FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Y TECNOLOGIA FARMACEUTICA

NANOPARTICULAS DE PLGA:

UNA APORTACION INNOVADORA EN EL
USO TERAPEUTICO DE CANNABINOIDES

Memoria presentada por Inmaculada Mufioz Rubio para

optar al Grado de Doctor por la Universidad de Sevilla

Sevilla, 2013






A

fes

o .
v A

FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Y TECNOLOGIA FARMACEUTICA

Memoria presentada por Inmaculada Mufioz Rubio para

optar al Grado de Doctor por la Universidad de Sevilla

Fdo. Inmaculada Mufioz Rubio

Ve B®
Las Directoras de la Tesis Doctoral

Fdo. Dra. Mercedes Fernandez Arévalo  Fdo. Dra. M2 de los Angeles Holgado Villafuerte

Profesora Titular de Universidad Profesora Titular de Universidad
Departamento de Farmacia Departamento de Farmacia
y Tecnologia Farmacéutica y Tecnologia Farmacéutica

Fdo. Dra. Lucia Martin Banderas

Contratada Postdoctoral Excelencia
Junta de Andalucia

Departamento de Farmacia

y Tecnologia Farmacéutica






FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Y TECNOLOGIA FARMACEUTICA

D2 MERCEDES FERNANDEZ AREVALO, Profesora Titular de Universidad del
Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de
la Universidad de Sevilla, D* M@ ANGELES HOLGADO VILLAFUERTE, Profesora
Titular de Universidad del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla y D® LUCIA MARTIN BANDERAS,
Contratada Postdoctoral de Excelencia de la Junta de Andalucia en el Departamento de
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de

Seuvilla,

CERTIFICAN: gue la memoria que se presenta para optar al grado de Doctor por
la Universidad de Sevilla, realizada por la Licenciada en Farmacia
D2 Inmaculada Mufioz Rubio, cuyo titulo es “NANOPARTICULAS
DE PLGA: UNA APORTACION INNOVADORA EN EL USO
TERAPEUTICO DE CANNABINOIDES” ha sido realizada bajo la
direccion de las profesoras que suscriben y redne todos los

requisitos para su juicio y calificacion.

Para que conste, y a peticion de la interesada, firmamos el

presente en Sevilla, a Febrero de dos mil trece.

D2 Mercedes Fernandez Arévalo D2 Maria de los Angeles Holgado Villafuerte

D2 Lucia Martin Banderas






A

fes

o .
v A

FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Y TECNOLOGIA FARMACEUTICA

D2 Maria Luisa Gonzalez Rodriguez, Profesora Titular de Universidad y Directora del
Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de
la Universidad de Sevilla,

CERTIFICA: que la Tesis Doctoral elaborada por la Licenciada en Farmacia D?
Inmaculada Mufioz Rubio, ha sido dirigida por la Dra. Mercedes
Fernandez Arévalo, la Dra. Maria de los Angeles Holgado
Villafuerte y la Dra. Lucia Martin Banderas, habiéndose realizado
en el Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica,

cumpliendo todas las normas vigentes.

Para que conste, y a peticion de la interesada, firmo el presente en

Sevilla, a Febrero de dos mil trece.

D2 Maria Luisa Gonzalez Rodriguez

Sevilla, Febrero 2013






A

s

o
i <

FACULTAD DE FARMACIA

DEPARTAMENTO DE FARMACIA
Y TECNOLOGIA FARMACEUTICA

El Consejo de Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad

de Sevilla,

INFORMA: gue la memoria presentada para optar al grado de Doctor,
realizada por la Licenciada en Farmacia D® Inmaculada Mufioz
Rubio, cuyo titulo es “NANOPARTICULAS DE PLGA: UNA
APORTACION INNOVADORA EN EL USO TERAPEUTICO DE
CANNABINOIDES”, bajo la direcciéon de la Dra. Mercedes
Fernandez Arévalo, la Dra. Maria de los Angeles Holgado
Villafuerte y la Dra. Lucia Martin Banderas, reline todos los

requisitos necesarios para ello.

Para que conste, y a peticion de la interesada, se firma el presente

en Sevilla, a Febrero de dos mil trece.






A mi Familia






La realizacion de la presente Tesis Doctoral es resultado del esfuerzo
conjunto de muchas personas que me han apoyado y ayudado durante este
largo y, en ocasiones, arduo camino de dedicacién y trabajo. Por ello,
aprovecho estas lineas para expresarles mi mas profundo y sincero

agradecimiento.

En primer lugar, me gustaria dar las gracias a mis directoras, Dra.
Mercedes Fernandez Arévalo, Dra. M@ Angeles Holgado Villafuerte y Dra.
Lucia Martin Banderas, por brindarme la oportunidad de trabajar con ellas,
proporcionarme la formacién cientifica y dirigir esta Tesis. Mercedes, gracias
por tu confianza, carifio y apoyo. Gracias M2 Angeles por tus consejos y ayuda
incondicional. Y gracias Lucia por tu exigencia, tu infinita paciencia y tus

conocimientos cientificos.

Mencién especial merece la Dra. Josefa Alvarez Fuentes, cuasi directora

de la presente Tesis. Gracias también por tus conocimientos y dedicacion.

Al resto de componentes del grupo de investigacion CTS-480, por vuestra
constante disposicién y ayuda. Especialmente a Mati y Mario, por alegrarme

dia a dia con su compafiia en el departamento.

A todos los miembros de Departamento de Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica, especialmente a mis comparfieros y compafieras de laboratorio,
por compartir conmigo tantos buenos y malos momentos. A M2 Angeles Serra,

por su ayuda como alumna interna en esta Ultima etapa.

Gracias al Consejo Andaluz de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, por
otorgarme una beca para realizacién de un trabajo de investigacion y otra para

la realizacién de la Tesis Doctoral.

Al Dr. José Luis Arias Mediano, del Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de Granada, gracias por
tu ayuda, tu apoyo y tus consejos. También me gustaria mencionar tanto a los
servicios de Biologia y Microscopia del CITIUS, como al grupo de investigacién
Céancer (CTS-657) del Departamento de Farmacologia de la Universidad de

Sevilla, por la ayuda y los servicios prestados.



Ya fuera del ambito profesional, me gustaria dar las gracias a todas las
personas que han pasado por mi vida en estos Ultimos afios y han contribuido

CON SU apoyo y su presencia a alcanzar esta meta.

A mis compafieros y amigos, Carlos y Dani, por apoyarnos y ayudarnos
mutuamente durante este largo camino. Por esos momentos inolvidables,
cerveza en mano, filosofando sobre la vida y nuestro “gran” futuro. Carlos, son

muchos los afios que llevamos aguantandonos, gracias por ser tan “t0”.

A mis amigos y amigas farmacéuticos/as, por acompafarme durante estos
aflos y hacerme valorar la palabra amistad. Especialmente a Maria y mis
Cristinas, jos adoro! A mis amigos y amigas no farmacéuticos, por esos jueves
de Vizcaino, en los que se para el tiempo para echar un buen rato con vuestra

compafiia. Gracias a Anita, Torres y Patri.

Especial mencion se merecen mis amigos de “Onuba”, por estar a mi lado a
pesar de la distancia, gracias por vuestro carifio y apoyo. Ro, Ra, Silvi, Javi,

Luisa y Cristi, sois los mejores, gracias.

A toda mi familia. Gracias por vuestra dedicacion, sacrificio, paciencia y
amor. Gracias por ensefiarme y apoyarme a afrontar las dificultades del dia a
dia. Gracias por darme las fuerzas necesarias para continuar y siempre con la
cabeza alta. Gracias a mis padres, Antonio y Placida, y mi hermano Antonio,
por todo lo que sois para mi. A mis tios y primos, por su carifio. Especialmente

a mi tia Joaqui, por ensefiarme lo importante que es la vida y luchar por ella.

Y por ultimo, quiero agradecérselo a la persona que ha estado dia a dia a
mi lado. Gracias por hacerme feliz. Gracias por tu ayuda y tu apoyo

incondicional. Esta Tesis también es tuya. Muchas gracias, Carlos.



INDICE






INDICE

s

RESUMEN
CAPITULO | 9 ‘

CANNABINOIDES 9
1.1. Relacion estructural de los cannabinoides principales 10
1.2. Sistema cannabinoide endégeno 12
1.2.1. Receptores end6genos 12
1.2.2. Cannabinoides enddgenos 15

1.3. Ligandos que se unen a los receptores cannabinoides endégenos 16
1.4. Aplicaciones terapéuticas de los derivados cannabinoides 19
1.4.1. Dolor neuropatico 23
1.4.1.1. Neurobiologia del dolor neuropatico 25

1.4.1.2. Evaluacion del dolor neuropatico 27

1.4.1.3. Farmacologia y tratamiento del dolor neuropatico 29

1.4.2. Céancer 32
1.4.2.1. Factores de riesgo del cancer 35

1.4.2.2. Diagnostico y deteccién precoz del cancer 39

1.4.2.3. Tratamiento del cancer 40

1.5. Limitaciones en la aplicacién terapéutica de los cannabinoides 43
NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA 46
2.1. Nanoparticulas poliméricas 52
2.1.1. Métodos de elaboracién de nanoparticulas de PLGA 57
2.1.2. Propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas de PLGA 58
2.1.3. Limitaciones de las nanoparticulas de PLGA como sistemas de 58

administracion de farmacos
2.2. Funcionalizacion de nanoparticulas de PLGA para administracién 60
oral

2.2.1. Quitosano (CS) 61
2.2.1.1. Adsorcion de CS por interaccion electrostatica 63
2.2.1.2. Adsorcion de CS por modificacién quimica 65
2.2.2. Polietilenglicol (PEG) 67
2.2.3. Vitamina E 69
2.2.4. Metacrilatos (Eudragit®) 70



INDICE

2.2.5. Lectinas 72
2.2.6. Lecitinas 75
2.2.7. Sales biliares 77
2.2.8. Péptido RGD 78
OBJETIVOS 85

CAPITULO I 91

1. INTRODUCCION 91
2. MATERIALES Y METODOS 93
2.1. Materiales 93
2.2. Método de cuantificacién: cromatografia liquida de alta resolucién 94

en fase reversa (RP-HPLC)

2.2.1. Equipamiento y condiciones cromatograficas 95
2.2.2. Preparacion de las soluciones estandar y de muestra 96
2.2.3. Validacion del método analitico 96
2.2.3.1. Selectividad/especificidad 97

2.2.3.2. Precision 98

2.2.3.3. Exactitud 99

2.2.3.4. Linealidad 100

2.2.3.5. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) 101

2.2.3.6. Robustez 102

2.3. Elaboracion de las nanoparticulas 102
2.4. Modificacion superficial de las nanoparticulas de PLGA 105
2.5. Estudios de caracterizacion de las nanoparticulas 106
2.5.1. Determinacién del tamafio medio y distribucién de tamafios 106
2.5.2. Determinacién de la morfologia y el aspecto 106
2.5.3. Determinacién de la carga superficial 107
2.6. Determinacién del contenido en CB13 107
2.7. Determinacion del contenido residual de Pluronic® F68 108

2.8. Caracterizaciéon térmica mediante calorimetria diferencial de barrido 109
2.9. Estudio de estabilidad 110

2.10. Optimizacion del proceso de liofilizacion 111

A\



INDICE

2.11. Estudio de liberacion in vitro 112
2.12. Propiedades mucoadhesivas ex vivo 113
2.13. Estudios en lineas celulares 115
2.13.1. Cultivo celular 115
2.13.2. Viabilidad celular in vitro 115
2.13.3. Estudios de captacién celular in vitro 116
2.14. Andlisis estadistico 117
RESULTADOS Y DISCUSION 118
3.1. Método de cuantificacién por RP-HPLC 118
3.1.1. Condiciones cromatograficas 118
3.1.2. Validacion del método analitico 118
3.1.2.1. Selectividad/especificidad 118

3.1.2.2. Precision 120

3.1.2.3. Exactitud 123

3.1.2.4. Linealidad 125

3.1.2.5. Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion 127

(LOQ)

3.1.2.6. Robustez 128

3.2. Caracterizacién de las nanoparticulas elaboradas 131
3.2.1. Determinacién del tamafio medio y distribucién de tamafios 131
3.2.2. Determinacion de la morfologia y el aspecto 135
3.2.3. Determinacion de la carga superficial 136

3.3. Determinacién del contenido en CB13 138
3.4. Determinacion del contenido residual de Pluronic® F68 143
3.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) 148
3.6. Estudio de estabilidad 149
3.7. Optimizacién del proceso de liofilizacion 151
3.8. Estudio de liberacion in vitro 154
3.9. Propiedades mucoadhesivas ex vivo 159
3.10. Estudios en lineas celulares 161
3.10.1. Viabilidad celular in vitro 161
3.10.2. Estudios de captacién celular in vitro 163



INDICE

3.11. Prueba de concepto: Evaluacion in vivo del dolor neuropético 167

CAPITULO Il 171

1. INTRODUCCION 171

2. MATERIALES Y METODOS 174

2.1. Materiales 174

2.2. Método RP-HPLC: Desarrollo y validacion del método analitico 176

2.2.1. Equipamiento y condiciones cromatograficas 176

2.2.2. Preparacion de las soluciones estandar y de muestra 177

2.2.3. Validacion del método analitico 178

2.2.3.1. Selectividad/especificidad 179

2.2.3.2. Precision 180

2.2.3.3. Exactitud 181

2.2.3.4. Linealidad 182

2.2.3.5. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) 183

2.2.3.6. Robustez 184

2.3. Elaboracion de las nanoparticulas 185

2.4. Modificacion superficial de las nanoparticulas de PLGA 187

2.5. Estudios de caracterizacién de las nanoparticulas 187

2.5.1. Determinacién del tamafio medio y distribucién de tamafios 187

2.5.2. Determinacion de la morfologia y el aspecto 188

2.5.3. Determinacion de la carga superficial de las nanoparticulas 188

2.6. Determinacion del contenido en THC de las nanoparticulas de 189
PLGA

2.7. Analisis por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier 190
(FTIR)

2.8. Estudios de adsorcion superficial de proteinas 190

2.9. Estudio de hemocompatibilidad de las nanoparticulas de PLGA 191

2.10. Estudio de liberacion in vitro 195

2.11. Estudios in vitro 196

2.11.1. Cultivos celulares 196

2.11.2. Estudios de captacién celular in vitro 197

2.11.3. Viabilidad celular in vitro: Estudio de la actividad antitumoral 199

\



INDICE

2.12. Andlisis estadistico 202
RESULTADOS Y DISCUSION 203
3.1. Método de cuantificacion por RP-HPLC 203
3.1.1. Condiciones cromatograficas 203
3.1.2. Validacion del método analitico 203
3.1.2.1. Selectividad/especificidad 203
3.1.2.2. Precision 205
3.1.2.3. Exactitud 208
3.1.2.4. Linealidad 209
3.1.2.5. Limite de deteccion (LOD) y limite de cuantificacion 210
(LOQ)
3.1.2.6. Robustez 212
3.2. Caracterizacion de las nanoparticulas elaboradas 214
3.2.1. Determinacién del tamafio medio y distribucién de tamafios 214
3.2.2. Determinacion de la morfologia y el aspecto 217
3.2.3. Determinacion de la carga superficial 219
3.3. Determinacion del contenido en THC 222
3.4. Analisis por espectroscopia infrarroja transformada de Fourier 224
(FTIR)
3.5. Estudios de adsorcién superficial de proteinas 228
3.6. Estudio de hemocompatibilidad 230
3.7. Perfil de liberacién in vitro 231
3.8. Estudios celulares in vitro 234
3.8.1. Estudios de captacion celular in vitro 234
3.8.2. Viabilidad celular in vitro: Estudio de la actividad antitumoral 239
CONCLUSIONES 253 ‘
FUTURO Y PERSPECTIVAS 259 ‘
BIBLIOGRAFIA 263 ‘

VII






INDICE DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9
Figura 10
Figura 11

Figura 12

Figura 13

Planta de Cannabis sativa.

Estructura quimica de: a) A’-tetrahidrocannabinol (A°-
THC 6 THC); b) A®-tetrahidrocannabinol (A%-THC); c)
cannabidiol (CBD) y d) cannabinol (CBN).

Representacién esquemaética de los receptores CB1 y
CB2. Los receptores tienen siete segmentos
transmembrana. e Aminoacidos comunes a los dos
receptores; o aminoacidos diferentes; g sitios de
glicosilacién. el, e2, e3 son asas extracelulares; i1, i2,
i3 son asas intracelulares.

Estructura quimica de la anandamina y del 2-
araquidonil-glicerol.

Sindromes en los que se manifiesta dolor neuropatico
(DN).

A) estudios de imagen utilizados en la evaluacion del
dolor neuropético; b) ejemplo de teletermografia
infrarroja en paciente afecto de sindrome doloroso
regional complejo (SDRC o DSR) tipo I.

Incidencia y mortalidad de los canceres mas
frecuentemente diagnosticados en todo el mundo, en
2008.

Principales areas de aplicacién de la Nanomedicina y
Nanotecnologia Farmacéutica.

Tipos de nanosistemas terapéuticos.
Dibujo esquematico de nanocapsulas y nanoesferas.

Representacién esquematica de la internalizacion de
nanoparticulas en las células.

Adsorcion de quitosano sobre la superficie de
nanoparticulas de PLGA cargadas negativamente.

Perfiles de calcio en sangre tras administracion
intragastrica de calcitonina a ratas en ayunas: O
solucion de calcitonina; A nanoparticulas de PLGA sin
recubrimiento cargadas con calcitonina; o
nanoparticulas de PLGA recubiertas con quitosano
cargadas con calcitonina.

10

13

16

27

28

34

47

51
52
56

63

65



INDICE DE FIGURAS

Figura 14

llustraciéon esquematica de una nanoparticula de PLGA
modificada, compuesta de un nudcleo hibrido de
dextrano-PLGA, una monocapa lipidica de caracter
anfifilico en la superficie del nucleo y decorada por
cadenas hidrofilas de polietilenglicol.

76

CAPITULO Il

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Elaboracion de nanoparticulas de PLGA por el método
de nanoprecipitacion.

Montaje llevado a cabo para los estudios de
mucoadhesion de las nanoparticulas elaboradas sobre
mucosa de cerdo.

(a) Cromatogramas obtenidos para el placebo (verde),
el disolvente (amarillo) y el estandar de CB13 (rojo); (b)
Cromatograma representativo del CB13 (tiempo de
retencion=10.88 min).

(a) Linealidad del sistema correspondiente al intervalo
de concentraciones de 250-750 ug/mL de CB13. (b)
Linealidad del método correspondiente al intervalo de
concentraciones de 250-750 pg/mL de CB13 agregado
a una solucioén de placebo.

(a) LOD-LOQ obtenido tras la representacion de la
concentracion frente a sus RSD. (b) Linealidad
correspondiente al intervalo de concentracion 2.5-750
pg/mL de CB13.

Histogramas de la distribucion de tamafios de
diferentes formulaciones elaboradas.

(A) Histograma de la distribucion de tamafios de
nanoparticulas de PLGA cargadas con CB13 (polimero
usado: R502) (10 % p/p); (B) Microfotografia SEM de la
misma formulacion.

Representacién grafica de la eficacia de encapsulacion
(% EE) y carga del farmaco (% p/p), en funcién del
aditivo empleado para el recubrimiento superficial de
las nanoparticulas de PLGA cargadas con CB13 (13 %
p/p) (polimero usado: R502) (n=3).

Espectros de 'H-RMN obtenidos para: a) CB13; b)
PLGA Resomer® 502 y C) Pluronic® F68.

103

114

119

126

127

135

136

141

145



INDICE DE FIGURAS

Figura 24 Espectros de 'H-RMN obtenidos para a) 146
nanoparticulas de PLGA sin farmaco y b)
nanoparticulas de PLGA cargadas con CB13 (20 %

p/p).

Figura 25 Termogramas correspondientes a Resomer® 502, 148
CB13 libre, Pluronic® F68 y nanoparticulas de PLGA
sin carga y cargadas con CB13 (6 y 20 % p/p),
obtenidos mediante calorimetria diferencial de barrido
(DSC).

Figura 26 Tamafo y distribucién de tamafos obtenidos antes y 150
después de la incubacién en diferentes medios de
incubacion.

Figura 27 Microfotografia SEM de nanoparticulas de PLGA tras 152
su liofilizacion sin la adicion de crioprotectores.

Figura 28 Efecto de la adicion de crioprotectores en el tamafioy 153
distribucion de tamafios de nanoparticulas de PLGA.

Figura 29 Perfiles de liberacién in vitro de nanoparticulas de 155
PLGA, utilizando diferentes tipos de Resomer® y con
20 % (p/p) de contenido tedrico del farmaco.

Figura 30 Perfiles de liberacién in vitro de nanoparticulas de 157
PLGA (polimero utilizado: R502) modificadas
superficialmente utilizando diferentes aditivos (Lec:
lecitina; VitE: vitamina E; CS: quitosano; Eud:
Eudragit® RS; PLGA: sin modificar) y con 13 % (p/p) de
contenido tedrico de farmaco.

Figura 31 A) Valores de % de mucoadhesion de nanoparticulas 160
de PLGA sin modificar y con superficie modificada;
Fotografias tomadas con un microscopio de
fluorescencia (Leica DFC425C; Leica Microsystems,
Barcelona, Espafia) para nanoparticulas de PLGA
recubiertas con quitosano en el ileon (B), yeyuno (C) y
duodeno (D).

Figura 32 Viabilidad celular en células Caco-2 tras la incubacién 163
de nanoparticulas de PLGA sin modificar y modificadas
superficialmente, blancas y cargadas con CB13 a
diferentes concentraciones. a) 24 horas y b) 48 horas

XI



INDICE DE FIGURAS

Figura 33

Figura 34

Figura 35

Histogramas de la fluorescencia obtenida en las células
Caco-2 tras la incubacion de: (A) nanoparticulas
fluorescentes de PLGA, t= 30 min y (B) t= 120 min; (C)
nanoparticulas fluorescentes de PLGA recubiertas con
Eudragit® RS, t= 30 min y (D) t= 120 min; (E)
nanoparticulas fluorescentes de PLGA recubiertas con
quitosano, t= 30 min y (F) t= 120 min.

Imagenes obtenidas por CLSM de células Caco-2 tras
la incubacién de nanoparticulas de PLGA modificadas
con quitosano y cargadas con Nile-Red (tiempo de
incubacion= 2 horas).

Efecto antinociceptivo de CB13 libre y encapsulado en
nanoparticulas de PLGA tras el test rat paw-pressure.

165

166

168

CAPITULO llI

Figura 36

Figura 37

Figura 38

Figura 39

Figura 40

Figura 41

Xl

Representacion  esquematica del método de
nanoprecipitacion: (a) por didlisis, a través de una
membrana; (b) por la técnica del goteo.

a) Cromatogramas obtenidos para el placebo (verde),
disolvente (amarillo) y el estdndar de THC (rojo); (b)
Cromatograma representativo del THC, con su tiempo
de retencion (t = 4.27 min).

(a) Linealidad del sistema correspondiente al intervalo
de concentraciones de 250-750 pg/mL de THC. (b)
Linealidad del método correspondiente al intervalo de
concentraciones de 250-750 pg/mL de THC agregado
a una solucion de placebo.

(a) LOD-LOQ obtenido tras la representacion de la
concentracion frente a sus D.E.R. (b) Linealidad
correspondiente al intervalo de concentracion 20-100
pg/mL de THC.

Tamafio de particula, distribucion de tamafios y valores
de potencial zeta obtenidos para las nanoparticulas de
PLGA sin modificar y con superficie modificada,
blancas y cargadas con THC (5 % p/p) (polimero
usado: R502) (n=3).

Histogramas de la distribucion de tamafios de una
formulacién de nanoparticulas de PLGA recubierta con
CSy PEG.

186

204

210

212

216

217




Figura 42

Figura 43

Figura 44

Figura 45

Figura 46

Figura 47

Figura 48

Figura 49

INDICE DE FIGURAS

Morfologia de (a) nanoparticulas de PLGA recubiertas
con CS, (b) nanoparticulas de PLGA recubiertas con
PEG vy (c) nanoparticulas de PLGA recubiertas con CS
y PEG, estudiadas por Microscopia Electronica de
Transmision (TEM).

Valores de eficacia de encapsulacién (EE %) (barras
azules) y de carga de farmaco (% p/p) (puntos rojos)
obtenidos para las nanoparticulas de PLGA sin
modificar y de superficie modificada, cargadas con
THC (5 % p/p) (n=3).

(1) Espectros de FTIR de (A) PLGA; (B) PEG; (C) CS;
(D) nanoparticulas de PLGA; (E) nanoparticulas de
PLGA recubiertas con PEG; (F) nanoparticulas de
PLGA recubiertas con PEG-CS y (G) THC; (2)
Estructura molecular de (A) PLGA; (B) PEG; (C) CS y
(D) THC.

Valores de potencial zeta para las nanoparticulas de
PLGA, blancas o cargadas con THC, antes y después
de la incubacion en 1 mL de una soluciéon de BSA a
400 pg/ml durante 2 horas a 37 ° C (Barra de error:
D.E.; n =3).

Perfiles de liberacién in vitro de nanoparticulas de
PLGA modificadas y sin modificar superficialmente en
funcion de la carga del farmaco: 1.5y 5 % p/p.

Imagenes obtenidas por CLSM de células Caco-2 tras
la incubacion de: a) nanoparticulas de PLGA sin
modificar; b) nanoparticulas de PLGA modificadas con
polietilenglicol (PEG) y c¢) nanoparticulas de PLGA
modificadas con quitosano y polietilenglicol (PEG-CS);
(fluorocromo: Nile-Red; tiempo de incubacion= 30
minutos).

Efecto del tiempo de incubacibn y de las
modificaciones superficiales sobre las nanoparticulas
de PLGA cargadas con THC (5 % p/p), sobre la
captacion de las nanoparticulas por células Caco-2.
(200 pg/mL, n = 6).

Viabilidad celular en células Caco-2 tras la incubacién
de las nanoparticulas de PLGA sin modificar vy
modificadas superficialmente, blancas y cargadas con
THC a diferentes concentraciones. a) 24 h, b) 48 h, c)
72 h,d)96 h, e) 120 h, f) 168 hy g) 216 h.

218

223

226

229

232

236

237

240

XII



INDICE DE FIGURAS

Figura 50

XV

Viabilidad celular en células MRC-5 y A549 tras la
incubacion de las nanoparticulas de PLGA sin
modificar y modificadas superficialmente, blancas y
cargadas con THC a diferentes concentraciones a 72
horas.

246



INDICE DE TABLAS

CAPITULO |

Tabla 1

Tabla 2

Principales  acciones  terapéuticas de los
cannabinoides.

Posibles aditivos empleados para la
funcionalizacién de las nanoparticulas de PLGA
para la administracion oral de farmacos.

20

80

CAPITULO Il

Tabla 3
Tabla 4

Tabla 5

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

Tabla 9
Tabla 10

Tabla 11

Tabla 12

Tabla 13

Caracteristicas de los distintos tipos de Resomer®.

Condiciones de estrés sugeridas para los estudios
de degradacion de un farmaco.

Areas cromatogréficas y porcentaje de degradacion
obtenidos al someter la muestra de CB13 a
condiciones de estrés.

Areas cromatograficas y tiempos de retencion (min)
correspondientes al estudio de  precision
instrumental.

Precision intermedia, desarrollada por dos analistas,
en dos dias diferentes, para dos muestras (M1 y
M2).

Valores obtenidos en el estudio de exactitud de las
muestras de placebo cargadas con CB13 (y
reproducibilidad, en niveles |, Il y V).

Valores obtenidos en el estudio de robustez.

Tamafo de particula y distribucion de tamafios,
coeficiente de variacién intra- e interlote y valores
de PZ obtenidos en funcién del polimero utilizado
en la preparacién de las nanoparticulas (n=6).

Tamafio de particula y distribucion de tamafios en
funcién de la concentracion de tensioactivo (Span®
60) ensayada (n=3).

Tamafio y distribucion de tamafios en funcién del
contenido inicial de CB13 (polimero usado: R502)
(n=3).

Tamafo de particula y distribucion de tamafios,
coeficiente de variacién y valores de PZ obtenidos
para las nanoparticulas de PLGA sin modificar y de
superficie modificada, blancas y cargadas con CB13
(13 % p/p) (polimero usado: R502) (n=3).

93
98

120

121

123

124

129
132

133

133

134

XV



INDICE DE TABLAS

Tabla 14

Tabla 15

Tabla 16

Tabla 17

Tabla 18

Eficacia de encapsulacion (% EE) y carga del
farmaco (% p/p) obtenidos en funcién del polimero
utilizado y de la carga inicial de CB13 (n=6).

Eficacia de encapsulacién (% EE) y carga del
farmaco (% p/p) obtenidos para las nanoparticulas
de PLGA sin modificar y de superficie modificada,
cargadas con CB13 (13 % p/p) (polimero usado:
R502) (n=3).

Contenido residual de Pluronic® F68 adsorbido en
varias formulaciones, obtenidos tras el andlisis de
'"H-RMN.

Carga del CB13 (% p/p) obtenida para las
nanoparticulas de PLGA, mediante analisis de 'H-
NMR.

Valores de tamafio + D.E. (nm) de nanoparticulas
de PLGA antes de liofilizar, tras liofilizar sin
crioprotector y tras la adicion de crioprotectores:
propilenglicol, manitol y trealosa en concentraciones
de 5 10 y 50 % p/p con respecto a las
nanoparticulas de PLGA (polimero usado: R502)
(n=3).

138

141

147

148

153

CAPITULO IlI

Tabla 19

Tabla 20

Tabla 21

Tabla 22

Tabla 23

XVI

Areas cromatogréficas y porcentaje de degradacion
obtenidos al someter la muestra de THC a
condiciones de estrés.

Areas cromatograficas y tiempos de retencion (min)
correspondientes al estudio de  precision
instrumental.

Precision intermedia, desarrollada por dos analistas,
en dos dias diferentes, para dos muestras (M1 y
M2).

Valores medios obtenidos en el estudio de exactitud
de las muestras de placebo cargadas con THC (y
reproducibilidad del método, en niveles I, 1l y V).

Estudio de la robustez del método para la validacion
del THC.

205

206

207

208

213




INDICE DE TABLAS

Tabla 24 Tamafo de particula y distribucion de tamafios de 215
las nanoparticulas de PLGA en funcién del polimero
utilizado (R502 o R502H) y de la carga de THC (0,
1.5,3y5 % p/p).

Tabla 25 Valores de potencial zeta de las nanoparticulas de 220
PLGA en funcién del polimero utilizado (R502 o
R502H) y la carga del THC (0, 1.5, 3y 5 % p/p).

Tabla 26 Eficacia de encapsulaciéon (EE %) y carga de 222
farmaco (THC % p/p) de las nanoparticulas de
PLGA en funcion del polimero utilizado (R502 o
R502H) y la carga inicial del THC (CTHC: 1.5,3y5

% p/p).

Tabla 27 Hemocompatibilidad de las nanoparticulas de PLGA 231
blancas y cargadas con THC (5 % p/p), sin
modificar y modificadas superficialmente, en
términos de hemolisis (%); activacion plaquetaria
(sP-selectina liberada, ng/mL), activacién del
complemento (liberacion de C3a: C3a desArg,
ng/mL) y tiempo de coagulacion plasmatica (Ty.
max, min).

Tabla 28 Valores de R® obtenidos tras el ajuste cinético del 234
perfil de liberacién in vitro de las nanoparticulas de
PLGA sin modificar y modificadas superficialmente,
a baja dosis (1.5 % p/p) y alta dosis (5 % p/p) del
THC.

Tabla 29 Valores de DLs, obtenidos para el THC libre y para 244
las nanoparticulas cargadas con THC, a diferentes
tiempos de incubacién.

Valores de DLs, obtenidos para el THC libre y para
las nanoparticulas cargadas con THC, a 72 horas,
en las dos lineas celulares estudiadas.

Tabla 30 249

XVII






ABREVIATURAS






A°-THC
A°-THC o THC
‘H-RMN
2-AG
4T1
5-HT 3
A549
ADN
AEA
AINEs
AMPc
ANOVA
APC
ARN
ATC
AUC
BCS
BSA

C6
CaCl,
Caco-2
CB1
CB13
CB2
CBD
CBN
CCL-186
CDCls
CLSM
CO,

ABREVIATURAS

Delta-8- tetrahidrocannabinol

Delta-9- tetrahidrocannabinol

Resonancia magnética nuclear
2-araquidonil-glicerol

Linea celular de cancer de mama murino

Receptor de serotonina

Células humanas de adenocarcinoma de pulmon
Acido desoxirribonucleico

Anandamida

Antiinflamatorios no esteroideos

Adenosin monofosfato ciclico

Test estadistico de analisis de la varianza

Células presentadoras de antigenos

Acido ribonucléico

Antidepresivos triciclicos

Area bajo la curva

Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica
Albumina de suero bovino

Linea celular de glioma de rata

Cloruro calcico

Linea celular humana de adenocarcinoma de colon
Receptor de cannabinoides tipo 1
1-naftalenil-[4-(pentiloxi)-1-naftalenil]-metanona
Receptor de cannabinoides tipo 2

Cannabidiol

Cannabinol

Linea celular de fibroblastos fetales humanos sanos (IMR-90)
Cloroformo deuterado

Microscopio confocal de barrido laser

Di6xido de carbono

XXI



ABREVIATURAS

Con A
CP 55,940

CS

Ccv
DCA
DE
DER
DLso
DM
DMEM
DMSO
DN

DS
DSC
EA
EBSS
ECACC
EDC
EDTA
EE

EH
ELA
ELISA
EM
EMA
EP

Eu
FDA
FTIR

XXII

Concanavalina A

2-[(1R,2R,5R)-5-hidroxi-2-(3-hidroxipropil) ciclohexil]-5-(2-
metiloctan-2-il)fenol

Quitosano

Coeficiente de variacion

Acido desoxicélico

Desviacion estandar

Desviacion estandar relativa

Dosis Letal 50

Diabetes Mellitus

Medio de cultivo modificado Dulbecco
Dimetilsuféxido

Dolor neuropatico

Dextrano

Calorimetria diferencial de barrido
Enfermedad del Alzheimer

Solucioén salina equilibrada de Earle
Coleccion Europea de Cultivos Celulares
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

Acido etilendiaminotetraacético
Eficacia de encapsulaciéon
Enfermedad de Huntington

Esclerosis Lateral Amiotrofica
Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas
Esclerosis Mdltiple

Agencia Europea de Medicina
Enfermedad del Parkinson

Eudragit®

Food and Drug Administration

Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier



GABA
H1299
H,0,
HBPM
HCI

HelLa

HHV8
HLB
HT-29
HTLV-1
IASP
ICH

IR

ISRN

LDV

Lec

LOD

LOQ
LY320135
MAPK
MCF-7
MDA-MB-231
MEM

MRC-5

MTT

NaCl
NaOH
NF-kB

ABREVIATURAS

Acido gamma amino butirico

Linea celular humana de cancer de pulmén
Peroxido de hidrégeno

Heparina de bajo peso molecular

Acido clorhidrico

Linea celular derivada de una muestra de cancer cérvico-uterino
obtenida el 8 de febrero de 1951 de una paciente llamada
Henrietta Lacks

Herpesvirus humano 8

Balance hidrofilico-lipofilico

Linea celular humana derivada de adenocarcinoma de colon
Virus de la leucemia de células T humanas tipo 1
Asociacion Internacional del estudio del Dolor

International Conference on Harmonization

Infrarrojo

Inhibidores selectivos de la recaptacion de noradrenalina-
serotonina

Péptido correspondiente al triplete Leu-Asp-Val

Lecitina

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

4-[6-metoxi-2-(4-metoxifenil) 1-benzofuran-3-carbonillbenzonitrilo
Proteinas quinasas activadas por mitdgenos

Linea celular humana de cancer de mama

Linea celular epitelial de carcinoma de mama

Medio de cultivo Esencial Minimo

Células humanas tipo fibroblastos de pulmén fetal

Bromuro de tetrazolio o Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol

Cloruro sdédico
Hidréxido sddico
Factor nuclear kappa-B

XXIII



ABREVIATURAS

NHS N-hidroxisuccinimida

NO Oxido nitrico

NP(s) Nanoparticulas

0-1057 3-(5"-ciano-1",1"-dimetilpentil)-1-(4-N-morfolinobutiliroxi)- A*>-THC

PBS Tampon fosfato salino

PC12 Linea celular derivada de un feocromocitoma de la médula
suprarrenal de las ratas

PCL Poli (e-caprolactona)

PEG Polietilenglicol

PFA Paraformaldehido

P-gp P-glicoproteina

PKA Proteina quinasa A

PKB o AKT Proteina quinasa B

PKC Proteina quinasa C

PL Fosfolipasas

PLA Poli (4cido lactico)

PLGA Acido poli-(lactico-co-glicélico)

PPP Plasma pobre en plaquetas

PRP Plasma rico en plaquetas

PRT Tiempo de recalcificacion de plasma

PVA Alcohol polivinilico

Pz Potencial zeta

R’ Coeficiente de correlacién

RCA Ricinus communis-120

RES Sistema reticulo-endotelial

RGD Péptido RGD (arginina-glicina-aspartico)

RMF Resonancia magnética funcional

RP-HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion de fase reversa

SDRC o DSR Sindrome doloroso regional complejo

SDS Dodecil sulfato de sodio o Lauril sulfato sddico

SEM Microscopio electrénico de barrido

XXIV



SIDA
SNC
SNK

SR141716A

TEM
TEP
TF

Tg
TPGS o VitE
USP
uv
UV-vis
VHB
VHC
VIH
VPH
WGA

WIN 55,212-2

WIN 56,098

ABREVIATURAS

Sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
Sistema nervioso central
Analisis estadistico post hoc de Student-Newman-Keuls

Rimonabant o Acomplia o 5-(4-Clorofenil)-1-(2,4-dicloro-fenil)-4-
metil-N-(piperidin-1-il)-1H-pirazol-3-carboxamida

Microscopio electrénico de transmision
Tomografia de emisién de positrones
Factor tisular

Temperatura de transicién vitrea
Vitamina E

Farmacopea Americana

Ultravioleta

Ultravioleta-visible

Virus de la hepatitis B

Virus de la hepatitis C

Virus de la inmunodeficiencia humana
Virus del papiloma humano

Aglutinina de germen de trigo

(R)-(+)-[2,3-Dihidro-5-metil-3-(4-morfolinilmetil)pirrol[1,2,3-di]-1,4-
benzoxazin-6-il]-1-naftalenilmetanona

Antracen-9-il{2-metil-1-[2-(morfolin-4-il)etil]-1H-indol-3-il}metanona

XXV






RESUMEN






RESUMEN

Actualmente existe una enorme focalizacion, desde los puntos de
vista tecnoldgico e industrial, hacia el desarrollo de sistemas de
administracion de activos capaces de ejercer un control sobre su
comportamiento fisicoquimico, en general, y biofarmacéutico, en
particular. La posibilidad de desarrollar productos novedosos con
relacion a activos conocidos se ha convertido en una realidad de sumo
interés para industrias de diferente indole, como farmacéutica,
cosmeética, agroalimentaria,... El hecho es que, con esta opcion, se
aporta un elemento diferencial con ventajas innegables que redunda en
la puesta en el mercado de productos novedosos, de mayor calidad y

mejor aceptacion.

En este contexto, la aportacion de la nanotecnologia,
especificamente en lo relativo al desarrollo de sistemas
nanoparticulares para activos tales como farmacos, ingredientes
cosméticos o productos de interés alimentario (por citar sélo algunos
ejemplos), estda resultando ser una herramienta tecnologica

especialmente Uutil.

Desde hace algunos afios, el grupo de investigacién CTS-480 de la
Universidad de Sevilla, trabaja, como linea prioritaria de investigacion,
en el desarrollo y en la evaluacion de sistemas multiparticulares para la
administracion de activos, tanto en micro- y nano- cpsulas como
micro- y nano- esferas. En relacion con esta linea especifica, en la
actualidad se estan desarrollando diversos proyectos de investigacion

gue avalan la presente memoria.

En concreto, teniendo en cuenta los conceptos mencionados en el
apartado anterior, el objetivo principal de la presente Tesis Doctoral ha

sido desarrollar sistemas multiparticulares nanométricos de naturaleza
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RESUMEN

polimérica que actien como transportadores orales de agentes

cannabinoides.

El trabajo se ha dividido en 3 capitulos diferentes. El primero se ha
dedicado a una profunda revisibn de los cannabinoides y de la
nanotecnologia farmacéutica. Los otros dos capitulos, estructurados
tipicamente en Introduccion, Materiales y Métodos y Resultados y
Discusion, se centran en el disefio y en diferentes estudios de
caracterizacion, optimizacion y de comportamiento in vitro e in vivo de

nanoparticulas cargadas con derivados cannabinoides.

El primer capitulo trata sobre el estudio de los cannabinoides como
agentes terapéuticos, concretamente sobre su uso para el tratamiento
del dolor neuropatico y el cancer. Por otro lado, se describen las
nanoparticulas como sistemas de liberacion controlada de estos activos
cannabinoides, especialmente las poliméricas, teniendo en cuenta las
limitaciones que presentan a la hora de una administracion oral y las
posibles modificaciones superficiales para solventar dichas

limitaciones.

En el segundo capitulo, se lleva a cabo el desarrollo y la
caracterizacion de diferentes sistemas nanoparticulares de PLGA para
la administracion oral de un derivado cannabinoide sintético, 1-
naftalenil-[4-(pentiloxi)-1-naftalenil]-metanona (CB13), para el
tratamiento del dolor neuropdtico. La caracterizacion se llevari a cabo
en relacion a sus diferentes caracteristicas fisico-quimicas, liberacion in
vitro, bioadhesion, asi como ensayos en cultivos en lineas celulares
Caco-2 para evaluar su idoneidad como sistemas de administracion
oral. Ademas, se presentaran resultados preliminares de los ensayos in

vivo en modelos animales de dolor neuropatico.
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El tercer capitulo trata de la preparacién, caracterizaciéon vy
realizacion de una profunda evaluacién in vitro de diferentes sistemas
de nanoparticulas de PLGA de superficie modificada cargadas con el
derivado cannabinoide natural Delta-9- tetrahidrocannabinol (THC), con
el fin de demostrar la actividad y selectividad antitumoral del THC
vehiculizado en los sistemas desarrollados. Se han estudiado sus
principales caracteristicas fisicoquimicas, el perfil de liberacion in vitro,
la absorcidn celular en cultivos celulares, la adsorcion de proteinas a la
superficie de las nanoparticulas y su hemocompatibilidad. Por ultimo,
se ha llevado a cabo un completo estudio de la viabilidad celular en

varias lineas celulares, cancerosas y no cancerosas.
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CAPITULO |

1. CANNABINOIDES

La planta Cannabis sativa ha sido utilizada por el hombre desde la
antigledad con varios propésitos: obtencion de fibras textiles, fines
curativos, recreativos, en la gastronomia o en lienzos para pintura al

oOleo, entre otros (Ben Amar, 2006).

Sus efectos biologicos se deben a un conjunto de compuestos
presentes en la resina secretada por las hojas y brotes florecidos de la
planta femenina (figura 1), la que produce cerca de cuatrocientos
compuestos quimicos, de los cuales unos sesenta se consideran dentro
del grupo de los cannabinoides con actividad psicoactiva (Dewey,
1986). Los preparados obtenidos a partir de la planta, como el hachis o
la marihuana, se encuentran entre las drogas de abuso mas

consumidas en el mundo.

Figura 1. Planta de Cannabis sativa (Fuente: htp/Awwvforesyplantas.netiplantas-

aromaticasmedicinalesimarihuana-cannabis-sativa-cannabis-indica-y-cannabis-rudelaris).

No se conoce bien la funcion de los cannabinoides en la propia
planta, aunque se ha propuesto que tienen un efecto defensor contra
los insectos o para proteger las semillas del calor. En animales, las

principales acciones de los cannabinoides son llevadas a cabo sobre
9



CAPITULO |

los sistemas cardiovascular, inmunolégico y nervioso central. El
principal responsable de las propiedades psicoactivas de la planta es el
A®-tetrahidrocannabinol (A*-THC) descubierto en 1964.

1.1. Relacion estructural de los cannabinoides prin  cipales

Un cannabinoide, desde el punto de vista quimico, es un compuesto
perteneciente al grupo de los terpenofenoles y que activa los
receptores cannabinoides en el organismo humano (Lambert y Fowler,
2005). Actualmente, se reconocen tres tipos generales de
cannabinoides: los cannabinoides herbarios o fitocannabinoides
sintetizados de forma natural por la planta de cannabis; los
cannabinoides enddgenos, producidos por animales y humanos y los
cannabinoides sintéticos, compuestos similares generados en
laboratorio. Los principales cannabinoides son el A
tetrahidrocannabinol (A°-THC), el A-tetrahidrocannabinol (A%-THC), el
cannabidiol (CBD) y el cannabinol (CBN) (figura 2). Otros
cannabinoides presentes en la planta aparecen en cantidades
diferentes segun la variedad de Cannabis. El acido cannabididlico, que
tiene actividad antibiética, es un constituyente del cafiamo (Turner y
cols., 1989).

Figura 2. Estructura quimica de: a) A°-tetrahidrocannabinol (A°-THC 6
THC); b) A%-tetrahidrocannabinol (A®-THC); c) cannabidiol (CBD) y d)
cannabinol (CBN) (Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/).
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El A’-THC es el componente psicoactivo primario de la planta.
Desde un punto de vista clinico, es Util para aliviar el dolor moderado
pues posee un efecto analgésico ademas de ser neuroprotector. El
tetrahidrocannabinol tiene aproximadamente la misma afinidad por los
receptores cannabinoides CB1 y CB2 (Huffman, 2000). El A®-THC tiene
un perfil farmacolégico muy parecido al del A°>-THC, aunque sus efectos

son mas débiles.

El cannabinol (CBN) es el producto primario de la degradacién del
THC y no suele aparecer en grandes concentraciones en la planta. El
contenido en CBN va aumentando segun la cantidad de THC que se
degrada y por la exposicion a la luz y al aire. Es un psicoactivo leve
cuya afinidad es superior en el caso del receptor CB2 y baja en el CB1
(Mahadevan y cols., 2000).

El cannabidiol es un narcético o estupefaciente, pero no se
considera un psicoactivo. Recientemente se han hallado evidencias
gue demuestran que los fumadores de cannabis con una alta
proporcion de CBD/THC poseen menos tendencia a sufrir los sintomas
de la esquizofrenia (Morgan y Curran, 2008). Este hecho esta apoyado
por tests psicologicos en los cuales los participantes experimentan una
pérdida de intensidad de los efectos psicéticos cuando se les
administra THC junto a CBD. Esto nos conduce a la hipétesis de que el
CBD actia como antagonista alostérico del CB1 y en consecuencia
altera los efectos psicoactivos del THC. Desde un punto de vista
terapéutico, el CBD parece responsable del alivio de las convulsiones,
inflamaciones, ansiedad y nauseas (Zuardi y cols., 1982). EI
cannabidiol tiene una gran afinidad por el receptor CB2 y menos por el
CB1.
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CAPITULO |

El conocimiento de las relaciones existentes entre la estructura y la
actividad de los cannabinoides ha permitido el disefio de compuestos
analogos que han sido de gran utilidad en el estudio farmacologico y
fisiolégico de estas sustancias. En unos casos, se ha modificado el
marcado caracter hidrofobo de los cannabinoides para aumentar su
solubilidad en agua. Otras veces, se ha aumentado la afinidad por su
receptor. Ademas, las sucesivas modificaciones de su estructura han
permitido la preparacion de derivados relacionados con alguna de las
acciones atribuidas a estos compuestos, evitando las relativas a sus

efectos psicotropicos (Mufioz-Rubio y cols., 2010).

1.2. Sistema cannabinoide endégeno
1.2.1. Receptores enddgenos

De manera analoga a lo sucedido con los opioides, donde su
analisis llevd a proponer la existencia de receptores especificos para
estas sustancias en el SNC (Vega, 2005), el estudio de los
mecanismos de accién de los cannabinoides, en particular del A%-THC,
llevé a pensar que en el cerebro realmente existian receptores para
dichas sustancias. Finalmente se demostré que éstos ejercen su efecto
a través de receptores especificos de membranay, en 1990, se cloné e
identifico el primer receptor de cannabinoides en tejido nervioso, el cual
se denomina CB1 (Matsuda y cols., 1990). En 1993 se clond, en
células del sistema inmunoldgico, otro receptor de cannabinoides, el
receptor CB2 (Munro y cols., 1993). Ambos pertenecen a la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, caracterizados por

tener siete dominios transmembrana (figura 3).
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Extracelular

Figura 3. Representacion esquematica de los receptores CB1 y CB2. Los
receptores tienen siete segmentos transmembrana. e Aminoacidos
comunes a los dos receptores; o aminoacidos diferentes;  sitios de
glicosilacién. el, e2, e3 son asas extracelulares; i1, i2, i3 son asas
intracelulares. (Fuente: Rodriguez y cols., 2005).

El receptor CB1 se localiza fundamentalmente en el sistema
nervioso central; el receptor CB2, en el bazo, amigdalas y células del
sistema inmunolégico. Entre ambos receptores hay una homologia de
alrededor del 48 % (Howlett y cols., 2002).

El receptor CB1 no esta distribuido de manera homogénea en el
sistema nervioso central ya que se expresa principalmente en la
corteza cerebral, hipocampo, nucleo caudado-putamen, substancia
nigra pars reticulata, globo palido y cerebelo. Ademas, se encuentra a
bajos niveles en los centros respiratorios del tallo cerebral y también se
expresa en las células gliales. Fuera del sistema nervioso central, el
receptor CB1 se ha detectado en el bazo y, curiosamente, también en
los testiculos (Howlett y cols., 2002). Cabe destacar que los receptores
CB1 son los mas abundantes de todos los receptores acoplados a

proteinas G en el cerebro, hecho que indica un papel funcional
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altamente relevante en una gran diversidad de circuitos y sistemas

neuronales (Di Marzo y Matias, 2005).

El receptor CB2 se encuentra fundamentalmente en células del
sistema inmunoldgico y, en menor grado, en nddulos linfaticos y en el
bazo (Howlett y cols., 2002). En el sistema nervioso central se expresa
principalmente en las células gliales y su expresion en neuronas es
minima, por lo que el papel funcional de los receptores CB2 en el
sistema nervioso central parece limitado a la modulacion de las

respuestas inmunoldgicas.

