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Resumen

La osteoartritis es una enfermedad caracterizada por la destruccion del cartilago arti-
cular, alteraciones 6seas e inflamacion del tejido sinovial, causando dolor, malformacion y
limitacion funcional de las articulaciones, que eventualmente conducen a la pérdida de mo-
vilidad y deterioro de la calidad de vida. En la actualidad, el tratamiento de la osteoartritis
se basa en el alivio del dolor y la preservacion de la funcién de la articulacion, reduciendo la
discapacidad y mejorando la calidad de vida, pero no existe un tratamiento curativo para
la enfermedad.

El rhein, metabolito activo de la diacereina perteneciente al grupo de modificadores del
curso de la enfermedad, ha recibido gran atencién en los ultimos afios, debido a su actividad
condroprotectora y antiinflamatoria. Ademés de que aun no existen formulaciones en el
mercado con este principio activo. Sin embargo, la farmacocinética del rhein después de
la administracién oral es muy similar a la observada con la diacereina, siendo la escasa
solubilidad acuosa responsable de la baja biodisponibilidad exhibida por el compuesto.

Considerando las posibilidades terapéuticas ofrecidas por el rhein, su baja solubilidad
acuosa podria ser una ventaja para el desarrollo de sistemas de administracion nanoparticu-
lados. El uso de nanoparticulas poliméricas en los sistemas de administraciéon de farmacos
presenta ventajas que incluyen la mejora de su estabilidad fisicoquimica, la regulacién del
perfil de liberacién del farmaco y la focalizacion terapéutica.

El objetivo de esta tesis fue desarrollar, caracterizar y evaluar in wvitro nanoparticulas
poliméricas de rhein para una futura administracién intraarticular.

Las nanoparticulas fueron elaboradas mediante tres métodos: emulsién evaporacion de
solvente, doble emulsion y nanoprecipitacion. Adicionalmente, para la técnica emulsién
evaporacion de solvente se evalud la cinética de liberacion y los efectos sobre citotoxicidad
e inflamacién in wvitro.

El método emulsiéon evaporacion de solvente presentd la mayor eficiencia de encapsula-
cién de las tres técnicas estudiadas, correspondiente a un 38.41 %, asf como también presentd
un didmetro medio menor a 200 nm y un indice de polidispersidad menor a 0.100, por lo que
se decidié continuar el resto de las experiencias con las nanoparticulas obtenidas mediante
esta técnica.

El porcentaje de liberacion de rhein desde las nanoparticulas cargadas durante los pri-
meros 5 minutos de ”burst” de liberacién fue cercano al 50 %. Para luego presentarse una
liberacién continua hasta los 60 minutos.

Se observé que los macréfagos expuestos a las mayores concentraciones de nanoparticulas
cargadas y blancas, presentaron la menor viabilidad porcentual, con las menores concen-
traciones de estas nanoparticulas se obtuvo un porcentaje de viabilidad cercano al 100 %.
Respecto a la cuantificacién de citoquinas, la interleuquina-15 (IL-15) se vio disminuida en
presencia de nanoparticulas cargadas con rhein. Para el factor de necrosis tumoral o (TNFa)
no se pudo cuantificar su concentracion, debido a que las lecturas obtenidas estuvieron pre-
sentes bajo el primer punto de la curva de calibracion. La produccion de especies reactivas
del oxigeno (ROS) solo se vio inhibida a las dos mayores concentraciones de nanoparticulas
cargadas de rhein.

En conclusion,fue posible encapsular rhein en nanoparticulas poliméricas con una mo-
derada eficiencia de encapsulacién, pero una baja carga de farmaco. Adicionalmente estas
nanoparticulas cargadas con rhein presentaron una alta viabilidad celular, una inhibicién
en la produccién de IL-15 y no indujeron una disminucién estadisticamente significativa en
la produccion de ROS.



Abstract

Osteoarthritis is a disease characterized by the destruction of articular cartilage, bone
alterations and inflammation of synovial tissue, causing pain, malformation and functional
limitation of the joints, which eventually lead to loss of mobility and deterioration of
quality of life. Currently, the treatment of osteoarthritis is based on pain relief and
preservation of joint function, reducing disability and improving quality of life, but there
is no curative treatment for the disease.

Rhein, the active metabolite of diacerein belongs to the group of modifiers of the course
of the disease, has received great attention in recent years, due to its chondroprotective
and anti-inflammatory activity. In addition to that there are still no formulations in
the market with this active principle. However, the pharmacokinetics of rhein after oral
administration is very similar to the observed with diacerein, being the poor aqueous
solubility the responsible for the low bioavailability exhibited by the compound.

Considering the therapeutic possibilities offered by rhein, its low aqueous solubility
could be an advantage for the development of nanoparticulate drug delivery systems. The
use of polymeric nanoparticles in drug delivery systems has advantages that include the
improvement of their physicochemical stability, the regulation of the drug release profile
and therapeutic targeting.

The objective of this thesis was to develop, characterize and evaluate in vitro rhein
polymeric nanoparticles for future intra-articular administration.

The nanoparticles were prepared by three methods, solvent emulsion-evaporation, dou-
ble emulsion and nanoprecipitation. Additionally, for the solvent emulsion-evaporation
technique, the release kinetics and the effects on cytotoxicity and inflammation in vitro
were evaluated.

The solvent emulsion-evaporation method presented the highest encapsulation effi-
ciency of the three techniques studied, corresponding to 38,41%, as well as having a mean
diameter of less than 200 nm and a polydispersity index of less than 0.100, thus it was
decided to continue the rest of the experiences with the nanoparticles obtained by this
technique.

The rhein release percentage from the charged nanoparticles during the first 5 minutes
of the burst release was close to 50%, followed by a continuous release up to 60 minutes.

It was observed that the macrophages exposed to the highest concentration of charged
and empty nanoparticles showed the lowest percentage viability, with the lowest concentra-
tions of these nanoparticles we obtained a viability percentage close to 100%. Regarding
the quantification of cytokines, interleukin-18 (IL-1/3) was decreased in the presence of
rhein-loaded nanoparticles. For the tumor necrosis factor v (TNFa), its concentration
could not be quantified, because the readings fell under the calibration curve first point.
The production of reactive oxygen species (ROS) was only inhibited at the two highest
concentrations of rhein-loaded nanoparticles.

