general,
two or three thiol residues per protein are optimal to the degree of
thiolation. The evaluated samples contained 4.256 x 10" mol SH
groups and minimum amount of SH groups in the sample should
be 3.75 x 10~ *mol of SH groups. According to these results, we
can conclude that the thiolation process has been successfully
produced*,

Finally, immunoliposomes functionalized were characterized
using different characterization techniques, such as FTIR tech-
niques, fluorescence microscopy, laser scanning confocal micros-
copy and microanalysis.

Confocal laser scanning microscopy

Immunoliposomes were prepared by attaching the IgG-FITC at
the distal ends of MPB-PE. For determining the extent of antibody
coupled to liposomes, samples were correlated to a known
quantity of fluorescein-labeled antibody. CLSM was used to
directly visualize IgG coupled to liposomes. IgG-MPB-liposomes
loaded with rhodamine B in the aqueous compartment were
visualized using the transmitted light'*?>%, Confocal analysis
was performed to analyze the liposome morphology, to confirm
their mean diameter determined by PCS and to verify the linkage
between IgG-FITC and the liposomal bilayer. From Figure 4, we
can visualize the samples of immunoliposomes in transmission
mode (Figure 4A) and fluorescence mode (Figure 4B). In the
absence of fluorescence, unilamellar vesicles were detected.
When fluorescence phenomenon was applied, a characteristic
green halo around the liposome was observed, standing for the
antibody (IgG-FITC) attached to the liposome. When the vesicles
were aggregated, the fluorescence intensity was higher. Therefore,
we can assume that the labeled antibody has been efficiently
bound to the liposome surface. Rhodamine B-loaded liposomes
were easily visualized by CLSM due to its fluorescent emission
properties as well as its high affinity to the lipid bilayer. The
obtained results by transmitted light showed a homogeneous
vesicle distribution with the presence of some aggregates. When
fluorescence was emitted, a clear correlation between the
intensity of green fluorescent spots in left upper plane
(IgGFITC) and the intensity of red fluorescent spots in right
upper plane was observed, corresponding to the entrapped
rhodamine B within liposomes (Figure 4). This simultancous
allocation of both fluorescent probes in the CLMS observations
corroborated the effective coupling between the liposome and the
protein.

FTIR spectroscopy

Infrared spectroscopy (IR) was used to determine ligand coupling
efficiency. This qualitative technique was applied to identify
certain functional groups in our molecule that show characteristic
bands in certain regions of the spectrum. Samples were analyzed
by FTIR spectroscopy as a complementary technique to determine
the 1gG coupled to liposomes. However. no significant results
were obtained (Figure 5). Also, we proceeded to study them after
being subjected to heating at 120°C to see any difference.
However, some differences were observed with the increase of
temperature. It clearly indicates that both FTIR spectra from
immunoliposomes and liposomes without IgG showed almost the
similar FTIR band except the peak at 1800 cm ™ ', The broad band
that appears near 3500 cm ™' was attributed to the presence of
water molccules. At 1600cm ™" another band appeared, corres-
ponding to the presence of water molecules in the samples®.
Interesting results have been obtained at about 1800 cm ™", where
a narrow band appears, related to the stretching of the carbonyl
group C=0 of the secondary amine attached to the IgG (line
blue). As a difference of the IgG free liposomes (line green), this
signal indicates the linkage of immunoglobulin structure to
liposomes by anchoring to the carbonyl group.
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Figure 4. Confocal images obtained for the
rhodamine-liposomes.
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Elemental microanalysis

CHNS analysis is an important stage in certification of
synthesized organic compounds and fundamental for proper
authentication of the organic synthesis products at intermediate
and final stages, as well as for quality control of the obtained
organic compounds.

Data obtained after elemental microanalysis of PE and PE-IgG
samples have been collected in Table 2. Considering that the
microanalysis study has yielded a result of 2.37 pg sulfur, the
coupling efficiency was about 40.37% w/w. Therefore, we can
conclude that IgG-liposome coupling process was carried out
\".lli.\l’ﬂCI()l‘il_\‘:s.

Stability of immunoliposomes

Lyophilization is technique used to improve the physical stability
of liposomes'®. Lyophilization constitutes an excellent method to
ensure long-term stability of sensitive pharmaceuticals, such as
immunoliposomes **?®, The morphological structure of liposomes
was observed by optical microscopy (Figure 6A-batch 1 and
Figure 6B-batch 2). The freeze-dried liposome powder w:
reconstituted with HEPES buffer (1:10) and the morphology was
observed by optical microscope. Most vesicles were multilamellar
with sizes larger than 1984.70+85.20 and 519.354+ 1.68 nm
(non-extruded versus extruded samples). As reflected, freeze-
dried liposomes exhibited significant increase in size and PdI
RIGHTS
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Figure 5. FTIR spectra of free liposomes and liposomes IgG anchored performed at room temperature and 120°C.

Table 2. Elemental Microanalysis data obtained in PE and PE-IgG.

Analysis
Sample number S% (wiw) S% + SD (wiw) % PE-18G-PE
PE #1 0.631 0.664 +0.04 -
#2 0.697
PE-IgG #1 0.696 0.705 +0.02 0.042
#2 0.690
#3 0.731

upon reconstitution. Chaudhury et al.' obtained similar results.
Immunoliposomes were observed in good conditions after being
submitted to freeze-drying. Then, according to the current results,
it is evident that lyophilization is a §ond technique to prolong the
stability of these complex systcm52 §

Discussion

The development of this nanosystem will be able to deliver drugs
and macromolecules to the brain, contributing to the advance of
non-invasive methods of crossing the BBB. The capture of colloid
particles by the reticuloendothelial system (RES) is prevented
with the so-called ‘‘stealth technology’’, by chemical binding
of polyethylene glycol (PEG) to the nanoparticle surface'®. Tn
addition, the ability of these nanosystems to transport drugs to the
brain is relatively enhanced due to their permeability capability
through the BBB.

To alter the distribution in the organism, the vector, which is
able to direct binding to specific tissues or cells, can be
incorporated into liposomal surfaces. Protein-conjugated lipo-
somes have attracted a great deal of interest, mainly due to
their potential use as targeted drug delivery systems and in

diagnostic applications. Antibodies are the most commonly
conjugated proteins. Conjugation with antibodies makes lipo-
somes more recognizable by endothelial cells, offering the
advantages of their possibility to target the drug to the desired
location because of the high specificity and affinity of the
antibody, reduced side effects and avoidance of the multidrug
efflux system>®*’. Therefore, to deliver PEG-treated liposomes to
the brain, the liposomes undergo an additional modification
involving conjugation of monoclonal antibodices to glia, transfer-
ring receptors, lactoferrin receptors, low-density lipoprotein
receptors or insulin rcccptorsm.

Certain peptidomimetic monoclonal antibodies undergo recep-
tor-mediated transport across the BBB on the endogenous peptide
receptor transporters. The peptidomimetic MAb binds exofacial
epitopes on the BBB receptor, which triggers transport across the
BBB. Since the MAb binding site is different from the binding
site of the endogenous ligand, there is no interference with
endogenous ligand transport. The peptidomimetic MAb may be
used as MTH to carry out macromolecules’. Nowadays, this
technology has become a widespread approach for DNA delivery
to the central nervous syslem3l.

Early methods for conjugation, such as the use of amino-
reactive homobifunctional reagents or water-soluble carbodii-
mides that catalyze the formation of an amide linkage between
amino groups from phospholipid with carboxyl groups of
proteins, are generally inefficient and give rise to the protein
polymerization. Actually, the preferred methods are designed in
such a way that the protein can react only with the liposome
surface. Among them, the reaction of maleimide derives with
thiols to produce thioether bonds has supposed an important
advance in the peptide conjugation methodology. In this reaction,
the thiol-reactive lipids are synthesized using the reagent
N-succinimidyl-(4-[p-maleimidophenyl])bu\yrag g (SMPB)
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Figure 6. Selected optical microscopy image of lyophilized liposomes:
(A) blank- MPBPE liposomes after reconstitution and (B) rhodamine-
loaded MPB-PE liposomes after reconstitution.

This approach results in the production of an irreversible thioether
linkage.

The studies presented here have been developed by following a
procedure for the covalent coupling of MPB to liposomes. It is
shown that the method employed allows an efficient coupling in
the synthesis of MPB-PE, as was confirmed by TLC. The
maleimide group is more specific for SH residues than the other
reactive groups. The maintenance of pH 7 enables to maleimide
groups to be 1000-fold more reactive toward free sulfhydryls than
amines.

Functionalized liposomes were prepared with maleimide
derivative (SMPB) coupled with PEG2000-DSPE/PE. MPB-PE
liposomes were compared to naked liposomes without maleimide
linker conjugates with respect to vesicle size, polydispersity index
(PDI) and zeta potential (), as illustrated in Table 1, before and
after the extrusion processs.