La unién de los cannabinoides a sus receptores desencadena una
cascada de segundos mensajeros. Inicialmente activan una proteina G
gue, a través de la subunidad a, modula la actividad de la adenilato
ciclasa, la cual, a su vez, regula los niveles de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) que modula la actividad de la proteina quinasa A (PKA)
(Howlett y cols., 2002). Finalmente, la activacion de quinasas lleva a la
fosforilacion de diversas proteinas, incluyendo canales idnicos,
proteinas de vesiculas sinapticas, proteinas que regulan la
transcripcibn genética y enzimas. Se ha demostrado que los
cannabinoides inhiben canales de calcio dependientes de voltaje tipo N,
P, Q y L, y que pueden también activar o inhibir corrientes de potasio.
El efecto combinado sobre estos dos tipos de canales parece la base
de la inhibicién que los cannabinoides ejercen en la liberacion de otros

neurotransmisores (Ameri, 1999).

Otros efectos que pueden producir los cannabinoides son el
aumento de la produccion de oxido nitrico (NO) y la activacion de la
proteina quinasa C (PKC); también hay estudios que indican la

activacion de la quinasa activada por mitogenos (MAPK), la proteina
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guinasa B (PKB o AKT), fosfolipasas (PL) y el aumento de los niveles
de calcio a expensas de los compartimentos intracelulares (Howlett y
cols., 2002).

Por ejemplo, se ha demostrado que en el hipocampo la produccién
de endocannabinoides y su unién a receptores CB1 funciona como un
mecanismo de neurotransmision retrégrada que media la inhibicién de
la liberacion de &cido gamma amino butirico (GABA, principal
neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central). De hecho,
se ha establecido la posibilidad de que dicha funcion como
neurotransmisor retrogrado tenga un papel importante en el desarrollo
de la potenciacion de larga duracion que, a nivel celular, constituye un

elemento fundamental en los procesos de aprendizaje (Piomelli, 2003).
1.2.2. Cannabinoides enddgenos

En consonancia con la idea de que existian receptores de
cannabinoides, Devane y cols. descubrieron en 1992 un compuesto, la
etanolamida del acido araquidénico, como el primero de los
endocannabinoides, los cuales son ligandos enddégenos de los
receptores de cannabinoides. Posteriormente se encontraron otros
ligandos endogenos como el 2-araquidonil-glicerol, la
palmitoiletanolamida y otros lipidos relacionados (Mechoulam y cols.,
1995; Sugiura y cols., 1995). Los endocannabinoides se producen
principalmente en el hipocampo, el talamo, el cuerpo estriado, la

corteza cerebral, el puente, el cerebelo y la médula espinal.

Cabe destacar que los lipidos del tipo de los cannabinoides
enddgenos no son exclusivos del cerebro de los vertebrados superiores
ya que algunas plantas producen estas sustancias. De hecho, se

discute si parte de los procesos que determinan el apetito peculiar que
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algunas personas tienen por el chocolate es debido a que el cacao
contiene pequefias concentraciones de anandamida y 2-araquidonil-
glicerol, también presentes en muy bajas concentraciones en la leche

materna.

Los cannabinoides endogenos se sintetizan a partir de la N-
araquidonil-fosfatidil-etanolamina en la membrana celular y son
degradados aparentemente por hidrolasas de &cidos grasos. La
sintesis de los cannabinoides es modulada por las concentraciones
intracelulares de Ca** aungue, a diferencia de otros neurotransmisores,
los endocannabinoides no se almacenan en vesiculas sinapticas, sino

gue se liberan directamente de la membrana celular.

La anandamina (figura 4) es capaz de unirse a los receptores CB1 y
CB2, aunque muestra una mayor afinidad por los CB1 (Felder y cols.,
1996).

Anandamida (AEA)

|
NS
2-araquidonil-glicerol (2-AG)
0

_ __ OH
Seee ]

= — OH

Figura 4. Estructura quimica de la anandamina y del 2-araquidonil-glicerol

(Fuente: Rodriguez y cols., 2005)

1.3. Ligandos que se unen a los receptores cannabin  oides

endogenos

La relacion estructura-actividad de los ligandos de los receptores de

cannabinoides ha sido ampliamente estudiada desde que se
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descubrieron los receptores cannabinoides (Pertwee, 1993; Razdan,
1986; Howlett, 1995; Huffman y Lainton, 1996;). Se encuentran dos

tipos, agonistas o antagonistas, de acuerdo a sus interacciones con el

receptor.

Agonistas: Se pueden clasificar segun su estructura quimica en
cuatro grupos principales. El primero de ellos es el "grupo de
cannabinoides clasicos". Estd compuesto de derivados de
dibenzopirano, como son los cannabinoides derivados de
Cannabis sativa (A*>-THC, A®-THC, CBN y CBD) y los analogos
sintéticos del A°-THC. El A’-THC sintético (dronabinol) y la
nabilona han sido utilizados en algunos paises con fines
clinicos. Merece mencionarse el 3-(5"-ciano-1",1"-dimetilpentil)-
1-(4-N-morfolinobutiliroxi)- A®.-THC (0O-1057), por su caracter
hidrosoluble (Pertwee, 2001). El segundo es el "grupo de
cannabinoides no clasicos" se compone de los analogos
biciclicos y triciclicos de A®-THC que carecen de un anillo de
pirano. Un importante miembro de este grupo de compuestos es
CP 55,940 (Devane y cols.,, 1988). El tercer grupo de
compuestos cannabimimético se compone de
aminoalquilindoles, que son estructuralmente muy diferentes a
los miembros de los dos primeros grupos. El prototipo de este
"grupo aminoalquilindol" es un derivado de la pravadolina, WIN
55,212-2. Los tres tipos de compuestos son capaces de
desplazarse mutuamente de su unién a receptores CB1 y CB2
(Pertwee, 2001). El cuarto grupo de moléculas con actividad
cannabimimética es el "grupo de eicosanoides" que incluye una
serie de compuestos estructuralmente derivados del acido

araquidonico (Devane y cols., 1992). EI miembro prototipo de
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este grupo es el cannabinoide enddgeno

araquidoniletanolamida (anandamida).

Aunque las caracteristicas estructurales de los agentes
cannabimiméticos que rigen sus afinidades por los receptores
cannabinoides han sido objeto de amplia investigacion, se ha
prestado poca atencion a las caracteristicas estructurales que
determinan su eficacia. Los datos existentes indican que la
eficacia de los agonistas de los receptores cannabinoides
diferentes no es siempre la misma, mostrando algunas de las
propiedades mixtas agonistas-antagonistas que son tipicos de

los agonistas parciales.

Antagonistas: En los Gltimos afios se han desarrollado varias
moléculas capaces de antagonizar de forma selectiva los
efectos cannabimiméticos mediados por los receptores CB1 o
CB2, que han supuesto una herramienta fundamental en la
caracterizaciéon farmacolbégica de estos receptores. El primero
que se estudi6 es el WIN 56,098 capaz de antagonizar al
compuesto WIN 55,212-2, un agonista de los receptores
cannabinoides (Pacheco y cols., 1991). Hoy en dia, el
antagonista de los receptores cannabinoides mas potente,
importante y bien caracterizado es el SR141716A. Se ha
demostrado que previene y atendia acciones cannabimiméticas,
evitando que se produzcan varios de sus efectos tipicos.
SR141716A muestra una marcada selectividad por los
receptores cannabinoides CB1 (Rinaldi-Carmona y cols., 1994;
Compton y cols., 1996; Shire y cols., 1996).
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Otro antagonista de los receptores cannabinoides, LY320135,
tiene 16,5 veces mayor afinidad por los receptores CB1 que por
los CB2, aunque la farmacologia de este compuesto todavia no

es completamente conocida (Di Marzo, 2008).

1.4. Aplicaciones terapéuticas de los derivados can  nabinoides

El estimulo de los receptores cannabinoides puede dar lugar a un
amplio abanico de respuestas (tabla 1). La mayoria de las acciones
evocadas por los agonistas cannabinoides sobre el sistema nervioso
central parecen depender principalmente de la activacion de receptores
CB1: efectos cognitivos y psicoldgicos, antieméticos y analgésicos,
aunque en alguno de ellos no puede descartarse la participacion de
CB2. Por otro lado, el papel de los receptores CB2 es fundamental en
otras acciones cannabimiméticas, como es el caso de los efectos

inmunomoduladores y antiproliferativos (Mufioz-Rubio y cols., 2011).

Para el estimulo o agonismo cannabinoide se han propuesto
diversas dianas terapéuticas, especialmente enfocadas al tratamiento
del dolor (analgesia), de procesos que cursan con nauseas y vomitos
(Campbell y cals., 2001), de patologias motoras espasticas, incluyendo
enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de Huntington
o la esclerosis multiple, del glaucoma, el asma bronquial y procesos

cancerosos.

Por lo que se refiere a las posibilidades del antagonismo
cannabinoide, las que se estan explorando actualmente se refieren,
sobre todo, a su potencialidad antiesquizofrénica y a su posible utilidad

en los trastornos del apetito (obesidad).
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@ Enfermedades
5 % neurodegenerativas
S D Antiemético Estimulacion del apetito
e Enfermedad de
D Huntington (EH)
* Unidn a los receptores CB1 del | El sistema Diferentes teorias:
nuacleo del tracto solitario endocannabinoide es * Agonistas CB1
« Agonistas cannabinoides activado de forma favorecen el alivio de los
pueden inhibir la activacion del transitoria en el cerebro sintomas motores
receptor de serotonina (5-HT 3) tras un periodo breve de * Agonistas CB2
5 « Mediante activacion acoplada ayuno, liberando producen
S de receptores CB1y CB2, endocannabinoides de neuroproteccion por
& localizados en la zona de neuronas postsinapticas activacion de los
S emplazamiento de la integracién | despolarizadas, los cuales | receptores CB2
g de los reflejos eméticos (nlcleo activan retrégradamente (incrementados
0 del tracto solitario, area los receptores CB1 significativamente en las
§ postrema y nucleo motor dorsal presinapticos. La zonas lesionadas por la
() del vago). estimulacion de EH).
= receptores CB1
incrementa los niveles del
neuropéptido Y, que es
uno de los factores mas
potentes orexigénicos.
Pacientes que han recibido uso El sistema Pacientes tratados con
compasivo de THC y CBD endocannabinoide tiene agonistas
" afiadido al antiemético habitual | efecto en la regulacién del | cannabinoides
® | sugieren que se mejoran las apetito, el peso y el experimentan una
g nauseas y vomitos balance energético, mejora de la
g apoyando un efecto sintomatologia motora y
estimulante del apetito de | unretraso enla
los agonistas progresion de la
cannabinoides. enfermedad
Efectos toxicos: mareos, El uso crénico de los La activacion de los
disforia, alucinaciones, cannabinoides en receptores CB1
" sequedad de boca, pacientes con SIDA o que | producira los efectos
QL somnolencia, alteracion del reciben quimioterapia psicotrépicos tipicos de
.g gusto anticancerosa ocasiona los cannabinoides,
S efectos incrementando a los ya
= inmunosupresores, lo que | observados en
3 supone un efecto adverso | enfermos con EH.
= afiadido en individuos que
ya tienen el sistema
inmune comprometido
Van Sickle y cols., 2005; Duran Mattes y cols., 1994; Maccarrone y cols.,
. | ycols., 2010 Gamber y cols., 2005; 2007; Micale y cols.,
- D Kirkham, 2008 2007; Sagredo y cols.,
L O
= 2009
o

Tabla 1. Principales acciones terapéuticas de los cannabinoides.

20




CAPITULO |

Tabla 1: Continuacion

e Enfermedades neurodegenerativas
S 5
g8
2 © Enfermedad del Esclerosis lateral Esclerosis Enfermedad de
2 Parkinson (EP) amiotréfica (ELA) multiple (EM) Alzheimer (EA)
« Bloqueo de los Acumulacion de Mdltiples Agonistas CBly
receptores CB1, muy endocannabinoides mecanismos de CB2, actuando
abundantes en las en la médula lumbar | accién en exclusivamente
estructuras de los espinal produciendo | diferentes dianas sobre células de
ganglios basales, un mecanismo de celulares, microglia, son
= produciendo reduccion defensa endégeno relacionadas con capaces de prevenir
-‘g de la inhibicién motora inflamacion el dafio neuronal y
S | tipica en EP. crénica, con la secrecion de
9  Estimulacion del espasticidad citoquinas
o receptor CB1, dando muscular y dolor, inflamatorias
g lugar a una reduccién reparacion y
'g en la liberacién de recuperacion
Q glutamato, inhibicién de funcional y en los
s los efectos de la mecanismos de
dopamina y mejora del remielinizacién
receptor GABA, todos
los cuales son
mecanismos con
potencial antidiscinético.
Los antagonistas de los | Efectos Mejora terapéutica | Efectos beneficiosos
receptores CB1 son neuroprotectores y relevante en sobre la agitacién
Gtiles en el tratamiento mejora de la términos de nocturna
de los sintomas sintomatologia en nocicepcion y de
" parkinsonianos y de la pacientes con ELA la sintomatologia
& | discinesia inducida por de los pacientes
g levodopa, mientras que en EM
g los agonistas del
receptor CB1 podrian
tener valor en la
reduccion de la
discinesia inducida por
levodopa.
Resultados Alta variabilidad La evaluacion del Efectos psicoactivos
contradictorios en los interindividual, efecto terapéutico | y que afectan a la
@ ensayos clinicos siendo necesaria la puede ser memoria
1= realizados en relacion necesidad de confundida por
£ | con la administracién de | establecer un efectos
9 agonistas o tratamiento psicotrépicos o
5 antagonistas de individualizado analgésicos,
g receptores CB1 limitando la
efectividad del
tratamiento en EM
Brotchie, 2003 Carter y cols., 2010; Pryce y Baker, Micale y cols., 2007
. Joerger y cols., 2007; Novotna y
- D 2012 cols., 2011;
L O . .
s Sanchez y Garcia-
S Merino, 2012

Tabla 1. Principales acciones terapéuticas de los cannabinoides.
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Tabla 1: Continuacion

c .
% § Dolor Glaucoma Enfermeda_des Céancer
oo inflamatorias
< -
Activacion de los Agonistas de Agonistas de Induccién de
receptores receptores CB1 en receptores CB2 en apoptosis de las
cannabinoides: localizaciones células inmunes células tumorales y
« CB1.: relacionados implicadas en la producen inhibicién disminucién de la
con la modulacion produccion y de la produccion de angiogénesis tumoral,
& | de transmision del excrecion del humor | citoquinas, asi como la inhibicion
g dolor a través del acuoso: el cuerpo disminucién de la de la proliferacién e
= sistema nervioso ciliar, los vasos presencia de invasividad y la
3 central. sanguineos del antigenos y estimulacion de la
g « CB2: modulando la | cuerpo ciliar, el modulacion de la diferenciacion de las
g liberacion de musculo ciliary la migracion celular. células tumorales.
g factores pro- e malla trabecular, También pueden
9] inflamatorios de provocando un reducir la
= células no descenso en la inflamacion por la
neuronales presion intraocular, promocion de la
nociceptivas. al disminuir la apoptosis en
produccion de poblaciones de
humor acuoso. células inmunes.
Experimentalmente, | Claro efecto Acciones Inhibicién de nauseas
la actividad hipotensor ocular, antiinflamatorias de y vomitos inducidos
analgésica de los asi como un efecto agonistas por la quimioterapia,
agonistas del neuroprotector cannabinoides, estimulacion del
receptor sobre las células sobretodo de los apetito y atenuacion
i cannabinoide es ganglionares de la receptores CB2 del dolor oncolégico.
‘® | similar alade los retina expresados en Uso como
'GC'; opiaceos, tanto en células inmunes. antitumorales, en base
> modelos de dolor a la capacidad para
por exceso de limitar la proliferacién
nocicepciéon como celular e inducir la
en modelos de dolor muerte celular del
visceral y tumor selectivo.
neuropatico.
Efectos indeseables | « Via tdpica: Tolerancia y Efectos psicoactivos y
(leves y reversibles, midriasis, hiperemia | dependencia tanto téxicos aumentados
pero frecuentes): conjuntival, fisica como psiquica | con la quimioterapia
« Centrales: mareo, opacificaciones que inducen al
" cansancio y/o corneales severas y paciente con cancer a
Q debilidad, neurotoxicidad. un estado de debilidad
_g somnolencia y * Via sistémica:
S alteraciones de la descenso de la
= memoria. produccion de
S « Periféricos: boca lagrimas, diplopia,
= seca, hauseas, fotofobia, nistagmus
hipotensién y blefarospasmo.
transitoria, mialgias
o debilidad
muscular.
Malan y cols., 2001; Pinar-Sueiro y cols., | Cabral y Griffin- Guzman, 2003;
« S | Pertwee, 2001 2011 Thomas, 2009; Velasco y cols., 2007,
x .-_g O’Sullivan y Kendall, | Pisantiy cols., 2009

2010
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Actualmente, la investigacion se centra en conocer los mecanismos
basicos y desarrollar una terapia especifica efectiva en modelos de
enfermedades degenerativas neuroldgicas (esclerosis mudltiple,
enfermedad del Parkinson, enfermedad de Huntington y enfermedad
del Alzheimer), neuroproteccién, dolor, tratamiento de la dependencia

de opioides, glaucoma y cancer.

La realizacion de ensayos clinicos, algunos publicados y otros en
curso, estan evaluando la eficacia de extractos de Cannabis sativa y
otros cannabinoides sintéticos, tanto en el tratamiento del dolor
neuropético, oncoldgico y sintomético de la esclerosis mdltiple en
pacientes que no responden a los tratamientos habituales, como en el
tratamiento sintomatico y antiprofilerativo que se ha observado en

determinados tipos de cancer (Guzman, 2003).
1.4.1. Dolor neuropético

La Asociacion Internacional del estudio del Dolor (IASP) define el
dolor neuropético como el dolor causado por una lesion o enfermedad
del sistema somato-sensorial (Jensen y cols., 2011). Clinicamente, el
dolor neuropético suele estar infradiagnosticado y se caracteriza por la
asociacion de sintomas sensitivos inespecificos, no existiendo un
consenso en los criterios diagnosticos de éste tipo de dolor (Dworkin y
cols., 2003; Miralles-Garcia y cols., 2010). Ademas, existen pocos
estudios realizados donde se compare directamente las caracteristicas
del dolor con lesiones neurologicas u otras lesiones de tipo somatico

(Krause y Backonja, 2003).

El dolor neuropético es el resultado de una disfuncién (lesién o
destruccion) de los nervios periféricos 0, menos comunmente, del

sistema nervioso central. Puede manifestarse en una variedad de
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formas clinicas (Pedraza, 2007), incluyendo las parestesias (sensacion
anormal de los sentidos o de la sensibilidad general que se traduce por
una sensacién de hormigueo, adormecimiento, acorchamiento, etc.), de
disestesias (trastornos en la sensibilidad, ardor, quemazo6n, hormigueo,
pesadez), hiperpatia (reacciébn dolorosa desproporcionada a la
intensidad y modalidad del estimulo, con una extension que supera
claramente la regién estimulada), alodinia (sensacion dolorosa
provocada por un estimulo normalmente no doloroso) y de hiperalgesia
(respuesta dolorosa aumentada a un estimulo normalmente doloroso,
gue seria un aumento de la respuesta a un dolor especifico). Si esta
tratado de forma inadecuada, el dolor neuropéatico se acompafa
frecuentemente por depresion, ansiedad y trastornos del suefio
(Dworkin, 2002).

Este tipo de dolor, por su complejidad, es uno de los mayores
desafios en cuanto al manejo del dolor crénico se refiere y se configura
como una de las dreas mas prometedoras en la investigacion del dolor.
Gracias a esta complejidad requiere de un mayor conocimiento tanto de
la neurobiologia del mismo, como del manejo terapéutico de nuestros

pacientes.

La encuesta “Pain in Europe” (http://www.paineurope.com) refleja el
impacto sobre la calidad de vida que tiene el dolor crénico y
neuropético y las repercusiones econdmicas de ello. Segun dicha
encuesta, (i) uno de cada 5 pacientes sufre depresion a causa del
dolor; (ii) cerca del 40 % de las personas con dolor sufren alteraciones
en su vida cotidiana (afectando al suefio, al ocio, etc.); (ii) a nivel
laboral, uno de cada 5 pacientes afectados de dolor crénico ha perdido
su trabajo; y (iv) el dolor cronico ocasiona alrededor de 15 dias de baja
laboral al afio por término medio.
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En nuestro pais estas cifras pueden verse ligeramente alteradas.
Asi, Espafia es el pais con el indice mas alto de depresion (29 %)
debido al dolor cronico, el 22 % de los pacientes que sufren dolor
cronico pierden su trabajo; un 8 % sufre cambios de responsabilidad en

su trabajo y un 4 % cambian de trabajo (http://www.paineurope.com).

En el estudio DONEGA, realizado en Espafa en pacientes con dolor
neuropatico, la prevalencia de pacientes con sintomas de ansiedad o
depresién fue considerable, rondando o superando el 20 % (Rodriguez
y Garcia, 2007).

1.4.1.1. Neurobiologia del dolor neuropatico

El dolor neuropético se genera como resultado de cambios que
ocurren en la transmision normal del impulso doloroso. Estas
alteraciones han sido detectadas en las terminaciones nerviosas
periféricas, en el ganglio de la raiz dorsal, en el asta posterior de la
espina dorsal y en la corteza somatosensorial. Ademas de cambios en
las neuronas afectadas, se observan modificaciones en las
propiedades eléctricas de las neuronas normales remanentes (Cruciani
y Nieto, 2006).

Existen multiples explicaciones en relacion a los mecanismos del
dolor neuropatico, tanto centrales como periféricas, pero ninguna de
ellas da cuenta de forma integral de la fisiopatologia, ya que,
probablemente, deba considerarse siempre multifactorial (Dworkin y
cols., 2003). Dentro de los mecanismos periféricos se encuentran, la
sensibilizacion de los nociceptores, la generacion de impulsos
espontdneos ectopicos en el axéon, un aumento de la sensibilidad
mecanica y/o quimica del axén periférico, la presencia de efapsis

(punto de contacto lateral entre las fibras nerviosas a través del cual,

25



CAPITULO |

los impulsos pueden transmitirse directamente, a través de las
membranas celulares en vez de a través de la sinapsis), la
multiplicacién de impulsos a través de descargas secundarias y la
generacion de impulsos espontaneos ectopicos en neuronas del
ganglio dorsal (Woolf, 2004).

En el &mbito central, los mecanismos involucrados son el defecto de
liberacion central del nociceptor y la sensibilizacion de neuronas del

asta posterior (Ro y Chang, 2005).

En cuanto a los mecanismos utilizados para las diferentes
manifestaciones clinicas, el dolor continuo se ha relacionado con la
sensibilizacion del nociceptor periférico, con impulsos ectépicos de
fiboras C y la pérdida de la inhibicion central. Por su parte, el dolor
paroxistico se relaciona con las descargas ectépicas de las fibras
nociceptivas. También se ha determinado que las parestesias y
disestesias se producen por descargas ectopicas en fibras A beta,
agregandose en el caso de las disestesias, la sensibilizacién central y

la reorganizacion de fibras A beta (Bafios y cols., 2003).

El dolor neuropatico puede manifestarse en una serie de sindromes

(figura 5).

26



CAPITULO |

DN origen central ]

DN periférico

+Lesién del nucleo dorsal lateral

—p Lesiones
del tallamo

cerebrales y
medulares de
distinta etiologia.

+Afectacion de la via
espinotalamica a cualquier nivel

p Espectro clinico: hiperestesia al tacto, al calor y
al frio, alodinia tactil y al frio e hiperalgesia al frio

-» Radiculopatias: afecta las raices espinales de los
nervios periféricos.

« Causas: compresién mecanica, isquémica,
inflamacién o incluso a un tumor primario o
metastasico

« Sintomas: hormigueo y entumecimiento, pinchazos,
quemazoén y dolor profundo, opresivo y espasmaédico

y al calor.

~» Neuropatias diabéticas: alteracion de los nervios

] periféricos a causa de la DM.

« Manifestaciones: dolor mortecino y constante,
quemante y punzante, y se manifiesta con claros
componentes neuropaticos, como escozor frecuente,
disestesias, entumecimiento, alodinia mecanica y
debilidad en los miembros.

DN simpatico

—» Tipo |: causado por trauma o inmovilizacién de un
miembro (conocido anteriormente como distrofia
simpatica refleja)

—» Tipo ll: causado por lesiones de estructuras
nerviosas (causalgias)

—» Neuralgia del trigémino: cuadro de dolor paroxistico,
lancinante y de breve duracion (generalmente de 5-20
segundos), unilateral y localizado en el territorio de una
o0 mas ramas del nervio trigémino. Afecta con mayor

S

DN del miembro fantasma
Se presenta en amputaciones traumaticas o

terapéuticas. frecuencia a las ramas Il (maxilar) o lll (mandibular), si
—» Depende de factores tanto periféricos como bien en su evolucién la neuralgia puede extenderse a
centrales. otra/s ramars.

] —» Neuralgia post-herpética: producido por la
reactivacion y multiplicacion del virus varicela Zoster
(latente en los ganglios de la espina dorsal) en
pacientes inmunolégicamente comprometidos.
« Sintomas: dolor es constante, intenso y algunos
pacientes lo describen como lancinante, otros como
quemante y otros como una combinacion de ambos.

DN inducido por quimioterapia
Producido por agentes quimioterapicos como
cisplatino, oxaliplatin, paclitaxil, talidomida y
vincristina.

Ly Sintomas: dolor, pinchazos, vibraciones y
pérdida de propiocepcion que puede interferir con
la escritura y actividades basicas de la vida diaria

Figura 5. Sindromes en los que se manifiesta dolor neuropéatico (DN)
(Abreviaturas: DM - Diabetes Mellitus)

1.4.1.2. Evaluacion del dolor neuropatico

La evaluacion y valoracion del dolor neuropatico y de los sintomas
asociados es necesaria para el diagndstico y para guiar el tratamiento
(Backonja y Rowbotham, 2007). El dolor neuropatico es el resultado de
una enfermedad o lesidén del sistema nervioso y, consecuentemente,
las manifestaciones clinicas incluyen tanto sintomas y signos
sensoriales positivos como negativos. Una cuidadosa exploracion fisica
y neuroldgica puede ayudar a responder a la pregunta basica: ¢donde
estd la lesion? Y valorar factores no neuropaticos (musculoesquelético,
inflamatorio, miofascial y psicoldgico) que contribuyen a la presentacion

del dolor de los pacientes. El descubrimiento de fen6menos sensitivos
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negativos y positivos en el area del dolor es sugestivo, pero no
diagnostica este tipo de dolor. Herramientas para su valoracién como el
Neuropathic Pain Questionnaire (Krause y Backonja, 2003) y el
Neuropathic Pain Inventory (Bouhassira y cols.,, 2004) fueron
desarrolladas con el objetivo de ayudar al diagnéstico y valoracion

iniciales, asi como a las valoraciones de seguimiento.

Ademads, estudios de imagen y de electromiografia de conduccion
nerviosa son, indudablemente, una parte integral del diagnostico y
valoracion del dolor espinal (figura 6). Es importante mencionar que los
estudios electromiograficos de conduccidén nerviosa son insensibles a
las alteraciones de las fibras sensitivas de pequefio diametro. Otros
métodos, como las pruebas sensitivas térmicas cuantitativas confian en
la capacidad psicofisica del paciente para discriminar cambios finos en
los estimulos termales, pero no son utilizados ampliamente porque
requieren equipo especializado y entrenamiento. La resonancia
magnética funcional (RMF) puede valorar mas ampliamente el dolor

relacionado con estructuras cerebrales.

1.ESTUDIOS RADIOLOGICOS
*RX poca utilidad, salvo la presencia de osteroporosis moteada
eTomografia emision de positrones (TEP) m
*Resonancia Magnética Nuclear
2. GAMMAGRAFIA OSEA SR ARG
eDiagnostico de extension y control evolutivo
3. TELE-TERMOGRAFIA INFRARROJA
eDiagnostico de SDRC 6 DSR y control evolutivo
4. ESTUDIOS NEUROFIOLOGICOS * Neurografia sensitiva y motora
ePotenciales evocados somestésicos
eElectroencefalografia
eElectromiografia de insercion
*Reflexografia v 37,
¢Estudio funcional del sistema nervioso auténomo .51° 11728794 17:18:31
*Registro microneurografico de potenciales de accién de n. Mixto

Figura 6. A) estudios de imagen utilizados en la evaluaciéon del dolor
neuropatico; b) ejemplo de teletermografia infrarroja en paciente afecto de
sindrome doloroso regional complejo (SDRC o DSR) tipo |
(Fuente:http://www.fundaciongrunenthal.es/cms/cda/_common/inc/display_
file.jsp?filelD=58100207)
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Por lo tanto y con los métodos mencionados anteriormente, la
evaluacién y el diagnéstico de dolor neuropatico se establece por
medio de un estudio completo basado en la historia clinica, la

exploracion fisica y neuroldgica y los estudios diagnésticos.
1.4.1.3. Famacologiay tratamiento del dolorneuro  pético

Segun un articulo publicado por Vazquez (2003), mas de la mitad de
las personas que sufren dolor neuropatico no esta satisfecha con su
medicacién. Ademas, un gran porcentaje de pacientes, segun la
Sociedad Espafiola del Dolor, suelen recurrir a la automedicacion para
tratar su dolor, con las connotaciones que pueda derivarse en cuanto a
un mal control, efectos adversos (algunos de ellos importantes, al ser

los AINEs los mas utilizados) y el riesgo de interacciones.

Hasta ahora, los farmacos que cuentan con mayor experiencia en el
tratamiento del dolor neuropatico son los antidepresivos triciclicos
(ATC), con eficacia demostrada, por lo que se consideran
generalmente de primera linea. Otros antidepresivos, los inhibidores
selectivos de la recaptacion de noradrenalina-serotonina (ISRN),
también han demostrado su utilidad. Parecen ser menos eficaces,

aungue mejor tolerados.

Ciertos antiepilépticos han mostrado su eficacia y son propuestos
por algunos autores como farmacos de primera linea al mismo nivel

gue los ATC. En este grupo destacan la carbamazepina y gabapentina.

La utilizacion de opiodes en este tipo de tratamiento ha sido objeto
de controversia, no obstante, en la actualidad parecen estar aceptados

como farmacos de segunda o tercera linea.
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A pesar de los farmacos mencionados, los tratamientos eficaces
para el alivio del dolor neuropético son escasos y el numero de
pacientes que sufren este tipo de dolor crénico no aliviado sigue siendo
elevado. Sin embargo, las opciones de tratamiento estan
expandiéndose continuamente y son probadas en estudios clinicos.
Ninguna de las opciones disponibles actualmente proporciona un alivio
bueno o moderado en mas del 50-60 % de los pacientes en los
estudios clinicos. Nuestro conocimiento sobre los mecanismos del dolor
esta creciendo en alcance y complejidad, y modelos animales y
humanos de dolor estan actualmente disponibles para probar farmacos
antes de embarcarse en estudios clinicos a gran escala, dificiles y

costosos.

Diferentes ensayos clinicos han demostrado que los derivados
cannabinoides pueden ser considerados como tratamientos muy
prometedores para el dolor que no responde a los tratamientos
disponibles (Fox y cols., 2001; Manzanares y cols., 2006; Nurmikko y
cols., 2007). De esta manera se abre una linea muy prometedora para
tratar el dolor que no responde a las terapias farmacologicas

disponibles en la actualidad (Walker y cols., 1999).

Bésicamente, la antinocicepcion de los derivados cannabinoides se
debe a la activacién de los receptores cannabinoides, sobre todo CB1
(Pertwee, 2001). Los receptores CB2, relacionados clasicamente con la
modulacion de la respuesta inmunolbgica, se encuentran también
implicados en la antinocicepcion modulando la liberacién de factores
pro e inflamatorios de células no neuronales nociceptivas (los
receptores CB1 se relacionan mas con la modulacion de transmision

del dolor a través del sistema nervioso central) (Mackie, 2006).
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La actividad antinociceptiva cannabinérgica central se debe a la
presencia de receptores a nivel supraespinal y espinal. La
administracion de agonistas cannabinoides permite la disminucion de la
intensidad de entrada del impulso nociceptivo en el cerebro al alterar el
sistema de control ascendente y descendente. Por lo tanto, se reduce
la percepcion central del dolor y el descenso de la actividad espontanea
y evocada de los centros supraespinales por la actuacion de un sistema

descendente.

En la actividad cannabinérgica periférica, los receptores
cannabinoides responsables, en cantidad considerablemente mas
pequefia que en el sistema nervioso central, estdn mas relacionados
con la modulacion de la liberacion de factores pro- e inflamatorios de
las células no neuronales localizadas en la proximidad de neuronas
nociceptivas que con la transmision del dolor a través del sistema
nervioso central (hecho que se debe a la presencia de receptores CB1)
(Manzanares Yy cols., 1999; Mackie, 2006).

Desde el punto de vista experimental, la actividad analgésica de los
agonistas del receptor cannabinoide es similar a la de los opiaceos,
tanto en modelos de dolor por exceso de nocicepcién, como en
modelos de dolor visceral y neuropatico (Pertwee, 2001), aunque los
cannabinoides presentan mecanismos antinociceptivos diferentes. Esto
supone abrir una nueva linea para tratar el dolor que no responde a los
tratamientos farmacologicos actuales, especialmente para los dolores
neuropdticos e inflamatorios (Skrabek y cols., 2008). Con esta
situacion, un tratamiento que permita que pacientes con dolor
neuropdatico severo puedan llevar a cabo sus actividades diarias puede
suponer un beneficio considerablemente superior a sus posibles

efectos adversos.
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El principio activo mas importante del cannabis es el A°-
tetrahidrocannabinol (THC). ElI THC es el responsable de la mayoria de
las acciones psicoactivas y efectos terapéuticos atribuidos a esta
planta, como los efectos antiemético, analgésico, sedante y estimulante
del apetito. El segundo principio activo en importancia es el cannabidiol
(CBD). Es un cannabinoide no psicoactivo que actda por un mecanismo
diferente al del THC y comparte algunos de sus efectos terapéuticos.
Ha mostrado efecto neuroprotector in vitro, asi como efecto analgésico,
antiinflamatorio, immunosupresor, antiemético, hipnético y ansiolitico en

modelos de experimentacion animal.
1.4.2. Céncer

«Cancer» es un término genérico que designa a un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo;
también se habla de «tumores malignos» o «neoplasias malignas»

(http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/).

El cancer empieza en las células, las cuales son las unidades
basicas que forman los tejidos. Los tejidos forman los 6rganos del
cuerpo. Normalmente, las células crecen y se dividen para formar
nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células
envejecen y mueren, son reemplazadas por células nuevas. Algunas
veces este proceso ordenado se descontrola. Las células nuevas se
siguen formando cuando el cuerpo no las necesita y las viejas no
mueren cuando deberian. Estas células que no son necesarias forman
una masa de tejido, que es lo que se llama tumor (http://cancer.gov/).

Los tumores pueden ser clasificados en benignos o malignos:
* Los tumores benignos no son cancerosos.

» Rara vez ponen la vida en peligro.
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Generalmente, se pueden operar y comunmente no vuelven a

crecer.

Las células de tumores benignos no invaden tejidos de su

alrededor.

Las células de tumores benignos no se diseminan a otras partes

del cuerpo.
Los tumores malignos son cancerosos.

Son mas graves que los tumores benignos. Pueden poner la

vida en peligro.

Generalmente pueden extirparse, pero algunas veces vuelven a

crecer.

Las células de tumores malignos pueden invadir y dafiar tejidos

y érganos cercanos.

Las células de tumores malignos pueden diseminarse
(metastasis) a otras partes del cuerpo. Las células cancerosas
se diseminan al desprenderse del tumor original (primario) y
entrar en el torrente de la sangre o en el sistema linfatico. Las
células pueden invadir otros 6rganos y formar tumores nuevos

gue dafan estos 6rganos.

La transformacion de una célula normal en tumoral es un proceso

multifasico y suele consistir en la progresibn de una lesion

precancerosa a un tumor maligno. Estas alteraciones son el resultado

de la interaccion entre los factores genéticos del paciente y tres

categorias de agentes externos: i) carcindgenos fisicos, como las

radiaciones ultravioleta e ionizantes; ii) carcindbgenos quimicos, como

los asbestos, los componentes del humo de tabaco, las aflatoxinas
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(contaminantes de los alimentos) o el arsénico (contaminante del agua
de bebida); y iii) carcinégenos biol6gicos, como las infecciones

causadas por determinados virus, bacterias o parasitos.

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo
con unas 13 millones de personas diagnosticadas y 7.5 millones de
muertes cada afo. En la figura 7 se aprecia la incidencia y la mortalidad
de los diferentes tipos de céancer en todo el mundo, realizado por el
proyecto GLOBOCAN en 2008 (ultimos datos que se recogen). El
proyecto GLOBOCAN tiene como objetivo proporcionar estimaciones
contemporaneas de la incidencia, prevalencia y afios de vida ajustados
a discapacidad de los principales canceres, a nivel nacional, de 184
paises del mundo (http://globocan.iarc.fr/).

Incidence

1,608,055 (12.7%)

4403251 (34 8%)—— — 1,384,155 (10.8%)

~—— 1,235,108 (8.8%)
382,660 (3.0%)
481,845 (3.8%) 988,602 (7.8%)
[
(

830,232(4 2% 898,102 (7.1%)
748,744 (5 B%

Mortality

695,726 (9.2%

M Lung
1,376,579 (18.2%) Ereact
2,597 568 (34 3%)—— Colorectum
450,503 (B.1%) B Stornach
B00.051 (5.1%) M Prostate
: e Liver
150,282 (2.0%)
408,533 (5 4%)! 737,419 (9.7%) = SZ;VC“X F’;erhs
275,008 (3 5%) 258,133 (3.4%) - Bladd%r d
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Other and unspecified

Figura 7. Incidencia y mortalidad de los canceres mas frecuentemente

diagnosticados en todo el mundo, en

http://globocan.iarc.fr/)
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Mas del 70 % de las defunciones por cancer se registraron en
paises de ingresos bajos y medianos. Se prevé que el nimero de
defunciones por cancer siga aumentando en todo el mundo y supere
los 13,1 millones en 2030 (http://www.who.int/mediacentre/factsheets
[fs297/esl).

1.4.2.1. Factores de riesgo del cancer

Muchas causas o factores de riesgo pueden contribuir a la
posibilidad de que una persona contraiga el cancer. Es importante
recalcar que una de cada tres personas padecera cancer durante su
vida. Los factores de riesgo son elementos que aumentan la posibilidad
de contraer cancer. La mayoria de los canceres probablemente se
relacionan con mas de un factor de riesgo. Pueden incluir elementos
tales como edad, raza, sexo, factores genéticos, dieta y exposicion a
sustancias quimicas, radiacion y tabaco (http://www.atsdr.cdc.gov
/es/general/cancer/riesgo_cancer.html). A continuacion se enumeran

los factores de riesgo mas comunes en el desarrollo de la enfermedad:

* Envejecimiento: la mayoria de los canceres ocurren en las
personas después de los 65 afios de edad. Aunque personas de
todas las edades, incluyendo los nifios, pueden padecer cancer

también (Irigaray y cols., 2007; Niccoli y Partridge, 2012).

» Tabaco: en Espafia, cada afio mueren mas de 50000 personas
de cancer relacionado con el consumo de tabaco. El consumo
de productos del tabaco o estar expuesto de manera regular al
humo de tabaco (fumadores pasivos) aumenta el riesgo de
padecer cancer (Gomez-Raposo y cols., 2007; Seitz y Cho,
2009).
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Los fumadores tienen mayor probabilidad de padecer cancer de
pulmén, laringe, boca, esoéfago, vejiga, rifion, garganta,
estdbmago, pancreas, cuello uterino o cérvix. También tienen
mas probabilidad de padecer leucemia mieloide aguda (cancer

gue comienza en las células de la sangre) (Khan y cols., 2010).

Radiacion ultravioleta (UV): proviene del sol y de las lamparas y
camas solares; causa envejecimiento prematuro de la piel y
dafios en la piel que pueden resultar en cancer. Se recomienda
limitar la exposicién al sol y evitar otras fuentes de radiacion

ultravioleta (Irigaray y cols., 2007).

Radiacién ionizante: puede causar dafios celulares que resulten
en cancer. Este tipo de radiacion proviene de rayos que
penetran la atmdsfera terrestre desde el espacio, de una lluvia
radioactiva, del gas radén, de los rayos X y de otras fuentes

(Irigaray y cols., 2007).

La lluvia radioactiva puede originarse de accidentes en plantas
nucleares de energia o de la produccion, prueba o uso de
armas atomicas. La gente expuesta puede tener mayor riesgo
de cancer, especialmente de leucemia y cancer de tiroides,

mama, pulmon y estomago (Khan y cols., 2010).

Ademas, algunos procedimientos médicos son una fuente
comun de radiacion (rayos X o radioterapia, aunque en ambos
casos, el beneficio es casi siempre mayor que el pequefio

riesgo que implica el tratamiento).

Ciertos productos quimicos y otras sustancias: algunas
personas tienen un mayor riesgo de cancer debido al trabajo

gue realizan (pintores, trabajadores de la construccion,
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trabajadores de la industria quimica). Muchos estudios han

demostrado que la exposicion al asbesto, benceno, bencidina,

cadmio, niquel y cloruro de vinilo en el trabajo puede causar

cancer.

Algunos virus y bacterias: la infeccion causada por algunos virus

0 bacterias puede aumentar el riesgo de padecer céancer

(Irigaray y cols., 2007).

(0]

Virus del papiloma humano (VPH): La infeccién por VPH
es la causa principal de cancer cervical, es decir, cancer
de cuello uterino. También puede ser un factor de riesgo

para otros tipos de cancer.

Virus de hepatitis B (VHB) y hepatitis C (VHC): El cancer
de higado puede aparecer después de varios afios de

infeccion con hepatitis B o hepatitis C.

Virus de la leucemia de células T humanas tipo 1 (HTLV-
1): La infeccidon con el virus de la leucemia de células T
humanas tipo 1 aumenta el riesgo de padecer linfoma y

leucemia.

Virus de la inmunodeficiencia humana (VIH): El VIH es el
virus que causa el SIDA. Las personas que tienen la
infeccién de VIH tienen mayor riesgo de padecer cancer,

como linfomas o sarcoma de Kaposi.

Virus de Epstein-Barr: La infeccidn del virus de Epstein-

Barr ha sido asociada con un mayor riesgo de linfoma.

Herpesvirus humano 8 (HHV8): Este virus es un factor

de riesgo para el sarcoma de Kaposi.
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o Helicobacter pylori: esta bacteria puede causar Ulceras
en el estdbmago. También puede causar cancer de

estdmago y linfoma en el recubrimiento del estomago.

Hormonas: algunas hormonas (estrogeno solo o estrégeno junto
con progesterona) recomendadas para aliviar algunos
problemas (como los bochornos, sofocos y calores, la sequedad
vaginal y el adelgazamiento de huesos) que suelen ocurrir
durante la menopausia, pueden aumentar el riesgo de cancer

de mama (Donovan y cols., 2007).

Antecedentes familiares de cancer: algunos cambios en los
genes (debido a mutaciones) que aumentan el riesgo de
padecer cancer pasan de padres a hijos. Estos cambios estan
presentes en todas las células del cuerpo desde el nacimiento
(Calzone, 2012).

La genética desempefia una gran funcion para la mayoria de los
canceres, como es el caso del cancer de mama (Clamp y cols.,
2003) y el cancer de colon. Esto significa que la historia de
salud de una familia puede constituir un factor de riesgo para

algunos tipos de cancer.

Alcohol: tomar mas de dos bebidas alcohdlicas por dia durante
varios afios puede aumentar el riesgo de padecer cancer de
boca, garganta, esofago, laringe, higado y mama. El riesgo
aumenta con la cantidad de alcohol que se ingiere. Para la
mayoria de estos canceres, el riesgo es aun mayor si la persona
también fuma (Irigaray y cols., 2007; Khan y cols., 2010; Seitz y
Cho, 20009).
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» Dieta deficiente, falta de actividad fisica o sobrepeso: las
personas que tienen una dieta inadecuada, que no tienen
suficiente actividad fisica o que tienen exceso de peso pueden
tener un mayor riesgo de padecer varios tipos de cancer. Por
ejemplo, algunos estudios sugieren que las personas que
comen una dieta rica en grasas tienen mayor riesgo de padecer
cancer de colon, de (tero y de prostata. La falta de actividad
fisica y el exceso de peso son factores de riesgo para padecer
cancer de mama, colon, esofago, rifion y utero (Irigaray y cols.,
2007; Khan y cols., 2010).

1.4.2.2. Diagndéstico y deteccion precoz del cancer

El diagnéstico y la deteccidbn precoz del céancer aumentan
enormemente las posibilidades de que el tratamiento resulte eficaz. Los
componentes principales de la deteccion precoz del cancer son dos: la
educacion para promover un diagnostico precoz y el cribado (Ott y
cols., 2009).

Si se reconocen las posibles sefales de alerta del cancer y se toman
medidas con rapidez puede llegarse a un diagnostico precoz. Un mayor
conocimiento de las posibles sefiales de alerta del cancer entre los
médicos, el personal de enfermeria y otros dispensadores de atencion
de salud, asi como entre el publico en general, puede tener un gran
impacto en la enfermedad. Algunas de las sefiales iniciales del cancer
son la aparicién de bultos, llagas que no cicatrizan, sangrado anormal,
indigestién persistente y ronquera cronica. El diagndstico precoz es
especialmente importante en el cancer de mama, cuello uterino, boca,

laringe, colon y recto, y piel.
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Por otro lado, se entiende por «cribado» la utilizacion de pruebas
sencillas en una poblacion sana con el fin de detectar sisteméticamente
a las personas que aun no presentan ningun sintoma pese a sufrir una
determinada enfermedad. Pueden citarse como ejemplos el cribado del
cancer de mama mediante mamografia y el del cancer del cuello del

Gtero con métodos de deteccidn citologica (Perea y cols., 2012).
1.4.2.3. Tratamiento del cancer

El plan de tratamiento depende principalmente del tipo de cancer y
del estadio de la enfermedad. Ademas, también se tiene en cuenta la
edad del paciente y su salud general. Con frecuencia, el objetivo del
tratamiento es curar el cancer. En otros casos, el objetivo es controlar
la enfermedad o reducir los sintomas el mayor tiempo posible
(Balducci, 2007).

Aunque el plan de tratamiento puede ir variando con el tiempo, la
mayoria de los planes de tratamiento incluyen cirugia, radioterapia y/o
guimioterapia. Algunos comprenden terapia hormonal o terapia
biolégica. Ademas, se puede hacer un trasplante de células madre para
gue el paciente pueda recibir altas dosis de quimioterapia o
radioterapia. Algunos cénceres responden mejor a un solo tipo de
tratamiento, mientras que otros pueden responder mejor a una

combinacion de tratamientos.

Los tratamientos pueden actuar en un area especifica (terapia local)
o en todo el cuerpo (terapia sistémica). La terapia local extirpa o
destruye el cdncer en una sola parte del cuerpo (cirugia y radioterapia).
La terapia sistémica envia medicamentos o sustancias por el torrente
sanguineo para destruir células cancerosas en todo el cuerpo,

destruyendo las células cancerosas que se hayan diseminado mas alla
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del tumor original. La quimioterapia, la terapia hormonal y la terapia

biolégica son generalmente terapias sistémicas.

Los efectos secundarios son frecuentes ya que los tratamientos para
el cancer generalmente dafian células y tejidos sanos. Los efectos
secundarios dependen fundamentalmente del tipo y extension del
tratamiento. Es posible que los efectos secundarios no sean los
mismos para todos los pacientes que reciben el tratamiento y los

efectos pueden cambiar de una sesién de tratamiento a otra.

Sin embargo, la investigacion actual se centra en el desarrollo de
nuevos abordajes terapéuticos en el tratamiento del céncer. Los
estudios de las bases moleculares y de los mecanismos relacionados
con el cancer abren una nueva posibilidad al desarrollo de nuevos

tratamientos para combatir la enfermedad.

Investigaciones recientes sugieren que los agonistas de los
receptores cannabinoides, expresados por las células tumorales,
pueden ofrecer una nueva estrategia para tratar el céancer.
Actualmente, su estudio se centra en el desarrollo de este tipo de
cannabinoides para la terapia del cancer, actuando como paliativos o
como medicamentos contra el desarrollo del cancer (Pisanti y cols.,
2009).

Entre los efectos paliativos, se ha observado que los cannabinoides
ejercen una actividad antiemética tras la activacion de los receptores
cannabinoides, probablemente localizados en el tronco cerebral. Esta
accion antiemética mostrada por este tipo de sustancias es ligeramente
mejor que la de los antieméticos convencionales (por ejemplo,
metoclopramida, fenotiazinas, haloperidol) (Gralla y cols., 1984;
Mannix, 2004).
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Otro de los efectos psicoldgicos que se observan en los derivados
cannabinoides es la estimulacién del apetito, con la induccion de un
fuerte deseo de comer y un efecto potenciado sobre el disfrute de las
propiedades sensoriales de los alimentos. Los endocannabinoides
parecen estar directamente implicados en los mecanismos centrales
que dan lugar al ansia por la comida, el hambre y la anticipacién y la
evaluacion hedodnica de los alimentos. Entre los efectos del cancer y de
su tratamiento (generalmente quimioterapia) se encuentran la falta de
apetito, inflamacion de la boca, y la alteracion del gusto de los
alimentos, por lo que la administracion de derivados de cannabinoides

puede mejorar estos efectos (Mattes y cols., 1994; Kirkham, 2005).

Ademas, estos compuestos tienen propiedades analgésicas,
ansioliticas y antidepresivas, lo que permitiria combatir otros aspectos
negativos asociados al cancer (dolor oncolégico, estados animicos

alterados).

Aparte de estas acciones paliativas, la investigacidn preclinica
reciente sugiere que los pacientes con cancer pueden beneficiarse de
los cannabinoides de una forma adicional: desde finales de 1990, una
importante cantidad de datos experimentales han demostrado que
estos compuestos ejercen efectos antitumorales en diferentes modelos
de cancer, tanto en cultivos celulares como en modelos in vivo de

ratones transgénicos (Caffarel y cols., 2012).

La accién antitumoral cannabinoide se basa en el bloqueo de varios
mecanismos de la progresion tumoral. Por un lado, inhiben el
crecimiento incontrolado de células del cancer (por inhibicion de la
proliferacion celular y mediante la induccion de muerte de células

cancerosas por apoptosis), asi como también afectan a la angiogénesis
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tumoral y la metastasis. Curiosamente, estos efectos se han observado
en células tumorales de origen muy diferente, incluyendo gliomas,
melanomas, carcinomas de mama, piel, pulmones, higado, pancreas,
colon, préstata, y linfomas, entre otros, lo que indica que la accion
antitumoral desarrollada por los cannabinoides tiene un caracter
general y no es especifico de un solo tipo de tumor (Velasco y cols.,
2012).