In conclusion, it was possible to encapsulate rhein in polymeric nanoparticles with a
moderate encapsulation efficiency, but a low drug loading. Additionally, these nanopar-
ticles loaded with rhein showed a high cell viability, an inhibition in the production of
IL-18 and did not induce statistically significant decrease in ROS production.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1 Descripcion general de la osteoartritis

La osteoartritis (OA) es una de las enfermedades articulares mis comunes a nivel mundial,
ademas de ser la forma mas comudn de las enfermedades reumaticas crénicas [1, 2]. Se
caracteriza por inflamacién e importantes cambios estructurales en la articulacién, causando
dolor y discapacidad funcional [2]. La OA puede ocurrir en cualquier articulacién sinovial

del cuerpo, pero es mas comin en manos, rodillas y cadera [3].

1.2 Prevalencia e incidencia

Las tasas de prevalencia e incidencia reportadas en estudios epidemioldgicos varian amplia-
mente, debido a que estas estimaciones dependen de como se hayan definido los casos (OA
patoldgica, radiogréfica o clinica), de la poblacién estudiada y la articulacion afectada [4].
A nivel mundial, la prevalencia de la OA se encuentra en el rango de 12.3% [5] a 21.6%
[6]. La enfermedad es mds comuin en mujeres que en hombres [2, 5]. Se ve incrementada
indefinidamente con la edad, debido a que es una condicién no reversible [2, 5, 7-9], y es

mayor en paises desarrollados que en paises en via de desarrollo [2, 10]. En Chile, los datos
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de autoreporte obtenidos de la Encuesta Nacional de Salud realizada el afio 2003, revelan
que un 3.8% (alrededor de 500.000 pacientes) de la poblacién presentaria algtn tipo de
artrosis, siendo mds frecuente en mujeres y mayores de 60 anos. Para el afio 2010, en el
ambito nacional, 21.54% de las personas mayores de 55 anos presentaron dolor de rodilla no
traumatico de intensidad mayor o igual a 4 (siendo O sin dolor y 10 mdximo dolor) en los
ultimos 7 dias, cuya duracion se extendié por més de 6 meses. Por otra parte, el dolor de
cadera corresponde a un 10.53%; en ambos casos las mujeres presentan significativamente
mayor prevalencia que los hombres [11]. El afio 2014, un estudio espafiol que incluy6 a mds
de 3 millones de personas, reporté tasas de incidencia para OA clinica de 6.5, 2.4 y 2.1 por
cada 1000 personas-aio para rodilla, mano y cadera respectivamente [9], lo cual es més alto
que las tasas encontradas en estudios de afios anteriores [12].

Segtn el estudio de la OMS sobre la carga global de la enfermedad el afio 2010, la
prevalencia global de OA de rodilla sintomaética confirmada por radiografia se estimé en
el 3.8% [2]. La OA de cadera es menos comun, la prevalencia global de OA de cadera
sintomdtica confirmada por radiografia fue de 0.85% [2]. Se prevé un aumento sustancial
en la incidencia de la OA de cadera y rodilla para las proximas décadas [5, 7, 13], debido al
envejecimiento de la poblacion en los paises desarrollados y en los paises en via de desarrollo,
asi como el aumento de los factores de riesgo de la OA, en particular la obesidad y un estilo

de vida sedentario [14].

1.3 Factores de riesgo para la OA

La OA es el resultado de una interaccién compleja entre factores mecanicos, celulares y
bioquimicos, los cuales conducen a una etapa final patoldgica, ya que una serie de diversos
factores de riesgo que actien en conjunto, pueden causar la aparicion de OA en cualquier

individuo [15].
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Los factores de riesgo de la OA se pueden dividir en factores individuales, incluyendo
edad, género, obesidad, genética y dieta, y factores de la articulacién los que incluyen lesion

y carga anormal de las articulaciones [15].

1.3.1 Factores de riesgo individuales
Edad

La edad puede ser el principal factor de riesgo de la OA [16]. El mecanismo que conduce
al dafio articular no es completamente conocido, pero probablemente es multifactorial,
incluyendo dafo oxidativo, adelgazamiento del cartilago y disminucién de la propiocepcion.
Ademds, los mecanismos celulares basicos que mantienen la homeostasis de los tejidos
decaen con el envejecimiento, dando lugar a una respuesta inadecuada al estrés o lesion

articular, resultando en la destruccion de tejidos articulares [17].

Género

La prevalencia de OA de rodilla, mano y cadera es mayor en mujeres que en hombres, y la
incidencia aumenta alrededor de la menopausia [18]. Varios autores postulan que algunos
factores hormonales tienen un rol en el desarrollo de OA. Sin embargo, los resultados son
discutibles [19], y la disparidad entre hombres y mujeres podria ser explicada por diferencias
en otros factores como volumen de cartilago reducido, alineacién de articulaciones, laxitud

de ligamentos, resistencia dsea o fuerza neuromuscular [15].

Obesidad

La obesidad es uno de los factores de riesgo mds importantes y mejor establecidos para
la OA. Definida como un indice de masa corporal (IMC) > 30 kg/m?, est4 fuertemente
asociada con OA de rodilla, mientras que la relacién entre el sobrepeso (IMC > 25 kg/m?)

y OA de rodilla es menor, sin embargo sigue siendo significativa [20]. Se ha observado
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que el aumento de 5 unidades de IMC, incrementa el riesgo asociado de OA de rodilla en
un 35%, siendo la magnitud de la asociacion significativamente mayor para las mujeres
que para los hombres [21]. Se ha estimado que en pacientes con nueva apariciéon de dolor
de rodilla, 24.6% de los casos fueron relacionados a sobrepeso u obesidad [20]. Diversos
estudios mostraron que la pérdida de peso mejora el dolor y la funcién articular, y disminuye
la inflamacién de bajo grado [22]. El estudio Framingham estim6 que una reduccién de 5
kg de peso disminuye el riesgo de desarrollar OA de rodilla en un 50% en mujeres con un
IMC > 25 kg/ m? [23]. La obesidad también es asociada con OA de la mano [24], por lo
que el impacto de la obesidad puede no ser solo biomecénico, sino también tener efectos
sistémicos metabdlicos e inflamatorios. Esta hipétesis es reafirmada por la literatura reciente
que muestra una asociacion entre la OA y el sindrome metabdlico [25]. La relacion entre el
peso corporal y la OA de cadera es inconsistente y méds débil que con OA de rodilla 0 mano

[24].