In general, a low percentage of molecules about 1-2% is
bearing a terminal maleimide functional group, which allows to
bind the liposome surface to the thiolated ligands. The ligand acts
as MTH and is focused toward the endogenous receptor located at
the BBB, such as insulin or transferrin®*~,

In our study, once obtained and characterized maleimide
functionalized liposomes, we proceeded to coupling the protein
(IgG). Theoretically, transferrin-MAb (OX26 or R17217) cou-
pling to nanoparticles, using maleimide as crosslinker, enables the
manufacture of stable systems>. R17217 (CD71) is a type 11
heterodimeric transmembrane glycoprotein that plays a role in the
control of cellular proliferation by facilitating the uptake of iron
via ferrotransferrin binding. This clone corresponds to isotype of
rat 1gG2a,x. Therefore, in a first approach, we used in this study
TgG as MAb control that simulated the structural and morpho-
logical properties of R17217.

The presence of SH groups is considered as an interesting
functionalization strategy. It is well known that the frequency of
these groups in antibodies or proteins is limited compared to other

Pharm Dev Technol, Early Online: 1-9

functional groups. such as amines or carboxylates. The use of SH
groups can modify certain sites within a target molecule. Such
modification would greatly increase the ability to maintain the
activity after conjugation, especially in sensitive proteins as
enzymes%. Numerous authors have pointed out the use of
succinic acid derivatives to introduce exogenous thiol groups.
Therefore, it is necessary to provoke a reaction of a —SH group
donor such as N-succinimidyl-S-acetylthioacetate (SATA) with
the monoclonal antibody. This SH reactive reagent is more
specific and reacts with free SH residues, such as thiol group of
maleimide. SATA has been used to introduce thiol groups
employing the N-hydroxysuccinimide ester. In this case, the
sulfur atom is introduced as a thioester, which is easily unblocked
with hydroxylamine. NHS ester terminal group of SATA reacts
with amino groups of the monoclonal antibody to form a stable
amide linkage. The modified antibody contains a protected SH
group. It can be stored without degradation. Since the presence of
this amine do not interfere with the subsequent formation of
disulphide and thioether bonds, the two reactions can be carried
out in the same vessel without having to remove hydroxylamine
before adding the protein to the liposome.

Deacetylated complex is incubated with liposomes and,
therefore, functionalized to recognize and attach to transferrin
receptors located on endothelial cells of the BBB** %,

The covalent attachment of antibodies to liposomes constitutes
a widely used strategy to obtain valuable tools for targeted
diagnostic and for the potential targeting of different substances
showing a great variety of potential therapeutic uses. The
determination of liposomal antibody conjugation efficiency
(number of Ig molecules per liposome or Ig mass relative to
liposome mass) is an important quality assessment parameter that
can be correlated with quantitative measures of liposomal
targeting efficiency. The successful procedure of this covalent
linkage reaction has been demonstrated once determined the
molar concentration of SH in the samples after reacting with the
Ellman’s reagent and quantified by UV-visible spectrophotom-
etry and overpass the required molar ratio 3/1 with respect to
protein content. This efficient coupling reaction between IgG and
MPB-PE liposomes has qualitatively explained by fluorescence
microscopy, CLSM and FTIR spectroscopy, as was shown in the
previous section. According to the structure, free liposomes have
a carbonyl group derived from the malcimide and anchored-Ig
liposomes show two carbonyl groups present, one from the
maleimide and the other one added after thiolation of the protein.
Therefore, this technique can discriminate immunoliposomes.

The coupling yield of 40.37% w/w, determined by sulfur
elemental microanalysis, showed that this three step strategy of
thioether linkage was satisfactorily performed. Maleimide deriva-
tives were linked to phospholipids containing free amino groups
(PE). In a second stage, liposomes were prepared with the
advantage of the high stability of the amino group containing
liposomes, which were functionalized with maleimide derivatives,
restricting these groups to the outer surface of the liposome
membrane.

Conclusions

In the current study, we report the preparation and characteriza-
tion of functionalized liposomes for brain delivery of the
treatment of brain diseases. The covalent method of coupling
IgG to liposomes via the derivatized lipid PE-MPB was
investigated, primarily due to the development of a better
method of preparing pure PE-MPB. Optimized coupling condi-
tions are shown to result in the efficient conjugation of IgG to
liposomes containing low concentrations of PE-MPB (3/1
SH:IgG). These very interesting results :mlourage further
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investigations to formulate peptide- and protein-loaded immuno-
liposomes, making targeting of liposomes as an attractive
approach for brain drug delivery. However, further biological
studies are necessary to demonstrate the effective capacity of
developed formulations.
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A comparative study of stabilising effect and antioxidant activity
of different antioxidants on levodopa-loaded liposomes
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the stability of levodopa liposomes co-loaded with three
different antioxidants (curcumin, ascorbic acid, and superoxide dismutase (SOD)). For this
purpose, multilamellar liposomes were prepared. Curcumin was added into the lipid bilayer
while ascorbic acid and SOD were placed into the aqueous phase. The influence of preparation
technique and surface charge were also investigated. Vesicles were characterised and free
radical scavenging potential was determined. From stability study, ascorbic acid showed better
stabilising effect. These co-loaded liposomes also exhibited potential radical scavenging activity
where ascorbic acid played a key role. From the study of different preparation techniques
and charge, we concluded that cationic liposomes made by Thin Layer Evaporation following
extrusion offered the best physicochemical and stability properties. A dual mechanism of these
liposomes implies the chemical stabilisation of levodopa (dose reduction) and the antioxidant
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effect, with a preventive effect on Parkinson’s disease.

1. Introduction

Parkinson's disease is a progressive neurodegenerative
disorder that affects the body movement (Diaz and
Waters 2009). This disease primarily results from the
death of dopamine-generating cells in the substantia
nigra. Although to date, the reason of cell death has
not been completely identified (Davie 2008), however,
the potential reasons for this neuronal death were
related with oxidative stress, among others (Levy et al.
2009, Butterfield et al. 2010). In last years, many authors
have evidenced in the Parkinson’s disease an excess of
ROS production, which in conjunction with dopamine
autoxidation may further enhance oxidative stress, lead-
ing to degeneration of dopaminergic neurons. Recently,
numerous monogenic forms have been identified with
mutations most of them linked with the dominant form
of the disease (Angeles et al. 2016). These gene prod-
ucts appear to be in part localised to mitochondria and
therefore may contribute towards mitochondrial dys-
function and oxidative stress.

Despite the wide variety of drugs available for the
pharmacological therapy, levodopa still remains as the
most used drug in controlling the motor symptoms of
Parkinson’s disease. This molecule, as a precursor of
dopamine, is rapidly transformed into dopamine by the

enzyme DOPA-descarboxylase when it reaches the brain
(Fahn 2008). Therefore, the efficacy of levodopa reduces
with time due to short biological half-life, metabolism,
low bioavailability, and fluctuations in plasma levels
(Thanvi and Lo 2004). Moreover, high doses of levodopa
cause oxidative stress-induced cytotoxicity, resultant
from the autoxidation of the levodopa by the free radi-
cals. At this point, the development of new drug strat-
egies with low cytotoxicity becomes crucial.

These strategies have been mainly focussed on the
combined therapies with peripheral dopa decarboxyl-
ase inhibitors and sustained release systems. However,
the presence of oxidative processes in the disease and
levodopa itself (Vieira and Gamarra 2016), has opened
up new research that has led to new strategies.

Currently, despite the antioxidant compounds pre-
vent the oxidative effects of free radicals by removing
the free radical intermediates being oxidising them-
selves, however, a wide selection of nanocarriers has
been developed to improve levodopa stability, increas-
ing its bioavailability, and protecting the drug against
the systemic degradation. Among them, liposomes are
attractive candidates for increasing the solubility and
stability of poorly soluble or unstable molecules.
They are also interesting nanocarriers for targeting
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purposes. Spuch and Navarro (2011) developed lipo-
somes which provided more effective transport and
increased levodopa concentration in the nigrostriatal
system. Other studies included several levodopa dimeric
prodrugs encapsulated in unilamellar liposomes for
intraperitoneally administration (Di Stefano et al. 2006).

Oxygen-derived toxicity has been suggested as
being involved in the pathogenesis of this disease.
Previous studies demonstrated that incorporation of
an antioxidant, such as GSH, improved chemical, and
physical stability of liposomes (Paromov et al. 2011).
These systems also revealed promising results for
the treatment of degenerative diseases, such as
Parkinson's disease, by preventing oxidative stress and
maintaining cell functioning (Yang et al. 2008).
Smeyne and Smeyne (2013) explained how the anti-
oxidant GSH was incorporated to improve liposome
stability and drug bioavailability. This study also
offered the possibility for loading levodopa and GSH
in the same liposomal formulation.

Our study was focussed on the evaluation of sev-
eral mechanisms for stabilising levodopa in aqueous
medium, in order to have a stable formulation capable
to be administered by the nasal route in a future.
With this aim, liposomes were used as stabilising
nanocarriers and also, the behaviour of three antioxi-
dant substances (curcumin, ascorbic acid, and super-
oxide dismutase (SOD)) in the formulations have been
analysed, which have been selected for their contribu-
tion in the control of Parkinson’s disease.