1.5. Limitaciones en la aplicacion terapéuticade|  0s cannabinoides

El amplio abanico de aplicaciones terapéuticas ofertado por los
cannabinoides ha dado lugar al desarrollo de diversas formulaciones de
estos farmacos y sus derivados. Sin embargo, este grupo de sustancias
presentan una serie de limitaciones que han frenado su progreso. Una
de las principales limitaciones encontradas en la aplicacion terapéutica
de los cannabinoides esta relacionada con su baja solubilidad acuosa.
Desde el punto de vista de su disposicion, los cannabinoides son
sustancias que tienen una estructura carbociclica con 21 carbonos y
estan formados generalmente por tres anillos, ciclohexano,
tetrahidropirano y benceno, lo que les confiere propiedades altamente
hidrofobas. Esta propiedad dificulta el desarrollo de una formulacion de
cannabinoides efectiva que permita administrarlos de forma 6ptima, ya
gue limita su absorcién oral, aumenta su inestabilidad y favorece la

acumulacion en tejidos lipéfilos del organismo.

A pesar de ello, actualmente, ademas del cannabis propiamente
dicho, hay varios medicamentos derivados de cannabinoides que han
sido investigados y comercializados como medicamentos en el

mercado farmacéutico tanto nacional como internacional:
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Marinol® (Unimed Pharmaceuticals, Inc.). Contiene un derivado
sintético del THC formulado en capsulas (dronabinol).
Registrado en Estados Unidos, Canada, Sudéfrica, Australia y
Nueva Zelanda para las nauseas y vomitos secundarios de la
quimioterapia, asi como para el sindrome de anorexia-caquexia
de los pacientes con sida o cancer terminal. Este compuesto
presenta una absorcion baja y errética que se traduce en una

biodisponibilidad oral en torno al 6 % (Russo, 2008).

Cesamet® (Eli Lilly & Co.). Es un cannabinoide sintético y
analogo al dronabinol (nabilona) y se presenta en capsulas para
administracion oral. Esta indicado como auxiliar en el manejo
del dolor crénico en pacientes con céncer, esclerosis multiple,
fiboromialgia y dolor neuropético. También esta indicado en
nduseas y vomitos inducidos por la quimioterapia del cancer,
especialmente util en casos donde otros antieméticos no han
sido efectivos. Sin embargo, aunque su biodisponibilidad oral ha
sido mejorada con respecto al dronabinol, su absorcién es lenta,
irregular y variable entre los individuos. Su biodisponibilidad
puede variar entre un 5 y un 10 %, debido a que es destruido
parcialmente por el jugo gastrico y a que sufre efecto de primer
paso hepatico (Grotenhermen, 2003). Comercializado en Reino

Unido, Canad4, Irlanda y Estados Unidos.

Sativex® (Almirall), que contiene cannabidiol y A°%-THC.
Registrado en Espafia (primer derivado del cannabis aprobado
en 2010), para el tratamiento del dolor neuropatico, tratamiento
de la espasticidad en pacientes con esclerosis mdultiple y

adyuvante del tratamiento del dolor en oncologia (Russo y cols.,
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2007). Esta formulado como solucién para pulverizacion
sublingual conteniendo etanol y propilenglicol como agentes
solubilizantes, lo que puede provocar irritacion en el lugar de

administracion (Naef y cols., 2004).

Recientemente, Hernan Pérez de la Ossa y cols. (2012) han
desarrollado un sistema de administracion basado en la
microencapsulacién de A’-THC. Las microparticulas fueron elaboradas
a base del polimero poli-e-caprolactona (PCL) y con tamafio de
particula entre 20 y 50 um. Estos sistemas mostraron una actividad
antitumoral prolongada en cultivo celular, sin embargo, su
administracién fue Unicamente posible por via parenteral, debido a su
tamafio. No obstante, es la primera referencia en literatura que
desarrolla un sistema basado en microparticulas como transportador de

cannabinoides.

Por esta razon, el estudio de portadores nanotecnoldgicos como
sistemas de administracion oral de farmacos con baja solubilidad
acuosa, como los cannabinoides, se presenta como una alternativa
apropiada y novedosa. En base a todo ello, en el presente trabajo se
propone el desarrollo de un sistema nanométrico que permita por un
lado, la administracién oral de este tipo de compuestos, obviando sus
problemas de baja hidrosolubilidad y erratica absorcion, y, por otro, la
liberacion controlada en el tiempo de los activos vehiculizados,

proporcionando una respuesta terapéutica optima.
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2. NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

El término “Nanotecnologia” es usado extensivamente para definir
las ciencias y las técnicas que se aplican a nivel de nanoescala, es
decir, estd relacionado con el estudio de entidades y cuerpos de
tamafio nanométrico. Para tener una idea aproximada del tamafio de
los sistemas que nos ocupa, basta decir que un eritrocito tiene un
tamarno aproximado de 5000 nm, un virus mide unos 50 nm y el ADN

unos 2 nm.

La peculiaridad de estos objetos de dimensiones nanométricas,
tanto naturales como elaborados, reside en que presentan propiedades
fisicas, quimicas y biolégicas que difieren de forma importante de las
propiedades que presentan a escala micro- 0 macroscépica. Estas
caracteristicas derivan principalmente de la gran superficie que ofrecen

estos materiales al reducir considerablemente su tamafio (Roco, 2003).

En este sentido la Nanotecnologia Farmacéutica podria definirse
como el uso de la Nanotecnologia para la prevencién, diagnostico y
tratamiento de enfermedades, asi como para mejorar la salud y
funcionamiento del organismo humano. Las aplicaciones de la
Nanotecnologia Farmacéutica incluirian el desarrollo de sistemas de
liberacion de farmacos con localizacion o direccionamiento especifico,
la creacion de “laboratorios en un chip” que desempefien mdultiples
funciones in vitro e in vivo, asi como implantes y plataformas para
tejidos (Yokoyama, 2005).

A grandes rasgos, las &reas de actuacién de la Nanomedicina y
Nanotecnologia Farmacéutica se centran en diagndstico, vectorizacion

de farmacos y medicina regenerativa (figura 8).
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Figura 8. Principales areas de aplicacion de la Nanomedicina y
Nanotecnologia Farmacéutica (Fuente: Gonzélez y cols., 2005).

En el campo de los sistemas de liberaciébn de farmacos, la
Nanotecnologia permite la vectorizacion de principios activos a nivel de
organos, tejidos o células sobre los que ejercen su accion mediante la
utilizacién de transportadores. Estos sistemas transportadores deben
garantizar el direccionamiento del farmaco al lugar que lo necesite y en
la cantidad adecuada (Singh y Lillard, 2009). Ademas, deben cumplir
con ciertas caracteristicas, como lo son una baja toxicidad, propiedades
Optimas para el transporte y liberacion del farmaco y una larga vida
media en el organismo (Barratt, 2000). La Nanotecnologia permitira por
medio de la obtencién de dispositivos a escala nanométrica, liberar el
farmaco de forma menos invasiva y téxica en todos aquellos tejidos y

células diana.

Una ventaja que ofrece este tipo de dispositivos es el evidente
aumento de la efectividad del medicamento por medio
del control preciso de la dosis requerida, del tamafio, la morfologia y las
propiedades superficiales. Al liberarse nanoparticulas de forma
especifica sélo en organos, tejidos o células que lo necesiten, se
disminuye la toxicidad asociada al farmaco. Por otra parte, es necesario

tener en cuenta que los sistemas de administracion de farmacos
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proporcionan la liberacién sostenida del mismo de acuerdo con las
necesidades del paciente, lo que permite la disminucion de posibles
efectos adversos que se puedan presentar como consecuencia de la
administracién masiva y prolongada de un farmaco determinado

(Kawasaki y Player, 2005).

Cuando la Nanotecnologia se aplica al disefio y desarrollo de
sistemas de liberacion de farmacos, surge un area de investigacion
cuyo fin Ultimo es la generacién de Nanosistemas Terapéuticos. Estos
nanosistemas estan disefiados para ser administrados por distintas
vias: la via oral, con una importante presencia de conjugados de
proteinas, péptido/molécula activa y distintas variedades de
nanoparticulas; la via intravenosa, en donde destacan los sistemas tipo
liposomas o nanosistemas modificados con anticuerpos, proteinas y
péptidos para una vectorizacion activa; y la via pulmonar, en donde se
concentra la mayor variedad de sistemas y supone aproximadamente

un 30 % del mercado de los sistemas de liberacion de farmacos.

Los principales campos de investigacion y aplicacion de estos
nanosistemas se orientan al desarrollo de vectores efectivos para
enfermedades de dificil curacion y de importante incidencia: cancer
(vectorizacion tumoral selectiva), enfermedades neurodegenerativas
(paso a través de la barrera hematoencefdlica) y enfermedades
cardiovasculares. Estas areas dedican actualmente importantes
esfuerzos a la conjugacion de anticuerpos en sistemas como
nanoparticulas y liposomas con el propdésito de conseguir el trasporte

del farmaco de forma selectiva y eficaz.

Los aspectos en los que se debe focalizar el disefio y desarrollo

futuro de los nanosistemas terapéuticos son (Vila-Jato, 2009):
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Nanosistemas que transporten y liberen el farmaco de forma

selectiva en el érgano, tejido y célula diana.
Disefio de nanosistemas seguros y eficaces.

Promover la colaboracion de los centros publicos y empresas,
trabajando en Tecnologia Farmacéutica y Biofarmacia, Ciencia y
Tecnologia de Materiales, Quimica Orgénica, Fisica Aplicada,
Nanociencias, Biologia celular, Fisiologia, Inmunologia,
Farmacologia Bioquimica, Biologia Molecular e Investigacion
Clinica para encontrar sinergias y establecer proyectos con

objetivos en el disefio y desarrollo de nanofarmacos.

Promover el disefio de nuevos materiales, polimeros sintéticos o
semisintéticos, metales, lipidos y otros que sean biocompatibles,
biodegradables y que permitan la formacién de sistemas
nanométricos  facilmente  modificables, modulables vy
funcionalizables para conseguir sustratos para vectorizacion,
materiales inteligentes con respuesta a distintos cambios o

estimulos (pH, temperatura, campos magnéticos) y biosensores.

Avanzar en técnicas de nanorecubrimiento, funcionalizacion y

modificacion de superficies.

Avanzar en las tecnologias de fabricacion de sistemas
nanoparticulares (nanoparticulas, micelas, liposomas,

nanotubos, nanofibras) facilmente escalables e industrializables.

Desarrollo de técnicas analiticas que permitan la
caracterizacion, evolucién y seguimiento de los nuevos

materiales.
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Desarrollo de las técnicas de conjugacion de biomoléculas en

condiciones efectivas de estabilidad y funcionalidad.

Avances en modelos in vitro e in vivo para un mejor
conocimiento de la funcion celular: identificacién de receptores y

marcadores de patologias para estrategias de vectorizacion.

Mejores correlaciones farmacocinéticas y farmacodinamicas
para predicciones del comportamiento de los sistemas de

liberacion in vivo.

Avances en las técnicas de imagen para la visualizacién de la
interaccion de los sistemas nanométricos y las funciones

celulares.

Actualmente, existen una gran variedad de diferentes tipos de

sistemas de liberacion de farmacos que se diferencian en su

composicion y estructura (figura 9).
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Figura 9. Tipos de nanosistemas terapéuticos.
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Los principales sistemas de liberacion farmacos mas

ampliamente estudiados y conocidos son liposomas, los
dendrimeros y las nanoparticulas (Svenson y Tomalia, 2005; Chun y
cols., 2013). Sin embargo, en estos ultimos afos, la Nanotecnologia ha
ido evolucionando eficazmente estudiando nuevos nanosistemas como
son las nanoparticulas superparamagnéticas (Arias y cols., 2012;
Eustaquio y Leary, 2012),
2008),

nanoparticulas de silicio y silice (Peng y cols, 2006).

las nanoenvolturas de oro (Chen y cols.,

los nanocristales (Junghanns y Muller, 2008) y las

En concreto, la utilizacion de nanoparticulas es un area importante
de la investigacion en el campo de la liberacién de farmacos, ya que
estos sistemas permiten dirigir una amplia variedad de moléculas a los

distintos tejidos liberdndolos de manera sostenida en el tiempo.
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Ademaés, el uso de nanoparticulas minimiza la degradacion del principio
activo, incrementa su semivida en el interior del 6rgano a tratar y

disminuye su toxicidad.

A continuacibn se realizara una breve descripcion de las

nanoparticulas por ser objeto de estudio de la presente tesis doctoral.

2.1. Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas son sistemas coloidales de tamafio entre 10 y
1000 nm, generalmente de naturaleza polimérica. Se utilizan como
portadores de farmacos en las que el principio activo estéa disuelto,
atrapado, encapsulado, adsorbido o fijado a la particula (Kreuter, 2007).
Dependiendo de su estructura, las nanoparticulas se clasifican en
nanocapsulas y nanoesferas. Las nanocapsulas son sistemas
reservorio constituidos por un ndcleo rodeado de una membrana. En
este caso el principio activo suele encontrarse en el ndcleo, aunque
también puede estar adsorbido en la superficie; en cambio, las
nanoesferas son sistemas matriciales constituidos por el
entrecruzamiento de los componentes de la matriz, en los que el
principio activo se puede encontrar atrapado en la matriz, disuelto en
ella o adsorbido en su superficie. A estas estructuras se les suele

denominar indistintamente “nanoparticulas” o “nanoesferas” (figura 10).

Nanocapsulas Nanoesferas

Pared Matriz
polimérica [] polimérica
o ©O
Nucleo o O 0
o O
Farmaco Farmaco
a) b) c) d)

Figura 10. Dibujo esquematico de nanocapsulas y nanoesferas.
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Las nanoparticulas han sido propuestas para un gran ndmero de
aplicaciones, incluyendo marcadores biologicos, formacion de
imagenes, productos sanitarios, productos farmacéuticos, sistemas de
liberacion de farmacos, asi como en la deteccion, diagndstico y
tratamiento de diversos tipos de enfermedades (Parveen y Sahoo,
2008). Representan sistemas de administracion de farmacos
adecuados para la mayoria de las vias de administracion, incluyendo
los inyectables (limitado por un rapido reconocimiento por el sistema
inmune) (lgarashi, 2008). Ademas, se consigue una mejoria notable en
la administracion de farmacos lip6filos, proteinas, péptidos y genes por
via oral (Hillaireau y cols., 2006; Bhavsar y Amiji, 2007; Yoncheva y
cols., 2007), asi como también en el suministro de farmacos que se
dirigen a determinados Organos/tejidos como portadores de ADN en

terapia génica.

Desde un punto de vista tecnolégico, las nanoparticulas presentan

una serie de ventajas:
* Alta estabilidad
» Pueden transportar una alta carga del farmaco.

» Capacidad de incorporacion de sustancias tanto hidrofilas como

hidréfobas.
» Propiedades de liberacién controlada.

Estas cualidades permiten mejoras en la biodisponibilidad del
farmaco, modificacion de los perfiles farmacocinéticos y especificidad

de accién y penetracion intracelular de farmacos macromoleculares.

Desde el punto de vista de su fabricacion, se han utilizado una

amplia gama de materiales, tanto sintéticos como naturales, para
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prepararlas. Idealmente, estos compuestos deben ser no toxicos,
biocompatibles, libre de impurezas y facilmente procesables. Dentro de
los polimeros sintéticos destacan los poliésteres, debido a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad. Los més utilizados son el acido
lactico (PLA) y los copolimeros formados por unidades monomeéricas de
acido lactico y glicélico (PLGA), aprobados por la FDA para elaborar
sistemas para la administracion de sustancias activas por via
parenteral. Ademdas, modificando el peso molecular, el grado de
hidrofilia y la proporcién de cada uno de los mondmeros se puede
controlar la velocidad de degradacion de los mismos, el grado de
encapsulacion y la liberacién del farmaco o principio activo (Makadia y
Siegel, 2011). Otros polimeros empleados para la obtencién de
nanoparticulas son la poli-e-caprolactona (Dash y Konkimalla, 2012),
el poli-B-hidroxibutirato (Grage y cols., 2009) y el acido B-lI-mélico
(Portilla-Arias y cols., 2008). Es importante sefialar que el polimero
empleado para formular las nanoparticulas afecta de manera
importante a las propiedades y estructura de las mismas y condiciona
sus posibles aplicaciones, asi como la via de administracion (Pinto Reis
y cols., 2006).

El &cido poli-(lactico-co-glicélico) (PLGA) es uno de los polimeros
sintéticos desarrollados con mas éxito, debido a sus atractivas
propiedades: (i) biodegradabilidad y biocompatibilidad, (ii) polimero
aprobado por parte de la FDA y de la Agencia Europea de Medicina
(EMA) para sistemas de administracion de farmacos por via parenteral,
(iii) capacidad de dar lugar a formulaciones bien definidas y métodos de
elaboracion adaptados a diversos tipos de farmacos (pequefias
moléculas hidrofilas o hidréfobas o macromoléculas), (iv) capacidad de

proteccion del farmaco frente a la degradacion, (v) liberacion sostenida
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del principio activo, (vi) posibilidad de modificar las propiedades
superficiales para proporcionar una mejor interaccion con los materiales
biolégicos y (vii) posibilidad de direccionar las nanoparticulas a los

organos o células especificas (Danhier y cols., 2012).

El PLGA estad disponible comercialmente con diferentes pesos
moleculares y composiciones, los cuales determinan el tiempo de
degradacién (desde varios meses a varios afios) (Kumariy cols., 2010).
Las distintas formas de PLGA se identifican generalmente por la
relacion de mondémeros utilizados, por ejemplo, el PLGA 50:50
corresponde al co-polimero cuya composicién es de 50 % de &cido

lactico y 50 % de &cido glicdlico.

Por todo ello, las nanoparticulas de PLGA constituyen una gran
oportunidad para la administracion oral de farmacos que presentan
condiciones desfavorables: propiedades fisicoquimicas inadecuadas
para la absorcion intestinal, problemas de estabilidad o solubilidad y
clara disminucién de la biodisponibilidad por efectos hepaticos de
primer paso (Kagan y Hoffman, 2008). Su tamafio submicromeétrico y
una gran é&rea superficial favorecen su absorcidbn. De hecho,
actualmente se encuentran comercializadas como sistemas de
liberacion sostenida de leuprolida (Lupron Depot®, Abbott Lab.) y de
triptorelina (Trelstar®, Watson Pharm.). Ademas, se estan llevando a
cabo estudios para usarlas como vehiculos para administracion de
proteinas (Giteau y cols., 2008), ARN (Campolongo y Luo, 2009) y

antigenos para las células dendriticas (Gupta y cols., 2006).

Después de la administracion oral, las nanoparticulas de PLGA (por
lo general en suspension) son captadas y transportadas a través del

epitelio de la mucosa. El mecanismo principal de absorcion a través del
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epitelio intestinal es difusion pasiva, impulsado por un gradiente de
concentracion. La difusion pasiva se puede producir entre las células
(transporte paracelular) o a travées del citoplasma (transporte
transcelular) (Li, 2001). El transporte transcelular de las nanoparticulas
se lleva a cabo a través del proceso de transcitosis, por el cual las
particulas son internalizadas (endocitosis) en la membrana apical,
transportadas a través de la célula y finalmente, son liberadas

(exocitosis) a través de la membrana basolateral.

Los procesos de endocitosis se pueden dividir en: endocitosis
mediada por receptor, la cual requiere la unién de ligandos especificos
a receptores de la membrana celular apical con el fin de iniciar el
proceso de endocitosis; y la endocitosis adsortiva, que no requiere
ninguna interaccion especifica ligando-receptor y puede ser iniciada por
la adsorcion fisica de las nanoparticulas a la superficie celular a través
de fuerzas electrostaticas (enlaces de hidrégeno o interacciones
hidrofébicas) (Grama, 2011) (figura 11).
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Figura 11. Representacion esquematica de la internalizacién de
nanoparticulas en las células.
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2.1.1. Métodos de elaboracion de nanoparticulas de ~ PLGA

Dependiendo del método de preparacién, su estructura puede diferir:
farmaco atrapado en el interior del nacleo en las nanocapsulas; o bien,
atrapado o adsorbido sobre la superficie de una matriz en las

nanoesferas.

La técnica mas comun utilizada es el método de emulsion-
extraccién/evaporacion del disolvente. Consiste en disolver polimero y
farmaco en un disolvente organico (por ejemplo, diclorometano),
formando la fase oleosa (O), la cual se emulsifica en una fase acuosa
(A), consistente en agua y un tensioactivo (por ejemplo, polisorbato-80,
poloxamero-188), formando una emulsion O/A. Las gotitas, de tamafio
nanomeétrico, se inducen por sonicacion u homogeneizacion. El
disolvente se evapora o se extrae y las nanoparticulas se recogen por
centrifugacion (Holgado y cols., 2008). Esta técnica permite la
encapsulacion de farmacos hidr6fobos. Una modificacion de la misma,
es la técnica de la doble emulsion A/O/A, que se utiliza para encapsular
farmacos hidrofilos, tales como péptidos, proteinas y acidos nucleicos

(Cézar-Bernal y cols., 2011).

Del mismo modo, las nanoparticulas se pueden formar por el
método de nanoprecipitacién, también denominado método de
deposicién interfacial (Fessi y cols., 1989). En este método, polimero y
farmaco se disuelven en un disolvente organico (tal como acetona) el
cual se afiade gota a gota a una solucion acuosa (que contiene algun
tensioactivo). El disolvente organico se evapora y las particulas se

recogen después de la centrifugacion.

Existen otras técnicas, tales como spray-drying (Beck y cols., 2012),

salting-out (Allémann y cols., 1993) o por medio de fluidos supercriticos
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(Byrappa y cols., 2008). En todos, el farmaco puede incorporarse de
dos formas: (i) durante la produccién propiamente dicha o (ii) por

adsorcion en las nanoparticulas después de su produccion.
2.1.2. Propiedades fisico-quimicas de lasnanoparti  culas de PLGA

Las propiedades fisico-quimicas basicas a tener en cuenta en estos
nanotransportadores son, generalmente, tamafio medio, distribucion de

tamafios (indice de polidispersion) y carga superficial.

El tamafio medio de particula y el indice de polidispersién se pueden
medir por espectroscopia de correlacion de fotones (también llamado
"dispersion de luz dinamica"). Esta técnica se basa en la dispersion de
la luz causada por el movimiento browniano de las particulas (Gaumet
y cols., 2008). Las técnicas de imagen, tales como microscopia
electrénica de transmisibn o0 microscopia de fuerza atomica
proporcionan informacion sobre la morfologia y el tamafio de las

nanoparticulas.

La carga superficial viene representada por el potencial zeta (PZ). La
determinacion de este parametro se realiza estudiando la movilidad de
las particulas cargadas a través de un potencial eléctrico. La carga
superficial de las nanoparticulas puede ser positiva 0 negativa.
Generalmente las particulas de PLGA dan lugar a valores de PZ

negativos (Soppimath y cols., 2001).

2.1.3. Limitaciones de las nanoparticulas de PLGA ¢ omo

sistemas de administracion de farmacos

Una vez administradas las nanoparticulas y alcanzado el torrente
circulatorio, el organismo las reconoce como extrafias, especialmente

aquéllas que sean hidrofobas. El sistema reticuloendotelial (RES) las
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elimina de la corriente sanguinea y las lleva, fundamentalmente, a
higado y bazo. Este proceso es una de las barreras biolégicas mas
importantes a la hora de administrar nanoparticulas como sistemas
transportadores de farmacos (Hans y Lowman, 2002). Ademas, las
particulas se unen a unas proteinas presentes en la sangre, las
opsoninas, para posteriormente ser detectadas por los macrofagos y
eliminadas por fagocitosis (Owens y Peppas, 2006). Con objeto de
superar estas limitaciones se han desarrollado técnicas para modificar
la superficie de las nanoparticulas y no ser asi reconocidas por el RES.
Para ello, los nanosistemas se recubren con moléculas que aumenten
la hidrofilia superficial y dificulten asi el reconocimiento por parte de los

agentes que constituyen el RES.

Otra limitacion es la carga superficial de las nanoparticulas ya que
dicho pardmetro tiene una influencia importante en su interaccion con
las células y en su absorcién. Las nanoparticulas de PLGA tienen una
ligera carga superficial negativa, la cual tiende a limitar su capacidad de
interactuar con las células vy, por lo tanto, la absorcion intracelular, lo
gue conduce a una menor biodisponibilidad (Zhang y cols., 2012). Las
particulas cargadas positivamente parecen permitir un mayor grado de
internalizacion, como resultado de las interacciones idnicas que se
establecen entre dichas particulas y la membrana celular que presenta
carga negativa (Foged y cols., 2005; Vasir y Labhasetwar, 2008).
Ademas, las cargadas positivamente parecen ser capaces de escapar
de los lisosomas después de ser internalizadas, mientras que las
cargadas negativamente son capaces de unirse a dichas estructuras
(Yue y cols., 2011).

La modificacion de las propiedades superficiales de las

nanoparticulas de PLGA se puede lograr, ya sea por recubrimiento de
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la superficie con polimeros hidréfilos estabilizantes, bioadhesivos o
tensioactivos, 0 mediante la incorporacion de copolimeros
biodegradables que le confieren una envoltura hidréfila a los

nanotransportadores.

2.2. Funcionalizacién de nanoparticulas de PLGA par a

administracion oral

La existencia de mdltiples vias de transporte a través del epitelio
intestinal permite abordar diversas estrategias para mejorar la
biodisponibilidad oral de las nanoparticulas de PLGA. Algunas de estas
vias se centran en las células M, mientras que otras apuntan, ademas
de las células M, a todas las células intestinales, especialmente los
enterocitos. La mayoria de estos enfoques se basan en la modificacion
de la superficie de las nanoparticulas. La modificacion de las
propiedades de la superficie de dichas particulas se realiza, por
ejemplo, por recubrimiento de la superficie con polimeros bioadhesivos
hidrofilos o tensioactivos, o mediante la incorporacion de copolimeros
biodegradables que presentan propiedades hidrofilas. Estas
modificaciones cambian, principalmente, el PZ de las particulas, asi
como su hidrofobicidad, produciendo inestabilidad coloidal de la
formulacion, cambios en las propiedades de mucoadhesion y en la
adsorcion de proteinas a su superficie y, finalmente, cambios en su

absorcion oral (des Rieux y cols., 2006).

Un claro ejemplo de la mejora de la biodisponibilidad oral de un
farmaco utilizando estos sistemas se muestra en el reciente trabajo de
Zhang y cols. (2012). En este trabajo, se administraron por via oral
nanoparticulas de PLGA cargadas con insulina. Los resultados

obtenidos en los ensayos in vivo en ratas mostraron que las particulas
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modificadas con quitosano modifican de forma notable los niveles de
glucosa en plasma. Este comportamiento puede ser debido a la carga
positiva del quitosano, en comparaciéon con la insulina libre y las
nanoparticulas no modificadas, mejorando la absorcién intestinal de la
insulina. Ademas, tras una inyeccién subcutanea con una dosis de
insulina de 15 Ul/kg, la biodisponibilidad de los dos tipos de particulas
ensayadas, no modificadas y modificadas, fue de 7.6 % y 10.5 %,
respectivamente. Por otro lado, ensayos de transporte in vivo tras
administracién oral, han demostrado que estos sistemas pueden
proteger eficazmente el farmaco encapsulado del jugo gastrico y de la

degradacion enzimatica.

A continuacién, se describen las principales estrategias utilizadas
para modificar la superficie de las nanoparticulas y el papel que
desempefia cada aditivo. Todos los ejemplos y las referencias incluidas
corresponden a nanoparticulas sintetizadas con PLGA como polimero
principal. Entre las sustancias empleadas para modificar la superficie
se encuentran quitosano, polietilenglicol, metacrilatos, sales biliares,

lecitinas, moléculas de RGD, etc.
2.2.1. Quitosano (CS)

El quitosano es un biopolimero hidréfilo que forma peliculas,
hidrogeles, fibras, esponjas y micro- y nanoparticulas bajo condiciones
suaves. Quimicamente, es un aminopolisacarido obtenido por N-
desacetilacién de la quitina, un hidrato de carbono procedente de varias
especies de crustaceos. En productos farmacéuticos convencionales, el
guitosano se utiliza como aglutinante, disgregante y material de
recubrimiento. Sin embargo, en particulas para administracién oral, ha

sido ampliamente empleado para aumentar su absorcion oral, debido a
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sus propiedades mucoadhesivas y a su capacidad para abrir uniones
estrechas entre células epiteliales, facilitando el transporte de farmacos
macromoleculares a través de los epitelios organizados (Issa y cols.,
2005). Recientemente, Zheng y cols.,, (2011) han estudiado el
mecanismo de accion de este polimero en las uniones estrechas entre
las células Caco-2. En este estudio han demostrado que el quitosano
produce una alteracion en estas uniones, por translocacion de las
proteinas Z0-1 y la liberacion de proteinas actina F en la membrana

plasmatica.

Sin embargo, aunque las nanoparticulas de quitosano pueden
considerarse un sistema potencial de liberacion de farmacos para
administracion oral, presentan una estabilidad fisica limitada en fluidos
de la mucosa. Por lo tanto, el quitosano se puede emplear como
material de recubrimiento para las nanoparticulas de PLGA. En este
caso, el objetivo principal es modificar la carga superficial de las

particulas para mejorar las propiedades de mucoadhesion.

Ademas, estudios in vitro han demostrado que se produce una
adsorcion de proteinas en las nanoparticulas de PLGA debido a los
valores negativos de PZ (Semete y cols., 2012). Este problema se
puede evitar mediante el recubrimiento de los sistemas con quitosano
que, dada su hidrofilia, es adsorbido mejor que otros polimeros lipdfilos
(figura 12). Ademas, este proceso de recubrimiento no ejerce ninguna
influencia sobre el comportamiento que las particulas pudieran tener

posteriormente (Khvedelidze y cols., 2010).
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Figura 12. Adsorcion de quitosano sobre la superficie de nanoparticulas
de PLGA cargadas negativamente.

Este tipo de recubrimiento puede realizarse por simple interaccion
electrostatica entre el PLGA, cargado negativamente, y quitosano,
cargado positivamente (Tahara y cols., 2011) o mediante modificacion
guimica de las cadenas de PLGA con quitosano, utilizando el

mecanismo de la carbodiimida (Chakravarthi y cols., 2011).
2.2.1.1. Adsorcion de CS por interaccion electrosta  tica

Este procedimiento se ha empleado con éxito para mejorar la
biodisponibilidad oral de péptidos y proteinas, mejorando la capacidad
para su penetracion a través de las mucosas (Issa y cols., 2005;

Kawashima y cols., 2000).

Tahara y cols., (2011) prepararon nanoparticulas de PLGA por el
método de la doble emulsién. El proceso de recubrimiento con
quitosano se llevo a cabo durante la sintesis de las particulas mediante
una interaccion electrostatica, empleando una solucidon que contenia
una mezcla del polimero y un tensioactivo (PVA 1 %). Las
nanoparticulas catidnicas obtenidas fueron capaces de unirse al ADN
de manera eficiente. Los mismos autores prepararon las mismas
particulas por un método mas simple, la nanoprecipitacion. En este

estudio se compararon nanoparticulas de PLGA sin recubrir y
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recubiertas con quitosano; ambas formulaciones cargadas con un
factor nuclear kappa-B (NF-kB) para el tratamiento de la enfermedad

inflamatoria intestinal.

En ambos casos, los autores encontraron que las particulas
recubiertas aumentaban su tamafio en un 50-70 % debido al alto peso
molecular del quitosano y modificaban su PZ desde valores negativos (-
31.1 mV) a valores positivos (+11.2 mV). En los ensayos en cultivos
celulares y en modelos animales tras una administracion oral, las
nanoparticulas recubiertas presentaron una citotoxicidad
razonablemente baja, una mejor estabilidad y una aceptable interaccion

con la mucosa inflamada.

Otro procedimiento posible para las nanoparticulas de PLGA es
recubrirlas con quitosano después del proceso de sintesis. Tras su
liofilizacion, se suspenden en una solucion que contiene dicho polimero
y se incuba mediante agitacion. En los trabajos de Lee y cols. (2011) se
estudiaron ambas estrategias para nanoparticulas de PLGA de
administracion oral cargadas con calcitonina de salmoén. Se
encontraron importantes diferencias en el tamafio de particula entre los
dos métodos, justificadas por un aumento de la viscosidad del medio
cuando se afiadi6 quitosano durante la sintesis de particulas,
dificultando la formacion de la gota. Sin embargo, cuando el polimero
se afadié en la etapa final, la formacion de una capa adicional no
aumento el tamafio de particula. También se obtuvieron diferencias en
la eficacia de encapsulacion debido a que la calcitonina difunde en la
solucioén de quitosano, con pH éacido, ya que, bajo estas condiciones, la

calcitonina actlia como una base débil (punto isoeléctrico 10.4).
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Anteriormente, Kawashima y cols. (2000) compararon varias
formulaciones de nanosferas de PLGA con dos polimeros
mucoadhesivos: alginato sodico y quitosano. Los ensayos in vitro
llevados a cabo en saco intestinal de rata mostraron un aumento en la
mucoadhesion para las nanoesferas recubiertas con quitosano.
Ademas, se encontrd una relacion directa entre el peso molecular de
este polimero y la magnitud de la mucoadhesién. Aunque no se
localizaron sitios especificos de adhesion, se observd la siguiente
tendencia: duodeno > yeyuno > ileon. Los ensayos in vivo demostraron
que, después de la administracion intragastrica de las nanoparticulas,
el nivel de calcio se redujo de manera satisfactoria durante 12 h (figura
13).
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Figura 13. Perfiles de calcio en sangre tras administracion intragastrica de
calcitonina a ratas en ayunas (Kawashima y cols., 2000): o solucién de
calcitonina; A nanoparticulas de PLGA sin recubrimiento cargadas con
calcitonina; o nanoparticulas de PLGA recubiertas con quitosano cargadas
con calcitonina.

2.2.1.2. Adsorcién de CS por modificacion quimica

Chakravarthi y cols. (2011) compararon el efecto del quitosano

adsorbido o conjugado quimicamente en la superficie de nanoparticulas
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conteniendo paclitaxel en células 4T1. Después de ambos tipos de
recubrimiento, no observaron ninguna diferencia en el tamafio de
particula, siendo los valores de PZ ligeramente negativos. En cuanto a
la eficacia de ambos procesos, se cuantifico la cantidad de quitosano
no incorporado a las nanoparticulas por el método de la ninhidrina
(Prochazkova y cols., 1999) y se evalud la asociacion del farmaco
liberado en las células, observandose una correlacion directa entre el
grado de adsorcion o conjugacion con la cantidad inicial de quitosano,

logrando un 99 % de eficiencia en el proceso de conjugacion.

La reacciéon quimica entre PLGA y quitosano se produce a través del
método de la carbodiimida, en el que se forma un grupo amida. La
reaccion se produce en la superficie de las nanoparticulas liofilizadas y
es catalizada por 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) (EDC) y N-
hidroxisuccinimida (NHS), utilizadas como aditivos para aumentar el

rendimiento.

Grabovac y Bernkop-Schnirch (2007) utilizaron quitosano tiolado
para prolongar el tiempo de residencia en la mucosa. La superficie de
las particulas fue modificada quimicamente con quitosano por el
método de carbodiimida descrito anteriormente. Los grupos amino
libres del polimero fueron entonces tiolados con 2-iminotiolano. Esta
modificacion dio lugar a una estructura de amidina catiénica que
aumento el caracter positivo de las nanoparticulas, confirmado por los
valores obtenidos de PZ. El tamafio medio de particula aumentd
considerablemente (hasta 3 veces) y la eficacia de encapsulacion fue
inferior (28 vs. 56 %). Sin embargo, los ensayos in vitro en intestino
delgado de cerdo, demostraron una mejora significativa en las
propiedades de mucoadhesion: 52 % para particulas sin quitosano y 80
% para particulas con quitosano.
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2.2.2. Polietilenglicol (PEG)

Para mejorar la direccionalidad del farmaco hacia su lugar de accion,
es necesario reducir al minimo la opsonizacion de las nanoparticulas y
prolongar su circulacién in vivo. Uno de los métodos utilizados para
alcanzar este objetivo es el recubrimiento de particulas con polimeros
hidrofilos tales como el polietilenglicol. Dicho polimero puede
adicionarse de varias formas diferentes: union covalente, mezclandolo
durante la preparacion de las particulas 0 mediante su adsorcion
superficial al polimero principal (Hans y Lowman, 2002). Todos estos

procesos reciben el nombre de pegilacion.

La modificacion de la superficie con polietilenglicol también se utiliza
para reducir la acumulacion de particulas en 6rganos como el higado y
el bazo (Knop y cols., 2010). Esta modificacion tiene propiedades
fisicoquimicas favorables (por ejemplo, alta flexibilidad e hidrofilia y baja
toxicidad e inmunogenicidad). Ademas, el polietilenglicol forma una
corona hidrdfila estabilizadora sobre la superficie de las nanoparticulas,

protegiéndolas de la degradacién gastrointestinal.

La longitud, forma y densidad de las cadenas de polietilenglicol
sobre la superficie de las nanoparticulas afectan principalmente a la
hidrofilia y, por tanto, a la fagocitosis de los nanosistemas (Gref y cols.,
2000). Cuando la densidad superficial del polietilenglicol es baja, sus
cadenas adoptan una configuracion conocida como "hongo". Cuando la
densidad aumenta, adoptan la configuracién denominada de "cepillo"
(Owens y Peppas, 2006). Varios estudios muestran que la presencia de
este polimero en la superficie de las particulas impide la opsonizacion
por el sistema complemento y otros factores del suero (Singh y Lillard,

2009). Estudios recientes han mostrado una mayor eficacia para
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bloquear y repeler opsoninas en la configuracion de “cepillo” que en la

configuracion de "hongo" (Vonarbourg y cols., 2006).

Gran parte de la investigacion llevada a cabo con estos sistemas se
centra en nanoparticulas de administracion intravenosa, conociéndose
muy poco sobre el comportamiento de las mismas administradas por
via oral. Semete y cols., (2010) estudiaron la absorcion in vivo y la
respuesta inmunolégica en 24 horas de nanoparticulas de PLGA
recubiertas con quitosano y polietilenglicol tras administracién oral y
peritoneal. Los resultados mostraron que las nanoparticulas de PLGA
recubiertas eran capturadas por los macrofagos, lograndose una

administracion intracelular.

Semete y cols., (2012) investigaron el efecto de la pegilacion sobre
la biodistribucion de las nanoparticulas después de su administracion
oral. Se detect6 un 1 % mas de particulas recubiertas que de particulas
sin recubrir en plasma, indicando un aumento en el tiempo de

circulacién sistémica.

Vila y cols., (2002), observaron que la capa de polietilenglicol mejoré
la estabilidad de las particulas en los fluidos gastrointestinales y facilitd
el transporte del farmaco encapsulado (toxoide tetanico), a través de la
mucosa intestinal y nasal, por lo que se cree que este polimero hidréfilo

facilita el transporte a través de las placas de Peyer.

Garinot y cols., (2007) elaboraron particulas de PLGA con
polietilenglicol y con péptido RGD (arginina-glicina-aspartico) en su
superficie para dirigirlas a las células M. Se demostré que el 30 % del
polietilenglicol en la formulacion era suficiente para inducir una
modificacion de la carga superficial de las particulas con un PZ de -9

mV hasta -40 mV sin polietilenglicol.
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2.2.3. Vitamina E

La vitamina E se empled por primera vez como tensioactivo en una
formulacion de nanoparticulas de PLGA en forma de D-alfa-tocoferil
polietilenglicol 1000 succinato (vitamina E-TPGS o TPGS) (Mu y Feng,
2003). La vitamina E TPGS es un derivado de la vitamina E, que consta
de un grupo de cabeza polar hidrdfila (polietilenglicol) y una cola lipéfila
(succinato de tocoferol), dando lugar a un compuesto de propiedades
anfifilicas. El objetivo de Mu y Feng (2003) era mejorar la
biodisponibilidad oral de paclitaxel (Taxol®), incluyéndolo en
nanoparticulas, evitando al mismo tiempo el uso del adyuvante
Cremophor® gue causa graves efectos secundarios. La vitamina E-
TPGS se incorporé en la fase acuosa de una emulsién elaborada por la
técnica de extraccion-evaporacion del disolvente, en sustitucion de los
tensioactivos usados comunmente, tales como alcohol polivinilico
(PVA). Este nuevo tensioactivo mostré mejor eficacia emulsionante que
el PVA y una mejora en la liberacién del farmaco y adhesion a las

células (Zhang y cols., 2008).

En un estudio llevado a cabo por Yin y Feng (2006) en células
humanas de adenocarcinoma de colon (HT-29) y en ratas, se puso de
manifiesto como las nanoparticulas funcionalizadas con vitamina E-
TPGS mostraron un aumento de la biodisponibilidad oral y valores
terapéuticos mas sostenibles en el tiempo. Otros estudios sobre la
captacion celular en células Caco-2 y HT-29 (Zhang y Feng, 2006) y

células HeLa (Ma y cols., 2006) apoyaron estos resultados.

Los beneficios potenciales de la vitamina E en la curacion de los
sintomas neuroldgicos asociados con la deficiencia de dicha vitamina y

las prometedoras caracteristicas de las nanoparticulas como sistemas
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de administracion de farmacos en el cerebro han dado lugar al
desarrollo de nanoparticulas de PLGA modificadas con vitamina E-
TPGS como portadores potenciales para la administracion de farmacos
al cerebro. La citotoxicidad in vitro de estas particulas se estudio
usando la linea celular PC12 como modelo de célula neural, no

observandose toxicidad alguna (Jalali y cols., 2011).

Por otro lado, la vitamina E-TPGS funciona como inhibidor de la
proteina de membrana P-glicoproteina, (P-gp), con expresion
aumentada en tumores, la cual estd asociada con el fracaso a la
guimioterapia debido a la resistencia a los medicamentos. Al inhibir la
P-gp, la TPGS mejora la citotoxicidad y aumenta la permeabilidad de
varios farmacos antineoplasicos mediante solubilizacibn micelar

(Dintaman y Silverman, 1999; Lawrence y cols., 1999).

Un paso mas hacia la direccionalidad selectiva de estos sistemas
fue llevado a cabo usando nanoparticulas de PLGA modificadas con
vitamina E-TPGS adicionadas con acido folico para atacar a células
cancerosas con sobreexpresion del receptor de folato (células MCF-7
de adenocarcinoma de mama y células de glioma C6). Los resultados
demostraron una mayor captacion celular de estas nanoparticulas (Pan
y Feng, 2008). Resultados similares fueron obtenidos por Zhao y Yung
(2009) con micelas poliméricas de PLGA encapsulando doxorrubicina y
adicionadas con TPGS, polietilenglicol y acido félico.

2.2.4. Metacrilatos (Eudragit ®)

Los polimeros Eudragit® son copolimeros derivados de ésteres del
acido acrilico y metacrilico. Forman una gran familia de polimeros que
permiten modificar a medida los perfiles de liberacion de farmacos,

ofreciendo propiedades entéricas, protectoras o0 de liberacion
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sostenida. En consecuencia, han sido incluidos como material de
recubrimiento para la administraciébn oral de micro-y nanoparticulas
(Naha y cols., 2008). Los metacrilatos pueden ser incorporados como
parte de la matriz polimérica, ya sea como una mezcla con PLGA, o por
separado en la fase acuosa, en el método de emulsion-evaporacion del

disolvente.

Se han estudiado las propiedades mucoadhesivas del Eudragit® RS
en la administracion oral de heparina de bajo peso molecular (HBPM)
gue es absorbida pobremente en el tracto gastrointestinal (Hoffart y
cols., 2002; Lamprecht y cols., 2006). Las nanoparticulas cargadas con
heparina se prepararon a partir de diferentes polimeros (Eudragit® RS,
PLGA y sus respectivas mezclas). Las particulas recubiertas con
Eudragit® RS presentaron una carga superficial positiva, mientras que
el farmaco puro y las elaboradas con PLGA tenian carga negativa.
Ademas, la adsorcion de la heparina a la superficie de las particulas
disminuyé la carga superficial positiva de las particulas con Eudragit®
RS, produciendo una disminucion de la adhesividad a la mucina. Este
estudio demostré la influencia de la carga superficial sobre las
propiedades de mucoadhesion de las nanoparticulas; en concreto, las
elaboradas con PLGA mostraron el menor coeficiente de
mucoadhesion (PLGA<Eu-PLGA<Eu). Los estudios de absorcion y
transporte en células Caco-2 confirmaron estos resultados, siendo los
mismos directamente proporcionales a los coeficientes de

mucoadhesion.

Cetin y cols. (2010, 2011, 2012) elaboraron nanoparticulas de PLGA
con varios tipos de Eudragit® con el fin de controlar los perfiles de

liberacion de distintos farmacos entre los que se encontraban
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diclofenaco sédico, clorhidrato de metformina o calcitonina de salmén.
En este Udltimo caso, se obtuvo un alto porcentaje de encapsulacion
(69-83 %), consiguiéndose un efecto hipocalcémico marcado en todas

las formulaciones.
2.2.5. Lectinas

Las lectinas son un grupo de proteinas de origen no inmune que
estan presentes en la mayoria de los seres vivos y que se unen a los
azucares con una elevada especificidad. Desempefian un papel en los
fendmenos de reconocimiento biol6gico de células y proteinas. Algunas
lectinas como la aglutinina de germen de trigo (WGA), lectina de
tomate, lectina de tojo y concanavalina A se emplean en formulaciones
farmacéuticas. WGA es la mas ampliamente utilizada debido a sus
bajas propiedades inmunogénicas. Incluida en nanoparticulas de PLGA
se presenta como un posible potenciador de mucoadhesion de estas
particulas. La WGA se conjuga a la superficie de estos sistemas por la
estrategia de carbodiimida (conjugacion de grupos amino de proteinas

a los grupos carboxilo de PLGA).

Mo y Lim (2005) compararon nanoparticulas de PLGA con WGA,
concavalina A (Con A) y Ricinus communis-120 (RCA), estudiando su
penetracion en células A549 y H1299, como modelos humanos de
cancer de pulmon y CCL-186 como tejido pulmonar normal (fibroblastos

de pulmén humano IMR-90).

La captacion celular para A549, H1299 y CCL-186 aumento respecto
al tiempo de incubacion, a la concentracion de 20 pg/mL de lectina. La
absorcion de las nanoparticulas, en funcién de la lectina, en las células
A549 fue WGA>RCA>Con A, siendo mayor la absorciéon de WGA con

respecto Con Ay RCA (4 y 2 veces mayor, respectivamente), tras 2 h
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de incubacion. Las células H1299 mostraron mayor afinidad para WGA,
9 veces superior a la absorcién de las particulas con Con Ay 10 veces
para RCA. Por otro lado, la absorcién en las células CCL-186 fue 1,2 y
8 veces superior en nanoparticulas con WGA respecto a RCA y Con A,

respectivamente.

La asociacion WGA-PLGA ha sido también investigada para la
administracion de péptidos tales como timopentina, un pentapéptido
sintético (Arg-Lys-Asp-Val-Tyr) para el tratamiento de las enfermedades
autoinmunes (Yashu y cols., 2007 a). Esta molécula fue elegida como
modelo de farmaco debido a su alta solubilidad en agua, baja
permeabilidad de membrana, extenso metabolismo en el tracto
gastrointestinal y una vida media extremadamente corta de 30
segundos. Después de la conjugacion WGA-PLGA mediante la
estrategia de carbodiimida, las nanoparticulas se sintetizaron por el
método de la doble emulsion, produciendo particulas con tamafio
alrededor de 200 nm de didmetro y con un potencial zeta negativo,
aunque se produjo una disminucion significativa en la densidad de
carga superficial cuando se incorpor6 WGA. En todos los casos se
encontraron bajas eficacias de encapsulacién (28-31 %) debido a la
elevada solubilidad en agua del farmaco. En estudios in vitro, se
investigaron las caracteristicas de mucoadhesién con mucina de cerdo
y los resultados mostraron que el grado de interaccion dependia del
tiempo de incubacion y del contenido de WGA. Después de la
administracion oral a ratas, se midieron los niveles de CD4 + y CD8 +
T, mostrando un aumento de las células CD4 + / CD8 + cuando las
cantidades de WGA aumentaron de 1 pg/mg a 10 pg/mg. Los autores

sugirieron que estos resultados demostraron una absorcion oral
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mejorada, relacionada con el aumento en el contenido de WGA y la

existencia de un efecto protector contra la degradacion del péptido.

Estos mismos autores investigaron la eficacia y los sitios de unién de
estas nanoparticulas en mucosa intestinal de rata y su biodistribucion
en tejidos de rata después de una administracion oral (Yashu y cols.,
2007 b). Los estudios de bioadhesion ex vivo utilizando muestras de
mucosa intestinal sin placas de Peyer demostraron que la interaccion
fue de aproximadamente 1.5-4.8 veces mayor en nanoparticulas
conjugadas con WGA. Sin embargo, cuando se analizaron utilizando
muestras de la mucosa intestinal con placas de Peyer, no hubo
diferencia estadisticamente significativa. Por lo tanto, estos resultados
mostraron que no existen sitios de unién especificos de WGA en la
region de las placas de Peyer. Para aclarar cuales eran los sitios de
union, las nanoparticulas se pre-incubaron con un exceso de N-acetil-
D-glucosamina, antes de su incubacién con la mucosa intestinal. Las
interacciones de las nanoparticulas sin WGA no se vieron influenciadas
por la presencia del azUcar. Sin embargo, para las nanoparticulas que
contenian WGA, la N-acetil-D-glucosamina inhibié eficazmente los
sitios de union de WGA, evidenciando que los lugares de unién

especificos de las lectinas eran glicoconjugados intestinales.

Los resultados de biodistribucion in vivo en tejidos de rata de las
nanoparticulas con o sin WGA mostraron una cantidad considerable de
dichos sistemas en cada tejido, aunque la concentracion mas elevada
se observl en el intestino delgado, lo que implica una mejora de la

bioadhesion intestinal.
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2.2.6. Lecitinas

Las lecitinas son componentes naturales de todas las células vivas
con funciones esenciales para los seres humanos, animales y plantas.
El término "lecitina" engloba a una mezcla compleja de fosfolipidos y
otros componentes de origen natural, tales como triglicéridos, acidos
grasos, esteroles y glicolipidos. Los fosfolipidos son los componentes
principales de las lecitinas y también son los principales componentes
de la membrana celular y la estructura liposomial, formando parte de
los lipidos estructurales. Su caracteristica principal es su caracter
anfifilico o anfipético: parte de la molécula tiene caracter hidrofilico y la
otra parte es lipofila (Zhu y cols., 2007). Un fosfolipido esta constituido
por una molécula de glicerol, un grupo fosfato (junto con otro grupo, a
veces con una carga eléctrica, como colina, serina y etanolamina, entre
otros) y dos cadenas de &cidos grasos. Los fosfolipidos se clasifican de
acuerdo a sus cabezas polares hidrofilas. Los mas importantes son:
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y fosfatidilinositol
(Nakaya, 1999).