Genética

Todas las formas de OA parecen estar fuertemente determinadas por factores genéticos,
los que representan al menos el 60% de la OA de cadera y mano, y hasta el 40% de OA
de rodilla [26]. Muchos genes han sido identificados desempefiando un papel en las vias
fisiopatoldgicas de la OA, y por lo tanto, pueden contribuir al riesgo de OA. Genes para
receptores de vitamina D, factores de crecimiento insulinico tipo 1 [16], coldgeno tipo 2 [27]
y factor de crecimiento y diferenciacion 5 (GDFS) [28], pueden proporcionar dianas para

futuros enfoques farmacéuticos.

Dieta

Un bajo nivel de factores dietéticos, incluyendo el déficit de vitaminas D, C y K pudiesen

aumentar el desarrollo de OA [29-32]. Sin embargo, atin no se ha encontrado evidencia
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de que una alta ingesta de cualquiera de los mencionados nutrientes antioxidantes reduzca
la incidencia de OA de rodilla [30]. Se necesita realizar mds estudios para definir mejor la

relacion entre la OA 'y estos factores dietéticos.

1.3.2 Factores de riesgo de la articulacion

Lesion

Una de las articulaciones mas frecuentemente lesionada es la rodilla. La ruptura del ligamento
cruzado anterior (ACL) conlleva a la aparicion temprana de OA de rodilla en el 13% de los
casos después de 10 a 15 afios de la lesion inicial. Cuando esta ruptura se asocia a dafios
en cartilago, hueso subcondral, ligamentos colaterales y/o meniscos, lo cual es observado

en aproximadamente el 65 a 75% de lesiones del ACL de rodilla, la prevalencia de OA de

rodilla aumenta entre un 21 y 40% [33, 34].

Carga anormal de las articulaciones

El uso repetitivo de la articulacion se ha asociado a un mayor riesgo de OA. Individuos
cuyas ocupaciones requieren sentarse en cuclillas o arrodillarse tienen el doble de riesgo de
desarrollar OA de rodilla en comparacion a individuos con ocupaciones que no requieren
actividad fisica, particularmente entre aquellos que presentan sobrepeso o cuyos trabajos
involucren mover o levantar objetos [35]. La OA de cadera se ha asociado a ocupaciones
que requieran estar de pie por tiempos prolongados o levantar objetos [36]. Actividades
en que se necesite una mayor destreza manual se han asociado con OA de la mano [37].
Actividades fisicas altamente repetitivas, intensas y de alto impacto pudiesen aumentar el

riesgo de desarrollar OA de cadera y rodilla [15].
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1.4 Patologia de la OA

La articulacién sinovial es una estructura intrincada que comprende varios tejidos conectivos,
incluyendo cartilago articular, membrana sinovial, hueso subcondral, ligamentos y a algunas
veces meniscos (Figura 1.1) [38]. Por lo general, el cartilago articular esta constituido por
cuatro dreas; superficial, media, profunda y calcificada. El cartilago articular superficial
posee un alto contenido de agua y se compone de una red altamente estructurada de proteinas
de matriz extracelular, proteoglicanos, coldgeno y proteinas no coldgenas. La capa media
contiene fibras de coldgeno orientadas al azar con condrocitos de mayor tamafio. El estrato
profundo estd organizado en columnas verticales separadas por fibrillas coldgenas. La tltima
capa de cartilago articular se compone de cartilago calcificado con mineralizacion parcial
y condrocitos hipertroficos [38]. La zona calcificada se separa de la zona profunda por
un grueso haz de fibrillas de coldgeno denominado linea de calcificacion (tidemark) [39].
El hueso subcondral es la zona de la epifisis del hueso justo debajo del cartilago articular,
e incluye la placa del hueso subcondral y el hueso trabecular subyacente. La placa 6sea
subcondral incluye la zona més profunda del cartilago articular, el cartilago calcificado y una
delgada capa 6sea cortical [40].

La primera hipétesis fisiopatoldgica relacionada con la OA fue ante todo mecdnica, basada
en un proceso degenerativo asociado a la edad del cartilago articular. Las articulaciones
jovenes, sin embargo, también pueden presentar algunas lesiones erosivas del cartilago
clinicamente benignas, caracterizadas por una lenta evolucién. La frecuencia y la precocidad
de estas lesiones contrastan con el proceso degenerativo lento descrito cldsicamente durante el
desarrollo de OA en pacientes ancianos. Esta consideracion reciente hace que la fisiopatologia
de la OA sea mds compleja que un proceso degenerativo dependiente de la edad del cartilago
articular y ya no puede considerarse como una sola enfermedad. Debe ser visto como un

grupo y tal vez el término enfermedades osteoartriticas seria mas adecuado [41]. Por lo tanto,



1.4 Patologia de 1a OA

Normal Osteoartritis

(Deformacion de la
articulacion)

Cartilago articular Cartilago destruido

Capsula articular Fibrosis capsular

Formacion de
osteofitos

Membrana sinovial Hiperplasia sinovial

Hueso subcondral Remodelacion del
hueso subcondral y
esclerosis

Fig. 1.1 Representacion esquemadtica de las principales estructuras de una articulacién sana
(izquierda) y una desgastada (derecha) en la OA. Fuente: Osteoarthritis: Pathobiology-targets
and ways for therapeutic intervention. Adv. Drug. Deliv. Rev., 2006; 58(2): 128-149.
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la OA se considera actualmente una enfermedad osteoarticular degenerativa con multiples

objetivos afectados, incluyendo cartilago articular, membrana sinovial y hueso subcondral.

1.5 OA temprana

La investigacion de la OA temprana ha sido desafiante debido al largo desarrollo de la
enfermedad antes de que aparezcan los sintomas. El primer cambio observado en el desarrollo
de la OA es una pérdida de agrecano de las capas externas del cartilago articular [42].
Variaciones en los niveles de proteoglicanos provocan cambios en el comportamiento de la
tumefaccion del cartilago y puede conducir a edema. El edema ocasiona el estiramiento y
adelgazamiento del coldgeno, lo que hace que las fibras sean mds susceptibles a la fractura
[43]. El quiebre de las fibras conduce a la formacion de grietas superficiales, siendo la
fibrilacién superficial uno de los primeros cambios macroscépicos observados en la OA [44].