Curcumin is a lipophilic polyphenol with a variety
of biological activities and pharmacological actions
such as antioxidant, anti-inflammatory, antiviral, and
antifungical properties (Payton et al. 2007). As a conse-
quence of its potential anti-oxidative, anti-inflamma-
tory and anti-excitotoxic effects, curcumin may be
considered a promising therapeutic agent in the treat-
ment of Parkinson's disease (Esatbeyoglu et al. 2012).
Curcumin is an antioxidant and can protect neurons
from increased ROS production. The induction of anti-
oxidant defence mechanisms and anti-inflammatory
effect of curcumin probably plays a central role in its
neuroprotective properties (Hatcher et al. 2008).

Nagayama et al. (2004) demonstrated that ascorbic
acid is an interesting agent which enhances the bio-
availability of levodopa in elderly patients with
Parkinson's disease, possibly by increasing the acidity
of gastric fluid and intestinal juice, thus enabling more
unionised levodopa (a readily absorbable form) to
exist in the gastrointestinal tract. Other authors
(Varshosaz et al. 2014) have explained that this anti-
oxidant can be effective on neuronal cell protection

due to the effect of ROS on neuronal cell damages
and fast consumption of endogenous scavenging
antioxidants.

SOD catalyses the dismutation of superoxide anion
into molecular oxygen and hydrogen peroxide, thus
providing a primary defence against ROS. This enzyme
is present at high levels of constitutive expression in
neuromelanin-containing dopaminergic neurons of the
substantia nigra (Jin et al. 2014) but concerning to the
erythrocyte SOD activity, there are divergent results.
Dias et al. (2013) confirmed that patients who receive
levodopa therapy have lower activities of SOD in red
blood cells and higher H,0, production in neutrophils.
Probably, this significant decrease of SOD activity is
due to a persistent production of ROS by different
vias, either via the prooxidant activity of the enzyme
because it generates hydrogen peroxide, or the gene
alteration of SOD gene expression, or both of them
(Ihara et al. 1999).

The main objective of this work was focussed on
the analysis of the effect of three different antioxi-
dants (curcumin, ascorbic acid, and SOD) on the levo-
dopa stabilisation against oxidation. In addition, we
also studied the influence of including levodopa-anti-
oxidant into different lipid vesicles and their stabilising
effect on this antiparkinsonian drug. Toward this pur-
pose, we considered it worthy of interest to investi-
gate the role of the vesicle preparation method, the
conformation of the bilayer (uni- or multi-lamellar),
surface charge, and the use of niosomes as more
stable alternative vesicles than liposomes, on their
properties as drug carriers.

This study provides additional information about
levodopa co-loaded with curcumin, ascorbic acid, and
SOD, studying the stability and radical scavenging
activity of these antioxidants. This formulation pro-
posal could give a new approach to deliver levodopa
and antioxidant which could effectively treat
Parkinson’s disease together.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Curcumin, ascorbic acid, SOD, egg phosphatidylcholine
(EPC), 1,2 dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DPPQ), cholesterol (Ch), dicetyl phosphate (DCP), and
stearylamine (SA) were purchased from Sigma-Aldrich
(Madrid, Spain). Levodopa, propylene glycol (PG), and
Tween® 80 were obtained from Acofarma (Barcelone,
Spain). Chloroform, absolute ethanol, methanol, 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (Hepes),
acetonitrile HPLC degree, and glacial acetic acid were



received from Panreac Chemistry (Barcelone, Spain).
Purified water using a Milli-Q system (Millipore,
Molsheim, France) was selected as solvent for the buf-
fer solution preparation.

2.2. Preparation of multilamellar liposomes

Multilamellar vesicles were prepared as previously
reported by thin film hydration technique with slight
modifications (Maestrelli et al. 2010). Briefly, appropri-
ate amounts of EPC, Ch, and SA (5:4:1 molar ratio)
were dissolved in a chloroform/methanol (2:1) mixture
in a round-bottomed flask. The solvent was evapo-
rated using a rotary evaporator (Blchi rotavapor R-210
with Buchi Heating Bath B-491) under vacuum at 58 °C
and the lipid film was dried into a dessicator over-
night. Then, the lipid film was hydrated with a levo-
dopa solution (1 mg/mL) in an aqueous solution with
a composition according to the antioxidant used. After
adding the aqueous solution and vortex mixing five
times, vesicles were formed. All formulations were
quickly sealed in glass containers and stored in the
dark at 4°C. Although the protocol for producing the
liposomes was similar, however, there are specific
properties to be considered for incorporating the anti-
oxidant compound (curcumin, ascorbic acid, or SOD),
all of which have been described in Table 1.

Curcumin is a lipophilic polyphenol which was
added to the lipid phase of liposomes. Previous works
have demonstrated an increase in the solubility of this
compound when it contacted with a solvent mixture
specified in Table 1 (data not shown). Then, the lipid
film, containing curcumin (2mg/mL) was hydrated
with the levodopa solution (1mg/mL) in this solv-
ent mixture.

Ascorbic acid was added to the aqueous phase of
liposomes. As was reported in literature, levodopa
undergoes an oxidation process in aqueous solution.
Therefore, with this antioxidant, we studied the influ-
ence of buffer composition (Hepes and PBS buffer),
pH (74 and 6.2), and ascorbic acid concentration
(0.2-0.8 mg/mL), in order to minimise this oxidation
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phenomenon. Samples were stored at 25°C away
from light for one week.

In the case of SOD, the lipid film was hydrated with
3mL of a 0.5mg/mL SOD solution in Hepes buffer pH
7.4. This pH value is used since previous studies car-
ried out by Rengel et al. (2002) showed that SOD has
its maximum enzymatic activity at this pH.

Control liposomal formulations, without antioxi-
dants, were developed by using similar conditions of
the specific protocol that the antioxidants required.

2.2.1. Combined formulations

Once SOD-loaded liposomes were prepared, we pro-
ceeded to unify formulation of levodopa/ascorbic
acid-loaded liposomes with SOD-loaded liposomes.

Due to incompatibility of SOD to be formulated at
high temperatures and low pH, was decided to make
two formulations independently, and later unify them
in the same formulation.

2.3. Sample characterisation

Dimensional parameters and polydispersity of levo-
dopa-loaded liposomes were measured by dynamic
light scattering (DLS) using a Zetasizer Nano series
apparatus (Malvern Instruments, Malvern, UK), at 25°C
and a scattering angle of 90° after at least 1:20-fold
dilution with purified water. For the zeta potential
measurement, the Zetasizer Nano was equipped with
a dip-cell (Malvern Instruments, Malvern, UK) and this
parameter was obtained by photon correlation
spectroscopy.

In order to determine de encapsulation efficiency of
levodopa-loaded liposomes, samples were centrifuged
at 8000rpm, 60min and 4°C (Eppendorf, 5804R) to
separate the non-entrapped drug in the supernatant
from the vesicles sediment. Afterwards, this sediment
was treated with sodium dodecylsulfate for destroying
the liposomes and the entrapped drug was quantified
by HPLC (Hitachi Elite LaChrom). The analytical
method was optimised by using a column C18

Table 1. Composition of levodopa-loaded liposomes containing different antioxidants.

Curcumin Ascorbic acid Superoxide dismutase
Phospholipid EPC EPC DPPC
Place into the liposome Lipid phase Aqueous phase Aqueous phase
Antioxidant concentration (mg/mL) 2 0.2 05

Aqueous phase composition (3 mL)

PEG 400, PG, Tween 80, ethanol, and

Hepes buffer (10mM, pH 6.2) Hepes buffer (10mM, pH 7.4)

Hepes buffer pH 7.4 in volumetric

ratio 100:100:25:5
e (°C) 58

Gel-liquid transition

58 40

For curcumin and ascorbic acid, lipid composition was: EPC, Ch, and SA in 5:4.3:1 molar ratio. Curcumin was added into the lipid phase whereas ascorbic
acid was added to the aqueous solution. For SOD liposomes, lipids were: DPPC, Ch, and SA in 6:3:0.5 molar ratio. SOD was incorporated to the aqueous
compartment of vesicles.
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(Zorbax SB-C;g 150mm x 4.6 mm, 3.5 um). The mobile
phase consisted of acetonitrile:acetic acid 2%:H,0 mQ
(20:50:20 v/v/v). Absorbance was measured at 280 nm
and the flow rate was 1 mL/min. The injection volume
was 20 uL. Peak areas were measured and HPLC ana-
lysis was conducted at room temperature.

2.4. Stability evaluation

The formulations in the presence of the different antiox-
idants (curcumin, ascorbic acid, and SOD) were stored
at 4°C for 30days. Samples were collected at predeter-
mined time points (0, 2, 6, 9, 15, and 30days) and eval-
uated. The stability of liposomes against standard
solution of levodopa-antioxidant was determined by
measuring the vesicle size, Pdl, and zeta potential by
using dynamic light scattering technique and photon
correlation spectroscopy. Percentage of drug entrapped
was also measured in this time to investigate any
change in the drug content into the liposomes.

(A)

2.5. Antioxidant activity

Two different chemical methods namely ABTS and
X/XOD assays were used for evaluating the antioxidant
activity of the selected compound into the levodopa-
loaded liposomes.