En relacién a las nanoparticulas de PLGA, las lecitinas se utilizan
como agentes tensioactivos que incrementan la eficacia de
encapsulacion de los farmacos. Las lecitinas se pueden afiadir en la
misma fase del polimero o se podrian incorporar en una fase separada,
a la que se afiade el polimero gota a gota. En este caso, las lecitinas se

encuentran en la superficie de las particulas (Sandor y cols., 2002).

Las lecitinas también se pueden utilizar para el reconocimiento
celular, ya que tienen la misma estructura que la bicapa de fosfolipidos
de las membranas celulares. Por lo tanto, las lecitinas mejoran el

reconocimiento celular y la absorcién del farmaco (Shi y cols., 2009;
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Park y cols., 2008). Ademas, las lecitinas se utilizan para disminuir la
hidrofobicidad de algunos de los polimeros que se emplean en la
formulacion de nanoparticulas, tales como PLGA, mejorando su
afinidad a las membranas celulares, lo que garantiza un perfil de

liberacion mejorado (Zhu y cols., 2007).

Chan y cols. (2009) utilizaron el método de nanoprecipitacion
modificado para sintetizar nanoparticulas de PLGA con polietilenglicol y
lecitinas. Estos dos ultimos se disolvieron en una solucion acuosa de
etanol a la que se afiadi6 gota a gota, bajo agitacion suave, una

solucion de PLGA en acetonitrilo.

Con el fin de mejorar la eficacia de encapsulaciéon y la
biodisponibilidad oral de vincristina, Ling y cols. (2010) elaboraron

nanoparticulas hibridas compuestas por un armazon de polietilenglicol,

una monocapa de lecitina y un nucleo de dextrano y PLGA (figura 14).

s

Figura 14. llustracion esquematica de una nanoparticula de PLGA
modificada, compuesta de un nuacleo hibrido de dextrano-PLGA, una
monocapa lipidica de caréacter anfifilico en la superficie del nicleo y
decorada por cadenas hidrofilas de polietilenglicol (Fuente: Ling y cols.,
2010).

76



CAPITULO |

Los principales efectos de la utilizacion de lecitinas en los
nanosistemas, en particular los elaborados con PLGA para
administracion oral, se observan tanto en estudios in vitro como en in
vivo. Las lecitinas forman una monocapa lipidica que actia como una
valla molecular y contribuye a mantener las moléculas de farmaco en el
interior del nucleo alejadas de las moléculas de agua. Este hecho es
importante porque el agua es capaz de hidrolizar el PLGA y aumentar
la erosion y liberacion del farmaco (Chan y cols., 2009). Cuando la
lecitina se conjuga con PLGA, se observa una alta absorcion a nivel
celular, en comparacién con los sistemas que no la llevan (Ling y cols.,
2010). Esta absorcién es directamente proporcional al contenido de
lecitina (Zhu y cols., 2007).

2.2.7. Sales biliares

La reabsorcién selectiva de las sales biliares puede mejorar la
biodisponibilidad de las nanoparticulas. También se ha demostrado que
alteran ciertas uniones de la mucosa epitelial lo que permite su
absorcioén por las vias de transporte paracelular y transcelular (Sakai y
cols., 1997; Lindmark y cols., 1998). En concreto, el 4cido desoxicdlico
(DCA) ha sido utilizado para estos fines. Samstein y cols. (2008)
describié un sistema oral en el que las nanoparticulas de PLGA fueron
administradas en una emulsion de DCA. Las nanoparticulas cargadas
con rodamina como modelo de farmaco, se administraron a ratones en
una suspension en PBS o en una emulsion de DCA. Los perfiles de
liberacion in vitro mostraron una liberacion mas sostenida a pH 2 para
las particulas administradas en la emulsibn de DCA asi como valores
de AUC més elevados. Sin embargo, la adicion de DCA causaba

agregacion de las nanoparticulas.
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Los acidos biliares también se pueden incorporar en las
nanoparticulas de PLGA durante el procedimiento de sintesis. Jung y
cols. (2009) compararon los efectos de la cantidad de sales biliares en
particulas orales de calcitonina administradas a ratas. Las
nanoparticulas, de 100-240 nm de tamafo, se elaboraron mediante el
método de la doble emulsion. Se observé una relacion inversamente
proporcional entre la concentracion de sales biliares y la eficacia de
encapsulacion. Las sales biliares son buenos tensioactivos pero no

pudieron impedir la migracion del farmaco a la fase acuosa externa.

La incorporacion de las sales biliares no siempre mejora la
biodisponibilidad oral. Gutierro y cols. (2003) administraron por via oral
en ratones, particulas de PLGA de 1 um cargadas con BSA para
evaluar diversos tensioactivos y vehiculos que aumentasen la
concentracion de IgG en sangre. Los resultados mostraron que las
sales biliares provocaron una respuesta inmune similar a la obtenida

cuando no fueron utilizadas.

Finalmente, es necesario tener en cuenta el hecho de que los acidos
biliares exhiben diferentes efectos biolégicos y que, debido a su
potencial toxicidad, los niveles de DCA deben mantenerse dentro de un

intervalo estrecho de efectividad (Martinez y cols., 1998).
2.2.8. Péptido RGD

El péptido RGD (arginina-glicina-aspértico) se ha utilizado
ampliamente como material para estimular la adhesion en la superficie
celular a través de receptores de integrina (D"Souza y cols., 1991).
Como las células M estan presentes en baja densidad en el intestino, la
orientacion especifica hacia las Bl-integrinas de las células M puede

potenciar la absorcion de nanoparticulas. Esta estrategia ha sido
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empleada principalmente para la administracion oral de vacunas y de

farmacos anticancerosos.

Fievez y cols. (2009) estudiaron el efecto de cuatro ligandos
adheridos en la superficie de nanoparticulas de PLGA cargadas con
ovoalbumina: RGD-B1l-integrina como péptido de referencia, RGD
peptidomimético (RGDp), derivados de LDV (triplete LDV, leu-asp-val,
sirve para el reconocimiento celular por B1-integrinas) (LDVd) y LDV
peptidomimético (LDVp). Los autores estudiaron la influencia de estos
ligandos en la transcitosis a través del epitelio intestinal o de las placas
de Peyer y su capacidad para inducir una respuesta inmune después
de la vacunacion oral con particulas de 200 nm de tamafio. Los
ensayos in vivo revelaron que todas las formulaciones fueron capaces
de inducir una respuesta inmune celular. Sin embargo, se observaron
algunas diferencias en funcion del ligando injertado en la superficie de
las nanoparticulas, lo que sugiere un procedimiento diferente en la
induccion de la respuesta inmune, posiblemente debido a un proceso
de reconocimiento diferente por las APC (células presentadoras de

antigenos).

A continuacion se muestra una tabla resumen (tabla 2) de los
mecanismos de accion, principales ventajas e inconvenientes de cada

aditivo descrito anteriormente en este apartado.
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Aditivos

Mecanismo de
accion

Ventajas

Inconvenientes

Referencias
bibliogréficas

Quitosano (CS) | Traslocacion de las * Propiedades Incrementa el Issay cols,
proteinas Z0-1y mucoadhesivas tamafio de 2005; Zheng y
liberacion de « Abre uniones particula cols. 2011,
proteinas actina F en | estrechas entre Kawashimay
la membrana células cols., 2000
plasmética
Polietilenglicol El polimero forma * Previene la Focalizacion no | Knop y cols.,
(PEG) una corona hidréfila | opsonizacién especifica 2010; Singhy
estabilizadora sobre | « Reduce la Lillard, 2009
la superficie de las acumulacién en
nanoparticulas 6rganos fuera de
objetivo
* Incrementa el
tiempo de
circulacion
sistémica
Vitamina E « Evita el citocromo  Actlla como Focalizacion no | Muy Feng,
P450, aumentando la | tensioactivo especifica 2003;
vida media de las durante la sintesis Dintaman y
nanoparticulas en * Mejora de la Silverman,
plasmay la liberacion 1999; Yiny
absorcion celular controlada de Feng, 2006;
* Inhibe P- farmacos Zhao y Feng,
glicoproteina de la * Aumenta la 2010
membrana celular adhesion celular y
las propiedades
hemodindmicas
* Vida media
prolongada
* Aumenta la
permeabilidad
celular de las
nanoparticulas
Metacrilatos * Propiedades * Modifican a Focalizacién no | Hoffart y cols.,
(Eudragit, Eu) mucoadhesivas medida los perfiles | especifica 2002;
* Posibilidad de pH de liberacion de Lamprecht y
dependencia farmacos cols., 2006
« Incrementa la
eficacia de
encapsulacion de
farmacos
Lectinas Unién especifica a Absorcién celular Conjugacioén a Mo y Lim,
restos de azlcar de las las 2005; Yashu
nanoparticulas por | nanoparticulas y cols., 2007b

endocitosis por la estrategia
mediada por de la
receptor carbodiimida

Tabla 2. Posibles aditivos empleados para la funcionalizacion de NPs-
PLGA para administracion oral de farmacos.
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Tabla 2: Continuacion
Lecitinas (Lec) | Reconocimiento ¢ Actlla como Focalizacion no | Zhuy cols.,
superficial de las tensioactivo especifica 2007; Sandor
células durante la sintesis y cols., 2002;
de las Shiy cols.,
nanoparticulas 2009; Park 'y
« Incrementa la cols., 2008
eficacia de
encapsulacion de
farmacos
* Mejora el perfil de
liberacion de
farmacos
Sales biliares Altera las uniones Reabsorcion Alta toxicidad Sakai y cols.,
estrechas celulares, | selectiva 1997;
mejorando las vias Lindmark y
de transporte cols., 1998
paracelular y
transcelular
Péptido RGD Estimula la adhesiéon | Absorcion celular Conjugacion a D’Souzay
en la superficie de las las cols., 1991;
celular a través de nanoparticulas por | nanoparticulas Fievez y cols.,
receptores de endocitosis por la estrategia | 2009
integrina mediada por dela
receptor carbodiimida
Tabla 2. Posibles aditivos empleados para la funcionalizacion de las

nanoparticulas de PLGA para la administracién oral de farmacos.

Los avances en Tecnologia Farmacéutica han posibilitado la

aparicion de un gran potencial para desarrollar una amplia variedad de
nanosistemas que, administrados por via oral, consigan optimizar la
biodisponibilidad de los farmacos. En esta memoria, se han recopilado
diversas metodologias centradas, principalmente, en la modificacién de
la superficie de las nanoparticulas incluyendo: (i) recubrimiento con
otro polimero que presente propiedades de mucoadhesién, (ii) unién a
moléculas especificas que se unan selectivamente a receptores de
(iii)

nanoparticulas y (iv) el uso de otros polimeros, ademas del formador de

membranas celulares; reduccion de la hidrofobia de las

las particulas.
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OBJETIVOS

El presente trabajo de investigacion esta encuadrado en una ciencia
cada vez mas innovadora y prometedora: la nanotecnologia
farmacéutica. De manera mas especifica, esta ciencia emergente se
centra en aspectos relacionados con el control, desarrollo y evaluaciéon
de sistemas nanomeétricos inteligentes para la administracion de

moléculas activas.

Enmarcado en este contexto, en la presente Tesis Doctoral se
establece el siguiente OBJETIVO GENERAL: obtencion de sistemas
nanoparticulares biodegradables y biocompatibles, d estinados a
una posible administracion oral, para la aplicacion terapéutica de

activos cannabinoides.

Para cumplir con el objetivo general expuesto, se plantean los
siguientes OBJETIVOS PARCIALES :

1. Poner a punto y validar un método analitico para los activos
cannabinoides seleccionados: (1) el cannabinoide natural
tetrahidrocannabinol (A°-THC) y (2) el derivado sintético 1-
naftalenil-[4-(pentiloxi)-1-naftalenil]-metanona (CB13).

2. Explorar distintas técnicas de elaboracién de las nanoparticulas
segun el activo y/o la aplicacion final.

3. Optimizar el método seleccionado de elaboracién de las
nanoparticulas a través de los estudios de caracterizacion
tecnoldgica de los sistemas desarrollados. Para ello se
pretende:

3.1 Asegurar la homogeneidad de los sistemas con un control
del tamafio adecuado y la obtencion de poblaciones

monodispersas y reproducibles.
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3.2 Conseguir una elevada eficacia de encapsulacién de los
activos cannabinoides.

3.3 Moadificar las caracteristicas de superficie de las
nanoparticulas optimizadas, con el fin de estimar una
mejora de la biodisponibilidad oral de los cannabinoides
encapsulados.

3.4 Valorar la compatibilidad, estabilidad e integridad de los
componentes en los nanosistemas, antes y después del
proceso de liofilizacion.

Garantizar que el comportamiento biofarmacéutico de las

nanoparticulas posibiliten:

4.1 Una liberacion controlada de los cannabinoides, y

4.2 Un control de las propiedades mucoadhesivas de las
nanoparticulas, simulando condiciones gastrointestinales
ex vivo.

Estimar el comportamiento sanguineo de las nanoparticulas

evaluando:

5.1 Su hemocompatibilidad, mediante estudios de simulacion
de las condiciones sanguineas, y

5.2 La adsorcion de proteinas séricas a su superficie, con el
fin evitar la captacion fagocitica y, por lo tanto, su
eliminacion del torrente sanguineo.

Evaluar la interaccion celular de las nanoparticulas, controlando

los siguientes parametros:

6.1 La internalizacién celular en la linea de adenocarcinoma
de colon Caco-2.

6.2 La citocompatibilidad de las nanoparticulas “blancas”

sobre esta linea celular y sobre las lineas celulares de
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adenocarcinoma de pulmén A549 y de fibroblastos
pulmonares sanos MCR-5.

6.3 La accion citotoxica de los activos cannabinoides
encapsulados en las nanoparticulas en sobre estas lineas
celulares, cancerosas y no cancerosas.

7. Iniciar el comportamiento preclinico en modelos animales de

dolor neuropético.

Esta Tesis Doctoral estd encuadrada en un proyecto de
investigacion mas amplio, en el que se ven implicados diversos grupos
de investigacién de otras areas. En él se pretende evaluar la aplicacion
de estos nanosistemas en el tratamiento del dolor neuropético, cancery
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington,
mediante (i) estudios preclinicos de los nanosistemas optimizados, y (ii)

una evaluacion clinica de los mismos.
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NANOPARTICULAS DE PLGA DE SUPERFICIE MODIFICADA PAR A LA
ADMINISTRACION ORAL DEL CANNABINOIDE SINTETICO CB13 , CON
ACTIVIDAD ANTIHIPERALGESICA. EVALUACION IN VITRO E IN VIVO.
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1. INTRODUCCION

Entre los efectos farmacoldgicos producidos por los cannabinoides,
la antinocicepcidn constituye una de las aplicaciones terapéuticas mas
trascendentes. La administracién de estos compuestos daria respuesta
a una importante necesidad meédica no satisfecha, como son algunos
sindromes de dolor crénico que no responden a la terapia actual

(Dziadulewicz y cols., 2007).

Actualmente se conoce el papel que los cannabinoides ejercen en la
antinocicepcion. Los receptores de cannabinoides tipo 1 (CB1l) se
expresan en areas clave, incluyendo la sustancia gris periacueductal, el
cuerno dorsal de la médula espinal dorsal y las neuronas ganglionares
de la raiz (Fox y cols., 2001). Por lo tanto, la activacion selectiva de los
receptores periféricos de cannabinoides CB1 tiene un elevado potencial
para convertirse en una terapia valiosa en condiciones de dolor cronico,

siempre y cuando los efectos del sistema nervioso central se atenten.

Por todo ello, los estudios se han centrado en el disefio de una
nueva clase de ligandos agonistas de receptores cannabinoides,
conocidos como aminoalquilindoles, los cuales han mostrado una
buena actividad en receptores CB1 y CB2 en humanos. Esto ha llevado
al descubrimiento de un nuevo agonista dual de CB1/CB2, 1-naftalenil-
[4-(pentiloxi)-1-naftalenil]-metanona (CB13), que muestra una potente
actividad antihiperalgésica en modelos animales y penetracion limitada

en cerebro (Dziadulewicz y cols., 2007).

En estudios de comportamiento de dolor crénico (neuropético y
nociceptivo), el CB13 fue capaz de revertir la hiperalgesia mecanica
establecida después de la administracion tanto oral como por inyeccién

local en la pata posterior en modelos animales (cerdo y rata). En las
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pruebas de comportamiento sobre la actividad del SNC en rata, el
CB13 produce efectos significativos sélo a dosis 20 veces superior que
la dosis oral requerida para revertir la hiperalgesia. Por lo tanto, estos
datos indican que el CB13 produce actividad antihiperalgésica
predominantemente a través de una accion sobre los nervios

sensoriales periféricos (Gardin y cols., 2009).

Sin embargo, el CB13 es un compuesto altamente lipofilo y
pertenece a los componentes de clase Il (baja solubilidad y alta
permeabilidad) del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS),
mostrando una solubilidad acuosa muy baja (~0.001-0.002 mg/mL).
Como consecuencia de su pobre solubilidad y disolucion en fluidos
gastrointestinales, el CB13 es absorbido de forma incompleta tras

administracion oral (Gardin y cols., 2009).

Por todo ello, se ha seleccionado este farmaco en funcion de su
interés terapéutico y sus inadecuadas propiedades fisicoquimicas para
su inclusion en nanoparticulas de PLGA que mejoren sus problemas de

solubilidad acuosa y biodisponibilidad oral.

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo es desarrollar y caracterizar
diferentes sistemas nanoparticulares de PLGA para la administracion
oral del derivado cannabinoide CB13. La caracterizacion se llevara a
cabo en relacion a sus diferentes caracteristicas fisico-quimicas,
liberacidn in vitro, bioadhesion, asi como ensayos en cultivos en lineas
celulares Caco-2 para evaluar su idoneidad como sistemas de

administracion oral.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

En el presente estudio se han utilizado los siguientes compuestos y
reactivos: el derivado cannabinoide sintético 1-naftalenil-[4-(pentiloxi)-1-
naftalenil]-metanona (CB13), obtenido de Tocris Cookson Ltd. (Bristol,
Reino Unido); &cido poli-(D,L-lactico-co-glicdlico), copolimero del &cido
lactico y el &cido glicélico, de diferente naturaleza (Resomer®, PLGA
50:50 y PLGA 75:25), obtenidos de Boehringer Ingelheim Gmbh
(Ingelheim, Alemania). Los distintos tipos de Resomer® se diferencian
en los grupos carboxilos libres finales, en la viscosidad inherente y en
sus distintos pesos moleculares (tabla 3). Dentro de los PLGA 50:50, la
presencia de grupos carboxilos finales hace que aumente la hidrofilia

final del polimero (Elkheshen y Radwan, 2000; Rivera y cols., 2004).

B ® Pm (Da) Viscosid?ccjillig)herente Grupo?i :;ret?soxnos
502 12000 0.24 No
502 H 12000 0.19 Sj
504 48000 0.50 No
504 H 48000 0.53 Si
752'S 15000 0.24 S

Tabla 3. Caracteristicas de los distintos tipos de Resomer®.

Los tensioactivos empleados, Pluronic® F68, Tween® 80 y Span®
60, y los fluorocromos, cumarina-6 y Nile-Red (rojo de nilo) fueron
obtenidos de Sigma-Aldrich (St Louis, USA); el propilenglicol y el
glicerol se adquirieron en Acofarma Distribucion S.A. (Barcelona,

Espafia). Los disolventes utilizados, acetona PRS, acetonitrilo y DMSO
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grado HPLC y &cido acético fueron adquiridos en Panreac Quimica

(Barcelona, Espafia).

Ademas se utiliz6 quitosano de bajo peso molecular, obtenido de
Sigma-Aldrich (St Louis, USA); Eudragit® RSPO (Pm: 32000 g/mol),
obtenido de Evonik R6hm GmbH (Darmstadt, Alemania); vitamina E y
lecitina (Epikuron® 200), obtenidos de BASF ChemTrade GmbH
(Burgbernheim, Alemania) y Cargill Texturizing Solutions (Barcelona,
Espafia), respectivamente. La trealosa fue obtenida de VWR

International Eurolab S.L. (Barcelona, Espafia).

El agua usada en los experimentos fue desionizada y filtrada (Milli-Q
Academic, Millipore, Molsheim, Francia). Como medio de liberacion se
utilizaron 500 mL de buffer de fosfatos pH 7.4 obtenido de Biochemica

AppliChem (Darmstadt, Alemania).

Para los experimentos celulares, las células humanas de
adenocarcinoma de colon (Caco-2) se obtuvieron de ECACC, numero
86010202 (Salisbury, Reino Unido). El medio de cultivo esencial
Dubelcco modificado (DMEM alta concentracion de glucosa, con L-
glutamina, rojo de fenol y sin piruvato), suero fetal bovino y los
antibidticos penicilina y estreptomicina se obtuvieron de PAA
Laboratories (Pasching, Austria). La Tripsina/EDTA, bromuro de
tetrazolio, dodecil sulfato de sodio, paraformaldehido y Hoechst 33258

se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

2.2. Método de cuantificacion: cromatografia liquid  a de alta

resolucion en fase reversa (RP-HPLC)

Para cuantificar de forma exacta y precisa la cantidad de farmaco en

cada una de las formulaciones ensayadas, se puso a punto y se validé
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un método analitico por HPLC. Teniendo en cuenta la bibliografia
consultada sobre cuantificacién por HPLC de derivados cannabinoides
(Vollner y cols., 1986; De Backer y cols.,, 2009) y de farmacos
hidréfobos (Holgado y cols., 2009), junto con los parametros de
validacién descritos en las guias ICH (ICH-Q2B, 1996), se hicieron los
ajustes necesarios en cuanto a fase movil y velocidad de flujo,

adecuéndolos a las condiciones Optimas para nuestro laboratorio.

Se eligi6 este método para la cuantificacion del CB13 en las
nanoparticulas elaboradas, para evitar las posibles interferencias que
puedan producirse como consecuencia de la existencia de otras
sustancias en la misma preparacion y conseguir que la duracion del
andlisis fuera lo més corta posible para evitar contaminacion de las

muestras por causas no controlables.
2.2.1. Equipamiento y condiciones cromatograficas

El andlisis RP-HPLC fue llevado a cabo por un sistema Hitachi
LaChrom® serie D-7000, equipado con una bomba cuaternaria L-7100,
un espectrofotbmetro de diodos UV-vis, serie L-7455, un inyector
automatico L-7200 y una interfaz D-7000. La toma de datos y los
calculos se llevaron a cabo mediante el uso del software HSM D-7000

LaChrom® de Merck-Hitachi (Darmstadt, Alemania).

Las condiciones cromatogréficas (Vollner y cols., 1986; Holgado y
cols., 2009) fueron una columna C18 Waters Spherisorb® ODS2 (5 pm,
4.6 mm x 250 mm, Milford, USA) y una fase mévil compuesta de dos
solventes: (A) una mezcla de acetonitrilo:agua:acido acético
(75:23.7:1.3 vIv) y (B) acetonitrilo, en una proporcion final 70:30 (A:B), a
un flujo constante de 1000 mL/min. La longitud de onda de deteccion

fue 230 nm y el volumen de inyeccion 10 pL. La temperatura de
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operacion se mantuvo a temperatura ambiente, aunque la columna se
calent6 a 40 + 0.1 ° C en un horno (L-2350, LaChrom EIite®) para

favorecer el flujo de la fase mévil en la columna.
2.2.2. Preparacién de las soluciones estandary de  muestra

La solucién estdndar de CB13, con una concentracién de 500 pg/mL
se prepard pesando de forma exacta una cantidad en torno a 500 ug de
CB13 y disolviéndolos en 1 mL de acetonitrilo. Se agité vigorosamente
en un vortex hasta su completa solubilizacion. A continuacion, se filtrd
(filtros de jeringa de 0.22 um; Millex® GV, Millipore, Barcelona, Esparia)

y se inyectd en el equipo de HPLC.

Para la evaluacion de las muestras, se pesaron con exactitud 5 mg
de nanoparticulas y se afiadi6 1 mL de acetonitrilo. Las muestras se
agitaron vigorosamente en un vortex (5 minutos) para promover la
solubilizacion del CB13 contenido en las particulas. El resto de
componentes no interfirieron en la cuantificacién del CB13 a la longitud
de onda utilizada (ver el proceso de validacion completo). Las muestras
se filtraron con filtros de jeringa de 0.22 ym (MiIIex® GV, Millipore,
Barcelona, Espafia) y se inyectaron directamente en el equipo de HPLC

(Teixeira y cols., 2003).
2.2.3. Validacion del método analitico

La validacion de un método de analisis quimico es un conjunto de
pruebas que nos asegura la fiabilidad de los resultados obtenidos al
utilizar dicho método. Las pruebas a realizar dependeran, en cada
caso, del tipo de analisis (cuantitativo, cualitativo, ensayo limite) y del
objetivo del analisis. Existen numerosas publicaciones proponiendo

distintas pruebas y metodologias para validar un método de andlisis
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guimico. Sin embargo, hoy dia, la mayoria de analistas utilizan las
metodologias propuestas por la Farmacopea Americana (USP) o por la

International Conference on Harmonization (ICH).

En este caso, se llevd a cabo la validacion del método por HPLC, de
acuerdo con la ICH (ICH-Q2B, 1996), utilizando los siguientes
pardmetros analiticos: linealidad, precision, exactitud, especificidad y
selectividad, limites de deteccion y cuantificacion y robustez. El
intervalo de concentraciones de CB13 utilizado para la validacién fue
250-750 pg/mL.

2.2.3.1. Selectividad/especificidad

La selectividad es la capacidad de un método analitico para
diferenciar y cuantificar el analito en presencia de otros componentes
en la muestra. El método analitico debe medir la concentracion exacta
de analito sin interferencias de impurezas, productos de degradacion,
excipientes o compuestos relacionados. En este trabajo, la selectividad
del método se evalu6 en tres muestras diferentes: (i) solucion de
placebo, que consisti6 en una solucion que contenia todos los
componentes de la formulacibn en las mismas cantidades vy
condiciones, a excepcion del analito que se analiza; (ii) el disolvente
utilizado en la fase movil y (iii) una solucion estandar de CB13 (500
pg/mL). Con este ensayo se pretende demostrar que no hay picos en
los tiempos de retencidon correspondientes al analito, con lo que no
existe componente alguno de la formulacién que interfiera en el

espectro de absorcién del analito estudiado.

Por otra parte, se llevaron a cabo estudios de degradacion, donde
una serie de soluciones estandar del cannabinoide fueron sometidas a

diferentes grados de estrés (tabla 4).
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Condiciones sugeridas para la realizaciéon de estudi  os de degradacion

Estudios degradacion Condiciones sugeridas (*)

Degradacion acida 24 h solucion de HCL 1N

Degradacion basica 24h solucion de NaOH 1N

Calor 24 h horno (105 °C)

Luz solar 1 h exposicion lampara UV 200-300 nm

(*) Estas condiciones pueden ser aumentadas o disminuidas dependiendo
de las propiedades del producto y de las limitaciones del laboratorio donde
se realiza el estudio.

Tabla 4. Condiciones de estrés sugeridas para los estudios de
degradacion de un farmaco (Fuente: Lister, 2005).

En nuestro estudio, se llevaron a cabo algunos cambios en las
condiciones recomendadas para la realizacion de estudios de
degradacién forzada, debido a las limitaciones de nuestro laboratorio o
del farmaco en si: el CB13 no se disuelve en soluciones acuosas
acidas o bésicas, de modo que, en primer lugar se solubiliz6 en
acetonitrilo y, a continuacion, se acidificd o alcalinizé con una pequefia
cantidad de &cido o base, incubandose esta mezcla durante 5 horas.
Mas tarde, las soluciones se neutralizaron con soluciones de base o
acido, completando hasta un volumen final con acetonitrilo, e
incubandolas de nuevo hasta completar las 24 h. En cuanto al estudio
de degradacion por calor, una solucién estandar de CB13 se incub6 24
h a 60 °C en un horno y para el estudio de degradacion mediante la luz
solar, la solucién estdndar de CB13 se expuso 24 horas a la luz del sol.
Después de la prueba de estrés, las muestras se analizaron por HPLC

tal como se indica en el apartado de condiciones cromatogréficas.
2.2.3.2. Precision

La precision es el parametro que expresa el grado de concordancia

(grado de dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas

98



CAPITULO Il

mediante el andlisis multiple de la misma muestra homogénea en las
condiciones prescritas. En nuestro estudio se evalud la precisién de la
siguiente manera (ICH-Q2B, 1996):

e Precisién instrumental: una soluciéon estandar de CB13 se

inyecta seis veces consecutivas, calculandose la desviacion
estandar (D.E.) y la desviacion estandar relativa (D.E.R.). Este
valor de D.E.R. debe ser menor o igual al 2 % para que sea

valido.

* Reproducibilidad: este parametro se determind mediante el uso

de los resultados obtenidos para la prueba de exactitud (nivel
bajo 50 %, nivel medio 100 % y nivel alto 150 %). Se calculé la
desviacion estdndar (D.E.) y la desviacion estandar relativa
(D.E.R.). La reproducibilidad del método puede ser aceptada

cuando la D.E.R. es menor o igual que 2 %.

» Precision _intermedia: El objetivo de este estudio consiste en

establecer los efectos de los analistas y/o equipos y/o tiempo
y/o laboratorio que influyen sobre el método analitico. La
precision intermedia se evalué mediante el andlisis de una

misma muestra por diferentes analistas en dos dias diferentes.
2.2.3.3. Exactitud

La exactitud se define como la capacidad de un método de andlisis
de generar resultados lo mas proximos al valor que es aceptado como
verdadero. Se expresa como la diferencia entre el valor medido y el real
0 como un porcentaje del valor medido respecto al real (se suele
denominar como porcentaje o factor de recuperacion) (ICH Harmonised
Tripartite Guideline, 2005).
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En este se estudid, se tomaron los niveles de concentracién del
analito de 50, 75, 100, 125 y 150 %, para las cuales, se afadio una
cantidad conocida de la sustancia activa a una determinada cantidad
de solucién placebo para obtener concentraciones de farmaco de 250,
375, 500, 625 y 750 pg/mL, respectivamente. Se calculo la cantidad de
CB13 recuperada en relacién con la cantidad agregada (porcentaje de
recuperacion) (ICH-Q2B, 1996).

2.2.3.4. Linealidad

La linealidad se define como la capacidad de un método de andlisis
de proporcionar un resultado directamente proporcional a la
concentracion de analito en un intervalo de concentraciones

determinado.

Este estudio debe demostrar que los puntos de la representacion
gréfica sefial-respuesta deben ajustarse a una recta, que la pendiente
es significativamente distinta de cero y que la ordenada en el origen no
es significativamente distinta de cero. En caso de que la ordenada en el
origen tenga un valor significativo se debe demostrar que este sesgo no
afecta a la exactitud del método. Si existe una relacion lineal, los
resultados deben ser evaluados por métodos estadisticos apropiados.
Para el establecimiento de la linealidad, se recomienda un minimo de

cinco concentraciones (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005).

La linealidad fue calculada mediante la evaluacion de la linealidad
del sistemay la linealidad del método. Para la linealidad del sistema, se
estudiaron las soluciones estdndar de CB13 a cinco niveles de
concentracion, de 50 a 150 %. Cada nivel de concentracion se prepard
por triplicado. Los resultados obtenidos se muestran mediante

representacion grafica, obteniendo una curva de calibracion, para,
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posteriormente, llevar a cabo el estudio estadistico correspondiente.
Para la linealidad del método, el procedimiento fue el mismo que para
la linealidad del sistema, pero la muestra fue una solucion que contiene
las nanoparticulas de PLGA (placebo) y la adicion de una cantidad
creciente de CB13, disuelto en el medio. Los resultados fueron tratados

de la misma manera que para la linealidad del sistema.
2.2.3.5. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion ~ (LOQ)

El limite de deteccién (LOD) se define como el valor de la
concentracion en que la respuesta suministrada por el método de
andlisis es claramente superior a la incertidumbre asociada a dicha
medida. Es la minima concentracion de analito que puede ser

detectada pero no necesariamente cuantificada.

El término limite de cuantificacion (LOQ) se define como la minima
concentracion que produce respuesta que puede ser detectada y

cuantificada con la precision requerida.

Para el célculo de estos parametros, se prepararon una bateria de
soluciones estandares de CB13 en concentraciones decrecientes y se
inyectaron en el sistema de HPLC. Posteriormente, se representaron
las concentraciones en relacion con la desviacion estandar relativa
(D.E.R.) obtenida a partir de cada una de las concentraciones. El
primer punto que no cumple la minima D.E.R. requerida en la
reproducibilidad del método (2 %), se corresponde con el LOD, y el
primer punto que la cumple corresponde al LOQ (Guidelines for
Collaborative Study Procedure to Validate Characteristics of a Method
of Analysis, 1989).
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2.2.3.6. Robustez

La evaluacion de la robustez debe tenerse en cuenta durante la fase
de desarrollo y depende del tipo de procedimiento en estudio. Se debe
demostrar la fiabilidad de un andlisis con respecto a pequefias

variaciones en los pardmetros del método.

Si las mediciones son susceptibles a las variaciones en las
condiciones de analisis, las condiciones de analisis deben ser
controladas adecuadamente o debe incluirse un consejo de prudencia

en el procedimiento.

Los ejemplos de las variaciones tipicas son la estabilidad de las
soluciones de analisis y tiempo de extraccion. En el caso de HPLC, los
ejemplos de las variaciones tipicas son: un cambio en el pH de la fase
movil (x 0.2 unidades), una variacion en la composicion de la fase movil
(= 8 % de cada solvente), diferentes columnas, temperatura del horno
(=2 ° C), velocidad de flujo (£ 0.1 mL/min), etc.

El procedimiento de ajuste del pH se llevé a cabo de acuerdo con la
ICH (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005), utilizando soluciones

de acido clorhidrico e hidréxido de sodio.

2.3. Elaboracién de las nanoparticulas

La elaboracion de las particulas se llevo a cabo mediante el método
de nanoprecipitacion o método de desplazamiento de disolvente que
fue desarrollado por Fessi y cols., (1989) y se presenta como técnica
de eleccion para la encapsulacion de activos lipofilos (Chorny y cols.,
2002; Niu y cols., 2009).

Esta técnica se basa en diferencias de tensiéon interfacial entre

solventes. El proceso de nanoprecipitacién ocurre en la interfase de
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dos liquidos miscibles (disolvente y no-disolvente) tras la acumulacion
de una serie de fenbmenos complejos tales como fenémenos de flujo,
de difusion o gradientes de tensién superficial. Al adicionar una co-
solucion de polimero y farmaco sobre una solucién acuosa conteniendo
un tensioactivo ocurre un desplazamiento del disolvente (figura 15).
Este fenbmeno se traduce en una precipitacion del polimero. La
nanoprecipitacién parece estar regulada por el efecto Marangoni, en el
gue el movimiento en la interfaz es causada por variaciones
longitudinales de la tension interfacial. En este caso, la precipitacion es
impulsada por: (i) la transferencia de soluto de la fase de mayor
viscosidad, la cual estd influenciada por elevados gradientes de
concentracion en la interfase, y (i) por la tension interfacial (Xie y
Smith, 2010). Bajo condiciones optimizadas, en relacion a la
concentracion de polimero, concentracién de surfactante, velocidad de
adicion, etc., es posible obtener particulas nanométricas con una
estrecha distribucion de tamafio de particula.
— Fase organica:
Co-solucionde
*Polimero: PLGA

+Jensioactivo
=Farmaco lipofilo

(g —

Fase acuosa(15 mi): — Solvente
Tensioactivo ---- Polimero
——— Tensioactivo
Velocidad adicion Agitacio
itacion
controlada it Precipitacion del

polimero

Figura 15. Elaboracion de nanoparticulas de PLGA por el método de
nanoprecipitacion.
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Se trata de un método sencillo que ocurre a temperatura ambiente y
bajo agitacion suave, sin necesidad de aplicar cantidades de energia
elevadas (sonicacion, corte, turbulencias,....). Como ya se ha dicho,
esta técnica es ideal para compuestos hidréfobos, con una solubilidad
acuosa muy limitada, pero solubles en solventes tales como etanol o
acetona (Niu y cols., 2009). En consecuencia, la pérdida del activo
hacia la fase acuosa externa se ve minimizada pudiéndose alcanzar

eficacias de encapsulacion muy elevadas, en torno al 100%.

Esta técnica ha sido previamente empleada con éxito por nuestro
grupo de investigacion (Alvarez-Fuentes y cols., 2012). En este trabajo,
se han llevado a cabo modificaciones durante y posteriores a la sintesis
de las particulas, con el objeto de conseguir particulas con unas
caracteristicas fisicoquimicas (tamarfios, propiedades superficiales, etc.)

Optimas para una administracion oral.

Para la elaboracion de los sistemas, el PLGA se disolvio en acetona
junto con Span® 60, alcanzando una concentracion final de 1.5 % p/v. 5
mL de esta solucién se afiadieron, gota a gota, a diferentes velocidades
(30, 15 y 5 mL/h) con una bomba de jeringa (Harvard Apparatus Ltd,;
Edenbridge, Reino Unido), a 15 mL de una soluciébn acuosa de
Pluronic® F68 (0.5 % plv) en agitacion (figura 15). Finalmente, la

acetona se evaporo a temperatura ambiente durante 4 h.

A continuacién, la suspension de particulas se centrifugd (Centrifuga
Eppendorf 504R; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) sobre un lecho
de glicerol (10 pyL) a 10000 r.p.m. durante 15 min a 4 °C. Después de
dos lavados, las nanoparticulas se resuspendieron en una solucién de
trealosa al 5 % p/v, empleada como crioprotector. Posteriormente, se

congelaron en nitrégeno liquido y se liofilizaron (- 80 £ 0.5 C, y 0.057
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mbar; Cryodos-50; Telstar Industrial S.L, Tarrasa, Espafia). Todas las

formulaciones se prepararon por triplicado (n = 3).

En el caso de la elaboracion de las nanoparticulas cargadas con
CB13, el polimero y el farmaco fueron disueltos en acetona, a
diferentes concentraciones del farmaco (6, 10, 13 y 20 % p/p)

manteniendo la concentracion de Span® 60.

2.4. Modificacién superficial de las hanoparticulas de PLGA

La modificacion superficial de las particulas tiene como objetivo final
el aumento en la biodisponibilidad oral del farmaco vehiculizado, ya sea
tanto por la mejor interaccion con los materiales biolégicos, evitando asi
el reconocimiento por el sistema reticulo endotelial, como por la
posibilidad de direccionar las nanoparticulas a los érganos o células

especificas (Danhier y cols., 2012).

Para conseguir este objetivo, se ensayaron cuatro aditivos como
posibles modificadores de la superficie: quitosano de bajo peso
molecular (CS), Eudragit® RS (Eu), lecitina (Lec) y vitamina E (VitE)
(Duran-Lobato y cols., 2013). Estos aditivos fueron disueltos a
diferentes concentraciones en la solucién del polimero. VitE y Lec se
afiadieron hasta alcanzar una concentracion del 5y 10 % p/v, cada uno
de ellos; Eu se afiadié a una concentracion del 25, 50 y 75 % p/p en
relacion al PLGA. En el caso del CS, se afiadié en una etapa adicional,
tras la formacién de las particulas, debido a su naturaleza hidrofila.
Para ello, dichas particulas se incubaron durante una noche en una
solucion de CS al 0.25 % p/v en acido acético (1 % v/v) y después se
recogieron por centrifugacion (Centrifuga Eppendorf 504R; Eppendorf

AG, Hamburgo, Alemania).
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2.5. Estudios de caracterizacion de las nanoparticu  las
2.5.1. Determinacion deltamafio medioy distribucié  nde tamarios

El didmetro medio y la distribucion de tamafios de los diferentes
nanosistemas se midieron a 25 + 0.5 € por una técn ica de dispersion
de laser basado en la teoria de Mie (Partica LA-950V2; Horiba Ltd.,
Kyoto, Japdn). Esta técnica opera prediciendo el comportamiento de las
particulas sobre la dispersion de la luz. Como es bien conocido, las
particulas dispersan la luz en todas las direcciones con un patrén de

intensidad que es dependiente de su tamafio.

Como muestra se tomo6 una alicuota de 1 mL de la suspension de
particulas recién preparadas y se diluy6é en una celda de 12 mL. Las
mediciones se llevaron a cabo bajo agitacion magnética continua. Se
estudiaron las influencias de: i) velocidad de adicion de la fase organica
en la fase acuosa; ii) polimero utilizado; iii) concentracién de
surfactante empleado; iv) carga de farmaco; y v) aditivo utilizado para

modificar la superficie de las particulas.
2.5.2. Determinacion de la morfologia y el aspecto

El microscopio electrénico de barrido es un instrumento que permite
la observacion y caracterizacion superficial de materiales inorgénicos y

organicos, aportando informacién morfolégica del material analizado.

El estudio de las caracteristicas morfologicas de las distintas
formulaciones se llevé a cabo utilizando un microscopio electrénico
(XL-30; Royal Philips Electronics, Amsterdam, Paises Bajos), que
posee un detector de electrones secundarios mediante el cual fue

posible observar la superficie de las muestras.
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Las muestras liofilizadas se analizaron recubriéndolas con una fina
capa de oro (sputtering) utilizando una camara Edwards, con el fin de

transformarlas en superficies conductoras.

Las condiciones de trabajo y procedimiento operativo seguido fue el
utilizado para analizar muestras no conductoras, siendo el voltaje de

aceleracion de 15 kV.
2.5.3. Determinacion de la carga superficial

La carga superficial eléctrica de las particulas se determind
mediante el célculo del potencial zeta (PZ). El PZ es un pardmetro
fundamental que controla la interaccibn de las particulas en
suspension. Este potencial viene determinado, principalmente, por la

naturaleza de la superficie de las particulas y el medio de dispersion.

Las medidas de PZ se llevaron a cabo mediante laser Doppler
(Zetamaster 300; Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido), por
triplicado después de lavar las nanoparticulas con agua destilada a
temperatura ambiente. Se estudiaron los efectos del tipo de polimero,
la carga del farmaco y el aditivo empleado en la modificacion

superficial.

2.6. Determinacion del contenido en CB13

Con el fin de determinar el contenido de farmaco en las particulas,
se empled el método de RP-HPLC validado previamente (seccion 2.2.
del presente capitulo) (Alvarez-Fuentes y cols., 2012; Martin-Banderas
y cols., 2012). Para ello se pesaron 5 mg de nanoparticulas liofilizadas
en una balanza de precision (d = 0.01 mg; Modelo CP 225D; Sartorius
AG, Goettingen, Alemania). A las muestras se les afadi6 1 mL de

acetonitrilo, agitAndose vigorosamente en un vortex (5 minutos) para
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disolver las particulas en la fase organica. A continuacién, se tomaron
10 pL de la solucion previamente filtrada (filtros de jeringa de 0.22 um;
Millex® GV, Millipore, Barcelona, Espafia) que se inyectaron en el
sistema de HPLC. El contenido de farmaco se expres6 como el
porcentaje de la eficacia de encapsulacion (% EE) y la carga de

farmaco (% p/p), utilizando las siguientes formulas:

EE(%) :(

Contenid€BL3enNP o1
ContenideoricadeCBL3enNP

Cargade farmaca%p/ p) :[ masaleCBl3en NPS}QOO

masaleNPgecogid

2.7. Determinacion del contenido residual de Pluron ic® F68

Uno de los tensioactivos mas utilizados en la produccion de
nanoparticulas de PLGA es el alcohol polivinilico (PVA), aunque es
dificil eliminarlo de la superficie de las particulas y, ademas, existen
referencias bibliograficas sobre una posible toxicidad asociada a su
empleo (Garay-Jiménez y cols., 2008; Nehilla y cols., 2008). En el
presente trabajo, se empled Pluronic® F68 para estabilizar las
particulas, el cual puede ser considerado como una alternativa valiosa
al PVA y un prometedor agente activo superficial. Es una sustancia

aprobada por la FDA para uso clinico (Sanna y cols., 2011).

Con objeto de controlar las propiedades de superficie de las
nanoparticulas y su composicion real se llevé a cabo un estudio
mediante resonancia magnética nuclear (*H-RMN) para determinar las
cantidades residuales de Pluronic® F68 en las nanoparticulas. El

estudio de un espectro obtenido por esta técnica permite obtener
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informacion sobre la estructura de un compuesto. Por ello, se realizaron
espectros de 'H-RMN (500 MHz) a 303 K en CDCl; a diferentes
muestras de particulas liofilizadas en un espectrémetro Briker Avance
500 (Briker AXS Inc., Madison, USA). La cantidad residual de
surfactante, siguiendo el método descrito por Trimaille y cols. (2003),

viene dada por la siguiente expresion:

N(mg/ g) = Messs lereaon 187 4

M PLGA I PLGA(0=5.35-5.15)

donde:

IpLea €S la integral del pico de los grupos —CH de la unidad de acido
lactico del PLGA (Resomer® 502) (06=5.35-5.15 ppm)
correspondientes a 1 protén,

Iprss €S la integral del pico de los grupos -CH3 de la unidad de PEO
del Pluronic® F68 (6=1,17 ppm) correspondiente a 87 protones,

Mpica €S la suma de los pesos moleculares de las unidades de
acidos glicélico y lactico en el PLGA (130 g/mol), y

Mprss €S el peso molecular del Pluronic® F68 (8350 g/mol)

Los desplazamientos quimicos se expresaron en ppm, usando la
sefal residual del disolvente protonado como referencia.

2.8. Caracterizacion térmica mediante caloimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una de las técnicas
de andlisis térmico mas ampliamente utilizadas para la caracterizacion

de solidos. Eventos térmicos tales como fusion, recristalizacion,

desolvatacion, descomposicion o transiciones vitreas, pueden
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determinarse a través de esta técnica. (Clas y cols., 1999; Verdonck y
cols., 1999).

Este estudio se realiz6 con el objeto de caracterizar los cambios
inducidos que se producen cuando se someten los materiales utilizados
a variaciones de temperatura. La finalidad fue determinar
modificaciones de tipo fisicoquimico que puedan indicar la identidad y
la pureza de las sustancias analizadas, asi como averiguar la posible
existencia de interacciones entre ellas. Para ello, se realizaron distintos
termogramas mediante un sistema DSC (Setaram 131; Setaram
Instrumentation, Caluire, Francia). Este equipo estd compuesto por un

horno, una unidad de control y el software correspondiente.

Las muestras en estudio, con un peso de aproximadamente 5 mg,
se encapsularon en portamuestras de aluminio de 30 pL de capacidad,
los cuales fueron herméticamente cerrados. La velocidad de barrido fue
de 10 T/min en un intervalo de temperaturas compre ndido entre 25 y
300 C.

El empleo de esta técnica permitié caracterizar, desde el punto de
vista térmico, el estado fisico del CB13 contenido en las nanoparticulas.
Se procesaron muestras de CB13, Pluronic® F68, PLGA 50:50 y de las

particulas cargadas con CB13 (6 y 20 % p/p farmaco/polimero).

2.9. Estudio de estabilidad

Una de las principales limitaciones de las nanoparticulas elaboradas
con polimeros biodegradables es que se degradan con el tiempo. Los
efectos del pH y la temperatura tienen un efecto crucial en la
estabilidad a largo plazo (Abdelwahed y cols., 2006). Con el fin de

evaluar la estabilidad de los sistemas, se llevé a cabo un breve estudio
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en el que muestras con y sin farmaco se incubaron en una serie de
medios: agua Milli-Q, solucién salina tamponada con fosfato (PBS) (pH
7.4) y medio de cultivo celular de Dulbecco modificado (DMEM), a 4 y
37 T. Las muestras se recogieron después de varios periodos de
incubacién prefijados y se centrifugaron durante 5 min a 4000 r.p.m.
con el fin de eliminar los agregados. Finalmente, se determind el

tamafio medio de particula por dispersion laser (Prego y cols., 2006).

2.10. Optimizacion del proceso de liofilizacion

La liofilizacion es un proceso ampliamente utilizado para el secado y
la mejora de la estabilidad de diversos agentes farmacéuticos. Se trata
de un proceso relativamente lento y costoso, por lo que, en general
sélo se utiliza para los productos con un alto valor afiadido, como es el
caso de la mayoria de las particulas que contienen ingredientes activos
costosos, como es nuestro caso. Tras el proceso de liofilizacion, las
nanoparticulas deben presentar ciertas caracteristicas: (i) preservar las
caracteristicas iniciales del producto, (ii) cuando son nuevamente re-
suspendidas, el tiempo de reconstitucion debe ser breve y la
suspension obtenida aceptable, (i) la distribucibn de tamafios de
particula ha de ser estrecha o no modificada con respecto a las
suspensiones iniciales y, (iv) conservar la actividad inalterada del

farmaco encapsulado (Abdelwahed y cols., 2006).

Hay diferentes factores que pueden afectar a la calidad final del
producto: el proceso de elaboracion, el uso de un crioprotector y las
condiciones de almacenamiento. La congelacion es el primer paso de
la liofilizacibn y genera muchas tensiones. Durante este paso, la

suspension liquida se enfria, formandose cristales de hielo de agua
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pura que pueden ejercer una tensibn mecénica sobre las particulas,

conduciendo a su desestabilizacién (Abdelwahed y cols., 2006).

En el presente trabajo, se evaluo el uso de diferentes crioprotectores
empleados comunmente: alcoholes de bajo peso molecular como el
propilenglicol o azicares como manitol y trealosa, todos ensayados a
diferentes concentraciones entre 0-50 % p/p. El uso de crioprotectores
resulta imprescindible en estos procesos ya que el PLGA, tras la
congelacion, forma un gel dificil de resuspender bajo ninguna condicion

(incluida sonicacion) (Abdelwahed y cols., 2006).

Los crioprotectores ensayados se afiadieron directamente a la
suspension de particulas antes de la congelacion con nitrogeno liquido.
Después del proceso completo de liofilizacion, las nanopatrticulas se re-
suspendieron en agua destilada y se determind el tamafio medio de

particula para evaluar el efecto de cada crioprotector.

2.11. Estudio de liberacién in vitro

El estudio de la liberacion in vitro de un farmaco dentro de un
nanosistema es de vital importancia para conocer el porcentaje de
principio activo liberado en funcion del tiempo y caracterizar las

formulaciones desde un punto de vista cinético.