Los condrocitos contrarrestan la disminucion de los niveles de proteoglicanos, al aumen-
tar la sintesis y eliminar componentes danados del cartilago, incrementando los procesos

anabdlicos y catabdlicos en un intento de reparar el cartilago [45].

1.6 Progresion a OA clinica

En la OA temprana se observa aumento en niveles de factores anabdlicos que median la
reparacion del cartilago. Estos incluyen el factor de crecimiento transformante beta (TGF-3)
y el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) [46, 47]. A medida que la OA avanza,
estos factores se ven abrumados por importantes aumentos de las citoquinas catabdlicas
[48, 49].

Con el tiempo la reparacion puede llegar a ser ineficaz, ya sea debido al declive de los
condrocitos o al dafio adicional al cartilago [50]. Esto causa una declinacién en la calidad

del cartilago, lo que conduce a una mayor susceptibilidad a nuevos dafios. El dafo repetido
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puede causar eventualmente una desregulacion del proceso de reparacion y conducir a una
mayor degradacién. Se ha sugerido que a un nivel molecular, la activacién de MMP-13 es de
importancia. La activacion se produce debido a la deplecién del agrecano alrededor de los

condrocitos, permitiendo que las fibrillas de coldgeno interactiien con un receptor que activa

la MMP-13 [51].

1.7 Citoquinas

Un factor de importancia en la OA es la sefializacién anormal de citoquinas. La interleuquina-
1B (IL-1pB) y el factor de necrosis tumoral & (TNF«) son las principales citoquinas presentes
en la OA, y se presentan en mayores niveles durante la enfermedad [49, 52]. La IL-1f3
y el TNFo provocan destruccion del cartilago tanto de forma individual como sinérgica,
ya que sus efectos combinados exceden los individuales [53]. La IL-18 y el TNFa son
expresados por condrocitos y macrdofagos sinoviales. Estas citoquinas causan un aumento
en la expresion de enzimas degradadoras de la matriz extracelular [46, 54, 55]. También
provocan la activacién y sobreexpresion de 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) en los
condrocitos [56, 57]. Ademds inducen la liberacién de mediadores inflamatorios, incluyendo
especies reactivas del oxigeno (ROS) [58], prostaglandina E; (PGE,), IL-6, IL-17, IL-18 y
factor inhibidor de leucemia (LIF) [52, 59-63].

Otras citoquinas pro-inflamatorias también estdn implicadas en la OA, incluyendo la on-
costatina M (OSM) [64], IL-8 [52, 59, 65], algunas prostaglandinas [61, 66] y el leucotrieno
B4 [60, 66]. Normalmente existe un equilibrio entre las citoquinas pro- y antiinflamatorias.
Este balance es interrumpido adicionalmente en la OA debido a reducciones en citoquinas
antiinflamatorias, tales como IL-4, IL-10, IL-13 y antagonista del receptor de IL-1 (IL-1 Ra)
[52, 67, 68].
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1.8 Enzimas en OA

Las enzimas son responsables de la mayor parte de la degradacion observada en la osteoartritis.
Estas son, en su mayoria, enzimas naturalmente involucradas en el recambio del cartilago,
siendo de mayor responsabilidad, las familias metaloproteinasas de matriz (MMP) y las
metaloproteinasas con actividad de desintegrina con motivos de trombospondina (ADAMTS)
[48, 69]. Ademads, existe evidencia de un aumento de enzimas de la familia catepsina en OA
[70, 71]. Enzimas glucosidasas pueden participar en menor medida en la degradacion de
agrecano [72].

Las MMP desempeifian un papel destructivo en la OA al escindir proteinas estructurales de
la matriz extracelular. Se ha demostrado que el fluido sinovial en OA contiene fragmentos de
agrecano generados por MMP y escision de agrecanasa [73]. Altos niveles de MMP-1, MMP-
3, MMP-8, MMP-9 y MMP-13 estédn presentes en el fluido sinovial en OA, mientras que no
son detectables en fluido sinovial sano [74-76]. ADAMTS-4 y ADAMTS-5 han demostrado
desempefiar un papel en la destruccion en la articulacién afectada por OA [43, 77].

Los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs) son reguladores naturales de
la actividad de MMP [69]. Se conocen cuatro TIMPs que presentan actividad respecto a
diferentes MMPs, y ademds, el TIMP-3 también es activo contra ADAMTS-4 y ADAMTS-5
[78]. TIMP-1 es el més expresado de los TIMPs en la articulacion [77], y esta expresion
se ve reducida en la OA [77, 43]. El aumento en los niveles de MMP excede la capacidad

inhibitoria de los TIMPs, contribuyendo a la degradacion observada en la OA.

1.9 Inflamacion sinovial

La inflamacion es un patrdn protector de la respuesta controladora del dafio tisular que ocurre
como resultado de un dafio patégeno, traumatico o téxico. El proceso inflamatorio estéd

gobernado tanto por moléculas pro-inflamatorias como anti-inflamatorias que requieren tipos
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celulares reconocidos y factores diversos que actian de manera coordinada, para regular la
quimiotaxis celular, migracién y proliferacién que conduce a la reparacion tisular [79].

Bajo condiciones fisiolégicas normales, la inflamacién estd estrictamente regulada y
modulada por las acciones de proteinas solubles (citoquinas y factores de crecimiento) que
actian en las células inflamatorias, fibroblastos y células del endotelio vascular del sitio
afectado [80]. Cuando la inflamacidn no se regula adecuadamente, el equilibrio se aleja de
los procesos de iniciacién de la curacion hacia la incidencia de inflamacién persistente [81].

La OA se caracteriza por una inflamacién localizada en una o varias articulaciones,
y no causa una inflamacion sistémica de éstas como la artritis reumatoide. Sin embargo,
durante la OA, una gran cantidad de células del sistema inmune se infiltran en el espacio
articular afectado, localizando en esta zona grandes cantidades de citoquinas inflamatorias
[61, 75, 82, 67].

La inflamacién sinovial puede ser iniciada y controlada por fragmentos moleculares
de la destruccion del cartilago [65, 83]. Estos fragmentos pueden conducir a la activacion
y proliferacién de células del revestimiento sinovial [48, 84]. A menudo se observa una
hiperplasia sinovial moderada en la OA temprana, la que se convierte en una sinovitis general
a medida que la enfermedad progresa [48, 85].