2.5.1. ABTS assay

This assay has been used for measuring the antioxidant
activity as the ability to scavenge free radicals generated
in aqueous and lipophilic phases (Antolovich et al. 2002).
From this strategy, based on an electron transfer-based
procedure, the oxidation product of 2,2-azino-bis(3-eth-
ylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) is used as an oxi-
dising agent to evaluate the antioxidant activity (Pisoschi
and Negulescu 2011). The ABTS*" radical was generated
by the loss of an electron by the nitrogen atom of ABTS,
by mixing 298 mM of ABTS and 0.98mM of K,S,0g
(potassium persulfate) in purified water (Figure 1(A)).

le

Antioxidant
(i.e. Trolox)

(B) Xanthine

XOD

H,0,+Uric acid

20,

NBT-diformazan

20, NBT

l

SOD

l

0, + H,0,
Figure 1. (A) ABTS chemical reaction. (B) Xanthine/xanthine oxidase (XOD) reaction.



This solution, which has a dark blue colour, is
reduced by an antioxidant into colourless ABTS
because the nitrogen atom quenches the hydrogen
atom, yielding the solution decolorisation. The
decrease in the absorbance values was monitored and
Trolox (1.05 mg/mL in ethanol absolute) was chosen as
standard antioxidant.

Afterwards, the assay plates were prepared by
pipetting into 96-well plates. A volume of 10uL of
each sample with different concentrations for curcu-
min and ascorbic acid was diluted with 90 uL of etha-
nol to react with the fresh ABTS solution (100 pL).
Trolox standard stock solution was also prepared in
ethanol and was diluted to provide seven different
concentrations.

Then, the absorbance was measured 6 min after ini-
tial mixing (Sinergy HT Plate Reader). All measure-
ments were performed in triplicate. In the presence of
antioxidant in the sample, the blue green colour of
the ABTS®" radical cation changed to colourlessness
(decrease in absorption) because antioxidant can
reduce this radical cation into ABTS and decolorisation
of the sample was linear with increasing antioxidant
capacity of the sample studied.

The antioxidant activity was defined as EC50, indi-
cative of the equivalent concentration of antioxidant
to decrease the initial concentration of ABTS in 50%.
Finally, this parameter was expressed as: EC50 com-
pound/EC50 Trolox.

ABTS radical scavenging capacity of the sample was
calculated by the following formula:

% Radical scavenging activity
__ Absorbance of control—absorbance of sample "

100
Absorbance of control

2.5.2. Xanthine/xanthine oxidase (X/XOD) assay

Xanthine oxidase (XOD) catalyses the dismutation of
the superoxide radical (027) into hydrogen peroxide
(H,0,) and oxygen (O,) (Figure 1(B)); therefore, it pro-
vides an important defence against the toxicity of the
superoxide radical.

The SOD activity was determined using a spectro-
photometric method namely xanthine/xanthine oxi-
dase (X/XOD) assay described earlier with slight
modifications (Nagai et al. 2003). In brief, a reactive
mixture containing 160 mL of 0.1 M glycine-NaOH buf-
fer (pH 9), 6.75mL of each xanthine (3mM), EDTA
(3mM), NBT (0.75 mM), and levodopa (0.002 mM), indi-
vidually, was incubated at 20°C for 20 min. After this
time, the reaction was started by adding 6 mU of XOD
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following the incubation at 20°C for 20 min. Then,
6.75mL of 6 mM CuCl were added and the reaction
was finished to quantify the SOD activity by UV-spec-
trophotometry (Agilent 8453). In the assay, superoxide
ions (027), generated by xanthine oxidase (XOD) con-
version of xanthine to uric acid and hydrogen perox-
ide converts NBT to NBT-diformazan, which absorbs
light at 560 nm. SOD reduces the superoxide ion con-
centration and thereby lowers the rate of NBT-difor-
mazan formation. The extent of reduction in the
appearance of NBT-diformazan is a measure of SOD
activity present in an experimental sample. An enzym-
atic unit was defined as the amount of SOD required
to achieve 50% inhibition on the rate of diformazan
dye formation (Umasuthan et al. 2013).

2.6. Levodopa-ascorbic acid liposomes

Once selected ascorbic as the most effective antioxi-
dant, we proceeded to study the influence of prepar-
ation technique on the encapsulation entrapment and
stability of levodopa. In addition, we have demon-
strated previously the influence of the surface charge
of vesicles on these parameters (Villasmil et al. 2010,
2013) and for this reason, positively- and negatively-
charged liposomes were also developed.

Liposomes were prepared using a slightly modified
protocol according to our previously reported method
(Maestrelli et al. 2006) by different techniques: thin
layer evaporation (TLE), freezing and thawing (FAT),
sonication (SON), and extrusion (EXT).

Frozen and thawed multilamellar vesicles (FATMLVs)
were obtained by dipping the sample in a nitrogen
bath for 30s following in a water bath at 58°C for
30s. The sequence was repeated nine times.

Small uni-lamellar vesicles (SUV) were obtained by
sonication technique (Dua et al. 2012) submitting the
sample to sonication at 100 W for 20 min at 58°C.

Large uni-lamellar vesicles (LUV) were obtained by
extrusion technique (Berger et al. 2001). According to
this method, 3mL of MLV obtained by TLE were
placed in a miniextruder (LIPEXTM Thermobarrel
Extruder, Northern Lipids, Canada) thermostated at
58°C. Samples passed 10 times through 0.2um pore
sized polycarbonate membrane filters, under air flux
(Gonzélez-Rodriguez et al. 2016).

In addition, niosomes were also developed with the
aim to discard the presence of phospholipid as the
instability cause of formulation. They were obtained
by a similar technique than for TLE, but the phospho-
lipid was changed by appropriate amounts of
Span® 60.
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With the aim to analyse the influence of charged
lipids on levodopa-ascorbic acid-loaded vesicles, lipo-
somal formulations containing different amounts of
stearylamine (SA) and dicetyl phosphate (DCP) were
produced. It is well-known that DCP tends to increase
the vesicle size, providing negative charge and thus,
increasing the entrapment efficiency. SA, which has
been yet included in the initial composition, will be
analysed by adding higher concentration (Villasmil
et al. 2010).

2.7. In vitro release studies

In vitro release of levodopa from liposomes was per-
formed using dialysis bag method (Gonzdlez-
Rodriguez et al. 2016) wherein levodopa-loaded lipo-
somes with and without ascorbic acid (equivalent to
1mg of levodopa) were placed inside the dialysis sacs
(SpectraPor 4, MW: 12-14 KD). Standard solution of
levodopa-ascorbic acid was used as control solution.
Samples were placed into 50mL PBS buffer pH 6.4
maintained at 37°C in a shaker (IKA® RT 10) and
rotated at 50rpm. At predetermined time points,
0.5mL were withdrawn at each time point and
replaced with fresh buffer to maintain the sink condi-
tions. Then, samples were analysed using the HPLC
previously described.

3. Results and discussion

3.1. Preliminary studies for selecting the liposome
composition

In a first stage, we proceeded to select the specific
composition of vesicles in order to achieve a suitable
incorporation of the antioxidant compounds into the
formulation.

From a physicochemical point of view, levodopa is
oxidised in aqueous solution, especially at alkaline pH-
values meanwhile at acidic pH-values the stability is
significantly improved (Kankkunen et al. 2002).
Aqueous solution of levodopa saturated with air or
molecular oxygen undergoes autoxidation to melanins.
During the oxidative transformation of levodopa to
melanins, reactive oxygen radicals are produced (Kruk
et al. 1999).

In this study, curcumin was added into the lipid
bilayer. The aqueous medium of multilamellar lipo-
somes in which levodopa was dissolved, contained a
solvent mixture with solubilising properties. This mix-
ture assures curcumin to maintain dissolved in the for-
mulation. Results of the selection of this mixture have
not shown in this paper.

The stability of levodopa in aqueous solution was
also studied by adding ascorbic acid into the aqueous
compartment of vesicles in increasing concentrations.
From results obtained in Figure 2(A), we found that
using different buffer solutions and different pH, the
minimal concentration of ascorbic acid (0.2 mg/mL)
was useful to slow down the oxidation process of
levodopa while the oxidative effect was maximised as
the antioxidant concentration was increased. As
revealed Mikirova et al. (2007), there is non-linearity of
the protection time with ascorbate concentration for
high doses of ascorbic acid. This effect may be caused
by the presence of trace metal ions in the buffer used,
which formed free radicals from ascorbic acid and
additional oxidation of levodopa.

In buffer solutions at pH 7.4, 99.95% of ascorbic
acid appears as ascorbate monoanion (AscH ), 0.05%
as dihydroascorbic acid (AscH,), and 0.004% as ascor-
bate dianion (AscH?") as is illustrated in Figure 2(C).
AscH™ reacts rapidly with oxidants agents making it
and outstanding donor antioxidant (Bors et al. 1995).
AscH™ +R— Asc” +RH, AscH™ donates a hydrogen
atom to an oxidising radical to produce the reson-
ance-stabilized tricarbonyl ascorbate free radical. This
demonstrates the antioxidant effect of ascorbic acid
on levodopa. Figure 2(B) shows several images corre-
sponding to the evolution of levodopa solutions with
time when different buffer at different pH were used:
physiological pH (7.4) and pH for a future nasal
administration (6.2). It is also possible to observe that
Hepes buffer showed better results than PBS.
Quantitatively, the difference about both buffers in
minimal, but qualitatively the differences were more
patent, probably due to the buffer composition.