Para iniciar este estudio, las nanoparticulas recién preparadas
conteniendo CB13 se suspendieron en PBS pH 7.4 (4 mg de
nanoparticulas en 15 mL). Este medio contenia 0.1 % p/v de Tween®
80, necesario para mantener las condiciones sink debido a la baja
solubilidad en agua del CB13 (~0.001-0.002 mg/mL) (Hombreiro-Perez
y cols., 2003). El ensayo se realiz6 a 37 °C y con agitacion mecanica de

100 r.p.m. (Unitronic Vaivén; Selecta S.A., Barcelona, Espafia). Se
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tomaron alicuotas (500 upL) a intervalos de tiempo fijos tras
centrifugarlas a 10000 r.p.m., 5 min (Centrifuga Eppendorf 504R;
Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). La muestra filtrada (filtros de
jeringa Acrodisc® 0.45 pum; VWR International Eurolab S.L., Barcelona,
Espafia) se inyectd en el equipo de HPLC para la cuantificacion del
CB13. La cantidad de farmaco liberado se determiné utilizando una
curva de calibracion construida sobre el intervalo 2.5-750 mg/mL (R* =
0,9900) (Alvarez-Fuentes y cols., 2012). Durante este ensayo, se
evaluaron los efectos del tipo de polimero usado y el aditivo empleado

en la modificacion superficial.

2.12. Propiedades mucoadhesivas ex vivo

Para realizar los estudios de mucoadhesién, se llevd a cabo la
técnica descrita previamente por Belgamwar y cols., (2009) y Gradauer
y cols., (2012). Para ello se empleo intestino de cerdo recién
sacrificado, suministrado por el Matadero Municipal (Sevilla, Espafia).
Se tomaron muestras de intestino delgado correspondientes a
porciones del duodeno, yeyuno e ileon. Los segmentos se colocaron
sobre tubos de 9 cm de largo seccionados longitudinalmente, con el
lado de la mucosa hacia arriba, dispuestos en un angulo de inclinacién

de 45 °, aproximadamente (figura 16).
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Figura 16 . Montaje llevado a cabo para los estudios de mucoadhesion de
las nanoparticulas elaboradas sobre mucosa de cerdo (Fuente: Gradauer y
cols., 2012).

El tejido intestinal se enjuagd con 5 mL de PBS pH 74 y
posteriormente se dej6 gotear 600 pL de una suspension de
nanoparticulas tefiidas con cumarina-6 o Nile Red. El exceso se
recogié en un vaso de precipitado y se volvié a aplicar, repitiendo este
procedimiento diez veces. A la solucion final residual se le midié la
intensidad de fluorescencia (It) con un lector de placas (Synergy HT;
BioTek Instruments Inc., Winooski, USA) a una longitud de onda de
excitacion de 380/40 nm y una longitud de onda de emision de 460/40

nm. La mucoadhesion se cuantifico usando la siguiente ecuacion:

(1o xvo)-(Itxvt)

100
(lo xvo) X

% Mucoadheén=

donde,

lo es la fluorescencia de la solucién inicial;

l; es la fluorescencia de la solucion final,

V, es el volumen que se aplica al tejido;

V, es el volumen final de la solucién no adsorbida a la mucosa y
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% Mucoadhesion, que corresponde a la fraccién de la suspension
de nanoparticulas aplicada que es adsorbida en la mucosa

intestinal.

2.13. Estudios en lineas celulares
2.13.1.Cultivo celular

Las células humanas de cancer de colon (Caco-2) fueron cultivadas
en medio esencial Dulbecco modificado suplementado con un 10 % de
suero fetal bovino y un 1 % de penicilina-estreptomicina a 37 T en
ambiente humidificado del 5 % de CO, (Incubadora de CO, AutoFlow
NU-4750 Water Jacket; Nuaire, Plymouth, USA). El medio se repuso
cada dos dias y las células se subcultivaron después de alcanzar un 80

% de confluencia aproximadamente (Zhang y Feng, 2006).
2.13.2.Viabilidad celular in vitro

Se estudio la viabilidad de las células cancerosas expuestas a las
nanoparticulas realizando el ensayo MTT (Vihola y cols., 2005). Se
trata de un método colorimétrico que mide cuantitativamente la
actividad metabdlica de las células viables y que se basa en la
capacidad que tienen las deshidrogenasas mitocondriales de las
células metabdlicamente activas de reducir la sal de bromuro de
tetrazolio (MTT), de color amarillo e hidrofilica, a un compuesto
hidrofébico (formazan), de color azul oscuro. Tras la captacion del MTT,
las células se rompen y se solubiliza el formazan con dodecil sulfato de
sodio (SDS). La absorbancia de cada muestra es directamente

proporcional al numero de células viables.

Las células Caco-2 fueron sembradas en placas de 96 pocillos

(Nunclon®; Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) a una densidad de
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7x10° células viables/pocillo y se incubaron 24 h para permitir la unién
celular. Pasado ese tiempo, las células se incubaron con suspensiones
de nanoparticulas cargadas y no cargadas con CB13 en
concentraciones de 0.025 a 25 mg/mL durante 24 y 48 h. A los
intervalos de tiempo designados, se retird el medio y se lavaron los
pocillos con medio de cultivo. Entonces, se afiadieron a cada pocillo
125 pL de MTT a una concentracion de 1 mg/mL en medio de cultivo.
Después de la incubacion con MTT durante 3-4 h, se afiadieron 80 pL
de SDS al 20 % p/v en HCI (0.02 M) a cada pocillo, con el fin de
solubilizar los cristales de formazan. Las placas se incubaron durante
24 h analizando, a continuacion, su absorbancia con un lector de
placas (Synergy HT; BioTek Instruments Inc., Winooski, USA) a 540

nm. La viabilidad celular se calculé6 mediante la siguiente ecuacion:

Viabilidad celular (%) = _Int, x 100

control
Donde, Ints es la intensidad de absorbancia de las células incubadas
con la suspension de nanoparticulas e Int,no €S la intensidad de
absorbancia de las células incubadas con el medio de cultivo s6lo como

control positivo.
2.13.3.Estudios de captacion celular  in vitro

Para la realizacion de estudios cuantitativos, las células Caco-2 se
cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm?® (Nunclon®; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) hasta alcanzar una confluencia del 80 %.
Entonces, se cambi6 el medio de cultivo por una suspensién de
nanoparticulas cargadas con cumarina-6 (4 mg/mL). Las células se
incubaron con la suspensién de nanoparticulas durante 30 y 120

minutos. Pasados los tiempos de incubacion, se retird la suspension de
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particulas y las células se lavaron tres veces con DMEM.
Seguidamente, las células se separaron de la superficie de los frascos
por incubacion con una solucidon que contenia tripsina (1x) durante 7
min y se les midi6 la cantidad de fluorescencia presente usando un
citometro de flujo (FC 500 Cytomics MPL; Beckman Coulter Inc., Brea,
USA) (Danhier y cols., 2009).

Para la realizacion de estudios cualitativos, se sembraron células en
una camara de vidrio cubierta (u-Dish 35 mm, alto; Ibidi GmbH, Munich,
Alemania) hasta alcanzar el 80 % de confluencia. Entonces, se
incubaron con una suspension de particulas cargadas con Nile-Red
durante 2 h. Pasado el tiempo de incubacion, las células se lavaron con
PBS y después se fijaron con paraformaldehido (4 % p/v en PBS)
durante 25 min. Posteriormente, se tifieron los nulcleos con el reactivo
Hoechst 33258. Las células se lavaron con PBS para eliminar el
reactivo y se les afadié la mezcla PBS:glicerol (20:80) para ser
observadas en el microscopio confocal de barrido laser (CLSM) (Zeiss
LSM 410, LSM Tech, Etters, USA) con el software (Image Browser ZEN

confocal Zeiss) para la formacion de imagenes.

2.14. Andlisis estadistico

Los datos se representan como media + desviacidén estandar (D.E.).
Ademas se utilizaron F- y T-test y el analisis de la varianza para un solo
factor y para multiples factores, para determinar la significacion entre
dos grupos y entre mas de dos grupos, respectivamente. Un valor de p

< 0.05 se consider6 significativo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Método de cuantificacién por RP-HPLC
3.1.1. Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas fueron optimizadas por la
cuantificacion de CB13 en un tiempo de analisis (20 minutos) y pico de

absorcion adecuados (aislado, simétrico, etc.).

Con respecto al desarrollo de este método y teniendo en cuenta la
bibliografia consultada (Vollner y cols., 1986), se ensayaron diferentes
fases moviles seleccionando finalmente la compuesta por dos
solventes: (A) una mezcla de acetonitrilo/agua/acido acético,
(75:23.7:1.3 viv) y (B) acetonitrilo, en proporcion final 70:30 (A:B).

En primer lugar se ensayé una fase movil consistente en metanol,
agua y acido acético (75:23.7:1.3). Sin embargo, el tiempo de retencion
era demasiado largo y la inclusion de una proporcién de metanol podria
disminuir el tiempo de retencion del CB13. Por lo tanto, la siguiente
fase mévil fue una mezcla 70:30 (v/v) de dos soluciones: la solucion
dada anteriormente y una solucion de metanol. Finalmente, el metanol
se cambi6 por acetonitrilo, debido a la alta produccion de burbujas que
aparecia en el sistema de HPLC y que se manifestaba en diferentes

tiempos de retencion para el pico de absorcion del CB13.
3.1.2. Validacion del método analitico
3.1.2.1. Selectividad/especificidad

La especificidad del método se comprob6é mediante la comparacion
de los cromatogramas de CB13 estandar y los componentes de la

formulacion de las nanoparticulas que pudieran crear posibles
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interferencias en el proceso de validaciéon. La figura 17 muestra los
cromatogramas obtenidos para el placebo y el disolvente. En ella se
observa que ni placebo ni disolvente muestran ningun pico con un
tiempo de retencién similar al del CB13 (10.88 min + 10 %), por lo que
el método desarrollado es especifico en relacion a los excipientes de la

preparacion final.

a)

.B 10 = 12. 14 16 i8 20
Tiempo de Retencion (min)
) CBI3 10,88 min
b) I
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Tiempo de Retencién (min)
Figura 17. (a) Cromatogramas obtenidos para el placebo (verde), el

disolvente (amarillo) y el estandar de CB13 (rojo); (b) Cromatograma
representativo del CB13 (tiempo de retencién=10.88 min).
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Asimismo, las muestras de CB13 fueron sometidas a condiciones de
estrés (temperatura, luz solar y pH), con el fin de detectar la presencia
de posibles picos de interferencia resultantes de la degradacion de
CB13. Estas pruebas se consideran herramientas Uutiles en el
establecimiento de las vias de degradacion y la estabilidad inherente de
la molécula (das Neves y cols., 2010). De acuerdo con las areas
obtenidas, el valor de la degradacion media obtenida fue 7.50 %, por lo
que se puede concluir que el CB13 es estable bajo estas condiciones
de estrés, ya que el porcentaje de degradacion de las muestras
estresadas con respecto a la muestra estandar es muy pequefio. Por lo
tanto, el método de HPLC desarrollado para la determinacion y
cuantificacion de CB13 es especifico y selectivo (Holgado y cols.,
2009). En la tabla 5 se muestran los resultados de las areas

cromatograficas obtenidas tras su tratamiento.

Muestra Area D.E. Degradacion (%)
CB13 estandar 8153597.20 35005.81 -

Luz solar 7875096.40 26612.37 10.19

60 °C 7060010.75 41227.90 8.22

HCI 7439835.40 23639.07 5.91
NaOH 7488509.00 27971.56 5.66

Tabla 5. Areas cromatograficas y porcentaje de degradacion
obtenidos al someter la muestra de CB13 a condiciones de estrés.

3.1.2.2. Precision

El estudio de precision expresa la importancia que tienen los errores
aleatorios en el funcionamiento del método y se puede expresar en
diferentes niveles. En el caso del método desarrollado, la precisiébn ha

sido validada para diversos estudios de repetibilidad.
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» Precision _instrumental: con este parametro se evalué la

repetibilidad del sistema. En la tabla 6 se encuentran reflejados
los resultados, del area y del tiempo de retencion obtenidos,
correspondientes a seis inyecciones de un uUnico vial de CB13

estandar (500 pg/mL), realizadas el mismo dia.

) Tiempo retencion
Area (min)
7878124 10.85
7879007 10.91
7929884 10.88
7963324 10.80
7782824 10.85
7937328 10.85
Media 7895081.83 10.86
D.E. 64499.17 0.04
D.E.R. 0.82 0.34

Tabla 6. Areas cromatogréficas y tiempos de retencion
(min)  correspondientes al estudio de precision
instrumental.

Se obtiene una desviacion estandar relativa de 0.82 % para el area 'y
0.34 % para el tiempo de retencion, lo que nos permite afirmar que
el andlisis de la repetibilidad instrumental del sistema se encuentra
en condiciones Optimas ya que el criterio de aceptacion en el analisis
de las formulaciones de productos farmacéuticos establece el limite
de D.E.R. en un 1.5 % (Guidelines for Collaborative Study procedure
to validate characteristics of a method of analysis, 1989; ICH-Q2B,
1996; ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005).

» Reproducibilidad del método: se determiné mediante el uso de

los resultados obtenidos en las pruebas de exactitud (a tres
niveles de concentracion: nivel bajo (50 %), nivel medio (100 %)

y nivel alto (150 %), calculandose la D.E.R. para cada nivel. Los
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valores se muestran en la tabla 8 (en la seccion 3.1.2.3. del
presente capitulo). En resumen, la D.E.R. del porcentaje de
recuperacion para las seis muestras analizadas, en los niveles I,
lll'y V de la prueba de exactitud es inferior al 2.0 % (criterio de
aceptacion) por lo que este estudio se consider6 Vvalido
(Guidelines for Collaborative Study procedure to validate
characteristics of a method of analysis, 1989; Marcato y Duran,
2008; Cozar-Bernal y cols., 2011).

* Precisién intermedia o reproducibilidad del método analitico: los

resultados obtenidos en los analisis realizados por dos analistas
distintos en diferentes dias se encuentran recogidos en la tabla
7.

En esta tabla puede observarse claramente que no existe
variabilidad en las medidas obtenidas por los diferentes analistas en
distintos dias, obteniéndose valores de D.E.R. inferiores a los limites
aceptados para ello (< 2.0 %), por lo que se puede concluir que el
método es reproducible ya que las variaciones introducidas en el
ensayo no influyen de forma significativa en el resultado del mismo
(Guidelines for Collaborative Study procedure to validate
characteristics of a method of analysis, 1989; Marcato y Durdn,
2008; Cozar-Bernal y cols., 2011).
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. . " Conc. Ug Ug Recuperacion .
Analista/Dia Area ug/mL |obtenidos | tedricos (%) Media | D.E. |[D.E.R.

1/21 M1 |7989643.00| 529.66 | 529.66 530.00 99.94 [530.13|0.65 | 0.12

/1 M2 |7996592.00| 530.59 | 530.59 530.00 100.11

2/1 M1 |8250925.00| 564.35 | 564.35 560.00 100.78 |561.49|4.05| 0.72

2/1 M2 |8207825.00| 558.63 | 558.63 560.00 99.76

1/2 M1 |7933657.00| 522.23 | 522.23 520.00 100.43 |525.48| 4.59 | 0.87

1/2 M2 |7982560.00| 528.72 | 528.72 520.00 101.68

2/2M1  |8199425.00| 557.51 | 557.51 550.00 101.37 |558.93|2.01 | 0.36

2/2 M2 |8220796.00| 560.35 | 560.35 550.00 101.88

Media |8097677.88| 544.01 | 544.01 540.00 100.74 |544.01| 2.82| 0.52

D.E. 132650.17 | 17.61 17.61 16.90 0.82

D.E.R. 1.64 3.24 3.24 3.13 0.81

Tabla 7. Precisién intermedia, desarrollada por dos analistas, en dos dias
diferentes, para dos muestras (M1 y M2).

3.1.2.3. Exactitud

Los resultados obtenidos para el andlisis de este parametro se
expresan como el porcentaje de cada una de las muestras analizadas.
La tabla 8 muestra que los porcentajes de recuperacion para el
intervalo de concentraciones estudiadas (250-750 pg/mL) se
encuentran entre 98.04 % y 101.91 % con un valor de D.E.R. = 1.12 %.

Segun los datos obtenidos, no seria necesario realizar ningun test
estadistico adicional, ya que el criterio de aceptacion de la ICH para las
formulaciones farmacéuticas en este parametro establece que el
porcentaje de recuperacién debe encontrarse entre el 98 y 102 %, lo
gue equivale a un £ 2.0 % de error relativo (Guidelines for Collaborative
Study procedure to validate characteristics of a method of analysis,
1989; Marcato y Duran, 2008).

123




CAPITULO Il

Nivel ug tedricos Area Ug obtenidos Recuperacion (%)
| 250.30 5893629 251.40 100.44
250.60 5923674 255.39 101.91
250.20 5894399 251.50 100.52
250.40 5908769 253.41 101.20
250.80 5906442 253.10 100.92
250.50 5910865 253.69 101.27
Media 5906296.33 253.08 101.04
D.E. 11233.87 1.49 0.54
D.E.R. 0.19 0.59 0.54
1l 375.90 6877032 381.95 101.61
375.60 6868845 380.87 101.40
375.50 6846789 377.94 100.65
375.40 6827659 375.40 100.00
375.30 6844970 377.70 100.64
375.20 6788651 370.22 98.67
Media 6816810.50 373.96 100.50
D.E. 39823.55 5.29 1.07
D.E.R. 0.58 1.41 1.06
1 500.50 7826787 508.04 101.51
500.30 7830087 508.48 101.64
500.20 7819852 507.12 101.38
500.10 7796745 504.06 100.79
500.40 7830499 508.54 101.63
500.90 7843563 510.27 101.87
Media 7837031 509.40 101.47
D.E. 9237.64 1.23 0.37
D.E.R. 0.12 0.24 0.36
v 625.70 8660128 618.68 98.88
625.20 8616831 612.93 98.04
625.50 8667643 619.68 99.07
625.30 8626379 614.20 98.22
625.80 8709376 625.22 99.91
625.10 8662725 619.02 99.03
Media 8656590.80 618.21 98.86
D.E. 36877 4.90 0.67
D.E.R. 0.43 0.79 0.68
Tabla 8. Valores obtenidos en el estudio de exactitud de las muestras
de placebo cargadas con CB13 (y reproducibilidad, en niveles I, lll y
V).
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Tabla 8: Continuacion
Nivel ug tedricos Area Hg obtenidos Recuperacion (%)
\% 750.60 9721315 759.56 101.19
750.30 9694826 756.04 100.77
750.90 9759387 764.62 101.83
750.70 9703864 757.24 100.87
750.10 9739189 761.93 101.58
750.20 9689777 755.37 100.69
Media 9714483 758.65 101.15
D.E. 34939.56 4.64 0.46
D.E.R. 0.36 0.61 0.46
Media 7789689.90 503.12 100.60
D.E. 1358476.43 180.35 1.13
D.E.R. 17.44 35.85 1.12

Tabla 8. Valores obtenidos en el estudio de exactitud de las muestras de
placebo cargadas con CB13 (y reproducibilidad, en niveles I, lll y V).

3.1.2.4. Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para responder
proporcionalmente a los cambios en la concentracion o la cantidad de

analito en una muestra.

Respecto a la linealidad del sistema, se estudié en el intervalo de
concentracion de 250 a 750 pg/mL, mediante el calculo de la ecuacion
de una recta y su coeficiente de correlacion (R?). La ecuacion de la
recta obtenida se corresponde con y = 16898x + 317039 (y: area del
pico; x: concentracién de CB13 (ug/mL) y un coeficiente de correlacion
R?=0.9983 (n = 6).

Para la linealidad del método, el intervalo de concentracion fue el
mismo que para la linealidad del sistema y la ecuacién de la recta
obtenida fue y = 14303.52x + 316730.81 con un coeficiente de

correlacion R? = 0.9952.
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Para estos estudios se llevd a cabo un analisis estadistico (ANOVA)
para asegurar una buena linealidad del método desarrollado. El test
estadistico F y su correspondiente valor p (nivel de significacion
estadistica de F-test) indican un buen ajuste global del modelo (p =
2.45 10" para la linealidad del sistema y p = 1.89 10™ para la

linealidad del método).

La figura 18 muestra los graficos obtenidos en el estudio para la

linealidad del sistema y la linealidad del método.
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Figura 18. (a) Linealidad del sistema correspondiente al intervalo de
concentraciones de 250-750 pg/mL de CB13. (b) Linealidad del método
correspondiente al intervalo de concentraciones de 250-750 pg/mL de

CB13 agregado a una solucién de placebo.
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3.1.2.5. Limite de deteccion (LOD) Yy limite de cuan  tificacion (LOQ)

La concentracién mas baja a la cual el analito es detectado (LOD) o
cuantificado con precision y exactitud aceptable (LOQ) fue determinado
mediante el trazado de la zona de D.E.R. (%) frente a la concentracion
de analito (figura 19a) (Green, 1996).

Las concentraciones de CB13 utilizadas para este estudio fueron
mucho menores que las concentraciones mas bajas del método
propuesto (0.5, 1.25, 2.5, 4, 5, 10, 20, y 35 pg/mL). De hecho, la
concentracion maxima en este estudio (35 pg/mL) corresponde a una
sefial de deteccion de alrededor del 5 % del area de absorcion para la

menor concentracion incluida en la curva de calibracion (250 pg/mL).

6
5 . d
4
e
u 3
a
2 I il
L 2
& *
1 e * L
o
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Concentracion de CB13 {pg/mL)
14000000
12000000 /
10000000 /
- 8000000
2 /
< 5000000 /
4000000 /
2000000
o
[} 100 200 300 400 500 600 700 800
Concentracionde CB13 (pg/ml) y=17628x+190,397
R?=0,9%00

Figura 19. (a) LOD-LOQ obtenido tras la representacion de la
concentracion frente a sus RSD. (b) Linealidad correspondiente al intervalo
de concentracion 2.5-750 pg/mL de CB13.
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El primer punto que no cumple la minima D.E.R. que obedece a los
requisitos preestablecidos para la reproducibilidad del estudio (2 %)
corresponde al limite de deteccion. El valor de LOD se encontré que
era 0.5 pg/mL. El primer punto que se sitia dentro del valor
especificado, corresponde al limite de cuantificaciéon (LOQ), que se

encuentra en 1.25 pyg/mL (Epshtein, 2002).

Ademas, la representacion de las concentraciones frente a las areas
obtenidas en las zonas inferiores de las concentraciones estudiadas
(figura 19b) sera util para cuantificar cantidades menores de CB13 en
algunas pruebas, tales como los estudios de liberacion in vitro. Por esta
razon, se desarrolld6 una nueva linealidad en el intervalo de
concentraciones de CB13 de 2.5 a 750 pg/mL, obteniéndose una

ecuacion de la recta:
y = 17268x + 190.397 (R? = 0.9900) (F = 583.78; p = 3.25 10®).
3.1.2.6. Robustez

La robustez de un método de analisis se utiliza para demostrar que
las variaciones tipicas de los parametros del método no producen

cambios significativos en los resultados del analisis.

La evaluacibn de la robustez se basa en el porcentaje de
recuperacion y los valores de D.E.R. obtenidos para diferentes cambios
en el método de andlisis. La tabla 9 muestra los porcentajes de
recuperacion y la D.E.R. para cada parametro estudiado: la
temperatura del horno (+ 2 ° C), velocidad de flujo (£ 0.100 mL/min),
proporcion de la fase movil (A:B 75:25 y 65:35) y el pH de la fase mévil
(x 0.2 unidades). Como se muestra en la tabla, los porcentajes de

recuperacion obtenidos en todos los parametros estudiados, se
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encuentran entre 99.33 % y 102.87 % y la D.E.R. de cada uno de ellos
es inferior al 2 %. Por lo tanto, el método ha demostrado ser robusto
sobre pequefias variaciones del método de analisis (LoBrutto y Patel,
2007).

métods ariginal Tegos | Alea | g Experimental | RECURCHECN
Flujo Fase Movil 500.6 7805558 505.23 100.92
- 0.1 mL/min 500.2 7866931 513.37 102.63
500.3 7832567 508.81 101.70
Media 7835018.67 509.14 101.75
D.E. 30759.86 4.08 0.86
D.E.R. 0.39 0.80 0.84
Flujo Fase Movil 500.3 7847196 510.75 102.09
+0.1 mL/min 500.2 7792737 503.52 100.66
500.5 7788651 502.98 100.50
Media 7809528 505.75 101.08
D.E. 32685.36 4.34 0.88
D.E.R. 0.42 0.86 0.87
Temperatura horno -2°C | 500.2 7871571 513.99 102.76
500.7 7780730 501.93 100.25
500.5 7791724 503.39 100.58
Media 7814675 506.44 101.19
D.E. 49579.06 6.58 1.36
D.E.R. 0.63 1.30 1.35
Temperatura horno +2°C | 500.5 7824382 507.72 101.44
500.3 7798848 504.33 100.81
500.1 7874972 514.44 102.87
Media 7832734 508.83 101.71
D.E. 38743.16 5.14 1.06
D.E.R. 0.49 1.01 1.04
Proporcion Fase Movil 500.9 7803035 504.89 100.80
(A'B) 65:35 500.2 7813163 506.23 101.21
500.7 7746297 497.36 99.33
Media 7787498.33 502.83 100.45
D.E. 36038.96 4.78 0.99
D.E.R. 0.46 0.95 0.98

Tabla 9. Valores obtenidos en el estudio de robustez.
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Tabla 9: Continuacion

coosoomnal | Tobos | Ae | vgExpermenia | RoeUResaen
Proporcion Fase Movil 500.5 7816384 506.66 101.23
(A'B) 75:25 500.3 7787456 502.82 100.50
500.8 7874516 514.38 102.71
Media 7826118.67 507.95 101.48
D.E. 44338.85 5.89 1.13
D.E.R. 0.57 1.16 1.11
pH Fase Movil= 2.70 500.1 7822905 507.53 101.49
500.4 7850511 511.19 102.16
500.8 7789915 503.15 100.47
Media 7821110.33 507.29 101.37
D.E. 30337.84 4.03 0.85
D.E.R. 0.39 0.79 0.84
pH Fase Movil= 3.10 500.7 7780508 501.90 100.24
500.2 7829422 508.39 101.64
500.6 7823697 507.63 101.40
Media 7811209 505.98 101.09
D.E. 26741.49 3.55 0.75
D.E.R. 0.34 0.70 0.74

Tabla 9. Valores obtenidos en el estudio de robustez.

A modo resumen, en relacion con el desarrollo y validacién del
método de HPLC en fase reversa propuesto, aplicado a la
cuantificacion del CB13 en las nanoparticulas elaboradas, se ha
demostrado que el método es selectivo, lineal entre el 50 y 150 % de la
concentracion tomada como estandar (500 ug/mL), con un coeficiente
de correlacion superior a 0.998, exacto y preciso. Los limites de
deteccion y cuantificacion para el farmaco fueron 0.5 y 1.25 pg/mL,
respectivamente, encontrandose estos valores por debajo de las
concentraciones mas bajas esperadas en las muestras. Ademas, el
método ha demostrado ser robusto a pequefias variaciones tipicas de

los parametros del método (Alvarez-Fuentes y cols., 2012).
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3.2. Caracterizacion de las nanoparticulas elaborad as

La sintesis de las nanoparticulas de PLGA se llevé a cabo por el
método de nanoprecitacion, tal y como se ha descrito previamente

(seccion 2.3. de Materiales y Métodos).
3.2.1. Determinacion del tamarfio medioy distibucié  n de tamarios

El tamafo y la distribucion de tamafios de las nanoparticulas se
determinaron por dispersion laser. Los datos se expresan como el valor
del diametro medio y la desviacion estandar (D.E.), obtenida a partir de
experimentos independientes. Se estudié el efecto de la velocidad de
adicion de la fase organica en la fase acuosa, el tipo de polimero
empleado, la concentracion de surfactante, la cantidad inicial de
farmaco y el aditivo empleado en la modificacién superficial de las

particulas.

En primer lugar, se estudié el tamafio y la distribucion de tamafios
en funcion de la velocidad de adicién de la fase orgénica en la fase
acuosa. Cuando se utilizaron velocidades altas de adicion se formaron
agregados de particulas, por lo que, finalmente se seleccion6 como
velocidad de referencia 5 mL/h para todas las nanoparticulas

elaboradas.

El analisis de las muestras mostré un tamafo de particula de 90-300
nm de didmetro, independientemente de las condiciones iniciales de
preparacion, con un coeficiente de variacion (CV) de aproximadamente
30 %. Se encontré influencia estadisticamente significativa (F (5.19) =
3664.67; p = 2.38 10° n = 6) del tipo de polimero empleado sobre el
tamano de particula (tabla 10). Segun los datos de la tabla, se puede

observar que para los Resomer® 502, las particulas alcanzaron un
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tamarfio en torno a 300 nm, mientras que para el resto de polimeros el

tamario de particula se situ6 alrededor de 100 nm.

Polimero Tamafio + D.E. CV (%) CV (%) PZ +D.E.
(R: Resomer ) (nm) intra-lote inter-lote (mV)
R502 311.02+12.94 34.28 4.16 -245+23
R502H 281.37 £11.30 34.63 4.02 -42.6 £ 0.6
R504 89.33 +0.96 35.02 1.08 -284+1.1
R504H 91.97 +10.38 34.87 2.29 -44.8 +0.9
R752S 131.06 £ 6.02 38.17 4.60 -33.2+0.7

Tabla 10. Tamafio de particula y distribucion de tamafios, coeficiente de
variacion intra- e interlote y valores de PZ obtenidos en funcion del
polimero utilizado en la preparacion de las nanoparticulas (n=6).

Segun los datos de la tabla, el tamafio de particula disminuyé al
aumentar el peso molecular del polimero desde 12.000 a 48.000 Da
(502 vs. 504). Estos resultados pueden explicarse en funcion de la
hidrofobicidad del polimero empleado. A mayor peso molecular, mayor
hidrofobicidad y menor tamafo de particula obtenido debido a la
presencia de cadenas alifaticas mas largas (Huh y cols., 2003; Palacio
y cols., 2011). Sin embargo, no se encontraron diferencias en el
tamano por la presencia de grupos carboxilo terminales (502 vs. 502H y
504 vs. 504H) (Palacio y cols., 2011). Comparando los resultados entre
R502 y R752S (con pesos moleculares similares), se obtuvieron
diametros méas pequefios para R752S. En este caso, la fraccion de
acido lactico en el polimero aumenta hasta un 75 %, incrementandose
la hidrofobicidad del sistema, lo que provoca un menor tamafo de
particula para sistemas elaborados con R752S (Huh y cols., 20083;

Palacio y cols., 2011).

En este estudio, se evalu6 también la reproducibilidad del

procedimiento. El coeficiente de variacion (CV %) interlote fue en todos
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los casos menor al 10 %, lo que apunta a que el procedimiento
desarrollado para la sintesis de las nanoparticulas mediante

nanoprecipitacion resulta fiable y reproducible.

El uso o0 no de un tensioactivo (Span® 60) en la fase organica,
también afecté al tamafio de particula de nanoparticulas elaboradas
con Resomer® 502 y 502H (tabla 11). Se puede observar que cuando
no se emple6 agente tensioactivo, el diametro de particula aumenté
hasta 600 nm mostrando a su vez un alto grado de polidispersion por

desestabilizacion del sistema.

(R:PF\?(Ialsn;?rr]Zr ®) Csurfactante (%0 p/V) Tamario + D.E. (nm) CV (%)
0 592.60 + 296.10 49.97

R502 0.1 462.26 +533.70 115.45

0.5 304.22 +111.50 35.65

0 600.56 +219.89 36.61

R502H 0.1 269.40 + 96.70 35.89

0.5 287.35+116.38 52.22

Tabla 11. Tamafio de particula y distribucién de tamafios en funcion de la

concentracion de tensioactivo (Span® 60) ensayada (n=3).

También se evalu6 el tamafio de particula en funcion de la cantidad
inicial de CB13. No se encontrd influencia significativa en el tamafo
medio de particula o distribucién de tamafios en funcién de la variable
estudiada (F (6.38) = 1.452; p = 0.3633; n = 3) (tabla 12).

CB13 (% p/p) Tamafio = D.E. (nm) CV (%)
0 291.28 +99.80 34.28
6 309.84 +100.48 32.50
10 321.73 £108.90 33.86
13 322.34 £113.55 35.25
20 315.25 +108.30 34.36

Tabla 12. Tamafo y distribucion de tamafios en funcion del
contenido inicial de CB13 (polimero usado: R502) (n=3).
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Por ultimo, los resultados obtenidos en funcion del aditivo empleado

para la modificacion superficial de las particulas y las correspondientes

concentraciones ensayadas se presentan en la tabla 13. Como se

puede observar, las nanoparticulas mostraron una distribucion de

tamafos en el intervalo 253-344 nm, lo que es adecuado para la

captacion celular tras su administracion oral (Pappo y Ermark, 1989).

Muestra Tamafio + D.E. (nm) | CV (%) | PZ+£D.E. (mV)
PLGA 289.65 +97.90 33.82 -32.70 £ 0.50
Eu(75 %)-PLGA 327.82 £120.27 36.71 +47.00 £ 0.30
Eu(50 %)-PLGA 309.65 +£113.33 36.47 +36.10 + 1.40
Eu(25 %)-PLGA 290.30 £127.23 39.34 +26.50 £ 0.90

Blancas CS-PLGA 309.24 +108.13 34.95 +57.70 £2.90
Lec(5 %)-PLGA 298.91 + 100.55 33.60 -23.10+£1.30
Lec(10 %)-PLGA 296.65 = 103.50 34.86 -21.00£1.70
VItE(5 %)-PLGA 314.38 £111.05 35.33 -14.80 £1.10
VitE(10 %)-PLGA 320.97 £119.70 37.29 -18.80 £ 0.40
PLGA 322.34 £113.55 35.24 -35.60 £1.10
Eu(75 %)-PLGA 332.90 £117.00 35.14 +43.40 +£1.20
Eu(50 %)-PLGA 322.92 £122.00 37.77 +33.80 £ 0.60
Eu(25 %)-PLGA 299.44 + 64.70 21.62 +25.50 £ 0.30

Cargadas

IV CS-PLGA 344.90 +121.37 34.83 +59.00 + 1.10
Lec(5 %)-PLGA 299.72 £104.40 34.83 -21.50 £0.70
Lec(10 %)-PLGA 337.79 £125.10 37.03 -26.10 £0.40
VitE(5 %)-PLGA 253.55 + 83.00 32.75 -15.70 £ 0.60
VItE(10 %)-PLGA 343.71£173.20 50.39 -17.10 £0.50

Tabla 13. Tamafo de particula y distribucién de tamafios, coeficiente de
variacion y valores de PZ obtenidos para las nanoparticulas de PLGA sin
modificar y de superficie modificada, blancas y cargadas con CB13 (13 %
p/p) (polimero usado: R502) (n=3).

Como conclusion general

puede decirse que siguiendo el

procedimiento indicado en Material y Métodos, se obtienen tamafos
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adecuados con distribuciones de tamafos apropiados ya que rozan la

homogeneidad, ademas de ser reproducibles lote a lote.

Por otro lado y para estudiar la influencia de los aditivos utilizados
sobre el tamafio de particula, se realizdé un analisis de la varianza que
indic6 que no habia influencias estadisticamente significativas sobre el
parametro estudiado (F (8.25) = 1.909; p = 0.102; n = 34).

A titulo de ejemplo, la figura 20 muestra los histogramas que ilustran

la distribucion de tamarfios obtenidos para varias formulaciones.

33— PLGA
11— PLGA+CB13
Eu(50 %)-PLGA
C—J—— Eu(50 %)-PLGA+CB13
— CS-PLGA
CS-PLGA+CB13
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Al
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Figura 20. Histogramas de la distribucién de tamafos de diferentes
formulaciones elaboradas.

3.2.2. Determinacion de la morfologia y el aspecto

En relacion con la morfologia de las particulas, todas mostraron
forma esférica. Ademas, el proceso de liofilizacion fue optimizado para
que no afectara a la morfologia de la superficie de las nanoparticulas

(Martin-Banderas y cols., 2012).

A titulo de ejemplo, la figura 21 muestra varios histogramas y una
microfotografia SEM  correspondientes a la formulacion de
nanoparticulas de PLGA cargadas con CB13. La imagen revel6 una

morfologia regular y simétrica de las particulas.

135



CAPITULO Il
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Figura 21. a) Histograma de la distribucion de tamafios de nanoparticulas
de PLGA cargadas con CB13 (polimero usado: R502) (10 % p/p); b)
Microfotografia SEM de la misma formulacion.

3.2.3. Determinacion de la carga superficial

El potencial zeta (PZ) de las particulas esta relacionado con la carga
eléctrica superficial de las mismas y su valor influye en una amplia
gama de propiedades fisicoquimicas como la estabilidad en suspensién
o la interaccion con electrolitos, entre otras. Es por ello que, junto con
otras propiedades, como el tamafio o la distribucion de tamafnos
(estudiados anteriormente), las caracteristicas de la superficie de las
particulas tienen una gran repercusion, especialmente en aspectos
relacionados con la captacion y distribucion de las mismas. Se
estudiaron los efectos del tipo de polimero, la carga del farmaco y el
aditivo empleado en la modificacion superficial de las particulas
elaboradas.

En relacion al tipo de polimero, en la tabla 10 (seccion 3.2.1. del
presente capitulo) se muestran los valores de PZ obtenidos para cada
formulacion ensayada. Se obtuvieron valores negativos en todos los

casos, por debajo de -24 mV, debido a las cargas negativas de los
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grupos funcionales del PLGA. Cuando se evaluaron las nanoparticulas
cargadas con CB13, se obtuvieron valores de PZ ligeramente inferiores
(-20 mV).

Sin embargo, para las formulaciones preparadas empleando
diferentes aditivos para la modificacion superficial de las particulas
(tabla 13) (seccion 3.2.1. del presente capitulo), los valores de PZ
fueron negativos para formulaciones sin aditivos (similares a los
obtenidos en funcion del polimero, tabla 10), moderadamente negativos
para las particulas con lecitina, ligeramente negativos para las
particulas con vitamina E y positivos para las particulas con quitosano y
Eudragit®. Con especto a estos ultimos, los valores de PZ fueron los
esperados debido a la naturaleza policationica del quitosano (grupos

amino primarios) y del Eudragit® RS (grupos metil-amonio).

Comparando las particulas cargadas con CB13 y no cargadas, la
presencia del farmaco no influyé en los valores de PZ de manera
significativa. Esto es indicativo de una dispersién uniforme del CB13 en
el interior de las nanoparticulas, es decir, que el farmaco esti
principalmente encapsulado y no adsorbido sobre la superficie (Dillen y
cols., 2006).

Es conocido que una carga superficial alta (ya sea negativa o
positiva) es indicativa de una elevada estabilidad de un sistema coloidal
en medio acuoso, debido a la repulsién entre las particulas cargadas
del mismo signo. Ademas, las cargadas positivamente ofrecen unas
propiedades de mucoadhesién mas favorables, lo que sugeriria una
posible mejora en la biodisponibilidad de un farmaco. Al mismo tiempo,
estas mismas nanoparticulas cargadas positivamente parecen permitir

un mayor grado de internalizacion celular, como resultado de las
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interacciones ionicas que se establecen entre las particulas con carga
positiva y la carga negativa de las membranas de las células. Por otra
parte, las nanoparticulas cargadas positivamente parecen ser capaces
de escapar de lisosomas después de ser internalizadas (Danhier y
cols., 2012). Por lo tanto, y en funcién de los resultados obtenidos, las
particulas modificadas superficialmente con quitosano y Eudragit®
constituyen,

a priori, las mas adecuadas para considerar la

administracion oral del CB13.

3.3. Determinacion del contenido en CB13

La capacidad de las nanoparticulas para incorporar un farmaco es
un parametro importante debido a que un alto contenido en principio
activo implica menor cantidad de particulas para alcanzar la dosis
necesaria en el tratamiento. En la tabla 14 se muestran la carga de
farmaco (% p/p) y la eficacia de encapsulacion (EE %) para los
sistemas elaborados en funcion del tipo de polimero empleado y la
cantidad inicial de CB13.

Polimero Ccgi3 - Carga CB13 £ D.E.
(R: Resomer ®) % plp) | EE*DE 5 (% p/p)

6 89.61 £ 0.25 5.37£1.12

R502 10 82.26 + 3.73 8.22 + 6.69
13 71.04 £2.33 9.39+£0.31

20 70.75 £ 4.84 16.26 + 0.97

6 80.74 £2.95 484 +1.12

10 77.094 +3.01 6.71+£2.30

RS02H 13 72.03 + 3.45 9.36 + 3.65
20 67.709 £ 1.98 15.64 + 3.01

R504 75.44 £2.79 453+1.10
R504H 71.53 + 3.06 4,29 +£2.24
R752S 83.21+1.57 4,99 + 3.05
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Tabla 14. Eficacia de encapsulacion (% EE) y carga del farmaco (% p/p)
obtenidos en funcién del polimero utilizado y de la carga inicial de CB13
(n=6).

En términos de EE (%), se obtienen valores altos para todas las
formulaciones preparadas debido a la baja solubilidad del CB13 en la
fase externa acuosa (Homar y cols., 2007). Panyam y cols., 2004
demostraron que cuando se encapsulan principios activos hidrofébicos,
el contenido en farmaco de las particulas esta estrechamente
relacionado con las caracteristicas de hidrofobia de la matriz polimérica
formada durante el proceso de nanoprecipitacion. Es decir, polimeros
hidréfobos encapsularian farmacos hidréfobos mas eficientemente. La
hidrofobia del PLGA esta directamente relacionada con el contenido en
acido lactico e inversamente relacionada con el peso molecular del
mismo. Por otro lado, la presencia de grupos carboxilo terminales libres
en el polimero (502H y 504H) confiere cierta hidrofilia a la matriz

formada.

En base a estas premisas, las particulas elaboradas con Resomer®
502 mostraron los valores mas altos de contenido en farmaco debido a
su mayor hidrofobia (grupos terminales esterificados) y menor peso
molecular. Inversamente, las particulas elaboradas con Resomer®
504H, mostraron los valores mas bajos de contenido debido a un peso
molecular mas alto y la presencia de grupos carboxilo terminales libres
(mayor hidrofilia). Finalmente, las nanoparticulas elaboradas con
Resomer® 752S, mostraron valores de EE (%) similares a los obtenidos
con Resomer® 502, donde los efectos del peso molecular y contenido
en &cido lactico (mayor peso molecular y mayor contenido en lactico

gue R502) fueron equilibrados.
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En relacion a la cantidad inicial de CB13 (6, 10, 13 6 20 % p/p), la
EE (%) disminuye cuando aumenta la concentracion inicial de CB13, en
las formulaciones elaboradas con Resomer® 502 y 502H. Esto significa
gue hay una cantidad maxima de farmaco que puede ser atrapado en
la matriz de polimero en estado disperso, es decir, hay un limite de
miscibilidad del farmaco en el polimero (Budhian y cols., 2007). El resto
de farmaco que no se incorpora a la matriz puede migrar a la fase
acuosa externa. Como ha indicado Panyam y cols., (2004) si el
tensioactivo utilizado para estabilizar la emulsidén est4 presente en una
concentracion mayor que su concentracion micelar critica, las micelas
de tensioactivo pueden atrapar el farmaco, resultando en una
disminucion en la EE (%). En el presente estudio, la concentracion de
tensioactivo utilizado, Pluronic® F68 (0.06 mM), fue ligeramente
superior a su concentracion micelar critica (0.04 mM), lo que puede
explicar la disminucion en la eficacia de encapsulacion en relacion a la
cantidad inicial de CB13.

En relacion con la carga de CB13 (% p/p), los resultados indican que
parece aumentar con la cantidad inicial de farmaco empleado. Varios
estudios han demostrado que la carga de farmaco puede ser mejorada
por un aumento en la cantidad inicial de farmaco. Sin embargo, la EE
(%) no aumenta necesariamente con una mayor cantidad inicial de
farmaco. Una vez que se alcanza la capacidad de carga maxima de las
nanoparticulas, un aumento en la cantidad inicial del farmaco puede,

incluso, disminuirla (Judefeind y de Villiers, 2009).

Por dltimo, se estudiaron los parametros de % p/p y EE (%) para las
particulas modificadas superficialmente (tabla 15 y figura 22). De

manera global y en funcién de los resultados obtenidos, puede
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deducirse que el proceso de encapsulacién fue reproducible y eficiente

con rendimientos por encima del 70 %.

EE (%)

Carga CB13 + D.E.

Muestra EE + D.E. (%) (% plp)
PLGA 71.04 £2.33 9.23+0.31
Lec(5 %)-PLGA 83.48 + 4.59 10.85+4.12
Lec(10 %)-PLGA 80.85+1.98 10.48 +0.25
Eu(75 %)-PLGA 84.37 £ 0.86 1097 +1.24
Eu(50 %)-PLGA 85.45 + 3.09 10.79 £ 0.39
Eu(25 %)-PLGA 80.02 £ 3.45 10.40 £ 2.15
CS-PLGA 7159 +0.87 9.31+0.11
VItE(5 %)-PLGA 75.55 +1.23 9.82 +0.48
VitE(10 %)-PLGA 77.78 £2.82 10.02 £+ 0.29

Tabla 15. Eficacia de encapsulacién (% EE) y carga del farmaco (% p/p)
obtenidos para las nanoparticulas de PLGA sin modificar y de superficie
modificada, cargadas con CB13 (13 % p/p) (polimero usado: R502) (n=3).

100
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40 -
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20 |
10 -

et EE(%) —w— Carga del farmaco (% p/p)

e
&

- 14

Carga del farmaco (% p/p)

Figura 22. Representacion grafica de la eficacia de encapsulacion (% EE)
y carga del farmaco (% p/p), en funcidn del aditivo empleado para el
recubrimiento superficial de las nanoparticulas de PLGA cargadas con

CB13 (13 % p/p) (polimero usado: R502) (n=3).
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Cuando se estudio la influencia de los aditivos y las concentraciones
empleadas para cada uno de ellos, el analisis factorial de varianza
realizado mostré un efecto significativo del tipo de aditivo utilizado (F (4,
2) = 36.619, p < 0.001) y la concentracion usada (F (2, 2) = 6.013, p <
0.001). Las diferencias en los valores de la varianza en las
formulaciones estudiadas se detectaron mediante la prueba de Levene
de homogeneidad de varianzas. Ademas, el post hoc de Student-
Newman-Keuls (SNK), llevada a cabo cuando la prueba de ANOVA
factorial es significativa, se realizd6 para identificar grupos
significativamente diferentes. Estos procedimientos de comparacion por
parejas, que cotejan mas de un par de medios al mismo tiempo, mostré
ligeras diferencias significativas (p <0.05) en el parametro EE (%),
configurando los siguientes subgrupos: i) PLGA sin modificar y CS, ii)

vitamina E vy iii) lecitina y Eudragit®.

En relaciéon con las particulas no modificadas y con quitosano, los
valores de EE (%) fueron similares. Este hecho podria ser debido a la
metodologia de produccion: el quitosano se afiadid en una etapa
adicional, tras la formacion de las particulas, y no en la solucién de
polimero inicial. Por lo tanto, la adiciébn de quitosano mediante un
método de incubacién final parece no tener influencia sobre los valores
de EE (%).

Por el contrario, y tomando como referencia las particulas no
modificadas, la EE (%) aumentd cuando se utilizaron el resto de los
aditivos. Estos incrementos pueden ser causados por diferentes

mecanismos.

En relacion a la lecitina y la vitamina E, el aumento en la EE (%)

puede explicarse debido a sus naturalezas lipdfilas y a sus
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caracteristicas tensioactivas. La lecitina (Epikuron® 200) y la vitamina E
presentan valores de HLB de 7 y 6, respectivamente (datos obtenidos
de sus fichas técnicas), por lo que la presencia de ambas sustancias,
junto al Span® 60 en el medio organico, podria mejorar la solubilidad
del farmaco en dicho medio, frenando asi su salida al medio acuoso.
Por otro lado, el Eudragit® RS presenta una permeabilidad acuosa muy
baja, siendo capaz de reducir la migracion del farmaco a la fase
acuosa. El polimero acrilico reduce la permeabilidad de la superficie de

las nanoparticulas, aumentando el contenido en farmaco.

En relacion a la concentracion empleada para los diferentes aditivos,
también se detectd una interaccion significativa (F (2, 72) = 9.185, p
<0.001), lo que indica una influencia significativa en la eficacia de
encapsulacion dependiendo de la concentracion del aditivo empleado.
A titulo de ejemplo, en el caso del Eudragit®, se observo un aumento en
dicho pardmetro (5.63 %) causado por el incremento de la

concentracion de aditivo.

En funcibn de los resultados obtenidos hasta el momento, se
seleccionaron las formulaciones elaboradas con la mayor
concentracion de aditivos con el fin de continuar los estudios

posteriores.

3.4. Determinacion del contenido residual de Pluron ic® Fes

Uno de los inconvenientes de la utilizacion de la nanoprecipitacion
como método de elaboracién de nanoparticulas es la posible deteccién
de cantidades residuales del tensioactivo empleado sobre la superficie

de las particulas.
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Esta deteccion puede realizarse por varios métodos. Uno de los mas
usados es un método colorimétrico desarrollado por Childs (1975). Este
método colorimétrico se basa en la formacion de un complejo coloreado
entre dos grupos hidroxilo de Pluronic® F68, Ba?" y una molécula de

yodo, el cual se puede cuantificar por espectrofotometria a 540 nm.

En el presente trabajo, la determinacion de las cantidades residuales
de Pluronic® F68 se llevé a cabo por espectroscopia *H-RMN (Trimaille
y cols., 2003). En las figuras 23 y 24 se muestran los espectros de *H-
RMN correspondientes a CB13, Pluronic® F68, Resomer® 502 y de las

nanoparticulas cargadas y no cargadas con CB13.
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Figura 23. Espectros de ‘H-RMN obtenidos para: a) CB13; b) PLGA
Resomer® 502 y c¢) Pluronic® F68.
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Figura 24. Espectros de 'H-RMN obtenidos para a) nanoparticulas de
PLGA sin farmaco y b) nanoparticulas de PLGA cargadas con CB13 (20 %

p/p).