Numerosos estudios demuestran la importancia de las citoquinas y otros factores solubles
como mediadores de importancia en la inflamacion sinovial. La membrana sinovial inflamada
es también una fuente importante de citoquinas y enzimas en la OA [74, 49].

Las células inflamatorias juegan un papel importante en la progresiéon de la OA. Las
articulaciones afectadas por OA primaria presentan una infiltraciéon generalizada de linfoc-
itos T colaboradores (T helper cells), linfocitos T reguladores, linfocitos B, macréfagos y
granulocitos [86, 87]. Los mastocitos estdn presentes naturalmente en la articulacion para
proporcionar una respuesta inmune [88] y se ha visto que se activan y aumentan en nimero

en la OA [88]. Los mastocitos pueden participar en el mantenimiento de la sinovitis crénica
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en OA, ya que la acumulacion de éstos estd asociada con muchos estados de inflamacion
crénica [89].

La sinovitis causa una reestructuracion dentro de la sinovia. La angiogénesis esta
estrechamente relacionada con la inflamacién en todo el cuerpo y se ha observado en la
inflamacidn de la sinovia osteoartritica [90]. Esta angiogénesis es impulsada por los factores
pro-angiogénicos, factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) [91], y una menor
contribucién de la subunidad alfa del factor 1 inducible por hipoxia(HIF-1) [92]. A medida
que el VEGF provoca la remodelacion tisular, incrementa la expresion de las MMPs [93]. La
remodelacion del sistema linfético también se ha observado en la OA al extenderse los vasos
linfaticos mds hacia la capa subintima [94].

Las adipocinas o adipocitoquinas (resistina, leptina y adiponectina) son proteinas secre-
tadas por el tejido adiposo blanco, las cuales también presentan un rol en la OA [95, 96]. Son
reguladores esenciales de respuestas inmunes e inflamatorias. Estas tres adipocinas han sido
detectadas en el liquido sinovial de articulaciones afectadas por OA. Por lo tanto, el tejido

graso contribuye en gran medida a los procesos inflamatorios y degenerativos durante la OA.

1.10 Condrocitos

El condrocito es el tnico tipo de célula que reside en la matriz del cartilago adulto. Presenta
una baja actividad metabdlica, sobreviviendo bajo condiciones de relativa hipoxia y en
ausencia de suministro vascular. El condrocito, que es responsable en dltima instancia de la
remodelacion y el mantenimiento de la integridad estructural y funcional de la matriz del
cartilago, posee escasa capacidad regenerativa [97].

Los condrocitos en OA pueden cambiar de su forma inactiva, y sufrir apoptosis o division
anormal u obtener un fenotipo alterado [48, 98]. El cambio fenotipico mds comun es la
diferenciacidén, ya que esta puede ser inducida por la IL-18 y el TNF-« [48, 99]. La

diferenciacion hace que los condrocitos cambien a una célula mas similar a un fibroblasto, lo
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que conduce a cambios en la expresion génica. Los genes especificos del cartilago ya no se
expresan y otros genes se expresan de manera andmala [100, 101]. Por ejemplo, los coldgeno
tipo I y III, asi como tenascina se han detectado en el cartilago con OA [102, 103].

La proliferacion anormal de condrocitos se produce en un intento de reparar el cartilago y
conlleva a que las células en OA a menudo se encuentren agrupadas en racimos [98, 104]. La

acumulacion de componentes de la matriz en los condrocitos puede conducir a su apoptosis

[105, 106].

1.11 Especies reactivas del oxigeno

Las especies reactivas del oxigeno (ROS), altamente téxicas, son producidas por procesos
metabdlicos en las mitocondrias. En general son radicales libres y contienen un electrén
desemparejado, sin embargo algunos ROS como el peréxido de hidrégeno (H,O,) no son
radicales [107]. El superéxido (O, ~) es un ROS producido en la mitocondria. La cantidad
de radical super6xido en la célula es controlada por la superéxido dismutasa (SOD) que la
reduce a peréxido de hidrégeno, que a su vez es eliminado por las actividades catalasa o
glutation peroxidasa [108]. El superdxido y el peroxido de hidrégeno pueden reaccionar
juntos en presencia de metales de transicion para formar los altamente perjudiciales radicales
hidroxilo (OH-) y peréxilo (ROO-) [108].

Existe abundante evidencia de los efectos de ROS en la OA. El dafio oxidativo en el
cartilago aumenta con la edad y etapa de la OA [108]. Esto sugiere que ROS vy el estrés
oxidativo desempefan un papel en la OA y senescencia de condrocitos [109]. Otra evidencia
es la mayor actividad de SOD en el liquido sinovial en OA, la cual es una enzima inducible
e indicaria un aumento en los niveles de radicales [110]. IL-1f, y en menor medida IL-6,
desregulan las defensas enzimaticas antioxidantes en los condrocitos [58]. Los ROS también

estan asociados con sitios de inflamacion a medida que se producen en la explosion oxidativa
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asociada con la fagocitosis [108], por lo que es probable que los ROS tengan un papel en el
mantener la sinovitis en OA.

Otro radical producido en las células es el 6xido nitrico (NO). Es una especie de ni-
trogeno reactivo que tiene un papel importante en la sefializacion celular. El 6xido nitrico es
producido por la enzima 6xido nitrico sintasa (NOS), que tiene tres isoformas: endotelial
(eNOS), neuronal (nNOS) e inducible (iNOS). Los condrocitos expresan tanto eNOS como
iNOS [109]. Se ha descubierto que los TNF-o e IL-f3 causan sobreexpresién de iNOS en
condrocitos [109], Siendo IL-18 de mayor potencia [111]. El estrés mecdnico también induce
la produccion de NO [109]. Estos factores conducen a un aumento de los niveles de NO en
la OA. Se ha observado que el NO inhibe la sintesis de coldgeno y proteoglicano [109, 111],
activa MMPs [111], induce la apoptosis del condrocito [111-113] y causa insensibilidad a

los efectos anabdlicos de IGF-1 [109].