Once selected Hepes buffer, we can establish from
results (Figure 2) that levodopa in Hepes solution (pH
6.2) exhibited lower oxidation process than pH 7.4.
This behaviour has been reported by Kruk et al. (1999)
because when the values of pH are lower, the reaction
for producing melanin is slower. This fact is clearly
related to the state of ionisation of levodopa and
agrees with optimal values of the dissociation con-
stant of hydroxyl groups. We also emphasised that
when lower levodopa concentration was employed
(1mg/mL), there was no appreciable difference
between the solutions.

In addition, from Figure 2(C) we explored the effect
of ascorbic acid on the levodopa stability in these sol-
utions. As postulated by other authors, ascorbic acid
decreases its stability at higher pH showing a reduced
antioxidant activity (Kibbe 2009). From the equilibrium
reaction 2Asc” +H™ < AscH™ + DHA, the equilibrium
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(A) Ascorbic acid Hepes buffer PBS buffer Hepes buffer PBS buffer
concentration (mg/mL) pH 74 pH 7.4 pH 6.2 pH 6.2
0 100 100 100 100
0.2 100 90 100 70
0.3 90 70 70 60
0.4 80 70 60 40
0.5 60 60 40 20
0.6 40 50 30 0
0.7 20 0 0 0
0.8 0 0 0 0
(©) Ascorbic acid
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Figure 2. Selection of aqueous composition for levodopa-ascorbic acid loaded liposomes. (A) Percentage of levodopa recovered
in samples with increased amount of ascorbic acid in different aqueous media. (B) Images of vials containing levodopa and/or
ascorbic acid in different buffer solutions (PBS or Hepes) at different pH (6.2 or 7.4). (C) Effect of pH on ionisation of ascorbic acid

and reaction equilibria for the different forms of this antioxidant.

constant for this dismutation is pH-dependent.
Thus, higher values of pH formed more Asc™, however
at higher pH, DHA is more unstable (Buettner and
Jurkiewicz 1996).

According to these results, we selected Hepes buf-
fer pH 6.2 and 0.2 mg/mL of ascorbic acid to formulate
levodopa-loaded liposomes (1 mg/mL).

3.2. Influence of the antioxidant action on
levodopa stability

As Mason and Wricht (1949) postulated many years ago,
levodopa oxidation to melanins in aqueous medium
is visually characterised because the sample turns
from a clear to a black colour with time (Figure 2(B)),

particularly in Hepes buffer pH 7.4. Then, we selected
pH 6.2 for further studies.

Our first approach was to improve the stability of
the drug by including it into liposomes (Yadav and
Jain 2011). However, this strategy was not enough to
maintain stable the molecule: levodopa into liposomes
was degraded because the drug remains submitted to
the oxidation mechanism in the aqueous medium
(Spuch and Navarro 2011). Therefore, as previously
was demonstrated, we proceeded to add antioxidants
into the formulation (Zaitone et al. 2013). Levodopa-
loaded liposomes were combined with antioxidants as
curcumin, ascorbic acid, and SOD in order to elucidate
the contribution of the antioxidant to the formula-
tion stability.
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3.2.1. Physico-chemical parameters and encapsula-
tion efficiency

The analysis of these parameters can provide key infor-
mation about the distribution of molecules in the ves-
icular structure, as well as about the stability of the
whole system. Results obtained are detailed in Figure 3.

In the case of curcumin, this polyphenol was
included into the levodopa-loaded liposomes (Liplev-
cur) without obtaining any difference in the physico-
chemical parameters evaluated compared with the
formulation without curcumin (Liplev(cur)). However,
an important decrease in levodopa entrapment was
produced when curcumin was added into the lipid
bilayer. This can be explained considering the prepar-
ation method, by which curcumin was placed into the
bilayer and remains there, providing rigidity to the
membrane and reducing the aqueous space for enter-
ing levodopa (Choudhury et al. 2016).

A different behaviour was perceived when other
antioxidants, such as ascorbic acid or SOD, were
added into the aqueous compartment of vesicles. In
these cases, an increase in size was obtained when
the antioxidant was included, as a consequence of
adding more molecules into the aqueous phase and
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the composition of the lipid bilayer in terms of less
rigid structure (Choudhury et al. 2016).

Regarding both of these water-soluble antioxidants,
a tendency to form more homogeneous samples was
shown with ascorbic acid (Pdl 0.13) compared to
SOD (Pdl 0.9) in terms of size (Rajan et al. 2011).
This result can be explained analysing the stability of
the samples on the basis of the surface charge.
A large difference has been obtained in the zeta
potential when SOD was added, whereas with ascorbic
acid, the surface charge of vesicles was maintained.
From results obtained, we suggested that stable for-
mulations were obtained with both antioxidants, since
zeta potential values closed to 30 mV were produced
(Villasmil et al. 2010).

Finally, an improvement in the encapsulation effi-
ciency of levodopa was obtained after addition the
ascorbic acid. Probably, this feature was indicative of
the protecting action of the antioxidant from oxida-
tion to levodopa, trapping the free radicals produced
by the drug in its autooxidation process (Butterfield
and Louderback 2002).

Although levodopa-ascorbic acid-loaded liposomes
were selected on the basis of above favourable
results, an additional analysis was carried out to SOD

Pdl

Percentage of levodopa entrapped O

Figure 3. Characterization parameters of liposomal formulation with levodopa and the antioxidants selected for the study. Liplev
(cur), Liplev (AA), and Liplev (SOD) refer to liposomes without antioxidant but made with their composition. Liplev-cur, Liplev-AA,
and Liplev-SOD refer to levodopa-antioxidant co-loaded liposomes. (A) Vesicle size (nm). (B) Polydispersity index. (C) Zeta potencial

value (mV). (D) Percentage of entrapment (%).



liposomes. Because the vesicular size obtained was very
large (Figure 3(A)), these samples were extruded and
the effect of extrusion on Pdl and zeta potential values
was evaluated. The extrusion process produced a
decrease in the liposome size (707.1 +14.50 nm) accord-
ing to the pore diameter used (800nm). Similarly, Pdl
was reduced (0.06+0.01), indicating a homogeneous
sample. Likewise, zeta potential values were lower than
the non-extruded batch, in agreement with Villasmil
et al. (2010) who demonstrated that in the extruded lip-
osomes, the initial bilayer structure is reorganised, and
the charges can be oriented so that neutralisation with
the medium is favoured, causing lower zeta potential
values. Globally, we can conclude that in this case, the
extrusion process enhances the stability and homogen-
eity of the sample.

3.2.2. Stability studies

A comparative study about the stabilising effect of
each antioxidant on the levodopa oxidation was real-
ised. Samples were stored at 4°C and protected from
light, and were quantified for levodopa content at pre-
determined times along 30days. Liposomal samples
were purified by centrifugation and only the fraction
inside liposomes was analysed (PDE). Figure 4(A) and
(B) shows a fast degradation of levodopa from stand-
ard solutions (Stlev-cur and Stlev-AA) with time, while
levodopa-loaded liposomes (Liplev-cur and Liplev-AA)
practically remain stable for at least 6days and then
decreases. This result suggested that levodopa
included in liposomes was more stable than free drug,
indicating a stabilising effect of liposomes for levo-
dopa (Yang et al. 2007).

The comparative analysis among the antioxidants
exhibited a decrease of levodopa stability in the pres-
ence of curcumin. As it is well-know, this polyphenol
has poor stability in neutral or alkaline solutions,
showing low antioxidant capacity against levodopa
with time (Chen et al. 2009). This is the cause why cur-
cumin is not able to have an effective antioxidant
activity on levodopa under the conditions in which
the liposomes have been prepared (Goel et al. 2008).
Visually, we can also see how levodopa undergoes
almost complete degradation in a few days, even in
the presence of the antioxidant (Figure 4(A)).

However, after formulated Levodopa-ascorbic acid-
loaded liposomes, the drug remained stable for nine
days and after twelve days it started to decrease. This
was mainly explained because ascorbic acid decreases
its antioxidant capacity with time. As was previously
detailed, the antioxidant activity of ascorbic acid
derives from the displacement of ascorbic acid to its
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Figure 4. Evolution of percentage of levodopa recovered for
30days from: (A) Standard solution of levodopa + curcumin
(Stlev-cur) and levodopa-curcumin-loaded liposomes (Liplev-
cur). (B) Standard solution of levodopa + ascorbic acid (Stlev-
AA) and levodopa-ascorbic acid-loaded liposomes (Liplev-AA).
(C) Levodopa-ascorbic acid-loaded liposomes (Liplev-AA),
levodopa-ascorbic-SOD-loaded  liposomes  (Liplev-AA-SOD),
and levodopa-ascorbic-loaded liposomes and SOD-loaded lipo-
somes, both together (Liplev-AA -+ Lip-SOD). (D) Comparative
analysis of the area under the curve of the stability analysis of
all formulations studied.
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oxidised form dehydroascorbic, combating free radi-
cals produced by levodopa. As days go by, the bal-
ance between ascorbic acid and dehydroascorbic acid
is displaced to the right side, the ascorbic acid becom-
ing the dehydroascorbic acid, which is its oxidised
form and losing its capacity of free radical scavenger.