Para realizar los espectros de las particulas, éstas tras elaborarse,
se centrifugaron (Centrifuga Eppendorf 504R; Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania) y liofilizaron (- 80 + 0.5 €, y 0.057 mbar;
Cryodos-50; Telstar Industrial S.L, Terrassa, Espafia). A continuacion,
el sélido obtenido se disolvié en CDCI; para el andlisis de 'H-RMN. La
cantidad residual de Pluronic® F68 gque se adsorbe en las particulas se

calcul6 de acuerdo con la siguiente ecuacion (Trimaille y cols., 2003):
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M PLGA I PLGA(0=5.35-5.15)

N (mg/g)= [ Moees | oresomsa) /87] x1000

en la que lp ga €5 el pico integral de los grupos CH- del 4cido lactico del
Resomer® 502 (6 = 5.35-5.15 ppm) correspondiente a 1 protdn; lpres €S
el pico integral de los grupos -CH; del 6xido de polietileno del Pluronic®
F68 (0 = 1.17 ppm) correspondiente a 87 protones; Mp ca €S el peso
molecular del PLGA (130 g/mol) y Mprgs €S el peso molecular del
Pluronic® F68 (8350 g/mol). En la tabla 16 se muestran los resultados

obtenidos para tres formulaciones diferentes:

Muestras lpLca N (mg/g)
PLGA 2637.2 12.175

Eu-PLGA 2305.4 13.930

CS-PLGA 3592.5 8.940

Tabla 16. Contenido residual de Pluronic® F68 adsorbido en
varias formulaciones, obtenidos tras el analisis de 'H-RMN.

Ademas, se realizaron espectros de H-RMN para cuantificar el
CB13 presente en las particulas siguiendo la siguiente ecuacion. Los

resultados se expresaron como Q (% p/p) y se muestran en la tabla 17:

Q (%) = [ M coss Leorsiomia/ 3} x100
M PLGA I PLGA(=5.2)

Donde, Mcg13 €s el peso molecular de CB13 (368.47 g/mol); MpLca
es el peso molecular del PLGA (130 g/mol); Icg13 €s el pico integral de
los grupos -CHj; (8 = 1.2 ppm) correspondientes a 3 protones e lp.ga €S
el pico integral de los grupos CH- del acido lactico del Resomer® 502 ®
= 5.35-5.15 ppm) correspondiente a 1 protén. Los resultados obtenidos

siguiendo esta metodologia fueron similares a los obtenidos por HPLC
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para la cuantificacion del CB13 en las nanoparticulas de PLGA (tabla
14).

Polimero (R: Resomer ®) | C inicial cg1s (% p/p) | lpica | Q (% p/p)

6 4936.62 6.9
20 247.4 14.9

Tabla 17. Carga del CB13 (% p/p) obtenida para las nanoparticulas de
PLGA, mediante anélisis de "H-NMR.

R502

3.5. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En este apartado se estudido el estado fisico de los sistemas
desarrollados, asi como de sus componentes por separado (Ma y cols.,
2010). El estado fisico del farmaco dentro de las nanoparticulas puede
ser un factor critico en la liberacion in vitro e in vivo. La figura 25
muestra los termogramas correspondientes al CB13, nanoparticulas
cargadas con CB13 y nanoparticulas sin carga. También se realizaron

los termogramas del PLGA y del Pluronic® F68.
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Figura 25. Termogramas correspondientes a Resomer® 502, CB13 libre,
Pluronic® F68 y nanoparticulas de PLGA sin carga y cargadas con CB13 (6
y 20 % p/p), obtenidos mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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La temperatura del pico correspondiente a la fusion del CB13
aparecié a los 69.55 € (AH=64.651 J/g). Resomer® 502 y Pluronic®
F68 presentaron picos endotérmicos (correspondientes a temperaturas

de transicion vitrea, Tg) a 45.90 € y 53.07 °C, re spectivamente.

Con respecto a las formulaciones estudiadas, no se detectd pico de
fusion del farmaco ni de Pluronic® F68. Por lo tanto, se puede concluir
que en el interior de las nanoparticulas, el farmaco se encuentra en
estado amorfo o como solucion sélida (Musumeci y cols., 2006; Sanna
y cols., 2011).

3.6. Estudio de estabilidad

Para una mejor comprension de los perfiles de liberacién in vitro, se
estudio la estabilidad de las nanoparticulas en diferentes medios de
incubacién a 37 <. Igualmente, se llevaron a cabo estudios de
estabilidad a 4 °C, para determinar las condiciones Optimas de
almacenamiento. La figura 26 muestra la distribucién de tamafio de las
nanoparticulas de PLGA, a diferentes tiempos (t =0yt = 6 h), en agua
Milli-Q, PBS, y DMEM a 4 6 37 C.
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[ ] —— Incubacion PBS a 37 °C {t=6 h)
—— Incubacion agua Milli-Q a 4 °C (t=6 h)

Figura 26. Tamafio y distribucién de tamafios obtenidos antes y después
de la incubacién en diferentes medios de incubacion.

Como referencia, la linea roja (y verde) indica el tamafio de particula
inicial de las nanoparticulas (300 + 102 nm; t = 0 horas). Después de la
incubacién en PBS a 37 € durante 6 horas (linea ne gra), el tamafio
medio de particula aumentd hasta alcanzar 100 um de diametro. En
PBS a 4 C durante 6 horas (linea azul), se obtuvo una distribucion de
tamafos bimodal, con una pequefia fraccion en torno a las 100 um de
diametro y una fraccibn mayoritaria alrededor de los 700 nm de
diametro. Estos resultados sefialan una degradacién mas lenta de las
nanoparticulas en PBS a 4 °C frente a 37 C. Sin em bargo, realizando
un estudio comparativo con la estabilidad en agua Milli-Q a 4 °C, el
resultado obtenido es exactamente el contrario. Se obtuvo una
distribucion de tamafios bimodal, con una pequefia fraccién alrededor
de 1 um. Por ultimo, los resultados obtenidos en la distribucion de
tamanos de las particulas incubadas en DMEM fueron similares a los

obtenidos en PBS (resultados no mostrados).
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3.7. Optimizacion del proceso de liofilizacién

Con el fin de determinar la concentracion éptima del crioprotector, se
realizé6 un estudio para evaluar la integridad de las nanoparticulas
después del proceso de congelacion en nitrégeno liquido y de la
liofilizacion (- 80 £ 0.5 T, y 0.057 mbar; Cryodos -50; Telstar Industrial

S.L, Tarrasa, Espafia), en diferentes condiciones experimentales.

Los crioprotectores son moléculas pequefias, altamente
hidroxiladas, tales como monosacaridos o alcoholes de bajo peso
molecular, que se pueden afadir a la suspension de las nanoparticulas
antes de la congelacion-liofilizacion para preservar la integridad

morfolégica de un material durante la liofilizacion.

Por lo tanto, en este estudio se investigd la concentracion optima de
tres crioprotectores, propilenglicol, trealosa y manitol. Las
concentraciones de los agentes crioprotectores variaron de 0 a 50 %
p/p, disolviendo el agente directamente en la suspension de particulas,
inmediatamente antes de la liofilizacion. Se evalué el tamafio de las
particulas después del proceso de congelacion-liofilizacion midiendo el

diametro medio de particula y la distribucion de tamafios.

La suspensién de nanoparticulas sin crioprotectores forma geles
pegajosos durante la liofilizacién (figura 27). Estos geles liofilizados no
se pudieron resuspender en agua Milli-Q, PBS o DMEM bajo ninguna

condicién (incluyendo agitacion ultrasénica).
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Figura 27. Microfotografia SEM de nanoparticulas de
PLGA tras su liofilizacion sin la adicion de
crioprotectores.

En la tabla 18 se muestra el efecto de la adicion del crioprotector en
el tamafio medio y distribucibn de tamafios de las particulas
elaboradas. Con respecto al manitol, los resultados obtenidos sugieren
que no se alcanz6 la concentracion Optima del crioprotector y el
diametro de las particulas fue disminuyendo al aumentar la
concentracion del mismo. En el caso del propilenglicol, se determino
qgue la concentracion 6ptima a afiadir en relacion a las nanoparticulas
fue del 10 % p/p, ya que el tamafio medio y la distribucién de tamafios
obtenidos de las particulas tratadas con este crioprotector alcanzaron
valores similares al didmetro de particula inicial. Por dltimo, en el caso
de la trealosa, la concentracion de 5 % p/p en relacion a las
nanoparticulas fue suficiente para mantener el tamafo de particula

inicial.
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Muestra

Tamafio = D.E (nm)

Antes liofilizacién

327,47 +64.84

Liofilizacion sin crioprotector

56837.53 + 948.37

Propilenglicol 5 % p/p

758.85 +347.38

Propilenglicol 10 % p/p

394.49 +113.49

Propilenglicol 50 % p/p

319.38 +£103.98

Manitol 5 % p/p

48592.39 + 847.48

Manitol 10 % p/p

8593.57 + 209.48

Manitol 50 % p/p

3958.67 + 128.39

Trealosa 5 % p/p

328.84 +127.48

Trealosa 10 % p/p

394.48 +173.49

Trealosa 50 % p/p

399.38 +138.11

Tabla 18. Valores de tamafio = D.E. (nm) de nanoparticulas de PLGA
antes de liofilizar, tras liofilizar sin crioprotector y tras la adicion de
crioprotectores: propilenglicol, manitol y trealosa en concentraciones
de 5, 10 y 50 % p/p con respecto a las nanoparticulas de PLGA

(polimero usado: R502) (n=3).

A titulo de ejemplo, la figura 28 muestra varios histogramas de los

tamanos y distribucién de tamafios obtenidos en las nanoparticulas de

PLGA antes de liofilizar, tras liofilizar sin crioprotector y tras la adicion

de crioprotectores para su liofilizacion.

0.010 0.100

[ —— Tamaiio inicial

—__ 1 —— S5in crioprotector
] Propilenglicol 5 % pfp
Propilenglicol 50 %
—— Maﬁhulng%pd‘p PP
[ —— Manitol 50 % p/p
- Trealosa 5 % plp
] —— Trealosa 50 % pip
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Figura 28. Efecto de la adiciébn de crioprotectores en el tamafio y
distribucion de tamafios de nanoparticulas de PLGA.
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3.8. Estudio de liberacion in vitro

Los dos principales mecanismos de liberacion asociados,
generalmente, a los sistemas elaborados con PLGA son difusion y
erosion/degradacion. La velocidad de liberacion es controlada
inicialmente por el mecanismo de difusiébn mientras que los procesos de
erosion/degradacion controlan la etapa final del periodo de liberacion.
Ademas, influyen otros muchos factores en la velocidad de difusion del
farmaco y en la cinética de degradacion, por ejemplo, las interacciones
polimero-farmaco y farmaco-farmaco, la absorcion de agua y la
porosidad del sistema. Algunos autores como Fredenberg y cols.,
(2011) han realizado una extensa revision bibliografica sobre los
mecanismos de liberacibn de farmacos a partir de sistemas de

dosificacion elaborados con PLGA.

En la figura 29 se representan los perfiles de liberacién del CB13 en
funcion del tipo de polimero utilizado en la elaboracion de las
particulas. Como es de esperar, existe una relacién inversa entre la
velocidad de liberacion del farmaco y el tamafio de las particulas.
Berkland y cols., (2003) verificaron que las microesferas mas grandes
se degradan mas rapidamente que las pequefias, debido,
probablemente, a una mayor acumulacién de productos acidos por la
hidrélisis del polimero. La hidrolisis que ocurre en los sistemas
elaborados a base de PLGA (escisiobn de enlaces éster y posterior
disminucion del peso molecular) se inicia inmediatamente tras el
contacto con el medio acuoso, formandose moléculas &cidas que
catalizan la hidrélisis. Este proceso autocatalitico causa una
degradacion mas répida en el centro de la matriz del sistema que en la
superficie y se hace mas acentuado en sistemas de mayor tamafio
(Fredenberg y cols., 2011).
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Figura 29. Perfiles de liberaciéon in vitro de nanoparticulas de PLGA,
utilizando diferentes tipos de Resomer® y con 20 % (p/p) de contenido
tedrico del farmaco

Por otra parte, un menor peso molecular y un menor contenido en
acido lactico del polimero se traduce en un sistema menos hidréfobo vy,
por lo tanto, con una mayor capacidad de absorcién de agua,
aumentando asi, su hidrélisis y erosion. El acido lactico es mas
hidréfobo que el acido glicdlico y, por lo tanto, el copolimero de PLGA
se hace més hidrofobo al aumentar su contenido en acido lactico
(Zilberman y Grinberg, 2008). De este modo, la liberacion del CB13 fue
més répida en las particulas elaboradas con Resomer® 502
(lactico:glicolico 50:50) en comparacion con aquéllas elaboradas con

Resomer® 752 (lactico:glicdlico 75:25).

Ademas, la liberacion del farmaco puede ser, obviamente, afectada
por las interacciones hidrofobas entre el farmaco y el polimero. Dichas

interacciones asi como su impacto sobre los perfiles de liberacion del
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principio activo han sido objeto de estudios pormenorizados (Gaspar y
cols., 1998; Budhian y cols., 2007; Holgado y cols., 2009).

Consecuentemente, la tasa de liberacion mas lenta del CB13
vehiculizado en nanoparticulas de PLGA se obtuvo con Resomer® 752
y podria ser atribuida a una mayor interaccion hidrofébica entre el
farmaco y este copolimero especifico. Asi, mediante el aumento de la
hidrofobicidad del polimero, es posible reducir la liberacién inicial y

extender el periodo de liberacion del farmaco.

Finalmente, la temperatura de transicién vitrea de los polimeros
Resomer® se reduce al disminuir el contenido en &cido lactico. Por esta
razon, el Resomer® RG 502 interacciona débilmente con el farmaco Y,
por lo tanto, su liberacion es més répida (Yeo y Park, 2004; Arpagaus y
Schafroth, 2011).

Por otro lado, se estudiaron los efectos de los aditivos empleados en
la modificacién superficial de las particulas sobre los perfiles de
liberacion in vitro (figura 30). En general, todas las formulaciones
mostraron una liberacion prolongada, no observandose la aparicién del
efecto “burst”, a excepcion de aquellas formulaciones que contenian

lecitina.
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Figura 30. Perfiles de liberacién in vitro de nanoparticulas de PLGA
(polimero utilizado: R502) modificadas superficialmente utilizando
diferentes aditivos (Lec: lecitina; VitE: vitamina E; CS: quitosano; Eud:
Eudragit® RS; PLGA: sin madificar) y con 13 % (p/p) de contenido tedrico
de farmaco

Tomando como referencia las nanoparticulas no modificadas,
aguéllas modificadas con lecitina y vitamina E mostraron perfiles de
liberacion mas rapidos, mientras que las modificadas con quitosano y

Eudragit® RS mostraron perfiles de liberacion mas lentos.

La tasa de liberacion de farmaco mas rapida obtenida con lecitina y
vitamina E (~ 90 %) puede atribuirse a una mayor absorcion de agua
por parte de los sistemas, debido al mayor caracter hidréfilo de estas
formulaciones en comparacion con las no modificadas (Chen y cols.,
2011). Por esta razon, el copolimero se hincha y se degrada mas
rapido, permitiendo una mayor difusion del medio acuoso en la matriz.
El resultado final es una disolucion del farmaco mas rapida cuando se

emplean estos aditivos. Shi y cols., (2009) obtuvieron resultados
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similares tras el estudio de microparticulas de PLGA conteniendo

gentamicina y recubiertas con lecitina.

Por otro lado, las nanoparticulas modificadas con quitosano y
Eudragit® RS mostraron una liberacion de farmaco considerablemente
mas lenta y no completa (< 60 %) durante los 15 dias que dur6 el
ensayo de liberacion. Por lo que respecta al quitosano, el perfil de
liberacion obtenido puede ser explicado en base a la metodologia de
produccién (incubacion) que originaria una capa de quitosano sobre la
superficie de las nanoparticulas que actuaria como una barrera
adicional para la difusion del farmaco (Parveen y Sahoo, 2001). Las
nanoparticulas modificadas superficialmente con Eudragit® RS
mostraron la tasa de liberacion més lenta. En este caso, el proceso de
elaboracion dio lugar a la formacion de una matriz escasamente
permeable que impidio la entrada de agua, actuando como una barrera

a la difusion del farmaco.

Finalmente, los perfiles de liberacion in vitro se ajustaron a diversos
modelos cinéticos. Los articulos publicados sobre la liberacion de
farmacos a partir de nanoparticulas de PLGA modificadas
superficialmente (Bozkir y Saka, 2005; Dillen y cols.,, 2006;
Chakravarthi y Robinson, 2011) sefialan que, en la mayoria de los
casos, la cinética que mejor ajusta los perfiles de liberacién fue el
modelo de Higuchi. Sin embargo, la degradacion lenta y gradual de las
particulas también juega un papel importante en el comportamiento de
liberacion, tal como se ha explicado anteriormente. La mezcla de PLGA
con diferentes sustancias permite obtener materiales con diferentes
balances hidrdfilo/hidrofobo que pueden modular la velocidad de

erosion de la matriz.
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En el presente estudio, y tras ajustar los perfiles a distintas cinéticas
de liberacion, se obtuvo una correlacion lineal cuando se represento el
porcentaje de farmaco liberado frente a la raiz cuadrada del tiempo
(cinética de Higuchi), lo cual indicd que el principal mecanismo de
liberacion fue por difusion (Lec, R?*=0.9916; VitE, R?=0.9942; sin
modificar, R>=0.9851; CS, R?>=0.9707; Eu, R?>=0.9600).

3.9. Propiedades mucoadhesivas ex vivo

Las propiedades mucoadhesivas de las nanoparticulas elaboradas
se investigaron usando la técnica descrita previamente por Belgamwar
y cols., 2009 y Gradauer y cols., 2012 (véase la figura 16).

Los resultados correspondientes a las particulas sin modificar y
modificadas con quitosano y Eudragit® RS se muestran en la figura 31.
Para las particulas modificadas con lecitina y vitamina E se obtuvieron
resultados similares a las no modificadas (no mostrados), debido a los

valores negativos de PZ obtenidos para estas formulaciones.
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Figura 31. A) Valores de % de mucoadhesion de nanoparticulas de PLGA
sin modificar y con superficie modificada; Fotografias tomadas con un
microscopio de fluorescencia (Leica DFC425C; Leica Microsystems,
Barcelona, Espafia) para nanoparticulas de PLGA recubiertas con
quitosano en el ileon (B), yeyuno (C) y duodeno (D).

En funcion de los resultados obtenidos, se observa una clara mejora
en el porcentaje de mucoadhesion para particulas modificadas con
quitosano y Eudragit® RS en comparacion con las no modificadas. Los
valores positivos de PZ que se observan en estas formulaciones
podrian contribuir a una mejora en la mucoadhesion, debido a las
interacciones iénicas entre las particulas cargadas positivamente y los
componentes de la capa de mucosa cargados negativamente (grupos

de acido sialico) (Karn y cols., 2011; Gradauer y cols., 2012). Ademas,
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se observé menor porcentaje de mucoadhesion en la parte superior del
intestino delgado (duodeno) que en los segmentos posteriores del
intestino (ileon). Esta diferencia puede atribuirse al hecho de que las
células mucosas caliciformes (secretoras de moco) aumentan en
namero desde el duodeno hasta el ileon. Por lo tanto, el ileon es
considerado, generalmente, como el sitio diana especifico para la

captacion celular de estos nanosistemas (Zhang y cols., 2012).

Los resultados presentados en la figura 31 confirman la posibilidad
de utilizar nanoparticulas modificadas superficialmente con polimeros
mucoadhesivos como una estrategia tecnolégica prometedora en la
administracion oral de diferentes moléculas. Sin embargo, no hay que
olvidar que las condiciones in vivo no se correlacionan directamente
con los resultados obtenidos in vitro, debido a que en el entorno in vivo
estan presentes otros factores importantes como la motilidad

gastrointestinal y los movimientos peristalticos.

En funcion de los resultados experimentales obtenidos hasta el
momento con respecto a la eficacia de encapsulacion y a las
propiedades de mucoadhesién, se eligieron las nanoparticulas
modificadas con quitosano y Eudragit® RS para continuar con la

realizacion de los siguientes ensayos.

3.10. Estudios en lineas celulares
3.10.1.Viabilidad celular in vitro

A pesar de que los cannabinoides presentan un perfil de seguridad
favorable, es imprescindible realizar la evaluaciéon toxicologica de las

nanoparticulas. Para este propésito, se llevé a cabo un ensayo MTT tal
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y como se ha descrito en el correspondiente apartado de Materiales y

Métodos.

En este ensayo, se emplearon células Caco-2, células humanas
epiteliales de adenocarcinoma de colon (Alhamoruni y cols., 2010),
como modelo de permeabilidad gastrointestinal. Es importante
mencionar que los cannabinoides han demostrado inducir la inhibicion
del crecimiento celular y la induccion de apoptosis en células tumorales
(Gustafsson y cols., 2009), aunque esta inhibicién depende de las dosis
de cannabinoides administradas (Ligresti y cols., 2003; Hart y cols.,
2004; Loépez-Rodriguez y cols., 2005; Sarne y cols., 2011).

En el presente trabajo, se evalud la viabilidad celular in vitro de las
formulaciones modificadas superficialmente con concentraciones de
farmaco en el intervalo 0.03-30 uM y administrando un peso de
nanoparticulas entre 0.04 y 4 pug. Como control positivo se utilizé
DMSO, que ha demostrado ser téxico para la concentracion ensayada
y asi, validar el ensayo. Los resultados obtenidos se resumen en la

figura 32.
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Figura 32. Viabilidad celular en células Caco-2 tras la incubacion de
nanoparticulas de PLGA sin modificar y modificadas superficialmente,
blancas y cargadas con CB13 a diferentes concentraciones. a) 24 horas y
b) 48 horas.

Después de 24 h de incubacion con las nanoparticulas, la viabilidad
de las células Caco-2 fue de alrededor de 100 % para todas las
concentraciones ensayadas. Después de 48 h de incubacion, se
observé un comportamiento diferente: los resultados correspondientes
a 3y 0.3 uM en CB13 mostraron una disminucion en la viabilidad de las
células, debido probablemente, al efecto antitumoral demostrado de los
compuestos cannabinoides (Ligresti y cols., 2003; Gustafsson y cols.,
2009).

3.10.2.Estudios de captacion celular  in vitro

Los efectos terapéuticos de las nanoparticulas como sistemas
transportadores de farmacos dependen en gran medida de su
internalizacién y retencion en las células deseadas. Aunque los
procesos biologicos in vitro e in vivo pueden ser diferentes, tal y como
se ha mencionado anteriormente, los ensayos in vitro pueden

proporcionar algunas evidencias preliminares que muestren las
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ventajas de estas formulaciones. En el presente estudio, se utilizaron
células Caco-2 para simular el tejido del tracto gastrointestinal y evaluar

la captacién de particulas por parte de dichas células.

Concretamente, se evaludé la captacion celular de nanoparticulas
fluorescentes sin modificar y modificadas superficialmente con
guitosano y Eudragit® RS, ya que las nanoparticulas modificadas con
estos dos agentes mostraron resultados Optimos en relacién a la
eficacia de encapsulacion y a las propiedades de mucoadhesion

(Danhier y cols., 2009; Rajapaksa y cols., 2010).

Las figuras 33 y 34 muestran los resultados obtenidos mediante

citometria de flujo (estudio cuantitativo) y CLSM (estudio cualitativo).
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Figura 33. Histogramas de la fluorescencia obtenida en las células Caco-2
tras la incubacidon de: (A) nanoparticulas fluorescentes de PLGA, t= 30 min
y (B) t= 120 min; (C) nanoparticulas fluorescentes de PLGA recubiertas
con Eudragit® RS, t= 30 min y (D) t= 120 min; (E) nanoparticulas
fluorescentes de PLGA recubiertas con quitosano, t= 30 min y (F) t= 120
min.
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Para el andlisis por citometria de flujo, las células Caco-2 se
incubaron durante 30 y 120 min con 200 pL de una suspension de
nanoparticulas fluorescentes y no fluorescentes empleadas como
control (4 mg/mL). Como se puede observar en la figura 33, la
intensidad de fluorescencia aumentaba con el tiempo de incubacion en
todos los casos, alcanzandose la intensidad mas alta para la
formulacion modificada con quitosano. En este caso, no se observaron
diferencias significativas después de 120 minutos de incubacion, lo que
indica que el proceso de captacion celular se llevé a cabo en los
primeros minutos. Este comportamiento ha sido descrito anteriormente
y se basa en la hipétesis de que las propiedades mucoadhesivas del
guitosano promueven la internalizacion de las nanoparticulas en las
células. Como se explic6 anteriormente, estas propiedades
bioadhesivas se deben a la atraccion entre las cargas superficiales
positivas de estas particulas y las cargas negativas de la mucosa que
recubre el epitelio intestinal (Chakravarthi y Robinson, 2011; Tahara y
cols., 2011).

Figura 34. Imagenes obtenidas por CLSM de células Caco-2 tras la
incubacion de nanoparticulas de PLGA modificadas con quitosano y
cargadas con Nile-Red (tiempo de incubacién= 2 horas).
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Como ejemplo de estudio cualitativo, la figura 34 muestra las
imagenes obtenidas por CLSM después de 2 h de incubacién con
particulas modificadas con quitosano y cargadas con Nile-Red como
fluorocromo. Estos resultados confirmaron la adsorcion de las
particulas a la superficie celular de las Caco-2 e, incluso, su
internalizacion celular y nuclear, tal y como ha sido descrito

anteriormente por otros autores (des Rieux y cols., 2006).

A modo de resumen, se puede afirmar que el aumento en la
captacion celular de las particulas modificadas con quitosano por parte
de las Caco-2 puede atribuirse a las fuertes interacciones
electrostaticas entre la superficie de las nanoparticulas cargadas
positivamente y la membrana celular, cargada negativamente, lo que
permite una mayor bioadhesion de estos sistemas y, por tanto, una

significativa captacion celular.

3.11. Prueba de concepto: Evaluacion  invivo del dolor neuropatico

Por ultimo, se ha incluido en este capitulo, a modo de prueba de
concepto, resultados preliminares obtenidos en ratas con constriccion
cronica del nervio ciadtico (modelo animal de dolor neuropético). Las
nanoparticulas, en forma de suspension, fueron administradas via oral
a los animales una semana después de la cirugia para asegurar la

creacion del modelo.

Para evaluar la analgesia ante nocicepcion del CB13 libre y
encapsulado en las nanoparticulas de PLGA, los animales se
sometieron al test de presion de la pata o paw pressure test (modelo de
dolor agudo), cuyo objetivo es determinar una latencia de respuesta del
animal (tiempo que tarda el animal en retirar la pata) a un estimulo
fisico, fuerza de presion creciente aplicada en la pata posterior.
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Los resultados obtenidos se muestran en la figura 35. Como se
observa, el farmaco libre alcanz6 su maximo a las 3 h, a partir de este
tiempo la curva comienza a disminuir indicando una menor analgesia
en los tiempos siguientes. En el caso de las nanoparticulas cargadas
con CB13, éstas mantuvieron la analgesia durante 48 h de forma
controlada y sostenida. La grafica indica ademéas que el efecto

analgésico pudiera ser ain mas prolongado con estos nanosistemas.

Tanto el vehiculo utilizado para disolver el CB13, DMSO, como las

particulas blancas, no mostraron analgesia alguna.
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Figura 35. Efecto antinociceptivo de CB13 libre y encapsulado en
nanoparticulas de PLGA tras el test rat paw-pressure.
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1. INTRODUCCION

Los farmacos cannabinoides poseen propiedades que los hacen
potencialmente utiles en el tratamiento del cancer. Podrian usarse (y de
hecho se utilizan en determinados paises) como agentes paliativos, ya
gue son capaces de aliviar determinados efectos secundarios
asociados a la quimioterapia (nduseas y pérdida de apetito,
fundamentalmente). Ademas, estos compuestos tienen propiedades
analgésicas, ansioliticas y antidepresivas, lo que permiten combatir
otros aspectos negativos asociados al céncer (dolor oncoldgico,
estados animicos alterados). Por otro lado, los cannabinoides, ademas,
pueden ofrecer como aplicacion potencial, su uso como medicamentos
antitumorales en base a la capacidad de algunos miembros de esta
clase de compuestos para limitar la proliferaciéon celular e inducir la
muerte celular del tumor selectivo. Se han descrito estudios que
muestran que los cannabinoides sintéticos pueden tener efectos
favorables sobre el tumor in vivo, debido a sus propiedades
inmunosupresoras, principalmente por sus efectos inhibitorios sobre el
crecimiento tumoral y por efectos sobre la angiogénesis, metastasis y la
inflamacién (Guzman, 2003; Pisanti y cols., 2009 Velasco y cols.,
2012).

El A%-tetrahidrocannabinol (THC), principal componente activo de la
marihuana, ha demostrado una actividad antitumoral (Galve-Roperh y
cols., 2000; Piomelli, 2000) en estudios in vitro e in vivo. Galve-Roperh
y cols. 2000, describieron que la administracion intratumoral del THC
inducia la apoptosis de células cancerigenas cultivadas in vitro, asi
como también una regresion considerable de los gliomas malignos en

ratas Wistar y en ratones RAG-2 deficientes.
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Sin embargo, a pesar del prometedor potencial clinico de los
cannabinoides, el desarrollo de una formulacion eficaz todavia es un
reto. Aunque se han desarrollado varias formulaciones con THC que
han sido aprobadas por la autoridades sanitarias, actualmente soélo tres
se aplican en clinica (Marinol®, Cesamet® y Sativex®) y, concretamente,
Marinol® y Cesamet®, se utilizan como agentes paliativos de los

sintomas inducidos por la quimioterapia en pacientes con cancer.

Las principales causas del lento progreso en el desarrollo de nuevos
sistemas de administracion de farmacos cannabinoides se debe a que
éstos presentan: (i) alta inestabilidad, (ii) naturaleza altamente lipofila,
(i) baja solubilidad acuosa y (iv) baja biodisponibilidad (Brownjohn vy
Ashton, 2012).

Por esta razon, el desarrollo de un sistema nanométrico para la
administracion oral de cannabinoides se presenta como una alternativa
novedosa frente a otros sistemas. Las particulas elaboradas con el
polimero acido poli-(D,L-l4ctico-co-glicélico) (PLGA) han sido
estudiadas ampliamente como sistemas de administracion de
farmacos. Sin embargo, debido a los inconvenientes mostrados para su
administracion oral (ligera carga negativa o incapacidad de evitar la
opsonizacion), se han desarrollado una serie de estrategias para
escapar de este mecanismo de aclaramiento y, por tanto, para mejorar

la biodistribucién in vivo de las nanoparticulas de PLGA.

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo es mostrar la capacidad de
las nanoparticulas de PLGA conteniendo un activo lipéfilo, el A%-THC,
de mejorar su internalizacidon a través de la membrana apical de células
de la mucosa intestinal y presentar esta estrategia como una alternativa

efectiva para su administracion oral.

172



CAPITULO I

Para ello, se ha llevado a cabo la elaboracion, caracterizacion y una
profunda evaluacién in vitro de diferentes sistemas de nanoparticulas
de PLGA con superficie modificada y cargadas con THC. Entre otros
ensayos, se han estudiado sus principales caracteristicas
fisicoquimicas, su perfil de liberacion in vitro, la captacion celular en
cultivos celulares, la adsorcion de proteinas en su superficie y su
compatibilidad con la sangre. Por udltimo, se ha llevado a cabo un
estudio de la viabilidad celular en células cancerosas y no cancerosas
de pulmodn, tras la incubacién del THC libre y de las nanoparticulas
cargadas con el farmaco, con el fin de demostrar la actividad y
selectividad antitumoral del THC vehiculizado en nanoparticulas de
PLGA.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

Para la elaboracion de este estudio se utilizaron los siguientes
compuestos y reactivos: el cannabinoide Delta-9-tetrahidrocannabinol
(A°-THC o THC) proporcionado por Tocris Cookson Ltd. (Bristol, Reino
Unido); &cido poli-(D,L-lactico-co-glicélico), (PLGA 50:50), copolimero
del acido lactico y acido glicolico, concretamente Resomer® 502 y
502H (peso molecular: 12000 Da; viscosidad inherente 0.24 y 0.19 dl/g,
respectivamente), obtenidos de Boehringer-Ingelneim  Gmbh

(Ingelheim, Alemania).

Para la modificacion superficial de las particulas se utilizé quitosano
(CS) de bajo peso molecular, obtenido de Sigma-Aldrich (St. Louis,
USA) y polietilenglicol (PEG) (peso molecular 20 kDa) adquirido en

Serva Feinbiochemica GmbH&Co. (Heidelberg, Alemania).

Los tensioactivos utilizados, Span® 60, Tween® 80 y Pluronic® F-68
y el fluorocromo Nile-Red (rojo de nilo) fueron obtenidos en Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA). EI glicerol se adquiri6 en Acofarma
Distribucion S.A. (Barcelona, Espafia). La Vitamina E fue proporcionada
por BASF ChemTrade GmbH (Burgbernheim, Alemania). Los
disolventes utilizados, acetona PRS, acetonitrilo, metanol, DMSO grado
HPLC vy acido acético fueron adquiridos en Panreac Quimica
(Barcelona, Espafia). La trealosa fue obtenida de VWR International

Eurolab S.L. (Barcelona, Espaiia).

El agua usada en todos los experimentos fue desionizada vy filtrada

(Milli-Q Academic, Millipore, Molsheim, Francia). Como medio de
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liberacion se utilizaron 500 mL de buffer de fosfatos pH 7.4 obtenido de

Biochemica AppliChem (Darmstadt, Alemania).

En los estudios de hemocompatibilidad se utilizaron, ademés, EDTA
(acido etilendiaminotetraacético), citrato de sodio, Triton® X-100,
oxalato de amonio, el anticuerpo monoclonal especifico para C3a
desArg humano y el Anti C3a de conejo conjugado con peroxidasa,
todos ellos obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA).

Para los experimentos en lineas celulares, se utilizaron células
humanas de adenocarcinoma de colon (Caco-2), obtenidas de ECACC,
ndmero 86010202 (Salisbury, Reino Unido). El medio de cultivo Medio
Esencial Minimo (MEM con solucion salina equilibrada de Earle (EBSS)
sin L-glutamina), piruvato sédico, MEM con aminoé&cidos no esenciales,
L-Glutamina y suero fetal bovino se obtuvieron de PAA Laboratories
(Pasching, Austria). El antibiético gentamicina se obtuvo de Gibco®, Life
Technologies Corporation (Nueva York, USA). La Tripsina / EDTA, MTT
(bromuro de tetrazolio), SDS (dodecil sulfato de sodio), PFA
(paraformaldehido) y Hoechst 33258 se adquirieron de Sigma-Aldrich
(St. Louis, USA).

Las células humanas tipo fibroblastos de pulmén fetal (MRC-5) y las
células humanas de adenocarcinoma de pulmoén (A549) también se
obtuvieron de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC,;
Salisbury, Reino Unido). En este caso, se utilizé el medio de cultivo
esencial Dubelcco modificado (DMEM alta concentracién de glucosa,
con L-glutamina, rojo de fenol y sin piruvato), y los antibiéticos
penicilina y estreptomicina, que se obtuvieron de PAA Laboratories

(Pasching, Austria).
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2.2. Método RP-HPLC: Desarrollo y validaciondelmé  todo analitico

Para cuantificar de forma exacta y precisa el farmaco en cada una
de las formulaciones realizadas, se puso a punto y se validé un método
analitico por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Esta
técnica resulta especialmente Util para separar y cuantificar el principio
activo inalterado presente en la formulacién de sus productos de
degradacién y de los demas componentes de la misma (polimero,
posibles restos de tensioactivos, aditivos utilizados en la modificacion

superficial, etc.).

Tras una extensa recopilacion bibliografica de cuantificacion de
cannabinoides por HPLC (Vollner y cols., 1986; De Backer y cols.,
2009; Munjal y cols., 2006a; Munjal y cols., 2006b; Thumma y cols.,
2008; Alvarez-Fuentes y cols., 2012) y de farmacos hidréfobos
(Holgado y cols., 2009) y siguiendo los parametros de validaciéon
descritos en las guias ICH (ICH-Q2B, 1996), se desarroll6 un método
analitico para la cuantificacion del THC cargado en las nanoparticulas
de PLGA, adecuandolo a las condiciones Optimas de nuestro
laboratorio. EI método desarrollado fue Gtil para cuantificar el principio
activo encapsulado y asi, determinar la carga en farmaco de las
nanoparticulas de PLGA y la cantidad de farmaco liberado en los

estudios de liberacion in vitro a un tiempo determinado.
2.2.1. Equipamiento y condiciones cromatograficas

El andlisis de RP-HPLC se llevé a cabo en un sistema de HPLC
Hitachi LaChrom® serie D-7000, equipado con un inyector automatico
L-7200, una interfaz D-7000, una bomba cuaternaria (modelo L-7100) y

un espectrofotometro de diodos UV-vis serie L-7455. La recoleccion de

176



CAPITULO I

datos y los calculos se llevaron a cabo mediante el uso del software
HSM D-7000 LaChrom® de Merck-Hitachi (Darmstadt, Alemania).

Las condiciones cromatogréficas fueron:

« Fase estacionaria: columna C18 Waters AtlantisT3® (3 um,
4.6x100 mm, Milford, MA, USA).

* Temperatura: 25 = 0.1 © C en horno de columna serie L-2350,
Elite LaChrom®.

* Fase movil: metanol/acetonitrilo/agua en proporcion 52:30:18
vlv, respectivamente. El pH se ajustd a 4.5 con acido acético. La
fase movil fue filtrada (filtros de membrana NYLAFLO®, 0.45 pum
47 mm, VWR International Eurolab S.L., Barcelona, Espafa) y

desgasificada antes de su utilizacion.
*  Flujo: 1.800 mL/min.
* Volumen de inyeccion: 20 pL
* Detector: 290 nm
2.2.2. Preparacion de las soluciones estdndary de  muestra

La solucién estandar de THC, a una concentracioén de 500 pg/mL, se
prepard disolviendo la cantidad de farmaco correspondiente en un vial
comercializado de Tocris Cookson Ltd. (Bristol, Reino Unido) con el
volumen de metanol necesario para obtener una concentracion final de
0.05 % p/v. Se agitd vigorosamente en un vOrtex hasta su completa
solubilizacién. De esta solucion asi preparada se tom6 1 mL que se
filtrd (0.22 pm, Millex® GV, Millipore, Barcelona, Espafa) y se inyect6

en el equipo de HPLC.
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Para la evaluaciéon de las muestras, se pesaron con exactitud 5 mg
de nanoparticulas liofilizadas y se afiadieron 5 mL de acetona. Las
muestras se agitaron vigorosamente en un vortex (5 min) para
promover la disolucion de las particulas en la fase organica. A
continuaciéon, se evaporé la acetona utlizando un rotavapor
(Rotavapor® BuchiR/210, BichiLabortechnik AG, Flawil, Suiza).
Posteriormente, se afiadié 1 mL de metanol a la pelicula formada en el
matraz tras la evaporacidbn de la acetona para disolver el THC,
alternando, seguidamente, sonicacion y agitaciébn en vortex durante 5
min. A continuacién, las muestras se filtraron (0.22 pym, Millex® GV,
Millipore, Barcelona, Espafia) y se inyectaron en el sistema de HPLC

para la deteccion del THC.
2.2.3. Validacion del método analitico

La validacion de un método analitico es un procedimiento para
establecer, por medio de la realizacibn de un conjunto de pruebas
analiticas, una base de datos que demuestren cientificamente que un
método analitico tiene las caracteristicas adecuadas para cumplir los
requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Ademas, nos
asegura la fiabilidad de los resultados obtenidos al utilizar dicho
método. Las pruebas a realizar dependerén, en cada caso, del tipo de
analisis (cuantitativo, cualitativo, ensayo limite) y del objetivo del
analisis.

A pesar de la existencia de numerosas publicaciones y guias, la
mayoria de analistas utilizan las metodologias propuestas por la
Farmacopea Americana (USP) o por la International Conference on

Harmonization (ICH).
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En este caso, se llevo a cabo la validacion del método por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), de acuerdo con la
International Conference on Harmonization (ICH) (ICH-Q2B, 1996),
utilizando los siguientes parametros analiticos: linealidad, precision,
exactitud, especificidad, limites de deteccibn y cuantificacion y
robustez. El intervalo de concentraciones de THC para el cual se validé
el método fue de 250-750 pg/mL.

2.2.3.1. Selectividad/especificidad

Este pardmetro se relaciona con el grado en que otras sustancias
interfieren en la identificacién y en la capacidad del método analitico
para identificar/cuantificar el analito en presencia de otras sustancias,
enddgenas o exdgenas, en la muestra. EI método analitico debe medir
la concentracion exacta de analito sin interferencias de impurezas,

productos de degradacion, excipientes o compuestos relacionados.

En este trabajo, la selectividad del método se evalué en tres
muestras diferentes (solucion de placebo, que consiste en una solucion
gue contiene todos los componentes de la formulacion en las mismas
cantidades y condiciones, a excepcion del analito que se analiza; la
solucion de disolvente y una solucion estandar de THC (500 ug/mL).
Con este ensayo se pretende demostrar que no hay picos en los
tiempos de retencion correspondientes al analito, con lo que no existe
ningun componente de la formulacion que interfiera en el espectro de

absorcion del analito estudiado.

Por otra parte, se llevaron a cabo estudios de degradacion, donde
una serie de soluciones estandar del cannabinoide fueron sometidas a

diferentes grados de estrés (Lister, 2005). Teniendo en cuenta las
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limitaciones del propio laboratorio y/o del farmaco en si, las muestras

se sometieron a los siguientes estudios de estrés:

e Calor: una solucién estandar de THC fue sometida a 60 °C

durante 24 horas en un horno.

* Luz UV: la solucién estdndar se expuso a una lampara UV (200-
300 nm) durante 24 horas.

» Degradacion acida o basica: el THC no se disuelve en
soluciones acuosas acidas o basicas, de modo que, en primer
lugar se solubilizd en su solvente habitual (metanol) y, a
continuacioén, se acidificé o alcalinizdé con una pequefia cantidad
de &cido o base (HCI 1IN o NaOH 1N, respectivamente),
incubandose esta mezcla durante 5 horas. Méas tarde, las
soluciones se neutralizaron con soluciones de base o acido,
segun procedieran, completando hasta un volumen final con

metanol, e incubdndolas de nuevo hasta completar las 24 horas.

* Oxidacién: similar procedimiento al anterior, con la diferencia de
la utilizacion de H,0O, para la incubacion durante las 5 primeras

horas.

Después de la prueba de estrés, las muestras se analizaron por
HPLC tal como se muestra en el apartado de condiciones

cromatograficas.
2.2.3.2. Precision

La precision es una medida del grado de concordancia entre las
medidas realizadas empleando un método analitico y trabajando en
condiciones normales de operacion. Se expresa normalmente como

porcentaje de desviacidén estandar relativa (D.E.R.). De acuerdo con las

180



CAPITULO I

guias de validacion (ICH-Q2B, 1996; ICH Harmonised Tripartite
Guideline, 2005), la precision debe evaluarse a tres niveles:

repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad.

La repetibilidad es una medida del grado de concordancia de una
serie de medidas realizadas en un espacio corto de tiempo (en un
mismo dia). La precision intermedia es una medida de la dispersion de
los resultados obtenidos por un método analitico en un espacio de
tiempo mas amplio que la repetibilidad, modificando ciertas condiciones
de operacion. Por ultimo, la reproducibilidad expresa la precision entre

laboratorios, formando parte de los estudios interlaboratorio.

En nuestro estudio se evalud la precisién de la siguiente manera
(ICH-Q2B, 1996):

» Precision instrumental: la solucion estandar de THC se inyecta
seis veces consecutivas, calculandose su desviacion estandar y

su desviacion estandar relativa (D.E.R.).

* Reproducibilidad: este parametro se determindé mediante el uso
de los resultados obtenidos para la prueba de exactitud (nivel
bajo 50 %, nivel medio 100 % y nivel alto 150 %). Se calculd la

desviacion estandar y la desviacion estandar relativa (D.E.R.).

* Precision intermedia: se evalu6 mediante el analisis de una

misma muestra por diferentes analistas en dos dias diferentes.
2.2.3.3. Exactitud

La exactitud determina la proximidad entre los resultados obtenidos
experimentales y los resultados reales (aceptados como verdaderos), y

se evalu6 mediante la determinacion del porcentaje o factor de
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recuperacion de una cantidad conocida de THC (ICH Harmonised
Tripartite Guideline, 2005).

Concretamente, se tomaron los niveles de concentracion del analito
de 50%, 75%, 100%, 125% y 150%, para las cuales, a una
determinada cantidad de solucién placebo se afiadié una cantidad
conocida de la sustancia activa para obtener concentraciones de
farmaco de 250, 375, 500, 625 y 750 pg/mL, respectivamente. Se
calcul6 la cantidad de THC recuperada en relacion con la cantidad

agregada (porcentaje de recuperacion) (ICH-Q2B, 1996).
2.2.3.4. Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico se define como su
capacidad (dentro del intervalo de concentraciones estudiadas) para
obtener resultados que sean directamente proporcionales a la
concentracion de analito de la muestra, con un minimo de 5

concentraciones (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005).

Este estudio debe demostrar que los puntos de la representacion
gréfica sefial-respuesta deben ajustarse a una recta, que la pendiente
es significativamente distinta de cero y que la ordenada en el origen no
es significativamente distinta de cero. En caso de que la ordenada en el
origen tenga un valor significativo se debe demostrar que este sesgo no

afecta a la exactitud del método.

La linealidad, se evalu6, en primera instancia, mediante la
inspeccion visual de las rectas obtenidas y, posteriormente, se
evaluaron los resultados mediante tratamientos estadisticos. Para
evaluar estadisticamente la linealidad se siguieron dos criterios:
coeficiente de correlacion lineal, considerandose lineal si R? > 0.999; y
desviacion estandar relativa de la pendiente inferior al 5 %.
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La linealidad fue calculada mediante la evaluacion de la linealidad
del sistema y la linealidad del método. Para la linealidad del sistema, se
estudiaron las soluciones estandar de THC a cinco niveles de
concentracion, de 50% a 150%. Cada nivel de concentracion se
preparo por triplicado. Los resultados obtenidos se muestran mediante
representacion grafica, obteniendo una curva de calibracion, para,
posteriormente, llevar a cabo el estudio estadistico correspondiente.
Para la linealidad del método, el procedimiento fue el mismo que para
la linealidad del sistema, pero la muestra fue una solucion que contiene
las nanoparticulas de PLGA (placebo) y la adicion de una cantidad
creciente de THC, disuelto en el medio. Los resultados fueron tratados

de la misma forma que para la linealidad del sistema.
2.2.3.5. Limite de deteccion (LOD) y cuantificacion  (LOQ)

En términos generales, el limite de deteccion (LOD) se define como
la menor concentracién o cantidad de analito que proporciona en el
instrumento una sefial significativamente diferente a la sefial del
“blanco” o “ruido de fondo”; esta concentracion de analito puede ser

detectada, pero no necesariamente cuantificada.

El limite de cuantificacion (LOQ) es la menor concentracion de
analito que puede ser detectada y cuantificada con un nivel aceptable

de precision.

Para el calculo de estos parametros, se prepararon una serie de
soluciones estandares de THC en concentraciones decrecientes y se
inyectaron en el sistema de HPLC. Posteriormente, se representaron
las concentraciones en relacion con la desviacion estandar relativa
(D.E.R.) obtenida para cada una de las concentraciones con el fin de

determinar LOD y LOQ. El primer punto que no cumple la minima
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D.E.R. requerida en la reproducibilidad del estudio (2 %), corresponde
al limite de deteccién, y el primer punto que la cumple corresponde al
LOQ (Guidelines for Collaborative Study Procedure to Validate
Characteristics of a Method of Analysis, 1989).

2.2.3.6. Robustez

La robustez es la capacidad de un método para mantenerse
inalterado por pequefias variaciones deliberadas en los parametros del
método, constituyendo una medida de la fiabilidad de un método. En
otras palabras, la robustez es el grado de reproducibilidad de un
método analitico sometido deliberadamente a pequefias variaciones en
el modus operandi, con objeto de conocer su estabilidad frente a ellas y

definir las de mayor influencia sobre la variabilidad de los resultados.

Para la determinacion de la robustez de un método se varian
deliberadamente parametros del método tales como flujo, temperatura
de columna, composicién de la fase mévil, volumen de inyeccion, etc. y
se determinan los efectos cuantitativos (si existen) de las variaciones

efectuadas.

Si la influencia del parametro estd dentro de una tolerancia
previamente especificada, entonces se considera que el método es
robusto. Sin embargo, si las mediciones son susceptibles a las
variaciones en las condiciones de andlisis, las condiciones de andlisis
deben ser controladas adecuadamente o debe incluirse un consejo de

prudencia en el procedimiento.

Los factores examinados fueron: cambio en el pH de la fase movil
(= 0.2 unidades); variacion en la proporcion de la fase movil;

temperatura del horno (+ 2 ° C); y velocidad de flujo (+ 0.1 mL/min).
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El procedimiento de ajuste del pH se llevé a cabo de acuerdo con la
ICH (ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005), utilizando soluciones

de acido clorhidrico e hidréxido de sodio.

2.3. Elaboracion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas se elaboraron por la técnica de

nanoprecipitacién, tal como se ha descrito en el Capitulo 1.

La técnica de nanoprecipitacién (0 método de desplazamiento del
disolvente) (Fessi y cols., 1989) es una técnica facil y que consume
poca energia, ademas de ser ampliamente utilizada para la fabricacion
de nanosistemas para la administracion de farmacos hidréfobos. Se
basa en la deposicion interfacial, debido al desplazamiento de un
disolvente de naturaleza organica por otro de naturaleza acuosa (no-
disolvente) (Desgouilles y cols., 2003). Los requisitos esenciales para la
elaboracion de nanosistemas por esta técnica son la miscibilidad de los

disolventes y la presencia de una solucién diluida con el polimero.

La nanoprecipitacion se puede elaborar por dialisis (desde una
membrana) o por la técnica de goteo (figura 36). En este caso, las
nanoparticulas se elaboraron por la técnica del goteo, afiadiendo gota a
gota el solvente que contiene polimero y farmaco sobre el solvente

acuoso, que se encuentra en agitacion mecanica.
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Figura 36. Representacion esquematica del método de nanoprecipitacion:
(a) por dialisis, a través de una membrana; (b) por la técnica del goteo
(Hornig y cols., 2009).