1.12 Retroalimentacion

El desarrollo de la OA avanzada genera un circulo vicioso, el cual propaga y mantiene
la enfermedad [65]. Fragmentos de matriz en el liquido sinovial llevan a la activaciéon
de condrocitos y sinoviocitos, ocasionando la produccion de diversos factores tales como:
TNFa, IL-1B y enzimas hidroliticas [53, 61, 65]. Esto es apoyado por la evidencia de que
los fragmentos de coldgeno regulan al alza la expresion de MMP-2, MMP-9 y MMP-13
por parte del condrocito [114]; Catepsinas B, L y K [115]; IL-1f, IL-6 e IL-8 [116]. Estos
factores solubles causan dafo adicional al cartilago, liberando mas fragmentos y propagando
asi el ciclo. Este ciclo puede potenciarse adicionalmente mediante la accion autdcrina de

TNF-o e IL-18 [117].
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1.13 Tratamientos actuales

Actualmente existen tratamientos farmacoldgicos utilizados contra la OA, pero ninguno es
capaz de curar esta enfermedad y revertir el dafio de las articulaciones. Entre los tratamientos
no farmacolégicos, los mas ampliamente utilizados son la reduccién de peso, fortalecimiento
muscular, estimulacion nerviosa eléctrica transcutdnea y acupuntura [118-121].

Los tratamientos de primera linea mds comunes para la OA son el paracetamol y los
antiinflamatorios no esteroidales (AINES) topicos. El paracetamol es la primera opcién
terapéutica, tanto en OA de cadera como rodilla, el cual debe ser usado en dosis y por tiempo
apropiado. Es un analgésico sin efectos antiinflamatorios potentes, es considerado como
el farmaco de primera linea en el tratamiento de la OA de rodilla, estando su seguridad
comprobada en el uso a largo plazo [122]. Se prefiere a un AINES en su forma oral debido
a su mayor perfil de seguridad a largo plazo, particularmente en relacién al tracto géstrico
[123].

Si estos tratamientos no son suficientes para aliviar el dolor, normalmente se considera un
inhibidor de ciclooxigenasa 2 (COX-2) [124]. Estos son farmacos que mediante la inhibicién
de enzimas COX controlan el proceso inflamatorio y la cascada del dolor. Han demostrado
ser mds efectivos que placebo y que el paracetamol en el tratamiento del dolor, funcionalidad
y rigidez. Las recomendaciones actuales son su utilizacion en pacientes que no responden al
paracetamol, ya que presentan potenciales efectos deletéreos en su uso a largo plazo [125].
Dentro de este grupo de farmacos se encuentra el meloxicam, celecoxib, rofecoxib, entre
otros.

Otro tipo de tratamiento comprende la administracién complementaria de corticoides
intraarticulares [126]. Estos grupo de farmacos son agentes antiinflamatorios utilizados
histéricamente para la OA por su capacidad de disminuir el fendmeno inflamatorio, y a
través de esto disminuir la sintomatologia. Estudios en animales han demostrado que bajas

dosis de corticoides intraarticulares normalizan la sintesis de proteoglicanos y reducen el
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dafio condral. Sin embargo, al evaluar el uso clinico los corticoides intraarticulares solo
han demostrado un efecto beneficioso en el corto plazo para el alivio del dolor (una semana
postratamiento), en comparacion con placebo, pero en el largo plazo no demuestra efectos
beneficiosos y pudieran incluso inducir un aumento del dafio condral e incrementar el riesgo
de infeccion articular [127, 128].

Los opioides s6lo se usan cuando otros tratamientos han fracasado o estan contraindicados
[129]. Finalmente, la capsaicina es un tratamiento tépico alternativo que proporciona alivio

del dolor [130].

1.13.1 Farmacos modificadores del curso de la enfermedad

El ultimo objetivo para el tratamiento de la OA ha sido encontrar agentes que puedan reducir o
detener la progresion de la enfermedad. Hasta el momento, este tipo de tratamiento no ha sido
aprobado por las autoridades reguladoras al no satisfacer la totalidad de directrices y criterios
apropiados. Sin embargo, un nimero de agentes presentan varias propiedades interesantes,
incluyendo una baja incidencia de efectos secundarios, un efecto prolongado de varias
semanas y algunos tienen un efecto aditivo con los AINES. Estos incluyen la glucosamina
[131, 132], el condroitin sulfato [133, 134] y la diacereina [135] en administracién oral y el
acido hialurénico en administracion intraarticular [136].

La glucosamina y condroitin sulfato son compuestos que participan en la formacion de la
sintesis de proteoglicanos de la matriz extracelular. Ambos medicamentos son administrados
por via oral. Segun la evidencia disponible pudieran tener un rol limitado en el tratamiento
sintomadtico de la OA, pero no hay estudios que demuestren consistentemente la modificacién
de la progresién de la enfermedad [137].

Otro grupo de farmacos modificadores de enfermedad son los medicamentos de residuos
insaponificables, como por ejemplo los lipidos insaponificables aguacate-soya (ASU). Estos

farmacos han demostrado in vitro la capacidad de inhibir la interleuquina 1 y de estimular la
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actividad sintética de los condrocitos articulares. Sin embargo, existen reportes contradicto-
rios en relacion con su utilidad en la disminucién o detencién de la progresion del fendmeno
artrosico [138]. Debido a la 16gica bioldgica y a los estudios de ciencias bésicas el enfoque
actual incluye su utilizacién con precaucion [139].

Los nutracéuticos estdn dentro de las alternativas terapéuticas naturales con eventuales
efectos antiartrésicos, y destacan numerosos compuestos nutracéuticos los cuales comparten
entre sus efectos capacidades antioxidantes. Se han reportado estudios in vitro en los que se
demuestran interesantes efectos en relacion con mejorar el ambiente del cartilago articular,
principalmente por la estimulacion de vias metabdlicas anabdlicas. Dentro de los que cuentan
con mayor evidencia cientifica estd el resveratrol y el té verde, los cuales se han evaluado en
modelos de OA. Estos polifenoles inhiben vias de sefalizacion intracelular que estimulan
efectos proinflamatorios capaces de inducir dafio condral, mecanismo por el cual pudieran
ser utiles [140]. No han sido considerados en varios esquemas terapéuticos actuales debido a
la falta de estudios de mejor calidad.