Finally, recovery profiles of levodopa-ascorbic
acid-in liposomes containing SOD show identical
behaviour in all formulations, remaining constant for
the first 9days and starting to decrease from day
12th, as shown in Figure 3(C). From these profiles, we
can conclude that there are no significant differences
between ascorbic acid formulation and ascorbic
acid-SOD formulation.

With this approach, an interesting study was car-
ried out in order to determine if the enzymatic activ-
ity of SOD was maintained during the 30days of
assay. This analysis contributed to enlarge the know-
ledge about the integrity of this sensitive molecule.
While in SOD-loaded liposomes, this activity was sta-
ble for 6 days (showing values of 46.43, 38.5, and 8.51
for 0, 2, and 6days, respectively) Levodopa-ascorbic
acid-SOD-loaded liposomes lacked from the antioxi-
dant activity of SOD. This result was attributable to
the higher temperature (58°C) and lower pH (6.2)
employed for liposomes elaboration, which could
affect the enzymatic activity, removing the antioxi-
dant role. In SOD-loaded liposomes, the enzymatic
activity SOD was decreasing because the pH affects
the stability of the enzyme, causing a possible
denaturation. On the other hand, the presence of the
ions constituents of the Hepes buffer also affects elec-
trostatic interactions, an important factor to be con-
sidered in the prevention of denaturation, as stated
by Jiménez et al. (2014). Therefore, results obtained in
this study throw out the idea that both the levodopa
concentration and the enzymatic activity are affected
significantly over time, mainly due to the liquid state
in which they are found.

Hence, we can conclude that favourable results are
not appreciated after adding SOD to the liposome for-
mulation of levodopa and ascorbic acid.

An additional analysis among the stability profiles
was realised by comparing them applying the amodel-
istic parameter area under curve from which, a clear
idea we can obtain concerning to the cumulative
amount (%) of levodopa recovered in the time ana-
lysed (Figure 4(D)). Three interesting features we can
highlight: firstly, there is no difference between lipo-
somes (Liplev-cur) and standard solution (Stlev-cur) in
the case of curcumin; secondly, an important stabilis-
ing effect of liposomes was denoted in the case of

ascorbic acid (Liplev-AA) compared to standard solu-
tion (Stlev-AA); and thirdly, all the alternatives assayed
for including SOD into the formulations behaved simi-
larly to ascorbic-levodopa liposomes (Liplev-AA-SOD
and Liplev-AA + LipSOD).

3.2.3. Antioxidant activity: ABTS y X/XOD

Concentration dependence was found in the ABTS
radical scavenging assay, as shown in Figure 5(A). The
activity increased as the concentration increased for
each sample. In this assay, curcumin samples at
9.26 ng/mL concentration showed 72.3% and 33.7%
for Liplev-cur and Lipcur, respectively, while trolox
used as a standard antioxidant showed 91.8% scav-
enging activity at this concentration. In addition,
ascorbic acid samples (liposomes and niosomes)
showed similar scavenging activity than trolox (92%
aprox.) but using lower antioxidant concentration
(7.6 ng/mL) than trolox (9.26 ng/mL).

Moreover, the EC50 values for all the samples
against ABTS radicals are given in Figure 5(B). They
exhibited varying degrees of scavenging activity.
Ascorbic acid samples showed EC50 at a lower con-
centration than 0.5ug/mL while curcumin liposomes
showed antioxidant activity as similar to ascorbic acid
group with EC50 at 5upg/mL. The lowest EC50 (0.23
and 0.38 for liposomes and niosomes, respectively)
was indicative that ascorbic acid was more effective
than Trolox (EC50 1), indicating its ability to act as a
scavenger at low concentrations, compared to
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Figure 5. (A) Percentage of ABTS scavenging versus the In
antioxidant concentration. (B) EC50 values of the different for-
mulations evaluated by using as reference Trolox.



curcumin samples, which showed EC50 ranging from 3.4
to 10.8. This result can be explained because curcumin
is not able to capture free radicals produced by levo-
dopa in aqueous medium. In this medium, curcumin
waste its capacity to remove free radicals when it is in
the enolic tautomeric form (Goel et al. 2008). Liposomes
were obtained at physiological pH, and curcumin at this
pH is found in keto tautomeric form, acting as a power-
ful donor of hydrogen atoms and avoiding the free radi-
cals capture (Jovanovic et al. 1999). Similar EC50 values
for ascorbic acid-levodopa liposomes and niosomes
were indicative of the strong antioxidant effect of ascor-
bic acid, since it covers this activity as for levodopa as
for phospholipids inside liposomes.

Finally, the effects of ascorbic acid-levodopa and
liposomal ascorbic acid-levodopa on SOD activity
were evaluated. The antioxidant activity was deter-
mined indirectly, evaluating the supernatant of the
lipid vesicles. A higher antioxidant activity was
obtained when the sample was extruded (46.58%)
compared to the conventional vesicles (35.38%). These
results are in agreement to Umasuthan et al. (2013),
who obtained SOD activity of 40%. Liposomes with
SOD have a favourable enzymatic activity, and can be
used as an antioxidant agent in ROS. Therefore, the
extrusion process, by which unilamellar vesicles with
an aqueous compartment is obtained, is favourable to
encapsulate this type of hydrophilic substances. To
obtain a 100% activity, references recommend the use
of temperatures of 20°C and pH 9 (Umasuthan et al.
2013). However, these conditions are not possible for
the preparation of liposomes, since for the formation
of lipid vesicles a transition temperature between 40
and 58°C is needed and the pH must be similar to
physiological for its subsequent administration in
humans (Gonzalez-Rodriguez et al. 2016).

3.3. Optimization stage

Based on our experience, we decided to select TLE as
the adequate preparation method for producing lipo-
somes with a cationic surface charge. At this point, sev-
eral experiments were planned in order to corroborate
this rule, by analysing the effect of some preparation
methods and the surface charge on liposomal proper-
ties such as zeta potential and encapsulation efficiency.
As shown in Table 2, both variables (method and sur-
face charge) affected the stability of formulations.

As was observed, multilamellar vesicles followed a
logical sequence in the obtaining of more cationic
zeta potential as the SA amount increased, and more
negatively charged as the DCP increased. However, in
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the small unilamellar liposomes (C), the trend was dif-
ferent in the case of SA.

To explain the PDE variable, we considered the
ionisation properties of levodopa (pKa: 2.32; Log
P: —2.39) and ascorbic acid (pKa 4.74; Log P: —2.24).
Both substances are placed in the aqueous medium
(Hepes pH 6.2) of liposomes. We hypothesised that
cationic liposomes are favourable to improve the
entrapment of the drug by electrostatic interaction. As
Villasmil et al. (2010) explained, this increase in the
entrapment efficiency occurs because SA may affect
specific characteristics such as the membrane perme-
ability or the electric charge density. However, there is
a critical amount of SA (1.66) above which the drug
was leaked or non-entrapped, probably due to the sat-
uration of the lipid system. Some authors have dem-
onstrated that the presence of the positive charge in
the lipid bilayer produces a change in the lateral pack-
ing of the liposome bilayer causing a decrease in the
entrapment efficiency (Pavelic et al. 2005). Similarly
with DCP, lower negative values enhance the levo-
dopa encapsulation. The drug encapsulation in these
liposomes was lower than positive liposomes, prob-
ably due to the direct relationship between charge
and the ionisation of levodopa (Manosroi et al.
2002, 2004).

The encapsulation of both molecules (i.e. levodopa
and ascorbic acid) resulted in appreciable increase of
size for MLV and FAT vesicles, in agreement with
authors as Maestrelli et al. (2006). Moreover, SUV
vesicles showed the lowest PDE compared with the
other types of liposomes: the reduced volume of the
aqueous compartment, with respect to the other for-
mulations can be considered the main factor respon-
sible for this result.

Finally, the entrapment of drug in niosomes fol-
lowed the same trend than liposomes in the case of
cationic systems. However, the addition of DCP into
the surfactant bilayer gave rise to a higher leakage of
levodopa and lower encapsulation efficiency.

Therefore, we can conclude that cationic and muilti-
lamellar vesicles by TLE, FAT, and niosomes, composed
of PC:Ch:SA (6.6:10:0.75) mmolar ratio and niosomes
composed of Span® 60:Ch:SA (4.6:10:0.75) offered the
best encapsulation efficiency of levodopa, and an
adequate surface charge (about 20 mV) to assure phys-
ical stability.

Once optimal techniques and charge agent are
selected, we decided to increase levodopa concen-
tration (2mg/mL) to improve encapsulation effi-
ciency. In this sense, results showed that whereas
increased levodopa concentration produced higher
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Table 2. (A) Physico-chemical properties (size, zeta potential, and polydispersity index) and percentages of
levodopa entrapped (PDE) in vesicles made from different preparation methods and varying the type and
amount of charged lipid. (B) Influence of the extrusion process on the encapsulation efficiency of levo-

dopa-ascorbic acid-loaded liposomes.