Concretamente en nuestro estudio, se co-disolvieron el polimero
PLGA (a una concentracion 1.5 % p/v) y Span® 60, como tensioactivo,
en acetona. A esta solucion se le afiadié el activo THC a diferentes
concentraciones (1.5, 3y 5 % p/p con respecto al polimero) para formar
las nanoparticulas de PLGA y THC. De forma resumida, 5 mL de esta
solucion se afiadieron gota a gota utilizando una bomba de jeringa
(Harvard Apparatus Ltd; Edenbridge, Reino Unido) a una velocidad de
5 mL/h sobre 15 mL de una solucién acuosa de Pluronic® F68 (0.5 %
p/v) con agitacidbn mecénica. A continuacion, la acetona se evaporo a

temperatura ambiente manteniendo la agitacion durante 4 h.

Una vez evaporada la acetona, las particulas se recogieron por
ultracentrifugacion (10000 rpm, 15 min, 4 °C, Centrifuga Eppendorf
504R; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania), sobre un lecho de glicerol
(10 pL). Tras dos lavados con agua Mili-Q, las nanoparticulas se re-
suspendieron en una solucién de trealosa al 5% p/v, empleada como
crioprotector y se liofilizaron (congeladas en nitrégeno liquido vy
liofilizadas, -80.0 = 0.5 C, y 0.057 mbar; Cryodos -50; Telstar Industrial
S.L, Tarrasa, Espafia). Todas las formulaciones se prepararon por

triplicado (n = 3).
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2.4. Modificacion superficial de las nanoparticulas de PLGA

Al igual que en el Capitulo Il, se llevdo a cabo la modificacion
superficial de las nanoparticulas de PLGA, con el objetivo de optimizar
su absorcion en el tracto gastrointestinal (Danhier y cols., 2012; Martin-
Banderas y cols., 2013). Para ello, se ha empleado quitosano (CS)
dado los buenos resultados obtenidos en el Capitulo Il y, ademas, se

ha utilizado también polietilenglicol (PEG) como modificador superficial.

Por lo tanto, la superficie de las nanoparticulas de PLGA se modific

con polimeros hidréfilos (CS y PEG), con el fin de:
(i) mejorar la captacion celular de las nanoparticulas, y

(i) minimizar el proceso de opsonizacion (Gref y cols., 2000;

Parveen y Sahoo, 2011).

El CS se afiadio en una etapa adicional, después de la formacion de
las nanoparticulas. Para ello, dichos sistemas se incubaron durante una
noche en una solucién al 0.25 % p/v de CS en é&cido acético al 1 % v/v
y después se recogieron por centrifugacién (10000 rpm, 15 min, 4 °C,
Centrifuga Eppendorf 504R; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). En
el caso del PEG, las nanoparticulas (modificadas previamente con CS 'y
sin modificar) se incubaron en una solucion acuosa de PEG, a una
concentracion de 4.5 % plv, durante 3 horas. Posteriormente, se

recogieron también por centrifugacion.
2.5. Estudios de caracterizacion de las nanoparticu  las
2.5.1. Determinacion del tamafiomedioy distribucié  n de tamafios

El tamafo medio y la distribucién de tamafios de las diferentes

formulaciones de nanoparticulas se midieron a 25.0 + 0.5 €T por
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difraccién laser basadndose en la teoria de Mie (Partica LA-950V2;
Horiba Ltd., Kyoto, Japdn). Se tomd una alicuota de 1 mL de la
suspension de particulas recién preparadas y se diluyé con agua, en
una celda de 12 mL. Las mediciones se llevaron a cabo bajo agitacion
magnética continua. Se estudiaron las influencias de: i) tipo de polimero
utilizado para la elaboracion de las nanoparticulas; ii) carga de farmaco

y iii) aditivos utilizados para la modificacion superficial de las particulas.
2.5.2. Determinacion de la morfologia y el aspecto

Hoy en dia la Microscopia Electrénica es una poderosa herramienta
gue permite la caracterizacién de materiales utilizando para ello un haz

de electrones de alta energia que interactla con la muestra.

La Microscopia Electrénica de Transmision se basa en un haz de
electrones que manejado a través de lentes electromagnéticas se
proyecta sobre una muestra muy delgada situada en una columna de

alto vacio.

El estudio de las caracteristicas morfologicas de las distintas
formulaciones se llevd a cabo utilizando un microscopio electrénico de
transmisién (TEM) (CM-10; Philips Electronics, Amsterdam, Paises

Bajos).

Se tomo una muestra de particulas liofilizadas y se suspendio en
agua destilada. Una gota de esta suspensién se coloc6 sobre una rejilla
y se secO a temperatura ambiente para su posterior caracterizacion por
TEM.

2.5.3. Determinacion de la cargasuperficaldelas  nanoparticulas

La carga superficial de las nanoparticulas se determin6

cuantificando el potencial zeta (PZ). Estas medidas de PZ se llevaron a
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cabo mediante laser Doppler (Zetamaster 300; Malvern Instruments
Ltd, Malvern, Reino Unido). ElI PZ se midié por triplicado después de
lavar las nanoparticulas con agua destilada a temperatura ambiente. Se
estudiaron los efectos de: i) tipo de polimero utilizado para la
elaboracion de las nanoparticulas, ii) carga de farmaco, y iii) aditivos

empleados en la modificacion superficial.

2.6. Determinacion del contenidoen THC delasnano  particulas de PLGA

Con el fin de determinar el contenido del farmaco en las
nanoparticulas, se empled el método de HPLC validado previamente
(véase la seccion 2.2. del presente capitulo). Concretamente, se
pesaron con exactitud 5 mg de nanoparticulas liofilizadas y se
afiadieron 5 mL de acetona. Las muestras se agitaron vigorosamente
en un vortex (5 min) para promover su disolucion en la fase orgénica. A
continuaciéon, se evaporé la acetona utlizando un rotavapor
(BuchiR/210, Bichi Labortechnik AG, Flawil, Suiza). Posteriormente, se
afladio 1 mL de metanol a la pelicula formada en el matraz tras la
evaporacion de la acetona para disolver el THC. Posteriormente, se
alternaron procesos de sonicacién y agitacion en vortex durante 5 min.
Las muestras se filtraron con filtros de jeringa de 0.22 um de tamafo de
poro (Millex® GV, Millipore, Barcelona, Espafia) y se inyectaron en el
sistema de HPLC. El contenido de farmaco se expresé como eficacia
de encapsulacion (EE %) y carga de farmaco (%), utilizando las

siguientes formulas:

EE% = Con_tenld,oc.ieTHC en nanopartlmla,s 100
Contenidatedricode THC ennanopartialas

Carg ade farmaco(%p/ p) = (Contenldode THCen NPSJ)QOO

MasadeNPsobtenida
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2.7. Andlisis por espectroscopia infrarroja transfo rmada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja consiste en hacer pasar una radiacion
IR a través de una muestra, la cual queremos analizar. Parte de la
radiacion infrarroja es absorbida por la muestra y parte pasa a través
de ella (es transmitida por la muestra). Como consecuencia, se genera
un espectro, resultante de la absorcion molecular y de la transmision
emitida. Este espectro es caracteristico de cada muestra analizada, en
funciébn de su estructura molecular. Por lo tanto, la espectroscopia
infrarroja puede proporcionar una identificacion (analisis cualitativo) de
los materiales presentes en una muestra (Berthomieu y Hienerwadel,
2009).

En este estudio, se obtuvieron los espectros de transmisién de FTIR
de diversas muestras (PLGA, PEG, CS, THC y de nanoparticulas de
PLGA, y modificadas con PEG y PEG-CS, todas ellas cargadas con
THC) utilizando un espectrofotometro de FTIR (JASCO FT/IR 4200;
Jasco Analytical Instruments, Easton, MD, USA). Como peso de
muestra se tomaron 2 mg de las particulas liofilizadas o de la materia

prima en estudio.

2.8. Estudios de adsorcién superficial de proteinas

La adsorcion superficial de proteinas séricas a la superficie de los
nanosistemas desarrollados para la administracion de farmacos, ejerce
una gran influencia en su captacion por los fagocitos v,
consecuentemente, en su eliminacion del torrente sanguineo (Thiele y
cols., 2003).

En estudios previos, se ha demostrado la influencia de la carga

superficial de las particulas en la adsorcidon de proteinas a su superficie
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y, por lo tanto, en su captacién y eliminacién por fagocitosis (Luck y
cols., 1998). Generalmente, la carga superficial se determina por el PZ
de las nanoparticulas. El estudio del PZ, por lo tanto, representa un
método sensible y eficaz para determinar la adsorcién de proteinas a la

superficie de los sistemas.

Para determinar la adsorcion superficial de proteinas en los sistemas
desarrollados, las nanoparticulas de PLGA sin modificar y modificadas,
cargadas con farmaco y sin cargar, se incubaron en 1 mL de una
solucion de albumina de suero bovino (BSA) a una concentracion de
400 pg/mL en agitacion durante 2 horas a 37 °C (Thiele et al, 2003;
Parveen y Sahoo, 2011). Posteriormente, las nanoparticulas se
centrifugaron (9500 rpm, 4 C, 20 min, Centrifuga E ppendorf 504R;
Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) para eliminar la proteina no
adsorbida, y las nanoparticulas se diluyeron en PBS (1:20) para

analizar su carga superficial a través de los valores de PZ.

2.9. Estudio de hemocompatibiidad de las nanoparti  culas de PLGA

La compatibilidad de las nanoparticulas con la sangre resulta
decisiva si se pretende obtener un perfil terapéutico éptimo del farmaco
cargado en ellas (Bender y cols., 2012; Dash y cols., 2010). Debido a
su tamafio nanométrico, las nanoparticulas pueden tener una baja
hemocompatibilidad, causada por la alta relacion superficie/volumen y
el gran nimero de grupos reactivos en la superficie (Cenni y cols.,
2008). La activacion de las plaquetas, la hemdlisis, los factores de
coagulacion, las moléculas de sefalizaciébn para los leucocitos o la
induccién de dafio a las células endoteliales, pueden desencadenar la
aparicion de trombosis y de eventos hemorragicos, hemoliticos e

inflamatorios (Koziara y cols., 2005; Mayer y cols.,, 2009).
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Consecuentemente, en este trabajo se ha llevado a cabo un estudio de
la interaccion de las formulaciones de nanoparticulas de PLGA
desarrolladas con los diferentes componentes de la sangre evaluando

los posibles efectos de las nanoparticulas sobre:

* lisis de eritrocitos,
» activacién (y agregacion) plaquetaria,
e activacién del complemento y

e coagulacién plasmatica

Siguiendo la técnica descrita previamente por Dash y cols., 2010, las
particulas se pusieron en contacto con alicuotas de muestras de
sangre, para evaluar su efecto sobre los eritrocitos, en la coagulacion
plaguetaria y en el sistema del complemento. Como muestras de
sangre se tomo la sangre de seis adultos sanos (mujeres de 30 - 42
afos), con acido etilendiaminotetraacético (EDTA, que se utiliza en la
hemdlisis y en experimentos de activacion de plaquetas) o citrato de
sodio (utilizado en la activacion del sistema del complemento y en
experimentos de tiempo de coagulacion plasméatica) para evitar la

coagulacion de la sangre durante la realizacion del estudio.

Se evaluo el efecto in vitro sobre la lisis de los eritrocitos utilizando
tampodn fosfato salino (PBS) como control negativo (0 % de lisis) y el
tensioactivo no ionico Triton® X-100 (1 % p/v) como control positivo
(100 % de lisis) de la hemdlisis. A continuacion, una muestra de sangre
anticoagulada con EDTA se centrifugd (1500 rpm, 20 min, Centrifuga
Eppendorf 504R; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) para eliminar la
fraccion de suero. El volumen original del suero se reemplazé con 150
mM de NacCl y esta suspension se diluyd (1:10) con 100 mM de PBS.

Las nanoparticulas (0.05 % p/v) se incubaron en la suspension (100
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glébulos rojos/mL) a 37.0 £ 0.5 °C durante 2 h bajo agitacion mecanica
(200 rpm). Pasado este tiempo, la muestra se centrifug6 (1500 rpm, 20
min, Centrifuga Eppendorf 504R; EppendorfAG, Hamburgo, Alemania)
y se evalud la liberacion de la hemoglobina por espectrofotometria UV
del sobrenadante (545 nm). El método utilizado por espectrofotometria
UV fue previamente validado (exactitud, precisiéon y linealidad)
(Espectrofotometro UV-Visible Agilent 8453, Agilent Technologies Inc.,
Santa Clara CA, Estados Unidos). La hemdlisis (%) se determin6 segun

la fébrmula:

Hemolisis (%) = ((AM;\estra = Acontrol )jX:LOO

control positivo
Donde, Aconirol €S la absorbancia del PBS, Acontrol posiivo €S 12 absorbancia
del Triton® X-100 Y Anmestras 1@ absorbancia obtenida en la muestra

analizada.

Ademas, se analizd la activacion (y agregacion) plaquetaria tras la
incubacién de las nanoparticulas en la sangre, ya que podria conducir a
complicaciones trombdticas. Se cuantificO6 por el ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) (Kit ELISA p-selectina;
Sigma-Aldrich, St Louis, USA) en funcién de la liberacion de la P-
selectina soluble (SP-selectina) tras la incubacién con las particulas en
la sangre. Para ello, las muestras de sangre se centrifugaron (1000
rpm, 20 min, Centrifuga Eppendorf 504R; Eppendorf AG, Hamburgo,
Alemania), reservandose el sobrenadante (rico en plaquetas). A
continuacién, la sangre volvio a centrifugarse y el sobrenadante se
combind con el anterior, obteniendo plasma rico en plaquetas (PRP). El
plasma pobre en plaquetas (PPP) se obtuvo por centrifugacion de la

sangre restante (3000 rpm, 10 min, Centrifuga Eppendorf 504R;
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Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). Seguidamente, el PRP se diluyé
1:100 con oxalato de amonio al 1 % plv, ajustdndose a una
concentracion final de plaguetas (= 108 plaquetas/mL). Las
nanoparticulas (50 mg) se incubaron en 100 mL de PRP durante 1 h a
37.0 £ 0.5 °C. Una vez completado el tiempo de incubacion, el
sobrenadante se centrifugé (5000 rpm, 10 min, Centrifuga Eppendorf
504R; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). Tanto PPP y PRP fueron

utilizados como control positivo y PBS como control negativo.

Por otro lado, la activacion del complemento puede producir
anafilotoxinas y en consecuencia, la activacion del sistema inmune. El
sistema reticuloendotelial (RES) depura la sangre de antigenos que
han sido opsonizados por el sistema del complemento (es decir, C3a y
C5a). Por lo tanto, se determind la activacion del complemento
mediante la cuantificacion de C3a tras la incubacion de las
nanoparticulas con agregados del plasma sanguineo (obtenidos por
centrifugacion de la sangre). Para ello, se tomaron los mismos
volimenes de plasma y de una suspension de las nanoparticulas en
solucion salina y se incubaron durante 1 h a 37.0 £ 0.5 °C. Pasado el
tiempo de incubacion, las muestras se diluyeron apropiadamente y se
incubaron en una placa de microtitulacion (Grace Bio-Labs FlexPlate
MP™  Sigma-Aldrich, St Louis, USA) revestida con un anticuerpo
monoclonal especifico para C3a desArg humano (1 h, 25.0 £ 0.5 °C).
Posteriormente, las placas se lavaron y se incubaron (20 min) con anti-
C3a de conejo conjugado con peroxidasa para detectar el C3a unido
(tras afadir un sustrato cromogénico). Se midi6 la absorbancia UV (450

nm) utilizando PBS como control negativo.

Por ultimo, se evalué la coagulaciéon plasmatica de la sangre tras la
incubacién de las nanoparticulas. El proceso de coagulacion plasmatica
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se basa en las vias intrinseca y extrinseca, que conducen a la
formacion de coagulos. La intrinseca se inicia cuando la sangre entra
en contacto con una superficie "extrafia", es decir, diferente al endotelio
vascular, mientras que la extrinseca se inicia cuando la sangre se pone
en contacto con tejidos lesionados, conduciendo a la exposicion del

factor tisular (TF).

Para imitar el sistema de coagulacién intrinseca se evallan los
perfiles plasmaticos de recalcificacion. Por ello, se utilizdé el método de
Howell para evaluar el tiempo de recalcificacion de plasma (PRT) y el
T12 max (tiempo en el que se alcanzd el maximo valor de absorbancia).
Concretamente, la sangre se centrifugd a 3000 rpm (25 min, 8.0 + 0.5
°C, Centrifuga Eppendorf 504R; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania)
para obtener el PPP. Una suspension de 50 mg de PPP y de las
nanoparticulas en PBS (0.1 mL) se incubaron durante 5 min a 37.0 =
0.5 °C en una placa de 96 pocillos (Nunclon®; Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). A esta suspensién se le afadio 0.1 mL de 25 mM
de una solucion de CaCl,. La coagulaciéon del plasma se controlé de
forma manual por inmersion de un gancho de acero inoxidable
recubierto con silicona (Sigma-Aldrich, St Louis, USA) en la solucién
para detectar la formacibn de hebras de fibrina. El tiempo de
coagulacion se estimé como el tiempo al que se formé la primera hebra

de fibrina. Se utiliz6 PBS como control negativo.

2.10. Estudio de liberaciéon in vitro

Los perfiles de liberacion in vitro de las nanoparticulas de THC se
investigaron tras la incubacién de las particulas (recién preparadas) en
PBS pH 7.4 (4 mg de nanoparticulas suspendidas en 15 mL), que

contenia, a su vez, 0.1 % p/v de Tween® 80 para mantener las
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condiciones sink (Hombreiro-Perez y cols., 2003) a 37 °C y agitacion
mecénica (100 rpm) (Unitronic Vaivén; Selecta S.A., Barcelona,
Espafia). A intervalos de tiempo prefijados se tomaron alicuotas (500
ML) que se centrifugaron (10000 rpm, 5 min, Centrifuga Eppendorf
504R; Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania) para evitar precipitados. La
muestra filtrada (filtros de jeringa de 0.22 pum; Millex® GV, Millipore,
Barcelona, Espafa) se inyectdé en el sistema de HPLC para la
evaluacion del THC. La cantidad de THC liberado se determino
utilizando una curva de calibracion construida sobre el intervalo 20-100
pg/mL (R? = 0.9990) (LOD = 30 pg/mL; LOQ = 40 pg/mL). En este
apartado se estudiaron los efectos del aditivo empleado en la

modificacion superficial sobre los perfiles de liberacion.

2.11. Estudios in vitro
2.11.1.Cultivos celulares
Para los estudios in vitro se utilizaron varias lineas celulares:

* Las células humanas de céncer de colon (Caco-2) se
utilizaron como modelo del tracto gastrointestinal. Se
cultivaron en medio de cultivo Medio Esencial Minimo (MEM
con solucion salina equilibrada de Earle (EBSS) sin L-
glutamina), suplementado con un 10 % v/v de suero fetal
bovino, un 1 % v/v de piruvato sbédico, MEM con
aminoacidos no esenciales y L-Glutamina y 0.1 % v/v del
antibiotico gentamicina, a 37 € en ambiente humidificado
del 5 % de CO; (Incubadora de CO, AutoFlow NU-4750
Water Jacket; Nuaire, Plymouth, MN, USA). El medio se

repuso cada dos dias y las células se subcultivaron después
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de alcanzar un 80 % de confluencia, aproximadamente
(Zhang y Feng, 2006).

» Las células humanas tipo fibroblastos de pulmén fetal (MRC-
5) y las células humanas de adenocarcinoma de pulmén
(A549) se cultivaron en medio de cultivo esencial Dulbecco
modificado (DMEM) suplementado con 2 mM de L-
Glutamina, 50 pg/mL de penicilina, 50 pg/mL de
estreptomicina y 10 % v/v se suero fetal bovino (FBS), en
ambiente humidificado del 95 % de aire y 5 % de CO; a 37
°C (Incubadora de CO, AutoFlow NU-4750 Water Jacket;
Nuaire, Plymouth, MN, USA).

2.11.2.Estudios de captacion celular  in vitro

La captacion de las nanoparticulas administradas por via oral es
altamente dependiente de las interacciones con las células intestinales.
De estas interacciones nanoparticulas-células, dependera el efecto
terapéutico de las mismas. Por ello, esta investigacion in vitro puede
proporcionar algunas evidencias preliminares para mostrar las ventajas
de las formulaciones elaboradas. En el presente estudio, se utilizaron
células Caco-2 para simular el tracto gastrointestinal como barrera para

la captacién de particulas tras administracion oral.

Algunos aspectos de la captacion celular en Caco-2 han sido
estudiados en profundidad. El tamafio de particula, la concentracion
administrada, el tiempo de incubacion y la hidrofilia de la superficie de
nanoparticulas de PLGA son algunos de los factores mas importantes
que repercuten directamente en la captacion celular de las

nanoparticulas (Danhier y cols., 2009; Gaumet y cols., 2010).
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Por lo tanto, en este apartado se evaludé la captacion celular de
nanoparticulas de PLGA fluorescentes, tanto de forma cualitativa como

cuantitativa.

En el estudio cuantitativo, las células Caco-2 se cultivaron en frascos
de cultivo de 25 cm? (Nunclon®; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) hasta alcanzar una confluencia del 80 %. Alcanzado este
nivel, se cambid el medio de cultivo por una suspension de
nanoparticulas de PLGA cargadas con Nile-Red. Las nanoparticulas se
dispersaron en el medio de cultivo a una concentracion de 4 mg/mL y
las células se incubaron junto a la suspension de particulas a diferentes
tiempos: 0.5, 1, 2, 4, 6 y 24 h. Pasados estos tiempos, se retiré la
suspension de nanoparticulas y las células se lavaron tres veces con
medio de cultivo (MEM) para eliminar posibles trazas. A continuacioén,
las células se separaron de la superficie de los frascos por incubacion
con una solucion que contenia tripsina (1x) durante 7 min y se
cuantifico la cantidad de fluorescencia remanente usando un citbmetro
de flujo (FC 500 Cytomics MPL; Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)
(Danhier y cols., 2009; Reix y cols., 2012).

En el estudio cualitativo, se sembraron células en una camara de
vidrio cubierta (u-Dish35 mm, alto; Ibidi GmbH, Munich, Alemania)
hasta alcanzar el 80 % de confluencia. Entonces, se incubaron con una
suspension de las diferentes formulaciones de nanoparticulas de PLGA
cargadas con Nile-Red durante 0.5 h. Pasado el tiempo de incubacion,
las células se lavaron con PBS vy después se fijaron con
paraformaldehido (4 % p/v en PBS) durante 25 min. Posteriormente, se
tiferon los nucleos con el reactivo Hoechst 33258. Las células se

lavaron con PBS para eliminar el reactivo y se les afiadié6 PBS:glicerol
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(20:80) para ser observadas por el microscopio confocal de barrido
laser (CLSM) (Zeiss LSM 410, LSM Tech, Etters, USA) con el software

(Image Browser ZEN confocal Zeiss) para la formacién de imagenes.

2.11.3.Viabilidad celular in vitro: Estudio de actividad

antitumoral

Durante muchos afios, los cannabinoides han sido utilizados para
propdsitos medicinales y recreativos. Actualmente, los estudios se
centran en los efectos terapéuticos de los cannabinoides sobre
diferentes tipos de cancer. Son muchos los estudios que muestran la
eficacia de los cannabinoides en el tratamiento del dolor en oncologia
y/o en la inhibicion del crecimiento del tumor, en canceres tales como
los Oseos, gliomas y carcinomas de piel (Saghafi y cols., 2011; Velasco
y cols., 2012).

La actividad antitumoral de los cannabinoides, en nuestro caso del
THC, fue investigada mediante estudios de viabilidad celular in vitro. Se
evalué mediante el ensayo MTT la viabilidad de las células cancerosas
expuestas a nanoparticulas de PLGA (Vihola y cols., 2005). Dicho
procedimiento es un método colorimétrico que mide cuantitativamente
la actividad metabdlica de las células viables y que se basa en la
capacidad que tienen las deshidrogenasas mitocondriales de las
células metabdlicamente activas de reducir la sal de tetrazolio (MTT),
de color amarillo e hidrofilica, a un compuesto hidrofébico (formazan),
de color azul oscuro. Tras la captacion del MTT, las células se rompen
y se solubiliza el formazan con SDS. La absorbancia de cada muestra

es directamente proporcional al nimero de células viables.
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En este estudio se han utilizado varias lineas celulares, cancerosas

y no cancerosas, con el fin de demostrar la actividad anticancerigena y

la selectividad del THC con independencia de la linea celular estudiada:

200

Linea celular Caco-2: fueron sembradas en placas de 96
pocillos (Nunclon®; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Estados Unidos) a una densidad de 7x10° células viables/pocillo
y se incubaron 24 h para permitir la unién celular. Pasado ese
tiempo, las células se incubaron con suspensiones de las
diferentes formulaciones de nanoparticulas de PLGA, sin carga
y cargadas con THC en concentraciones que van de 25 a 150
UM para 24, 48, 72, 96, 120, 168 y 216 h. Ademas las células se
expusieron al THC libre en las mismas concentraciones tedricas
gue en las nanoparticulas y a DMSO puro, como control positivo
(produce muerte celular). A los intervalos de tiempo designados,
se retir6 el medio y se lavaron los pocillos con medio de cultivo.
Entonces, se afadieron a cada pocillo 125 pL de MTT a una
concentracion de 1 mg/mL en medio de cultivo. Después de la
incubacién con MTT durante 3-4 h, se afiadieron 80 pL de
dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20 % p/v en HCI (0.02 M) a
cada pocillo, con el fin de solubilizar los cristales de formazan de
MTT. Las placas se incubaron durante 24 h y después se
analizé su absorbancia con un lector de placas (Synergy HT;
BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, Estados Unidos) a 540

nm.

Por otro lado, las lineas celulares MCR-5 y A549 fueron también
sembradas en placas de 96 pocillos (Nunclon®; Thermo Fisher

Scientific, Waltham, MA, USA) a diferente densidad, teniendo en
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cuenta la velocidad de proliferacién de la linea celular estudiada
(4.5x10° células viables/pocillo para MCR-5 y 2.7x10% células
viables/pocillo para A549) y se incubaron 24 h para permitir la
unidn celular. Pasado ese tiempo, las células se incubaron con
suspensiones de las diferentes formulaciones de nanoparticulas
de PLGA, sin carga y cargadas con THC, en concentraciones
gue van de 0.10 a 50 uM para 72 h. Pasado el tiempo de
incubacién, se retir6 el medio y se lavaron los pocillos con
medio de cultivo. Entonces, se afiadieron a cada pocillo 125 pL
de MTT a una concentracion de 1 mg/mL en medio de cultivo.
Después de la incubacion con MTT durante 4 h, se afadieron
80 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 20 % p/v en HCI
(0.02 M) a cada pocillo, con el fin de solubilizar los cristales de
formazdn de MTT. Las placas se incubaron durante 24 h 'y
después se cuantificé su absorbancia con un lector de placas
(Synergy HT; BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) a
450 nm.

La viabilidad celular se calculd, en todos los casos, mediante la

siguiente ecuacion:

Viabilidadcelular(%6)=— "= x100

ontrol

Donde, Int; es la intensidad de absorbancia de las células incubadas

con la suspensién de nanoparticulas (o el THC libre, DMSO o trealosa,

en su caso) e Int,no €S la intensidad de absorbancia de las células

incubadas con el medio de cultivo sélo, como control positivo.
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2.12. Andlisis estadistico

Los datos obtenidos en los distintos ensayos se representan como
valor medio + desviacion estandar. Ademas se utilizaron los F- y T-tests
y el analisis de la varianza para un solo factor y para mdultiples factores,
para determinar la significacion entre dos grupos y entre mas de dos
grupos, respectivamente. Un valor de p < 0.05 se considero

significativo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Método de cuantificacion por RP-HPLC
3.1.1. Condiciones cromatograficas

El método analitico desarrollado por HPLC para la determinacion de
THC fue optimizado y adaptado a las condiciones de nuestro
laboratorio, obteniéndose un pico de absorcion adecuado (estrecho,

aislado, simétrico, etc.) en un tiempo de analisis corto.

Se siguieron las condiciones cromatograficas consultadas en
bibliografia (Munjal y cols., 2006a; Munjal y cols., 2006b; Thumma y
cols., 2008), con excepcion de la longitud de onda de absorcion del
THC, que en nuestro caso se fij6 a 290 nm, ya que se obtenia un

mayor pico de absorcion que el especificado en bibliografia.
3.1.2. Validacion del método analitico
3.1.2.1. Selectividad/especificidad

La especificidad del método analitico se evalué en tres muestras
diferentes: solucién de placebo, solucion de disolvente y solucion
estandar de THC (500 pg/mL). La finalidad es demostrar la no
existencia de picos en los tiempos de retencion correspondientes al
analito, con lo que no existe ninglin componente de la formulacion que

interfiera en el espectro de absorcidn del analito estudiado.

La figura 37 muestra los cromatogramas obtenidos para las tres
muestras. En ella se observa que ni placebo ni disolvente muestran
ningun pico con un tiempo de retencién similar al del THC (4.27 min %
10 %), por lo que el método desarrollado es especifico en relacion a los

excipientes de la preparacion final.
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Figura 37. a) Cromatogramas obtenidos para el placebo (verde),
disolvente (amarillo) y el estandar de THC (rojo); (b) Cromatograma
representativo del THC, con su tiempo de retencion (t = 4.27 min).

Ademas, en el estudio de selectividad, las muestras se sometieron a
condiciones de estrés (temperatura, luz solar, pH y oxidacion) con el fin
de detectar la presencia de posibles picos de interferencia resultantes
de la degradacion de THC. De acuerdo con las areas obtenidas, el
valor de la degradacion media obtenida fue 8.63 %, por lo que se
puede concluir que el THC es estable bajo estas condiciones de estrés,
ya que el porcentaje de degradacion de las muestras estresadas con

respecto a la muestra estdndar es muy pequefio. Sin embargo, se
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observa una mayor degradacion del THC al someter las muestras a
cambios bruscos de pH y, sobretodo, oxidacién, con respecto a las

demas condiciones.

A modo resumen, se puede concluir que el método de HPLC
desarrollado para la determinacion y cuantificacion de THC es
especifico y selectivo (Alvarez-Fuentes y cols., 2012). En la tabla 19 se

muestran las areas cromatograficas obtenidas tras su tratamiento.

Muestra Area D.E. Degr?&?cién
THC estandar 151715.33 830.98 -
Luz solar 146349.67 2756.95 3.54
60°C 144883.00 268.53 4.50
HCI 138621.33 5174.64 8.63
NaOH 134440.67 3012.30 11.39
Oxidacién 143988.33 1766.23 15.09

Tabla 19. Areas cromatogréficas y porcentaje de degradacion obtenidos al
someter la muestra de THC a condiciones de estrés.

3.1.2.2. Precision

En el estudio de precision se investigo la presencia de errores
aleatorios y sus efectos en el correcto funcionamiento del método. En
nuestro caso, la precision se ha evaluado a tres niveles: repetibilidad,

precision intermedia y reproducibilidad.

* Precision instrumental: con este parametro se evalué la
repetibilidad del sistema. En la tabla 20 se encuentran reflejados
los resultados del area y del tiempo de retencion obtenidos,
correspondientes a seis inyecciones de un unico vial de THC

estandar (500 pg/mL), realizadas el mismo dia.
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) Tiempo retencion

Area (min)

149662 4.29

149548 4.27

150804 4.27

151059 4.32

150746 4.24

151155 4.27

Media 150495.67 4.27
D.E. 707.51 0.03
D.E.R. 0.47 0.62

Tabla 20. Areas cromatograficas y tiempos de retencion (min)
correspondientes al estudio de precisién instrumental.
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Se obtiene una desviacion estandar relativa de 0.47 % para el
area y 0.62 % para el tiempo de retencion, lo que nos lleva a
afirmar que el analisis de la precision instrumental del sistema
se encuentra en condiciones optimas, ya que el criterio de
aceptacion en el analisis de las formulaciones de productos
farmacéuticos establece el limite de D.E.R. en un 1.5 % (ICH-
Q2B, 1996; ICH Harmonised Tripartite Guideline, 2005;
Guidelines for Collaborative Study procedure to validate

characteristics of a method of analysis, 1989).

Reproducibilidad del método: se determind mediante el uso de

los resultados obtenidos en las pruebas de exactitud para tres
niveles de concentracion: nivel bajo (50 %), nivel medio (100 %)
y nivel alto (150 %). En la tabla 22 (véase seccion 3.1.2.3. del
presente capitulo) se muestran los valores obtenidos para la
D.E.R. a cada nivel estudiado. Para los tres niveles estudiados
(I, 'y V de la prueba de exactitud), la D.E.R. del porcentaje de

recuperacion medio, es inferior a 2.0 % (criterio de aceptacion)



CAPITULO I

(Marcato y Duran, 2008; Cozar-Bernal y cols., 2011; Guidelines
for Collaborative Study procedure to validate characteristics of a
method of analysis, 1989). Por lo tanto, en funcion de los

resultados obtenidos este estudio se considero valido.

e Precision intermedia: los resultados obtenidos en los analisis

realizados por dos analistas distintos en diferentes dias se

encuentran recogidos en la tabla 21.

Analista/ i Conc. ug ug Recuperacion :
Dia A (ug / mL) | obtenidos | tedricos (%) Edla | DS | DUE

1/1 M1 |154305.67 | 515.12 | 515.12 | 500.00 103.02 510.41| 6.66 | 1.31

1/1 M2 |151348.67 | 505.70 | 505.70 | 500.00 101.14

2/1 M1 |150843.00| 504.09 | 504.09 | 500.00 100.82 506.18 | 2.96 | 0.58

2/1 M2 |152157.00| 508.27 | 508.27 | 500.00 101.65

1/2M1 |162233.00 | 540.38 | 540.38 | 500.00 108.08 544.11| 5.27 | 0.97

1/2 M2 | 164570.67 | 547.83 | 547.83 | 500.00 109.57

2/2M1 |161185.00| 537.04 | 537.04 | 500.00 107.41 528.05|12.72| 2.41

2/2 M2 |155538.00| 519.05 | 519.05 | 500.00 103.81

Media |156522.63 | 522.19 | 522.19 | 500.00 104.44 522.19| 6.90 | 1.32

D.E. 5386.33 17.16 17.16 0.00 3.43

D.E.R. 3.44 3.29 3.29 0.00 3.29

Tabla 21. Precisién intermedia, desarrollada por dos analistas, en dos dias
diferentes, para dos muestras (M1 yM2).

En esta tabla puede observarse claramente que no existe
variabilidad en las medidas obtenidas por los diferentes
analistas en distintos dias, obteniéndose valores de D.E.R.
inferiores a los limites aceptados para ello (< 2.0 %), por lo cual
podemos concluir que el método es reproducible ya que las
variaciones introducidas en el ensayo no influyen de forma
significativa en el resultado del mismo (Marcato y Durén, 2008;

Cézar-Bernal y cols., 2011; Guidelines for Collaborative Study
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procedure to validate characteristics of a method of analysis,
1989).

3.1.2.3. Exactitud

Los resultados obtenidos para el analisis de este pardmetro se
expresan como el porcentaje de recuperacion de cada una de las
muestras analizadas. La tabla 22 nos muestra que los porcentajes de
recuperacion para el intervalo de concentraciones estudiadas (250-750
pg/mL) se encuentran entre 100.06 % y 101.83 % con un valor de
D.E.R. =0.84 %.

) teétrli?:os obtet:lgi]dos Recu%(;:)acmn PSR
I 250.00 254.35 101.74 0.63
I 375.00 381.87 101.83 0.36
1] 500.00 506.87 101.37 0.52
\Y 625.00 625.37 100.06 0.51
\ 750.00 759.44 101.26 0.94
Media 505.58 101.25
D.E. 183.57 0.85
D.E.R. 36.31 0.84

Tabla 22. Valores medios obtenidos en el estudio de exactitud de las
muestras de placebo cargadas con THC (y reproducibilidad del método, en
niveles I, lll'y V).

Segun los datos obtenidos, no seria necesario realizar ningun test
estadistico adicional, ya que el criterio de aceptacion de la ICH para las
formulaciones farmacéuticas en este pardmetro establece que el
porcentaje de recuperacién debe encontrarse entre el 98 y 102 %, lo
gue equivale a un £ 2.0 % de error relativo (Marcato y Duran, 2008;
Guidelines for Collaborative Study procedure to validate characteristics

of a method of analysis, 1989).
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3.1.2.4. Linealidad

La linealidad es la capacidad del método para responder
proporcionalmente a los cambios en la concentracion o la cantidad de
analito en una muestra. En nuestro caso, la linealidad fue calculada
mediante la evaluacion de la linealidad del sistema (soluciones
estandar de THC) vy la linealidad del método (solucién de placebo con

cantidad creciente de THC disuelto en el medio).

Respecto a la linealidad del sistema, se estudidé en el intervalo de
concentracion de 250 a 750 pg/mL, mediante el calculo de la ecuacion
de una recta y su coeficiente de correlacion (R?). La ecuacion de la
recta obtenida se corresponde con y = 313.8208x - 7349.6 (y: area del
pico; x: concentracion de THC (ug/mL) y un coeficiente de correlacion
R?=0.9994 (n = 6)).

Para la linealidad del método, el intervalo de concentracion fue el
mismo que para la linealidad del sistema y la ecuacion de la recta
obtenida fue y = 314.7x - 6058.0 con un coeficiente de correlacion R* =
0.9990.

Para estos estudios se llevé a cabo un andlisis estadistico (ANOVA)
para asegurar una buena linealidad del método desarrollado. El test
estadistico F y su correspondiente valor p (nivel de significacion
estadistica de F-test) indican un buen ajuste global del modelo (p =
8.60 10 para la linealidad del sistema y p = 7.09 10™ para la

linealidad del método).

La figura 38 muestra los graficos obtenidos en el estudio para la

linealidad del sistema (38a) y la linealidad del método (38b).
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Figura 38. (a) Linealidad del sistema correspondiente al intervalo de
concentraciones de 250-750 pg/mL de THC. (b) Linealidad del método
correspondiente al intervalo de concentraciones de 250-750 ug/mL de THC
agregado a una solucién de placebo.

3.1.2.5. Limite de detecciobn (LOD) vy limite de

cuantificacién (LOQ)

La concentracion mas baja a la cual el analito es detectado (LOD) o
cuantificado con precision y exactitud aceptable (LOQ), fue
determinado mediante el estudio de la desviacion estandar relativa
D.E.R. (%) frente a la concentracién de analito, a concentraciones
mucho menores que el intervalo estudiado para la validacion del

método analitico (figura 39a) (Green, 1996).
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Las concentraciones utilizadas para este estudio fueron mas bajas
gue la menor concentracion del método propuesto: 20, 25, 30, 40, 50,
60, 75, 80y 100 pg/mL.

El primer punto que no cumple la minima D.E.R. que obedece a los
requisitos preestablecidos para la reproducibilidad estudio (2%)
corresponde al limite de deteccion. El valor de LOD se encontré que
era el de 30 pyg/mL. El primer punto que se sitla dentro del valor
especificado, corresponde al limite de cuantificacién (LOQ), que se

encuentra en 40 ug/mL (Epshtein, 2002).

Ademas, la representacion de las concentraciones frente a las areas
obtenidas en las zonas inferiores de las concentraciones estudiadas
(figura 39b) sera util para cuantificar cantidades menores de THC en
algunas pruebas, tales como los estudios de liberacion in vitro. Por esta
razon, se desarroll6 una nueva linealidad en el intervalo de
concentraciones de THC de 20 a 100 pg/mL, obteniéndose una

ecuacion de la recta:

y = 332.2x — 65.52 (R* = 0.9990) (p = 2.49 10™).
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Figura 39. (a) LOD-LOQ obtenido tras la representacion de la
concentracion frente a sus D.E.R. (b) Linealidad correspondiente al
intervalo de concentracion 20-100 pg/mL de THC.

3.1.2.6. Robustez

La robustez de un método de analisis se utiliza para demostrar que
las variaciones tipicas de los parametros del método no producen

cambios significativos en los resultados del analisis.
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La evaluacion de la robustez se basa en el porcentaje de
recuperacion y los valores de D.E.R. obtenidos para diferentes cambios
en el método de analisis. La tabla 20 muestra los valores medios de los
porcentajes de recuperacion y la D.E.R. de cada parametro estudiado:
la temperatura del horno (x 2 © C), velocidad de flujo (+ 0.100 mL/min),
proporcion de la fase movil (proporcion A:B, 90:10 y 80:20) y el pH de
la fase mévil (x 0.2 unidades). Como se muestra en la tabla 23, los
porcentajes de recuperacion obtenidos en todos los parametros
estudiados, se encuentran entre 99.15 % y 101.30 % y la D.E.R. de
cada uno de ellos es inferior al 2%. Por lo tanto, el método ha
demostrado ser robusto sobre pequefias variaciones del método de
analisis (LoBrutto y Patel, 2007).

Cambios del método original H9 M9 Recuperacion D.E.R.

tedricos | experimentales (%)
Proporcion Fase Movil (A:B) 80:20 500.00 506.52 101.30 0.31
Proporcion Fase Movil (A:B) 90:10 500.00 496.60 99.32 0.33
pH Fase Movil=4.30 500.00 502.58 100.52 0.29
pH Fase Movil = 4.70 500.00 504.17 100.83 0.57
Temperatura del horno -2 °C 500.00 495.76 99.15 0.92
Temperatura del horno +2 °C 500.00 501.36 100.27 0.55
Flujo Fase Movil -0.1 mL/min 500.00 505.31 101.06 0.82
Flujo Fase Mdvil +0.1 mL/min 500.00 498.21 99.64 0.46

Media 501.12 100.22
D.E. 4.94 0.99
D.E.R. 0.99 0.99

Tabla 23. Estudio de la robustez del método para la validacién del THC.

A modo resumen, en relacion con el desarrollo y validacion del
método RP-HPLC propuesto, aplicado a la evaluacion del THC en
nanoparticulas de PLGA, se ha demostrado que el método es selectivo,
lineal entre el 50% y 150% de la concentracion tomada como estandar
(500 pg/mL), con un coeficiente de correlacion superior a 0.999, exacto

y preciso. Los limites de deteccion y cuantificacion para el farmaco
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fueron 30 y 40 pg/mL, respectivamente, y estos valores se encuentran
por debajo de las concentraciones mas bajas esperadas en las
muestras. Ademas, el método ha demostrado ser robusto a pequefas

variaciones tipicas de los parametros del método.

3.2. Caracterizacion de las nanoparticulas elaborad  as

La sintesis de nanoparticulas de PLGA cargadas con THC se llevo a
cabo por el método de nanoprecitacion, tal como se ha descrito
previamente (seccion 2.3. del presente capitulo). La caracterizacion de
las formulaciones se estudié en funcién del tamafio medio de particula,
distribucion de tamafios, estudio de la forma y aspecto de las
nanoparticulas y carga superficial por la medida del potencial zeta de

las nanoparticulas.
3.2.1. Determinacion del tamarfio medioy distibucié  n de tamarios

El tamafo y la distribucion de tamafio de las nanoparticulas se
midieron por dispersién laser. Los datos se expresan como el valor del
tamafio medio y la desviacién estandar (D.E.), obtenida a partir de
experimentos independientes. Se estudiaron las influencias de los
siguientes factores: i) polimero utilizado para la elaboracion de las
nanoparticulas de PLGA; ii) carga de farmaco, vy iii) aditivos utilizados

para la modificacion superficial de las nanoparticulas.

En la tabla 24 se resumen los valores de tamafio medio y
distribucion de tamafos obtenidos para las formulaciones elaboradas
en funcidon del polimero utilizado (R502 o R502H) a las diferentes
cargas del THC (1.5, 3y 5 % p/p).
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Polimero o C tHe Tamafioz D.E. Cv
(R: Resomer ) | (% p/p) (nm) (%)
0 311.02 +112.94 34.28
R502 15 330.74 £110.43 33.37
3 388.34 £127.30 32.77
433.85 +114.40 30.13
281.37+110.30 34.63
15 259.76 £ 63.80 24.54
R502H
3 345.71 £115.80 33.49
5 428.78 + 147.50 34.41

Tabla 24. Tamafio de particula y distribucion de tamafios de las

nanoparticulas de PLGA en funcion del polimero utilizado (R502 o R502H)

y de la carga de THC (0, 1.5, 3y 5 % p/p).

El tamafio medio de particula en funcion del polimero utilizado y con
las diferentes cargas de THC, se encontr6 en el intervalo de 259-434
nm, con un coeficiente de variacion (CV) situado, aproximadamente,
entre el 25 y 35 %. Segun los valores recogidos en la tabla 24,
independientemente del Resomer® utilizado en la elaboracion de las
nanoparticulas, el tamafio medio de particula tiende a aumentar

conforme se aumenta la carga en THC.

Sin embargo, tras realizar un analisis estadistico (ANOVA) de este
parametro, no se encontro diferencia significativa (F = 0.034; p =
0.9998; n = 15), independientemente del polimero utilizado y la carga
de farmaco. Ademas, diferenciando los polimeros utilizados en cada
caso y teniendo en cuenta exclusivamente la carga de farmaco,
tampoco se encontraron diferencias significativas en el tamafio de
particula para R502 (F = 0.023; p = 0.9945; n = 7) ni para R502H (F =
0.051; p=0.9824;n=7).

Por otro lado, los resultados obtenidos para el tamafio de particula

en funcion del aditivo empleado en la modificacion superficial de las
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nanoparticulas se muestran en la figura 40. Los datos se expresan
como el valor medio £ D.E., obtenidos a partir del analisis de muestras
independientes.

1200 80

1000 VAN B0
/ \ 0 5
= 800 / E
£ 4 20 %

2 600

@ . o
C ° e
= 400 e S
- 0 B

200 0

0 -50

PLGA FEG-PLGA CSPLGA PEG-C5-FLGA

s NP's blancas ————= NP5 cargadas __ g np: hiancas - -w -NFP's cargadas
com THC com THC

Figura 40. Tamafio de particula, distribucion de tamafios y valores de
potencial zeta obtenidos para las nanoparticulas de PLGA sin modificar y
con superficie modificada, blancas y cargadas con THC (5 % p/p)(polimero
usado: R502) (n=3).

Como se puede observar, las nanoparticulas sin modificar mostraron
una distribucién de tamafo de particula medio en el intervalo de 309-
358 nm, que es adecuado para la captacién celular en el suministro
oral. Sin embargo, cuando CS y PEG se adsorben sobre la superficie
de las particulas, el diametro medio aumenta notablemente. Nafee y
cols., 2009 y Parveen y Sahoo, 2011, obtuvieron resultados similares
en sus estudios. Los autores atribuyen este comportamiento a la
deposicibn de mudltiples capas del componente de revestimiento

superficial. La adicion de CS y PEG se realiza en pasos posteriores a la
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formacion de las nanoparticulas, por lo que se adsorben a la superficie
formando una o varias capas superficiales, aumentando con ello el

tamafio medio de particula.

Sin embargo, aunque los tamafios aumentan con la modificacion
superficial de las nanoparticulas, se espera que la adicion de CS y de
PEG mejore la captacion y absorcion celular de las nanoparticulas, asi
como que evite el proceso de opsonizacion (Gref y cols., 2000; Parveen
y Sahoo, 2011).

A titulo de ejemplo, se muestran a continuacion, los histogramas que
ilustran el aumento en la distribucion de tamafios obtenidas para una
formulacion PEG-CS-PLGA, a medida que se afiadian los aditivos para

su recubrimiento superficial.

[—1—— Nanoparticulas de PLGA

Nanoparticulas de PLGA
recubiertas con PEG

[ 1—— MNanoparticulas de PLGA
recubiertas con PEG y CS

I - I I I
0.010 0.100 1.000 10.00 1000 1000 3000
Tamafio {pm)

Figura 41. Histogramas de la distribucion de tamafios de una formulacion
de nanoparticulas de PLGA recubierta con CS y PEG.

3.2.2. Determinacion de la morfologia y el aspecto

La determinacién de las caracteristicas morfolégicas de las distintas
formulaciones se realizd mediante microscopia electrénica de

transmision (TEM).
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Tal como se observa en la figura 42, las imagenes de TEM revelaron
qgue las nanoparticulas son entidades individuales con forma esférica,
con una distribucion homogénea y presentan, ademas, estructura de
nanocapsulas, diferenciandose claramente ndcleo y corteza para las
nanoparticulas recubiertas con CS y PEG. Autores como Parveen y
Sahoo, (2011), Prego y cols., (2006) y Zahr y cols., (2006) han obtenido
resultados similares.

Figura 42. Morfologia de (a) nanoparticulas de PLGA recubiertas con CS,
(b) nanoparticulas de PLGA recubiertas con PEG y (c) nanoparticulas de
PLGA recubiertas con CS y PEG, estudiadas por Microscopia Electronica
de Transmision (TEM).
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3.2.3. Determinacion de la carga superficial

La carga superficial de las particulas se estudio por la determinacién
del potencial zeta (PZ). Su valor influye en una amplia gama de
propiedades fisicoquimicas como la estabilidad de las particulas en
suspension o la interaccion con electrolitos, entre otras. Una carga
superficial alta (ya sea negativa o0 positiva), es indicativa de la
estabilidad de un sistema coloidal en el medio, debido a la repulsion
entre las nanoparticulas cargadas con el mismo signo. Se estudiaron
los efectos de los siguientes factores: i) polimero utilizado para la
elaboracion de las nanoparticulas de PLGA, ii) carga de farmaco Yy iii)
aditivos utilizados para el recubrimiento superficial de las

nanoparticulas.

En relacion al tipo de polimero y la carga de farmaco, en la tabla 25
se muestran los valores de PZ obtenidos. En este caso, se obtienen
valores de PZ negativos para todas las formulaciones elaboradas,
debido a las cargas negativas presentes en grupos funcionales del
PLGA cuando las nanoparticulas se encuentran en suspension. Los
valores de PZ en funcion del Resomer® (R502 o R502H) se
encontraron por debajo de -24 mV, lo que demostré la alta estabilidad

de las nanoparticulas en suspension en medio acuoso.
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Polimero C THe Potencial Zeta #D.E.
(R: Resomer®) (% p/p) (mV)
0 -245+23
- +
R502 15 28904
3 -33.4+0.3
-28.6 +0.2
-42.6 +0.6
15 -40.2+1.0
R502H
3 -32.9+04
5 -33.2+0.5

Tabla 25. Valores de potencial zeta de las nanoparticulas de PLGA en
funcién del polimero utilizado (R502 o R502H) y la carga del THC (0, 1.5, 3

y 5 % p/p).

Se realiz6 un analisis estadistico (ANOVA) de los valores de PZ
obtenidos, con el fin de determinar la existencia de diferencias en
funcion del polimero y la carga de farmaco. Los resultados de este
andlisis indican que no existia diferencia significativa en los valores de
PZ de las nanoparticulas (F = 0.030; p = 0.9999; n = 15),

independientemente del polimero utilizado y la carga de farmaco.