El 4cido hialurénico (HA) es un glucosaminoglucano no sulfatado encontrado en grandes
cantidades en la matriz extracelular y el liquido articular. Es producido principalmente por
condrocitos, sinoviocitos y fibroblastos. Su funcién es captar moléculas de agua, otorgan-
dole elasticidad y contribuyendo asi a la funcién de distribucion de la carga propia de las
articulaciones. Posee efectos lubricantes, de barrera mecanica, antiinflamatorio, analgésico y
condroprotector demostrados por estudios in vitro e in vivo, promoviendo la proliferacién
condral y la sintesis de componentes de la matriz extracelular. La evidencia disponible sefiala
que el HA por via intraarticular es efectivo en aproximadamente el 60% de los pacientes con
OA de rodilla en generar una mejoria sintomadtica [141, 142]. Existen diversos esquemas
de tratamiento (inyeccidn Unica versus ciclos de menor dosis repetidos), pero se acepta que
puede ser repetido el tratamiento cada 6 meses. Es una buena alternativa terapéutica, siendo

su alto costo un factor limitante para su uso masivo.
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El plasma rico en plaquetas es una fuente natural de citoquinas obtenidas a partir de las
plaquetas, las cuales almacenan més de 60 factores de crecimiento en sus granulos-a, los que
posteriormente son liberados al medio extracelular regulando diferentes procesos biolégicos.
En relacién con la OA de rodilla existe evidencia de que sintomdaticamente tiene mejores
resultados que el HA en los pacientes con OA [143, 144], sin embargo su alto costo hace

compleja su utilizacién en la préctica clinica actual.

1.14 Diacereina y rhein

Se ha demostrado que la diacereina, un derivado antraquindnico, inhibe in vitro e in vivo
la produccion y la actividad de la citoquina IL-1f [145, 146]. Esto evita que el efecto de
IL-1p reduzca la produccién de macromoléculas especificas del cartilago. La diacereina
disminuye igualmente la secrecin estimulada por IL-1 de metaloproteinasas y agrecanasas,
y de este modo evita la descomposicion del cartilago producida por estas enzimas [147]. Sin
embargo, en su administracion por via oral, se asocia con un mayor riesgo de diarrea severa
y los beneficios sintomdticos después de 6 meses sigue siendo desconocidos [145].

La diacereina debe ser metabolizada en su totalidad a rhein, su metabolito activo (Figura
1.2), antes de alcanzar la circulacién sistémica para ejercer su efecto terapéutico. El rhein se
elimina por la via renal (20%) o es conjugado en el higado a rhein glucurénido (60%) y rhein
sulfato (20%). Estos metabolitos son eliminados mayormente también via renal [148].

El rhein (4cido antraquinon-4,5-dihidroxi-2-carboxilico) es una antraquinona lipofilica
encontrada extensamente en hierbas medicinales, tales como Rheum palmatum L., Cassia
tora L., Polygonum multiforum 'y Aloe barbadensis. Presenta variados efectos farmacoldgi-
cos, incluyendo actividad hepatoprotectora [149—-152], actividad nefroprotectora [153—-155],
actividad condroprotectora [156—162], actividad antiinflamatoria [163, 164], actividad antiox-
idante [165, 166], actividad anticancerigena [167-169], actividad antidiabética [170-172] y

actividad antimicrobiana [173, 174].
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Fig. 1.2 Estructura quimica de la diacereina y su metabolito rhein. Fuente: Elucidation of
Phase I and Phase II Metabolic Pathways of Rhein: Species Differences and Their Potential
Relevance. Drug Metab Dispos., 1997; 25(4): 442-452.

1.14.1 1IL-1p

La evaluacion de los efectos del rhein, en la produccién de IL-13 en la membrana sinovial y
en el cartilago en OA humana, mostré que ambas moléculas (diacereina y rhein), disminuian
significativamente la sintesis de esta citoquina [175]. La IL-18 se sintetiza en la célula
como un precursor bioldgicamente inactivo, el que requiere una escision proteolitica para
permitir su activacion y la salida de la célula. Esto se consigue a través de una proteasa
altamente selectiva, la enzima convertidora de IL-1 (ICE), también denominada caspasa-1.
En consecuencia, la accion de ICE en IL-1f parece ser un factor limitante clave para la
secrecion y actividad de esta citoquina. ICE ha demostrado ser expresado y sintetizado por
la membrana sinovial humana y el cartilago y sus niveles son elevados durante el proceso
de OA [176]. Rhein disminuye notable y significativamente la produccion de ICE en el
cartilago [160]. La activacion bioldgica de las células por citoquinas estd mediada por una
asociacion con receptores especificos de la superficie celular. Para la IL-18, esto ocurre a
través de la union a dos tipos de receptores especificos de membrana, los receptores tipos
Iy II, y se ha demostrado que el receptor tipo I es responsable de la mediacion de la sefial.
Ademds se encontré que los niveles de este tipo de receptor aumentan marcadamente en

los condrocitos y fibroblastos sinoviales en OA, potenciando asi el efecto de la actividad de
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IL-1B [117, 177, 178]. La investigacion de los efectos del rhein sobre los niveles de unién y
receptores en los condrocitos humanos en OA muestra que, a concentraciones terapéuticas,
éste inhibe significativamente el nivel de unién a IL-1. El andlisis de los experimentos de
unién competitiva revela que tanto los condrocitos en OA tratados, como los no tratados
tienen afinidades de unién a IL-1 similares, pero la densidad del receptor, o el nimero de

receptores, se reduce significativamente por accidn del principio activo [175].

1.14.2 Enzimas degradadoras, 6xido nitrico y macromoléculas de la

matriz del cartilago

Estudios muestran que el rhein inhibe significativamente la actividad de MMP-3 y colagenasa
estimulada por IL-1f [156, 162, 179, 180]. Respecto a los ADAMTS, rhein provoca una
marcada inhibicion de ADAMTS-4 y ADAMTS-5 estimulada por IL-1J [156].

Rhein disminuye marcada y significativamente la produccion de 6xido nitrico inducida
por IL-1B [162, 175]. Ademas, reduce la expresion y los niveles de produccion de iNOS
[175].

Rhein disminuye el efecto inhibitorio de IL-1 sobre la sintesis de colageno y proteogli-
canos [162, 181-183], mediante la estimulacion de la expresion del TGF-S1 [184], debido a

que contrarresta la regulacién a la baja de la sintesis de matriz por IL-1 [185].