SA (mg) DCP (mg) Size (nm) Pdl Zeta potential (mV) PDE (%)
(A)
TLE
0.83 - 2015+0.7 0.88+0.20 8.76 + 0.66 35.64+0.25
1.66 = 2210+ 0.6 0.13+0.07 22.90+0.04 43.15+0.01
333 - 2432+09 0.23£0.18 29.50+0.46 26.32+0.17
- 0.83 172105 0.29+0.07 14.51+051 33.77+0.29
= 1.66 1090+ 0.7 0.94+0.10 —23.22+0.53 27.54+0.12
- 333 1303+£03 0.88+0.20 —27.56 +2.05 24.45+0.04
FAT
0.83 - 969+ 0.6 0.79+0.51 9.39+1.50 3434+0.14
1.66 - 949+ 0.6 0.53£0.07 15.23+0.04 40.11£0.05
333 - 708+038 1.00+£0.31 27.06+2.24 29.80+0.05
e 0.83 832+09 0.69+0.32 —15.5+0.81 32.81+0.36
- 1.66 709+03 1.00+0.43 —23.2+0.52 17.73£0.21
- 0.33 747+03 0.15+0.05 ~245+187 1744011
SON
083 = 354+06 0.11£0.03 17.23+0.09 11.05£0.05
1.66 - 328+08 0.12£0.02 23.11+0.08 13.13£0.08
333 = 342+0.1 0.10+0.02 21.23+0.01 16.08 0.1
= 0.83 302+03 0.16+0.03 —12.38+0.62 8.67+0.04
- 1.66 315+05 0.12+0.01 —~15.18+0.07 7.59+0.21
- 033 335+08 0.21+0.03 -21.08 +0.95 6.54+0.17
Niosomes
0.83 - 1225407 071£0.24 4.93+0.09 29.71£0.05
1.66 - 12316+ 09 0.23+0.06 20.47+1.31 40.08+0.01
333 = 10357+ 0.6 0.38+0.01 27.14+1.35 31.29+0.12
- 0.83 11345+ 0.6 0.21+£0.14 —18.48+0.56 8.07£0.06
- 1.66 12254+0.1 0.71+£023 ~6.17+0.77 9.24+0.02
= 333 12316+0.2 0.20+0.06 —4.93+0.59 6.17£0.01
(8)
Extrusion Size +SD Pdl+SD Zeta+ SD PDE +SD
No 2248+ 0.02 0.17 £0.03 224+0.08 45.32+0.02
Yes 647 +0.05 0.13 +0.07 23.23+0.07 62.4+0.01

TLE: thin and layer evaporation; FAT: freezing and thawed; SON: sonication; NIO:

the techniques.

encapsulation efficiency by TLE (45.32+0.02%), the
value decreased by FAT technique (30.59+0.12). Some
authors as Kumar et al. (2011) studied the ability of
multillamelar vesicles obtained by TLE method to pro-
tect hidrophilic drugs with an apolar radical.

Note finally the higher vesicular size of the sam-
ples analysed and the drawbacks to further adminis-
ter them by the nasal route. Based on this feature
(sizes higher than 1 um in TLE, FAT, and niosomes),
we proceeded to submit the samples to an extrusion
process with the aim to reduce and homogenise
the sizes to adequate sizes. Obviously, a decrease
in size was observed after the extrusion process
(Table 2(B)).

Size reduction mechanism was suggested to pro-
vide vesicles with smaller size when the pore size was
0.8 um. However, smaller pore sizes (0.2 um) resulted
in vesicle diameters slightly bigger than the nominal
pore size. This can be attributed to elastic deformation
of the liposome spheres to ellipsoid shape (Lesieur
et al. 1991), which pass easier through the pores.

niosomes by TLE (NIO). N=3 for all

Despite the size reduction, during stepwise extru-
sion, an increase in the PDE was produced (Table
2(B)). According to Schneider et al. (1996) and
Gonzdlez-Rodriguez et al. (2012), these results are
explained based on the mechanism of extrusion pro-
cess on vesicles, because vesicles suffer structural
reorganisation during passage through the filters,
which cause better drug entrapment.

In order to obtain information on levodopa release
from these cationic extruded liposomes, with and
without ascorbic acid and compare them with stand-
ard solution, the dialysis method was used. The in
vitro-release profiles of levodopa obtained from the
different formulations are shown in Figure 6. The
obtained results demonstrated one sudden burst
release step followed by a gradual release up to 3h in
the liposome formulations. The burst release was due
to the free drug outside the vesicles, which was higher
in that formulation with lower encapsulation percent-
age (see Figure 3). The gradual release of the drug
from liposomes could be ascribed to the hydrophilicity
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Figure 6. Dialysis release of levodopa from standard solution
with ascorbic acid (squares) and liposomes with (triangles) and
without ascorbic acid (diamonds).

of levodopa and its diffusion time through the lipid
bilayer until reach the dissolution medium. This slight
difference could be attributable to the differences in
the vesicle size when the hydrophilic antioxidant was
added to the formulation. Similar findings were noted
recently by Cortesi et al. (2017) who showed that levo-
dopa and co-drugs loaded nanostructure systems pro-
vided a controlled drug release and an increase of
stability against the enzymatic action.

4, Conclusions

Our findings further confirmed ascorbic acid as a
strong antioxidant compound compared to curcumin.
Liposomal and niosomal formulations, containing
Hepes buffer pH 6.2 and ascorbic acid in the aqueous
phase, enhanced the stability of levodopa (1 mg/mL)
in this aqueous medium. The addition of cationic
charge and the extrusion of vesicles also contribute
directly in the increase of levodopa entrapped and so
to the enhancement of antioxidative properties of the
formulation.

To conclude, delivery of levodopa in addition to
ascorbic acid with the aid of cationic extruded lipo-
somes can be a potential therapeutic strategy for
Parkinson’s disease after suitable conditioning the for-
mulations into an adequate solid vehicle which pro-
vide a sustained drug release for nasal delivery. This
approach will be the purpose of future studies.

Acknowledgements

The authors gratefully thank the technical staff of Biology
Service (SGI, Universidad de Sevilla) for the services offered.

JOURNAL OF MICROENCAPSULATION @ 369

Disclosure statement

No potential conflict of interest was reported by the authors.

References

Angeles, D.C,, et al,, 2016. Antioxidants inhibit neuronal tox-
icity in Parkinson's disease-linked LRRK2. Annals of clinical
and translational neurology, 3 (4), 288-294.

Antolovich, M., et al., 2002. Methods for testing antioxidant
activity. The analyst, 127 (1), 183-198.

Berger, N., et al, 2001. Filter extrusion of liposomes using
different devices: comparison of liposome size, encapsula-
tion efficiency, and process characteristics. International
Jjournal of pharmaceutics, 223 (1-2), 55-68.

Bors, W., Michel, C. and Schikora, S., 1995. Interaction of fla-
vonoids with ascorbate acid determination of their univa-
lent redox potentials. A pulse radiolysis study. Free radical
biology and medicine, 19 (1), 45-52.

Buettner, GRR. and Jurkiewicz, B.A, 1996. Catalytic metals,
ascorbate and free radicals: combinations to avoid.
Radiation research, 145 (5), 532-541.

Butterfield, D.A. and Louderback, C.M., 2002. Lipid peroxida-
tion and protein oxidation in Alzheimer's disease brain:
potential causes and consequences involving amyloid
beta-peptide-associated free radical oxidative stress. Free
radical biology and medicine, 32 (11), 1050-1060.

Butterfield, D.A.,, Bader Lange, M.L. and Sultana, R, 2010.
Involvements of the lipid peroxidation product, HNE, in
the pathogenesis and progression of Alzheimer's disease.
Biochimica et biophysica acta, 1801 (8), 924-929.

Chen, C, et al,, 2009. An in vitro study of liposomal curcu-
min: stability, toxicity and biological activity in human
lymphocytes and Epstein-Barr virus-transformed human
B-cells. International journal of pharmaceutics, 366 (1-2),
133-139.

Choudhury, S.T., et al,, 2016. Vesicular (liposomal and nano-
particulated) delivery of curcumin: a comparative study
on carbon tetrachloride-mediated oxidative hepatocellular
damage in rat model. International journal of nanomedi-
cine, 11, 2179-2193.

Cortesi, R, et al, 2017. L-dopa co-drugs in nanostructured
lipid carriers: a comparative study. Materials science and
engineering C, materials for biological applications, 72,
168-176.

Davie, CA, 2008. A review of Parkinson's disease. British
medical bulletin, 86 (1), 109-127.

Di Stefano, A, et al., 2006. Maleic- and fumaric-diamides of
(0,0-diacetyl)-L-Dopa-methylester as anti-Parkinson pro-
drugs in liposomal formulation. Journal of drug targeting,
14 (9), 652-661.

Dias, V., Junn, E. and Mouradian, M.M., 2013. The role of oxi-
dative stress in Parkinson's disease. Journal of Parkinson's
disease, 3 (4), 461-491.

Diaz, N.L. and Waters, C.H., 2009. Current strategies in the
treatment of Parkinson's disease and a personalized
approach to management . Expert review of neurothera-
peutics, 9 (12), 1781-1789.