Sin embargo, en las formulaciones preparadas empleando diferentes
aditivos para la modificacion superficial de las nanoparticulas (polimero:
R502; carga inicial de THC: 5 % p/p), se observan diferentes valores de
PZ. Tal como se observa en la figura 40 (véase seccion 3.2.1. del
presente capitulo), los valores de PZ oscilan entre los valores negativos
de las nanoparticulas sin recubrir (-31.4 mV para particulas blancas y -
36.9 para las cargadas con THC), los valores neutros o relativamente
cercanos a la neutralidad tras el recubrimiento con PEG (+0.45y +1.34
mV blancas y cargadas con THC, respectivamente); valores
ligeramente positivos para particulas doblemente recubiertas con PEG
y CS (+290 y +4.44 mV blancas y cargadas con THC,
respectivamente) y los valores altamente positivos para particulas
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recubiertas de CS (+71.6 y +71.8 mV, blancas y cargadas con THC,

respectivamente).

Los valores de PZ altamente positivos obtenidos para las
nanoparticulas recubiertas con CS se deben a la naturaleza
policatiénica del CS (grupos amino primarios). Por otro lado, los valores
de PZ de particulas recubiertas con PEG y PEG-CS fueron mucho
menos negativos, en comparacion con las particulas de PLGA,
sugiriendo una casi completa neutralizacion de las cargas negativas del
PLGA. Esto se debe a que la presencia en la superficie de las
nanoparticulas de cadenas de PEG reduce significativamente los
valores de PZ por desplazamiento de la capa difusa (zona que se crea
alrededor de las nanoparticulas, encargada de la estabilizacion coloidal
de las nanoparticulas en suspension) a una distancia mayor de las
nanoparticulas, lo que resulta en una disminucion del valor absoluto del
PZ (Patel y cols., 2012).

La presencia de estos componentes, CS y PEG, en la superficie de
las particulas y, por lo tanto, la obtencion de valores de PZ positivos o
cercanos a la neutralidad, proporcionan a las nanoparticulas una capa
hidrofila en la superficie, ocultando la hidrofobicidad del PLGA vy
evitando asi el reconocimiento por el sistema reticuloendotelial (RES).
Ha sido ampliamente demostrado que la "pegilacion" (recubrimiento
superficial con PEG) aumenta la vida media de las nanoparticulas en la
circulacion sanguinea (Owens y Peppas, 2006). Ademas, el PEG
exhibe una excelente biocompatibilidad. Por otro lado, las
nanoparticulas cargadas positivamente aumentan las propiedades de
mucoadhesion, lo que se traduce en un mayor grado de internalizacién
celular, al parecer, como resultado de las interacciones i6nicas que se
establecen entre las particulas con carga positiva y la carga negativa
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de las membranas de las células. Ademas, las nanoparticulas cargadas
positivamente parecen ser capaces de escapar de los lisosomas
después de ser internalizadas (Danhier y cols., 2012). En este sentido,
las formulaciones PEG-PLGA y PEG-CS-PLGA son, a priori, las més

adecuadas para la administracion oral del farmaco THC.

3.3. Determinacion del contenido en THC

La determinacién del contenido en farmaco de las nanoparticulas se
llevé a cabo mediante el método de HPLC validado previamente (véase
la seccion 3.1. del presente capitulo). La obtencion de un alto contenido
en farmaco en las nanoparticulas es un factor importante, ya que
implica una menor cantidad de nanoparticulas para alcanzar la dosis

necesaria en el tratamiento.

En la tabla 26 se muestran la eficacia de encapsulacion (EE %) y la
carga de farmaco (% p/p) para las nanoparticulas de PLGA en funcién

del tipo de polimero empleado y la cantidad inicial de THC.

Polimero C The EE +D.E. Carga tnc = D.E.
(R: Resomer ®) (% p/p) (%) (% p/p)

1.5 77.76 £0.38 1.17 £0.01

R502 3 79.15 £0.27 2.64 £0.17

5 84.88 £0.29 4.24 +0.01

1.5 88.88 £0.37 1.33+£0.01

R502H 3 94.70 + 0.60 3.16 £0.08

5 91.34+£0.19 457 +0.01

Tabla 26. Eficacia de encapsulacion (EE %) y carga de farmaco (THC % p/p)
de las nanoparticulas de PLGA en funcién del polimero utilizado (R502 o
R502H) y la carga inicial del THC (Cync: 1.5, 3y 5 % p/p).

Para todas las formulaciones, el proceso de encapsulacion fue
reproducible y eficiente con rendimientos por encima del 75 %. La alta
EE (%) del farmaco puede atribuirse a la naturaleza lip6fila del THC.
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Esto impide su reparto en la fase acuosa, favoreciendo su atrapamiento
por parte de las nanoparticulas durante la fase de deposicion del
polimero. Farmacos lipéfilos, como el THC, no sufren pérdidas por
migracion al medio externo, lo que resulta en un aumento del contenido

en farmaco en las nanoparticulas (Barichello y cols., 1999).

Se realizé un analisis estadistico (ANOVA) de los valores de EE (%)
obtenidos, con el fin de determinar la existencia de diferencias en
funcion del polimero y la carga de farmaco. Los resultados de este
andlisis indican que no existia diferencia significativa en los valores de
EE (%) obtenidos (F = 0.006; p = 0.9999; n = 11), independientemente
del polimero utilizado y la carga de farmaco.

Por otro lado, para las nanoparticulas modificadas superficialmente,
se obtuvieron valores de contenido en farmaco similares. La EE (%) y
la carga de farmaco (% p/p) de las nanoparticulas fueron 73.4-79.4% y
3.7-3.9%, respectivamente, para una carga teérica de THC del 5% p/p.

Los resultados se resumen en la figura 43.
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Figura 43. Valores de eficacia de encapsulacion (EE %) (barras azules) y
de carga de farmaco (% p/p) (puntos rojos) obtenidos para las
nanoparticulas de PLGA sin modificar y de superficie modificada, cargadas
con THC (5 % p/p) (n=3).
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El analisis factorial de varianza realizado indicO que no existia
diferencia significativa en los valores de EE (%) obtenidos (F = 0.001; p
= 0.9983; n = 5), independientemente de la presencia o no de uno o
varios aditivos modificadores. Este hecho podria ser debido a la
metodologia de produccion (como se explico en el Capitulo I, en el
caso del CS): los aditivos se anadieron en etapas adicionales, tras la
formacion de las nanoparticulas y no en la solucién de polimero inicial,
durante el proceso de elaboracion. Asi, la adicion de CS y/o PEG con
un método de incubacion parece no tener influencia sobre los valores
de EE (%).

Autores como Chronopoulou y cols., 2013 y Chen y cols., 2012, han
obtenido resultados similares tras la elaboracion de este tipo de
particulas modificadas superficialmente. La cantidad de farmaco
encapsulado en las particulas maodificadas superficialmente no cambid
significativamente tras el proceso de recubrimiento, mostrando que el

procedimiento no causa pérdidas de farmaco al medio externo.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la caracterizacion y
en el contenido en farmaco de las nanoparticulas y, debido a la no
influencia del tipo de polimero utilizado en su elaboracion y la carga
inicial del farmaco en estos estudios, se eligieron las nanoparticulas de
PLGA elaboradas con el polimero R502 y a una carga inicial de THC
maxima (5 % p/p), con el fin de continuar los estudios adicionales,
centrdndolos en evaluar la influencia del tipo de aditivo utilizado para la

modificacion superficial de las nanoparticulas.

3.4. Andlisis por espectroscopia infrarroja transfo rmada de Fourier (FTIR)

La FTIR se fundamenta en la absorcion de radiacion IR por las
moléculas en vibracién. Una molécula absorbera la energia de un haz
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de luz infrarroja cuando dicha energia incidente sea igual a la necesaria
para que se dé una transicion vibracional de la molécula. Es decir, la
molécula comienza a vibrar de una determinada manera gracias a la

energia que se le suministra mediante luz infrarroja.

Pueden distinguirse dos categorias basicas de vibraciones: de
tension y de flexién. Las vibraciones de tensién son cambios en la
distancia interatémica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos.
Las vibraciones de flexién estan originadas por cambios en el angulo

gue forman dos enlaces.

En la figura 44 se muestran los espectros obtenidos para los

diferentes componentes analizados.
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Figura 44. (1) Espectros de FTIR de (A) PLGA; (B) PEG; (C) CS; (D)
nanoparticulas de PLGA; (E) nanoparticulas de PLGA recubiertas con
PEG; (F) nanoparticulas de PLGA recubiertas con PEG-CS y (G) THC; (2)
Estructura molecular de (A) PLGA; (B) PEG; (C) CSy (D) THC.

Tal como se observa en la figura 44, para el espectro del PLGA

(espectro A) se encontr6 una banda a 2986 y 2962 cm™, que

correspondia a las vibraciones de tension del grupo —CH. Ademas, a
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1746 cm™ aparecié un gran pico de absorcién, correspondiente a las

vibraciones de tension del grupo —COO- (Shen y cols., 2011).

En el espectro de PEG (espectro B), la banda de absorcién a 1092
cm™ se atribuy6 a la caracteristica vibracion de flexion de C-O-C de las
unidades OCH2CH2- repetidas en su estructura basica molecular
(Kassim y cols., 2006; Petrova y cols., 2008) y dos bandas de
absorcion a 1359 y 2883 cm™ se atribuyeron a la vibracion de flexién y
la vibracién de tension de C-N, respectivamente (Wang y cols., 2007).
El PEG puro también mostrd distintos picos distintos a ~ 1278 y 845

cm™.

Por otro lado, en el espectro de CS (espectro C) se observd una
gran banda caracteristica (a 3360 cm™), la cual se atribuyé a las
vibraciones de tension de —NH2 y los grupos —OH en la molécula de
CS. Ademas, a 1749 cm™ se observd un gran pico de absorcion
correspondiente a la vibracion de flexion del grupo amida (Parveen y
Sahoo, 2011).

A continuacion, para confirmar la presencia de los diferentes
componentes en las nanoparticulas, se llevaron a cabo analisis de
FTIR de las formulaciones de nanoparticulas desarrolladas. Para las
nanoparticulas de PLGA sin modificar (espectro D), se obtuvo el mismo
espectro de IR que para el PLGA puro (espectro A). Sin embargo, se
encontraron picos a ~ 1455 y ~ 2883 cm™, caracteristicos de los grupos
amino del CS en las nanoparticulas recubiertas de CS-PLGA (espectro
F), los cuales también se encontraron en el espectro de CS puro. La
aparicion de estos picos en las nanoparticulas recubiertas con CS

sugieren una modificacion cationica de las nanoparticulas (RaviKumar
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y cols., 2004), lo que explicaria la carga superficial positiva de estas

formulaciones.

También se encontraron los picos caracteristicos de PEG (picos de
absorcion a 841, 1077, 1278, 1360 y 2884 cm™ para particulas
recubiertas con PEG (espectro E); y 842, 1092, 1362 y 2883 cm™ para
la formulacién de PEG-CS-PLGA (espectro F), lo que indica que el
proceso de recubrimiento con PEG ha sido realizado con éxito
(Parveen y Sahoo, 2011).

Por ultimo, considerando el espectro de IR del THC se puede
confirmar la presencia del mismo en las nanoparticulas analizadas, por
la aparicién del pico caracteristico a 2361 cm™ tanto en el espectro del
farmaco aislado (espectro G), como en los espectros de las
nanoparticulas elaboradas (espectros D, E y F). Este pico
caracteristico, junto con la gran banda de absorcion a 3345, 2937 y
2829, se deben a las vibraciones de tension del grupo —COOH

presente en la molécula de THC (Kupper, 2010).

3.5. Estudio de adsorcion superficial de proteinas

Las proteinas séricas se adhieren, generalmente, a la superficie
sélida e hidréfoba de las nanoparticulas, con la finalidad de minimizar
su energia de superficie, conduciendo a un aumento de la entropia
conformacional y promoviendo el aumento en la absorcion fagocitica de

las nanoparticulas (Mosqueira y cols., 1999).

La razén de la mayor permanencia de las nanoparticulas en
circulacion sanguinea se debe, principalmente, a la influencia que
ejerce la capa de PEG que inhibe estéricamente la interaccién con

proteinas del suero (Grefy cols., 2000).
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Gref y cols., 2000, determinaron las caracteristicas 6ptimas de la
capa de PEG, en términos de espesor y densidad, para reducir
simultdneamente la adsorcién de proteinas de plasma, su carga
superficial 'y la interaccibn con las células fagociticas.
Para estudiar dicha interaccion, en el presente trabajo, se evalud el PZ
de las nanoparticulas de PLGA sin maodificar y modificadas
superficialmente con PEG y/o CS, blancas y cargadas con THC,
incubadas con albumina de suero bovina (BSA), proteina cargada
negativamente que se utilizé como modelo de proteina sérica, a una
concentracion de 400 pg/mL (Thiele y cols., 2003). Los resultados

obtenidos se muestran en la figura 45.

Nanoparticulas cargadas con THC
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Figura 45. Valores de potencial zeta para las nanoparticulas de PLGA,
blancas o cargadas con THC, antes y después de la incubaciéon en 1 mL
de una solucion de BSA a 400 pg/ml durante 2 horas a 37 ° C (Barra de
error: D.E.; n = 3).
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Las nanoparticulas de PLGA sin modificar (negativas e hidrofobas) y
las nanoparticulas cargadas positivamente (formulacion CS-PLGA)
experimentaron un gran cambio en el potencial zeta, debido a la gran
cantidad de proteina adsorbida, mientras que las nanoparticulas
recubiertas con PEG y PEG-CS, no modificaron practicamente el valor
del PZ tras la incubacion en BSA, lo que se traduce en una menor
cantidad de proteinas adsorbidas que en el caso anterior. Resultados

similares han sido obtenidos por Parveen y Sahoo (2011).

Las particulas hidréfobas son opsonizadas mas rapidamente que las
hidrofilicas, lo cual estd directamente relacionado con la cantidad de
proteinas unidas a la superficie. Por lo tanto, la biodistribucién de las
nanoparticulas puede ser modificada y hasta cierto punto monitorizada,
recubriendo su superficie con materiales tales como el PEG (Sempf y
cols., 2013).

3.6. Estudio de hemocompatibilidad

Los resultados obtenidos del ensayo de hemocompatibilidad (tabla
27) sugieren claramente un amplio margen de seguridad in vivo tras la

administracion de las particulas disefiadas en este trabajo.

Para todas las formulaciones ensayadas se obtuvieron porcentajes
de hemolisis inferiores al 2.5 % por lo que pueden considerarse
totalmente hemocompatibles. De hecho, es de esperar que no
presenten ningun tipo de efecto hemolitico ya que no modificaron los
niveles de sP-selectina, al sistema de activacién del complemento ni los

tiempos de coagulacion plasméticos.

Resultados similares se han obtenido para otro tipo de

nanoparticulas, presentando un margen de seguridad in vivo elevado
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(Dash y cols., 2010; Arias y cols., 2011; Pérez-Artacho y cols., 2012;
Martin-Banderas y cols., 2013).

. sP-selectina
Formulacién Hen(’n(;ol )'S's I(igg/r;?j Ca;ﬁgd/%slﬁrg T( Iil.rl]ZirT)ax
PLGA blancas 21+0.2 96 +9 2937 10.5+£0.7
PLGA cargadas 19+04 1037 289 +8 11.1+0.5
PEG-PLGA blancas 22%0.6 104 £5 291+5 12.1+£0.8
PEG-PLGA cargadas 1.8+0.8 101+8 296 £ 8 116+£1.2
PEG-CS-PLGA blancas 2.3+0.6 106 + 4 294 +7 12.4+0.9
PEG-CS-PLGA cargadas 24+0.3 98+9 288 %9 11.7+£1.3
Control (solucién de PBS) 0 97 £13 284 +12 123+1.1

Tabla 27.Hemocompatibilidad de las nanoparticulas de PLGA blancas y
cargadas con THC (5 % p/p), sin modificar y modificadas superficialmente,
en términos de hemolisis (%); activacion plaquetaria (sP-selectina liberada,
ng/mL), activacién del complemento (liberacion de C3a: C3a desArg,
ng/mL) y tiempo de coagulacion plasmatica (Ty max, Min).

3.7. Perfil de liberacién in vitro

Se sabe que el perfil de liberacion de un farmaco desde un sistema
nanomeétrico es, en general, mas prolongado y sostenido en el tiempo
que el del mismo farmaco libre administrado via oral. Por lo que estos
sistemas se presentan como una alternativa real, atil, y de mayor
eficacia al minimizar posibles efectos adversos que los sistemas de

administracion convencionales.

Los perfiles de liberacién obtenidos para el THC desde las distintas
formulaciones de nanoparticulas ensayadas en el presente trabajo se
recogen en la figura 46. Como puede observarse, todas las
formulaciones presentaron perfiles de liberacién controlados durante 6
dias. En todos los casos, se observaron perfiles de liberacion bifasicos

con un periodo inicial de liberacién mas rapido.
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Figura 46. Perfiles de liberacién in vitro de nanoparticulas de PLGA

modificadas y sin modificar superficialmente en funcion de la carga del

farmaco: 1.5y 5 % p/p.

En la primera etapa de la liberacion, cierta cantidad de farmaco que
ha podido quedar en la superficie de las particulas, es liberado mas
rapidamente. A continuacion, el perfil de liberacion se enlentece debido

a que el THC, muy lipéfilo, ha de salir desde el interior de la particula.

Por otro lado, al comparar los perfiles obtenidos para las
formulaciones modificadas superficialmente, se observa un aumento en
la velocidad de liberacion del THC, lo que sugiere que tanto PEG como
CS aumentan la hidrofilia de las nanoparticulas, favoreciendo la
penetracion de agua al sistema y, por lo tanto, la hidrolisis del PLGA y
la liberacion del THC (Patel y cols., 2012; Kumatri y cols., 2010; Chan y
cols., 2009). Sin embargo, se observa un menor grado de liberacion
para las nanoparticulas de PEG-CS-PLGA, que podria estar causado
por la adicion de capas tanto de PEG como de CS sobre la superficie
de las nanoparticulas, actuando como una barrera adicional y

obstaculizando la difusion del farmaco hacia el medio de liberacién. En
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el caso de particulas sin modificar se observé un perfil de liberacion
algo mas lento para aquellas particulas que contenian menor carga de
THC.

El ensayo de liberacion sélo duré seis dias ya que, tras analizar
mediante HPLC las muestras a este tiempo, se observé un elevado
grado de degradacion del THC. EI PLGA, polimero biodegradable
aprobado por la FDA, es un poliéster alifatico semicristalino que en
medio acuoso se degrada lentamente generando un microambiente
acido (Fu y cols., 2000), lo que afecta seriamente a la estabilidad del
THC (Hernén Pérez de la Ossa y cols., 2012).

Por esta razon, se afadi® vitamina E como antioxidante a la
formulacion. Al observar de nuevo los resultados de los perfiles de
liberacion a tiempos mayores, se comprobd que la estabilidad del THC
en este caso fue del 66.7 %, mayor que sin el empleo de la vitamina E

pudiendo continuar el ensayo durante un total de diez dias.

Por dltimo, se llevd a cabo un ajuste cinético de los perfiles de
liberacion (tabla 28) encontrandose una relacion lineal de los
porcentajes de THC liberados, frente a la raiz cuadrada del tiempo
(coeficientes de correlacion adecuados, R?> 0.95), lo que indicaria que
el mecanismo predominante de liberacion del THC desde las

nanoparticulas de PLGA fue principalmente difusional.
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Carga THC (% p/p) Formulacién R®

PLGA 0.9794

1.5% PEG-PLGA 0.9853

PEG-CS-PLGA 0.9708

PLGA 0.9747

5% PEG-PLGA 0.9857
PEG-CS-PLGA 0.957

Tabla 28. Valores de R” obtenidos tras el ajuste cinético del perfil de
liberacién in vitro de las nanoparticulas de PLGA sin modificar y
modificadas superficialmente, a baja dosis (1.5 % p/p) y alta dosis (5 %
p/p) del THC.

Sobre esta cuestion no hay muchos trabajos publicados (Bozkir y
Saka, 2005; Dillen y cols., 2006; Chakravarthi y Robinson, 2011). Sin
embargo, en todos ellos los autores estan de acuerdo que los perfiles
de liberacion se ajustan a un modelo cinético de Higuchi. La erosion
lenta y gradual que sufren las particulas juega un papel importante. La
mezcla del PLGA con diferentes sustancias permite obtener materiales
con diferente balance hidrofilo/hidrofobo que modulan la erosion de la

matriz polimérica.

3.8. Estudios celulares in vitro
3.8.1. Estudios de captacion celular  in vitro

El efecto terapéutico de las nanoparticulas cargadas con THC
dependera de su internalizacién y retencion por parte de las células.
Aunque los procesos in vivo e in vitro pueden resultar diferentes, una
investigacion del comportamiento in vitro de estos sistemas puede
aportar una informacién preliminar que evidencie sus ventajas. Puesto
que la via de administraciéon de estas particulas sera la via oral, en este
estudio se han utilizado células de cancer de colon humano, Caco-2,
aceptadas como el mejor modelo in vitro de mucosa intestinal.
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En la bibliografia se puede encontrar algunos trabajo que evidencian
una mayor captacién celular de particulas de PLGA modificadas
superficialmente frente a las que no han sido modificadas (Danhier y

cols., 2009; Rajapaksay cols., 2010).

En el presente estudio, se evalué la captacion celular de
nanoparticulas  fluorescentes sin  modificar 'y  modificadas
superficialmente, de forma cualitativa (microscopia laser confocal de

barrido (CLSM)) y cuantitativa (citometria de flujo).

En el estudio por microscopia laser confocal de barrido, la figura 47
muestra las imagenes obtenidas por CLSM después de 30 minutos de
incubacién con nanoparticulas fluorescentes (Nile-Red) sin modificar y
modificadas superficialmente. Tal como se observan en las imagenes,
las particulas se encuentran adsorbidas a la superficie celular de las
células Caco-2 e, incluso, para las formulaciones en que las
nanoparticulas se modificaron superficialmente con PEG y CS, las
particulas han sido internalizadas en las células. Autores como Reix y
cols., 2012, des Rieux y cols., 2006 y Gaumet y cols., 2010, han
descrito comportamientos similares para las nanoparticulas de PLGA
sin modificar y modificadas superficialmente con polimeros hidrofilos

como el quitosano (CS).
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Figura 47. Iméagenes obtenidas por CLSM de células Caco-2 tras la
incubacion de: a) nanoparticulas de PLGA sin modificar; b) nanoparticulas
de PLGA modificadas con polietilenglicol (PEG) y ¢) nanoparticulas de
PLGA modificadas con quitosano y polietilenglicol (PEG-CS); (fluorocromo:
Nile-Red; tiempo de incubacion= 30 minutos).
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Con idea de confirmar los resultados del andlisis cualtitativo y
establecer una cinética de captacién de las nanoparticulas, en funcion
del tiempo de incubacién, se llevé a cabo un estudio cuantitativo

mediante citometria de flujo.

Para dicho andlisis, se afadieron 200 pL de una suspension de
nanoparticulas (concentracién de particulas: 4 mg/mL) a un cultivo de
células Caco-2. Tras 0.5, 1, 2, 4, 6 y 24 h de incubacion, las células
fueron analizadas en el citdbmetro. El objetivo fue obtener un perfil de la
cinética de captacion celular, evaluando el efecto de las diferentes
modificaciones superficiales llevadas a cabo (figura 48).
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Figura 48. Efecto del tiempo de incubacién y de las modificaciones

superficiales sobre las nanoparticulas de PLGA cargadas con THC (5 %

p/p), sobre la captacion de las nanoparticulas por células Caco-2. (200

yg/mL, n = 6).

Los resultados de la figura 48 muestran que el porcentaje de
captacion celular es un proceso dependiente del tiempo y muestra una

clara influencia de cada uno de los aditivos empleados en los procesos
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de modificacion superficial. En el caso de las particulas sin modificar,
se observa que la captacion celular es constante durante las 6 primeras
horas de ensayo siendo menor del 10 % y que tras 24 h de incubacion,

sélo un 60 % de las nanoparticulas han sido captadas por las células.

Sin embargo, cuando se estudian las cinéticas de captacion para las
formulaciones PEG-PLGA y PEG-CS-PLGA, se observa una relacion
lineal en los dos casos con una mayor pendiente en el segundo caso.
Las ecuaciones obtenidas para las dos formulaciones fueron: PEG-
PLGA (R®= 0.9085); y = 14.326x — 13.28; y para PEG-CS-PLGA (R® =
0.9395); y = 16.236x — 11.089, alcanzdndose un 70 y 80 % de

captacion celular tras 6 horas de incubacién y un 100 % tras 24 h.

Llama la atencion las diferencias encontradas para estas dos
formulaciones en los primeros tiempos de incubacion. La cantidad de
particulas captadas con PEG-CS ronda el 27 % en los 30 primeros
minutos de incubacidén mientras que para las recubiertas solo con PEG
ronda el 12 %, un 55 % menos. Sin embargo, tras 2 h la tendencia es la
inversa, lo que parece indicar una saturacion por parte de las células
cuando son incubadas con particulas de PEG-CS-PLGA en los
primeros tiempos, seguido de una meseta hasta las 4 h para luego
continuar la internalizacion. Resultados similares han sido observados
por otros autores (Harush-Frenkel y cols., 2008). El aumento de la
asociacion celular con particulas de PLGA recubiertas con CS ha sido
previamente descrito y es atribuido a la potente propiedad
mucoadhesiva del CS. Debido a esta potente actividad, la
internalizacién de las particulas en las células es promovida en los
primeros minutos de exposicion, como asi se ha demostrado en este

estudio.
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3.8.2. Viabilidad celular in vitro : Estudio de la actividad

antitumoral

Los estudios de viabilidad celular se realizaron con la finalidad de
determinar las concentraciones de THC, vehiculizado en las particulas,
gue presentan una actividad antitumoral en células cancerosas
(Gustafsson y cols., 2009). Para este propdsito, se llevé a cabo un
ensayo MTT tal y como se ha descrito en el correspondiente apartado

de Materiales y Métodos (Vihola y cols., 2005).

En este ensayo, se emplearon varias lineas celulares, cancerosas y
no cancerosas, con el fin de demostrar la actividad anticancerigena y la

selectividad del THC con independencia de la linea celular estudiada.

En primer lugar, se evalud la viabilidad celular in vitro de las células
Caco-2, células humanas epiteliales de adenocarcinoma de colon
(Alhamoruni y cols., 2010), tras la incubacion de las diferentes
formulaciones desarrolladas, con concentraciones de farmaco en el
intervalo 25-150 puM y administrando un peso de nanoparticulas entre
0.16 y 0.96 mg/mL. Para validar el ensayo, como control negativo se
utilizaron las células no tratadas y como control positivo se utilizd
DMSO, que ha demostrado ser toxico para la concentracion ensayada.
Ademas, se incubaron también en trealosa, para asegurar Ssu
inocuidad, ya que las nanoparticulas iban suspendidas en una solucién
de trealosa al 5 % p/v utilizado como crioprotector durante la

liofilizacion. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 49.
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Figura 49. Viabilidad celular en células Caco-2 tras la incubacién de las
nanoparticulas de PLGA sin modificar y modificadas superficialmente,
blancas y cargadas con THC a diferentes concentraciones. a) 24 horas, b)
48 horas, c) 72 horas, d) 96 horas, e) 120 horas, f) 168 horas y g) 216

horas.
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En relacion con los resultados obtenidos para las formulaciones de
nanoparticulas sin THC (blancas), el analisis factorial de varianza
realizado demostré una influencia estadisticamente significativa de las
variables en estudio (formulacién, cantidad de nanoparticulas y tiempo
de incubacion) sobre la viabilidad celular de la linea celular caco-2 (F =
5.543; p < 0.05; n=105).

Tal como se observa en la figura 49, la viabilidad celular se mantuvo
alrededor del 100 % para las formulaciones sin THC (y para la trealosa)
a los primeros tiempos estudiados. Sin embargo, se encontré un
pequefio porcentaje de citotoxicidad (viabilidad celular < 90 %) a los
ultimos tiempos de incubacién (216 h, para todas las concentraciones
estudiadas; 168 h para las concentraciones de 100 y 150 uM en las
nanoparticulas de PEG-CS-PLGA y para la concentracion de 150 uM
en las nanoparticulas de PEG-PLGA; y 120 h, para las concentraciones
de 100 y 150 pM en las nanoparticulas de PEG-CS-PLGA). Estos
resultados, se relacionan con una interaccion estadisticamente
significativa encontrada entre los efectos de la variable formulacién y
tiempo, que implica que la influencia de las diferentes formulaciones
ensayadas sobre la viabilidad celular evaluada en células Caco-2 es

diferente en funcion del tiempo ensayado

Estos resultados podrian explicarse por la posible acidificacion que
experimenta el medio de cultivo donde se encuentran las células,
debido a la degradacion que experimenta el PLGA a lo largo de los
dias. Es frecuente que, aunque se proporcionen las condiciones sink
para la liberacion in vitro de los farmacos, el dificil mantenimiento de
estas condiciones, mas los productos de degradacion producidos por
las propias células a lo largo de los dias, produzcan la degradacion del
PLGA (Klose y cols., 2011; Tran y cols., 2012; Fu y cols., 2000).
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Ademas, el post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK), llevado a
cabo cuando la prueba de ANOVA factorial es significativa, considera la
configuracion de las formulaciones ensayadas en dos grupos segun el
efecto que tiene sobre la viabilidad celular: i) PEG-CS-PLGA y PEG-
PLGA vy ii) PLGA sin modificar, (p < 0.05).

Por otro lado, para todas las formulaciones cargadas con THC, asi
como para el THC libre, la actividad antitumoral fue concentracion-,
formulacion- y tiempo-dependiente (F = 26.647; p < 0.05; n=140). De
hecho, el analisis factorial de varianza realizado mostré interacciones
significativas de la concentracion de THC con respecto la formulacion
(p < 0.05) y del tiempo de incubacién con respecto la formulacion (p <
0.05). En este caso, el post hoc de Student-Newman-Keuls (SNK)
llevado a cabo, mostré que las diferencias significativas (p < 0.05)
encontradas para el efecto del parametro de la formulacién sobre la
viabilidad celular define los siguientes subconjuntos homogéneos: i)
THC; ii) PEG-PLGA vy iii) PEG-CS-PLGA y PLGA sin modificar.

En relacion al THC libre, la disminucion de la viabilidad celular fue
mas acusada que para las nanoparticulas cargadas con THC en los
primeros tiempos, lo cual podria ser debido a que: (i) el ajuste de la
dosis de farmaco encapsulado se hace por una aproximacion y (ii) el

THC encapsulado no ha liberado la misma cantidad.

Cuando las células se incubaron con el THC libre, la concentracion
de THC se mantuvo constante en todo el periodo de incubacion. Sin
embargo, cuando se incubaron con las nanopatrticulas, el THC se liber6
lentamente en el medio. De acuerdo con los resultados de los estudios
de liberacion in vitro, a partir de 120 horas, entre el 40-65 % (segun

formulacion) del farmaco se ha liberado en el medio, lo que representa
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una cantidad de THC entre 60-97.50 uM para la concentracién de
nanoparticulas mas alta y, por lo tanto, una actividad antitumoral
potenciada en las nanoparticulas, equiparable a la del THC libre, a la

concentracion real de 150 uM.

Los resultados obtenidos de los estudios de viabilidad celular llevado
a cabo para estudiar la actividad antitumoral del THC concuerdan con
los obtenidos por Gustaffson y cols., 2009; Hernan Pérez de la Ossa y
cols., 2012; Van Dross y cols., 2012; y Ligresti y cols., 2003. En estos
trabajos, varios derivados cannabinoides han demostrado un potencial
efecto antitumoral a bajas concentraciones en determinados tipos de

cancer, como mama o colon.

En concreto, Herndn Pérez de la Ossa y cols., 2012, estudiaron el
efecto sobre la viabilidad celular en la linea celular MDA-MB-231 de
microparticulas de poli-g-caprolactona cargadas con cannabidiol (CBD)
durante 9 dias. Los resultados mostraron una citotoxicidad de las
microparticulas de CBD mayor que la obtenida con el farmaco libre en
los dias 4 y 7, pero inferior a 9dias. Los autores correlacionaron estos

resultados a los obtenidos de los estudios de liberacion in vitro.

Por dltimo, se calculd la dosis letal 50 (DLsg) del THC libre y las
nanoparticulas cargadas con THC que experimentaron una actividad
citotoxica para, al menos, la mitad del conjunto de células estudiadas.

La DLsgse calculé mediante la siguiente ecuacion:

(50-Vesg )X(10910 C50~10g10 Csp)

D L50 - 10 (V>50 “Veso )

} 10910 C_5

Donde V. es la viabilidad inmediatamente inferior al 50 % del

conjunto de la poblacion, Vs, la viabilidad inmediatamente superior al
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50 %, C.so €s la concentracion a la cual se obtiene la Veso y Coso €5 la

concentraciéon a la cual se obtiene la V.s.

En la tabla 29 se muestran los valores de DLsy obtenidos para el

THC libre y para las nanoparticulas cargadas con THC, a diferentes

tiempos de incubacién. Los resultados se presentan como los valores

medios de DLs, = desviacion estandar (D.E.), calculados a partir de tres

experimentos independientes.

Tiempo

Formulaciéon incubacion (h) DL so+ D.E. (UM)

THC 24 125.70 + 30.59
THC 48 99.00 £ 22.10
THC 72 48.45 +12.02
THC 96 65.36 £2.01
THC 120 56.01 +2.75
PLGA-THC 72 105.00 +7.12
PLGA-THC 96 115.02 + 6.62
PLGA-THC 120 87.10 £7.83
PLGA-THC 168 30.15+4.74
PEG-PLGA-THC 72 92.68 +18.98
PEG-PLGA-THC 96 102.11 +6.19
PEG-PLGA-THC 120 36.93£9.24
CS-PEG-PLGA-THC 72 95.36 £17.84
CS-PEG-PLGA-THC 96 126.65 +£24.14
CS-PEG-PLGA-THC 120 99.62 +£0.76
CS-PEG-PLGA-THC 168 34.92+1.72

Tabla 29. Valores de DLs, obtenidos para el THC libre

y para las

nanoparticulas cargadas con THC, a diferentes tiempos de incubacion.

Por lo tanto, como resumen de los estudios de viabilidad celular in

vitro de las células Caco-2 de las nanoparticulas de PLGA, blancas y

cargadas con THC, se puede concluir que las nanoparticulas cargadas

con THC elaboradas en esta memoria, presentan una actividad

antitumoral concentracion-, formulacion y tiempo- dependiente,

directamente proporcionales a los estudios de liberacion in vitro.
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A continuacion, se llevé a cabo un estudio sobre la citotoxicidad y la
selectividad de las nanoparticulas de PLGA de superficie modificada y
sin maodificar, sin carga y cargadas con THC, en células normales

(MRC-5) y células cancerosas de pulmén (A549).

En este estudio, lo primero que se establecié fue la duracion del
tratamiento, debido a la diferencia de crecimiento de las células
normales frente a las células cancerosas y a los problemas de
proliferacion de las células normales. Por un lado, para realizar el
ensayo en las mismas condiciones, en el momento del tratamiento, se
necesitan el mismo numero aproximado de células normales que de
células cancerosas. Después de sembrar las células en las placas, las
células normales necesitan unas 24 horas para poderse adaptar al
nuevo medio. Si se tratan antes de ese tiempo, existe la posibilidad de
que el ensayo no salga bien. Sin embargo, en 24 horas las células
cancerosas se han habituado a la placa y, posiblemente, a dividirse.
Por ello, se puso a punto una técnica, de forma que si se siembran dos
quintas partes menos de células cancerosas respecto a las células
normales, a un tiempo de 72 horas, ambas lineas se encuentran en el
mismo numero aproximadamente. Ademas, se limité el nidmero de
células a sembrar debido a una posible saturacion del pocillo. El dia del
experimento, las células no deben llegar a saturacién, ya que pueden
parar su proliferacion o su metabolismo, influyendo en los resultados.
Esto limita el numero de células y el tiempo de tratamiento. Para un
tiempo de incubacién de méas de 72 horas, el numero de células
cancerosas a sembrar deberia ser muy pequefio para evitar la
saturacion de los pocillos, y el nimero de células normales también
pequefio, para que el nimero de células sea lo mas aproximado el dia

del tratamiento. Sin embargo, la siembra de un nimero muy pequefio
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de células normales no es posible, debido a que necesitan una

densidad elevada para poder crecer.

Asi, establecido el tiempo de tratamiento a 72 horas, se incubaron
las diferentes formulaciones desarrolladas, con concentraciones de
farmaco en el intervalo 0.1-50 pM y administrando un peso de
nanoparticulas entre 0.06 y 0.32 mg/mL. Los resultados obtenidos se

muestran en la figura 50.
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Figura 50. Viabilidad celular en células MRC-5 y A549 tras la incubacion
de las nanoparticulas de PLGA sin modificar y modificadas
superficialmente, blancas y cargadas con THC a diferentes
concentraciones a 72 horas.

Para las nanoparticulas sin carga de THC, se produjo un descenso
de la viabilidad celular en ambas lineas celulares de aproximadamente
10-15 % a

Estadisticamente, el andlisis factorial de varianza realizado mostré una

las concentraciones maximas de nanoparticulas.

influencia estadisticamente significativa sobre la viabilidad celular de la
linea celular MCR-5 de fibroblastos pulmonares sanos (F = 20.454; p <
0.05;

nanoparticulas incubadas no present6 influencias significativas sobre la

n=12), debido a la variable formulacién. La cantidad de
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viabilidad celular en las condiciones estudiadas (p = 0.195). No
obstante, el estudio estadistico si muestra una interaccion significativa
entre los factores formulacion y cantidad de nanoparticulas (p< 0.05),
es decir, el efecto de la formulacion sobre la viabilidad celular en el
estudio planteado depende de la cantidad de nanoparticulas que se

use en el estudio.

El analisis de post hoc llevado a cabo (SNK) mostré que las
diferencias significativas encontradas en los valores de viabilidad
celular se debian a las nanoparticulas elaboradas con PEG-CS-PLGA,

gue son la que provocan menor viabilidad.

Para la linea celular A549, la estadistica también mostré influencias
estadisticamente significativas sobre la viabilidad celular (F = 13.368; p
< 0.05; n=12), en este caso, debido a las dos variables estudiadas, la
formulacion y a la cantidad de nanoparticulas incubadas. Sin embargo,
no se encontrd interaccion para el efecto de ambas variables sobre la
viabilidad celular (p= 0.093). En este caso, el post hoc de Student-
Newman-Keuls (SNK) diferencio el efecto de las formulaciones en tres
subgrupos diferentes: PEG-CS-PLGA > PLGA > PEG-PLGA.

Como sucedi6 en el estudio de la viabilidad celular en las células
Caco-2, estos resultados podrian explicarse por la posible acidificacion
gue experimenta el medio de cultivo donde se encuentran las células,
debido a la degradacion que experimenta el PLGA (Klose y cols., 2011,
Trany cols., 2012).

Para las nanoparticulas cargadas con THC en la linea celular MRC-
5, el andlisis factorial de varianza realizado mostr6 un efecto
significativo (F = 25.270, p < 0.05, n=16) en relacién a las dos variables

en estudio, la formulacién, y la concentracién de THC, asi como una
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interaccion significativa entre el efecto de ambos pardmetros. Asi,
puede observarse en la figura 50, que el efecto de las distintas

formulaciones es diferente segun la concentracion de particulas usada.

En este caso, se produjo un doble comportamiento: por un lado, las
PEG-PLGA-THC disminuyeron la viabilidad celular, mientras que las
PLGA-THC y PEG-CS-PLGA-THC estimularon el ritmo de proliferacion
de las células sanas. Este hecho podria ser debido a la velocidad de
liberacion in vitro del THC en las diferentes formulaciones. Las
particulas PEG-CS-PLGA y PLGA muestran unos perfiles de liberacion
mas lento por lo que la cantidad real de farmaco disponible para inhibir
la proliferacion celular de las células sanas es menor en estas
formulaciones (Hernan Pérez de la Ossa y cols., 2012; Herndn Pérez
de la Ossa y cols., 2013).

Para la linea celular cancerosa A549, en todos los casos disminuy6
la viabilidad celular conforme aumentaba la concentracion de THC,
aungue fue mas acusada para las nanoparticulas PEG-PLGA, llegando
a superar al THC libre a las concentraciones mas altas. Al igual que
para MRC-5, los estudios estadisticos mostraron influencias
significativas (F = 35.676, p < 0.05, n=16) en relacion a la formulacion y
la concentracion de THC, mostrandose también interaccion de los
efectos de ambos parametros (p < 0.05). Asi, el efecto de las distintas

formulaciones es diferente segun la concentracion de particulas usada.

A las concentraciones mas bajas de THC, no hay diferencias entre el
farmaco libre y encapsulado para ninguna formulacion. Este hecho es
debido a que se necesita una concentracion mayor de THC para ser
citotéxico. Sin embargo, para una concentracion de THC en las
nanoparticulas de 50 uM, las PEG-CS-PLGA y PLGA se comportan
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igual y son mas citotoxicas, sin duda, las PEG-PLGA. Estos resultados
son extrapolables a los obtenidos para la linea celular Caco2, en la que
PLGA y PEG-CS-PLGA presentan una viabilidad celular similar y las

PEG-PLGA presentan una mayor actividad antitumoral.

Finalmente, se calcul6 la dosis letal 50 (DLsg) del THC libre y las
nanoparticulas cargadas con THC que experimentaron una actividad
citotoxica para, al menos, la mitad del conjunto de células estudiadas, a

partir de la ecuacion anterior desarrollada para las células Caco-2.

Formulacién Linea celular DL 50+ D.E. (UM)
MCR-5 99.17 £41.43

THC A549 60.81 + 23.57
MCR-5 76.22 £ 20.61

PEG-PLGATHC A549 42.29 +29.28

Tabla 30. Valores de DLsy obtenidos para el THC libre y para las
nanoparticulas cargadas con THC, a 72 horas, en las dos lineas celulares
estudiadas.

En este caso, solo el THC libre y las nanoparticulas de PEG-PLGA
experimentaron una viabilidad celular menor al 50 % para ambas lineas
celulares, aunque este valor fue mas acusado en las nanoparticulas de
PEG-PLGA que para el THC libre, demostrando una mayor efectividad

para estas nanoparticulas.

Asi pues, a modo resumen de los estudios de viabilidad celular in
vitro de las células pulmonares sanas MCR-5 y cancerosas A549, de
las nanoparticulas de PLGA, blancas y cargadas con THC, se puede
concluir, al igual que para los estudios con Caco-2, las nanoparticulas
cargadas con THC, principalmente las PEG-PLGA, presentaron una
actividad antitumoral en la linea cancerosa A549 concentracion- y
tiempo- dependiente, directamente proporcionales a los estudios de

liberacion in vitro y efectos no tan acusados o en su caso, proliferativos,
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en la linea celular sana MCR-5, demostrando asi, una actividad
antitumoral selectiva por parte de las nanoparticulas cargadas con
THC.

A expensas de futuros estudios in vivo, y teniendo en cuenta que las
condiciones in vivo no se correlacionan directamente con los resultados
obtenidos in vitro, debido a que en el entorno in vivo estdn presentes
otros factores importantes, los resultados obtenidos en ese trabajo han
demostrado que los sistemas elaborados presentan propiedades
adecuadas para una posible administracion oral del THC y su
aplicacion clinica como agente antitumoral, siendo las formulaciones

modificadas con PEG las mas prometedoras.
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Como se indico previamente, el objetivo general del presente trabajo
de investigacion ha sido obtener sistemas nanoparticulares de
naturaleza polimérica (PLGA) conteniendo activos cannabinoides (A°-
THC y CB13), destinados a una potencial administracion oral para su
aplicacion terapéutica. Para conseguirlo, se plantearon una serie de
objetivos parciales. Las conclusiones se exponen siguiendo la misma

estructuracion:

1. Segun la literatura cientifica consultada, por primera vez se ha
desarrollado un método analitico para los activos cannabinoides A°-
THC y CB13, mediante una técnica precisa y fiable como es la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Para ambas
moléculas, los métodos desarrollados han demostrado ser precisos,
exactos, lineales, robustos y con un LOQ y LOD muy por debajo del
intervalo estudiado.

2. Tras elaborar las nanoparticulas por diferentes técnicas, se opt6 por
el método de nanoprecipitacion para la produccion.

3. Respecto a la caracterizacién tecnoldégica de los sistemas
desarrollados por nanoprecipitacion:

3.1. Se han obtenido poblaciones monodispersas (~ 35 % de
coeficiente de variacion) de tamafio nanométrico (desde ~
100 a 850 nm, en funcion de la formulacién), con morfologia
esférica y superficie lisa.

3.2. Se han conseguido eficacias de encapsulacién muy elevadas
(> 75 % para todas las formulaciones).

3.3. Se han modificado las propiedades de superficie de las
nanoparticulas de PLGA reduciendo tanto la hidrofobicidad
como la carga superficial negativa de los sistemas originales
(-32.70 mV para las nanoparticulas de PLGA frente a +57.70
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mV para las nanoparticulas de PLGA modificadas con CS, -
21.00 mV con lecitina, o +4.10 mV con PEG).

3.4. Se garantiza que:

3.4.1.

3.4.2.

3.4.3.

3.4.4.

Existe compatibilidad fisicoquimica entre los activos
cannabinoides y el resto de los componentes de las
formulaciones, segun los analisis térmicos efectuados.
Los estudios de tamafio permiten concluir la
estabilidad fisica de las nanoparticulas tras su
incubacién en diferentes medios.

Los componentes de los sistemas, tanto polimeros
como activos cannabinoides, mantienen su integridad
tras el proceso de nanoencapsulacién, segun los
analisis por espectroscopia infrarroja transformada de
Fourier.

Se mantiene el control en el tamafio y la
homogeneidad de las nanoparticulas tras el proceso

de liofilizacion, gracias a la adicién de crioprotectores.

4. En relacion con la caracterizacion biofarmacéutica:
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4.1. Los estudios de liberacion in vitro mostraron:

4.1.1.

4.1.2.

Un perfil bifdsico para todos los sistemas
desarrollados: (i) una primera etapa de liberaciéon
inmediata (difusién de los activos localizados a nivel
més superficial de la matriz polimérica), y (ii) una
segunda etapa, de velocidad de liberacion muy
controlada (debido a la degradacién de la matriz
polimérica).

Una liberacion mantenida durante 10 dias para el
THC y 15 dias para el CB13.



4.2.
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4.1.3. La integridad de los activos cannabinoides durante
todo el estudio de liberacion, tras no detectarse
productos de hidrélisis o de degradacion para ninguno
de los activos.

La mucoadhesion de las nanoparticulas fue superior cuando

los sistemas se modificaron superficialmente con polimeros

hidrofilos como quitosano y Eudragit® (55.86 % de
mucoadhesividad para las nanoparticulas de PLGA en ileon,

85.72 % para las nanoparticulas recubiertas con CS y 73.23

% para las recubiertas con Eudragit®).

5. Relativo al comportamiento sanguineo de las nanoparticulas:

5.1.

5.2.

Los estudios de hemocompatibilidad determinaron la total
compatibilidad de las formulaciones examinadas con la
sangre (< 2.5 % de hemolisis para todas las formulaciones).

Los estudios de adsorcion de proteinas séricas a la superficie
de las nanoparticulas demostraron una gran eficacia del
PEG, muy superior a la del CS y al PLGA sin recubrir, lo que

reduciria el proceso de opsonizacién de las particulas.

6. Derivado de los estudios de interaccion celular, se concluye que:

6.1.

6.2.

6.3.

La internalizacién de las nanoparticulas en las células Caco-2
es concentracion y tiempo-dependiente. La eficacia fue
mayor en nanoparticulas modificadas superficialmente con
CS o PEG.

Las nanoparticulas “blancas” son citocompatibles con las
lineas celulares estudiadas.

Respecto a los estudios de citotoxidad:

6.3.1. Las nanoparticulas con CB13 mostraron una

viabilidad celular adecuada con la linea celular Caco-
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6.3.2.

2. No obstante, a concentraciones submicromolares
se observdo una disminucion significativa de la
viabilidad celular concentracion-dependiente y tiempo-
dependiente.

Las nanoparticulas con THC mostraron una
disminucion acusada de la viabilidad celular en las
lineas celulares cancerosas Caco-2 y A549, pero no
para MCR-5. Al igual que para el CB13, esta
disminucion fue concentracion y tiempo-dependiente,
aunque en este caso se observd para todas las
concentraciones de THC estudiadas, demostrando asi

una potencial actividad antitumoral.

7. Como resultado preliminar in vivo, se obtuvo la siguiente prueba de

concepto: las nanoparticulas de PLGA-CB13 proporcionaron un
efecto analgésico controlado y sostenido durante seis dias en ratas
con constriccion del nervio ciatico, utilizadas como modelo animal

del dolor neuropatico.

A modo de resumen, se puede concluir que las nanoparticulas

disefladas y elaboradas en esta memoria pueden constituir una

estrategia que posibilite ampliar la utlidad terapéutica de los

cannabinoides, al presentar propiedades adecuadas para una eficaz

administracién oral de estos activos y suponer una alternativa real a

sus actuales formas de administracion.
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FUTURO Y PERSPECTIVAS

Actualmente existen distintos proyectos y acuerdos entre nuestro
grupo de investigacion y otros grupos de investigacion de ambito
nacional e internacional. Entre los objetivos de estas colaboraciones,
podemos destacar la funcionalizacién de los sistemas nanoparticulares
disefiados y optimizados durante el desarrollo de este trabajo de
investigacion; aplicar estos sistemas al tratamiento de otras
enfermedades, disefiar nuevos sistemas por ejemplo, como puedan ser

nanoparticulas lipidicas.

En cuanto a las aplicaciones terapéuticas de las nanoparticulas de
cannabinoides desarrolladas en esta Tesis Doctoral, se estan llevando
a cabo estudios in vivo en animales para su posible aplicacion en el
tratamiento del dolor, aunque actualmente sélo se tienen datos

preliminares.

Ademas, se estd llevando a cabo otra posible aplicacion terapéutica
de los sistemas como agentes antitumorales, tras el estudio in vitro de

las nanoparticulas en lineas celulares cancerosas y no cancerosas.

Por otro lado, se pretende realizar estudios in vivo de las
nanoparticulas de cannabinoides desarrolladas en la presente
memoria, para su utilizacion en enfermedades neurodegenerativas,

como la enfermedad de Huntington.

Finalmente, el desarrollo de nuevas formulaciones para la
administracion de los cannabinoides, como las nanopatrticulas lipidicas,
permitira abrir un nuevo campo para la aplicacion terapéutica de estos

agentes.
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