Dua, J,, Rana, A. and Bhandari, A., 2012. Liposomes: methods
of preparation and applications. International journal of
pharmaceutical research, 3 (2), 14-20.



370 (&) E.GARCIA ESTEBAN ET AL

Esatbeyoglu, T., et al.,, 2012. Curcumin-from molecule to bio-
logical function. Angewandte chemie international edition,
51 (22), 5308-5332.

Fahn, S. 2008. The history of dopamine and Levodopa in
the treatment of Parkinson's disease. Movement disorders,
23 (S3), S497-S508.

Goel, A, Kunnumakkara, A.B. and Aggarwal, B.B, 2008.
Curcumin as  “curcumin” from kitchen to clinic.
Biochemical pharmacology, 75 (4), 787-809.

Gonzélez-Rodriguez, M.L,, et al., 2012. Applying the Taguchi
method to optimize sumatriptan succinate niosomes as
drug carriers for skin delivery. Journal of pharmaceutical
sciences, 101 (10), 3845-3863.

Gonzélez-Rodriguez, M.L,, et al., 2016. Deformability proper-
ties of timolol-loaded transfersomes based on the extru-
sion mechanism. Statistical optimization of the process.
Drug development and industrial pharmacy, 42 (10),
1683-1694.

Hatcher, H,, et al., 2008. Curcumin: from ancient medicine to
current clinical trials. Cellular and molecular life sciences,
65 (11), 1631-1652.

Ihara, Y., et al., 1999. Hydroxyl radical and superoxide dismu-
tase in blood of patients with Parkinson’s disease: rela-
tionship to clinical data. Journal of the neurological
sciences, 170 (2), 90-95.

Jiménez, D, Clavijo, Y. and
Desnaturalizacion de proteinas. Thesis
University.

Jin, H, et al, 2014. Mitochondria-targeted antioxidants for
treatment of Parkinson's disease: preclinical and clinical
outcomes. Biochimica et biophysica acta, 1842 (8),
1282-1294.

Jovanovic, S.V,, et al, 1999. H-atom transfer is a preferred
antioxidant mechanism of curcumin. Journal of the
American chemical society, 121 (41), 9677-9681.

Kankkunen, T., et al., 2002. Improved stability and release
control of levodopa and metaraminol using ion-exchange
fibers and transdermal iontophoresis. European journal of
pharmaceutical sciences, 16 (4-5), 273-280.

Kibbe, A., 2009. Ascorbic acid. In: R.Rowe, P. Sheskey, and M.
Quinn, eds. Handbook of pharmaceutical excipients. 6th ed.
Great Britain: Pharmaceutical Press and American
Pharmacists Association, 43-46.

Kruk, I, et al., 1999. Formation of active oxygen species dur-
ing autoxidation of dopa. Chemosphere, 39 (3), 443-453.
Kumar, K, et al.,, 2011. Stability of liposomes. Pharmanest, 2

(4), 0541-2231.

Lesieur, S., et al, 1991. Size analysis and stability study of
lipid vesicles by high-performance gel exclusion chroma-
tography, turbidity and dynamic light scattering.
Analytical biochemistry, 192 (2), 334-343.

Levy, O.A., Malagelada, C. and Greene, L.A., 2009. Cell death
pathways in Parkinson's disease: proximal triggers, distal
effectors, and final steps. Apoptosis, 14 (4), 478-500.

Maestrelli, F., et al.,, 2006. Effect of preparation technique on
the properties of liposomes encapsulating ketoprofen-cy-
clodextrin complexes aimed for transdermal delivery.
International journal of pharmaceutics, 312 (1-2), 53-60.

Maestrelli, F., et al, 2010. New “drug-in cyclodextrin-in
deformable liposomes” formulations to improve the thera-
peutic efficacy of local anaesthetics. International journal
of pharmaceutics, 395 (1-2), 222-231.

2014.
Bogota

Beltran, D,
(PhD).

Manosroi, A., Podjanasoonthon, K. and Manosroi, J., 2002.
Development of novel topical tranexamic acid liposome
formulations. International journal of pharmaceutics, 235
(1-2), 61-70.

Manosroi, A, Kongkaneramit, L. and Manosroi, J, 2004.
Characterization of amphotericin B liposome formulations.
Drug development and industrial pharmacy, 30 (5), 535-543.

Mason, H.S. and Wricht, CJ., 1949. Chemistry of melanin. V.
Oxidation of dihydroxyphenylalanine by tyrosinase. The
Jjournal of biological chemistry, 180 (1), 235-247.

Mikirova, N.A, Jackson, J.A. and Riordan, N.H., 2007. The
effect of high dose IV vitamin C on plasma antioxidant
capacity and level of oxidative stress in cancer patients
and healthy subjects. Journal of orthomolecular medicine,
22 (3), 153-160.

Nagai, T, et al.,, 2003. Preparation and antioxidant properties
of water extract of propolis. Food chemistry, 80 (1), 29-33.

Nagayama, H,, et al.,, 2004. The effect of ascorbic acid on the
pharmacokinetics of levodopa in elderly patients with
Parkinson disease. Clinical neuropharmacology, 27 (6),
270-273.

Paromov, V. et al, 2011. Protective effect of liposome
encapsulated glutathione in a human epidermal model
exposed to a mustard gas analog. Journal of toxicology,
2011, 1-11.

Pavelic, Z, et al., 2005. Development and in vitro evaluation
of a liposomal vaginal delivery system for acyclovir.
Journal of controlled refease, 106 (1-2), 34-43.

Payton, F., Sandusky, P. and Alworth, W.L., 2007. NMR study
of the solution structure of curcumin. Journal of natural
products, 70 (2), 143-146.

Pisoschi, A.M. and Negulescu, G.P., 2011. Methods for total
antioxidant activity determination: a review. Biochemistry
& analytical biochemistry, 01 (01), 106.

Rajan, R, et al.,, 2011. Transferosomes - a vesicular transder-
mal delivery system for enhanced drug permeation.
Journal of advanced pharmaceutical technology and
research, 2 (3), 138-143.

Rengel, R, et al., 2002. High efficiency entrapment of super-
oxide dismutase into mucoadhesive chitosan-coated lipo-
somes. European journal of pharmaceutical sciences, 15 (5),
441-448.

Schneider, T., et al, 1996. Surface modification of continu-
ously extruded contrast-carrying liposomes: effect on their
physical properties. International journal of pharmaceutics,
132 (1-2), 9-21.

Smeyne, M. and Smeyne, R.J., 2013. Glutathione metabolism
and Parkinson's disease. free radical biology and medicine,
62, 13-25.

Spuch, C. and Navarro, C, 2011. Liposomes for targeted
delivery of active agents against neurodegenerative dis-
eases (Alzheimer's disease and Parkinson's disease).
Journal of drug delivery, 2011, 1.

Thanvi, BR. and Lo, T., 2004. Long term motor complications
of levodopa: clinical features, mechanisms, and manage-
ment strategies. Postgraduate medical journal, 80 (946),
452-458,

Umasuthan, N, et al, 2013. A manganese superoxide dismu-
tase with potent antioxidant activity identified from
Oplegnathus fasciatus: genomic structure and transcrip-
tional characterization. Fish shellfish immunology, 34 (1),
23-37.



Varshosaz, J., et al, 2014. Niosomes of ascorbic acid and
a-tocopherol in the cerebral ischemia-reperfusion model
in male rats. Biomed research international, 2014, 1.

Vieira, D.B. and Gamarra, L.F., 2016. Getting into the brain:
liposome-based strategies for effective drug delivery
across the blood-brain barrier. International journal of
nanomedicine, 11, 538-5414.

Villasmil, S., et al, 2010. Positively and negatively charged
liposomes as carriers for transdermal delivery of sumatrip-
tan: in vitro characterization. Drug development and indus-
trial pharmacy, 36 (6), 666-675.

Villasmil, S., Rabasco, AM. and Gonzilez-Rodriguez, M.L,,
2013. Thermal and *'P NMR studies to elucidate sumatrip-
tan succinate entrapment behavior in phosphatidylcho-
line/cholesterol liposomes. Comparative *'P NMR analysis

JOURNAL OF MICROENCAPSULATION @ 3n

on negatively and positively-charged liposomes. Colloids
and surfaces B: biointerfaces, 105, 14-23.

Yadav, A. and Jain, DK, 2011. Preparation and characteriza-
tion of microparticulate system of propranolol hydrochlor-
ide. Journal of drug delivery and therapeutics, 1 (2), 15-20.

Yang, T., et al., 2007. Liposome formulation of paclitaxel with
enhanced solubility and stability. Drug delivery, 14 (5),
301-305.

Yang, H. et al,, 2008. Preparation, characterization, and use
of antioxidant-liposomes. Methods in molecular biology,
477 (1), 277-292.

Zaitone, S.A,, Hammad, L.N. and Farag, N.E., 2013. Antioxidant
potential of melatonin enhances the response to L-dopa in
1-methyl 4-phenyl 1,2,3,6-tetrahydropyridine-parkinsonian
mice. Pharmaceutical reports, 65 (5), 1213-1226.