1.15 Terapia intraarticular

La administracion intraarticular es una via de administracién de interés para la OA y actual-
mente es utilizada en la terapia de primera linea. La inyeccién intraarticular ha permitido
la administracién local de farmacos en el espacio articular y, en consecuencia, reducir la
toxicidad sistémica y mejorar la biodisponibilidad del firmaco. La reduccién de los efectos

secundarios es de particular importancia para la OA, ya que esta es una enfermedad crénica
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por lo que existe una necesidad de tratamientos bien tolerados a largo plazo [186]. Sin
embargo, sigue siendo inadecuada debido a la rdpida salida de los farmacos del espacio
articular. Las moléculas pequenas salen a través de la abundante red capilar sinovial, mientras
las macromoléculas de gran tamafio son eliminadas por el sistema linfatico [187, 188]. La
breve vida media de los AINES en el liquido sinovial ha sido reportada entre 1 y 4 horas
[189, 190]. Ademds, la inyeccion intraarticular puede requerir dosis altas de farmaco para
conseguir un gradiente de concentracion lo suficientemente alto para la difusion del farmaco
hacia el cartilago.

La administracion intraarticular es una via fisicamente complicada para la administracion
de moléculas activas, incluso con profesionales experimentados existe el riesgo de infeccion
o que la inyeccidn sea situada incorrectamente. La correcta localizacion de las inyecciones
puede asegurarse mediante técnicas de imagen, sin embargo esto aumenta el costo y la
complejidad [191]. La aspiracién del liquido sinovial antes de la inyeccion intraarticular es
un medio mas fécil de asegurar una correcta localizacion y presenta varios beneficios, ya
que reduce el edema en la articulacién, reduciendo asi la presion y el malestar [191, 192].
Una buena practica estéril y el evitar la inyeccion a través de piel inflamada pueden reducir
el riesgo de infeccidén a niveles aceptables [186, 192]. Estos desafios significan que es
recomendable limitar la frecuencia de administracién por inyeccion intraarticular, lo que crea
una necesidad de formulaciones de liberacion sostenida que actualmente no se ha alcanzado

[193].

1.15.1 Sistemas para administracion intraarticular de fArmacos

Se han investigado varios sistemas avanzados de administracion de farmacos para la entrega
intraarticular, entre ellos las nanoparticulas, microesferas y liposomas. Estos sistemas han
seguido varios métodos para mejorar la administracion de farmacos, desde dirigir el sistema

para su captacion por macrofagos sinoviales y asi evitar la liberacion a la circulacion sistémica,
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hasta intentos de proveer una liberacion sostenida de farmaco, ya sea aumentando el tiempo
de permanencia en el liquido sinovial, lo que en la mayoria de los casos se realizé utilizando
particulas demasiado grandes para ser incorporadas por fagocitosis, aunque también se han
generado sistemas que se adhieren o penetran en la matriz del cartilago o en el liquido
sinovial [194-199].

Los sistemas de administracion de farmacos para la administracion intraarticular basados
en particulas, se han centrado principalmente en microparticulas disefiadas para evitar la
fagocitosis debido a su tamafio. Estudios han demostrado que el limite de tamafio para la
fagocitosis en la articulacion es de alrededor de 10 a 15 pm [195-197]. Particulas de 15
um son escasamente incorporadas por una minoria de células y particulas de 45 um no son
incorporadas en lo absoluto [196].

Se ha encontrado que diversos materiales utilizados en la produccién de particulas
son compatibles en la articulacion, entre ellos el copolimero de acido lactico y glicélico
(PLGA)[193, 200], el polidcido-L-lactico (PLLA) [193, 201] y la albimina [193, 201].
Algunos materiales que no son bien tolerados, por ejemplo, ciertos materiales sintéticos
causan la sintesis de colagenasa, lo que conduciria a dafos adicionales en las articulaciones

[196].

1.16 Sistemas nanoparticulados

Los sistemas terapéuticos coloidales han sido ampliamente investigados por su potencial para
mejorar la administracion de una variedad de farmacos. Los farmacos encapsulados dentro
de un portador coloidal pueden proporcionar un suministro de fairmaco sostenido o dirigido.
Hay muchos sistemas que se incluyen dentro de la categoria de portadores coloidales, siendo

los sistemas mads investigados los liposomas, micelas y nanoparticulas poliméricas [202].
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1.16.1 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas son sistemas coloidales sélidos que varian aproximadamente
entre 10 a 1000 nm de tamafio [203], y dependiendo del método de preparacion, pueden
obtenerse nanoesferas o nanocapsulas, con el agente terapéutico disuelto, atrapado, encapsu-
lado o unido a la matriz polimérica (Figura 1.3). Las nanocéapsulas son sistemas vesiculares,
en los que el farmaco estd confinado a una cavidad rodeada por una capa de polimero,
mientras que las nanoesferas son sistemas de tipo matricial donde el farmaco esta fisica y
uniformemente disperso [204]. Ademads, la sustancia activa también puede ser adsorbida en

la superficie de ambos tipos de nanoparticulas.

Farmaco
atrapado

Farmaco adsorbido

Nanoformulacion 2
Polimer 5 en la superficie
ONNONY..| —> por varios P
+Farmaco atados

. 9

) atrapado
Na noesfeN

Farmaco adsorbido
en la superficie

Fig. 1.3 Tipos de nanoparticulas biodegradables. Segun la organizacidn estructural las
nanoparticulas biodegradables se peden clasificar como nanocapsulas y nanoesferas. Las
moléculas de farmaco se encuentran atrapadas en el interior o adsorbidas en la superficie.
Fuente: Biodegradable polymeric nanoparticles based drug delivery systems. Colloids Surf.
B. 2010; 75(1): 1-18.
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El rol de las nanoparticulas poliméricas en los sistemas de administracion de farmacos
abarca multiples aspectos, incluyendo la mejora de su estabilidad fisicoquimica, la regu-
lacién del perfil de liberacion del farmaco y la focalizacion terapéutica [205]. Ademads,
la modificacién de las propiedades fisicoquimicas y/o composicién de su superficie hacen
posible el desarrollo de nanoparticulas multifuncionales con capacidad de dirigir y lib-
erar controladamente agentes terapéuticos y diagndsticos. En consecuencia, mediante el
uso de nanoparticulas poliméricas se puede conseguir un amplio nimero de aplicaciones

farmacéuticas y médicas, imposibles de alcanzar con los farmacos tradicionales.

Polimeros utilizados para la preparacion de nanoparticulas

Se han empleado diferentes polimeros, tanto sintéticos como naturales, para preparar
nanoparticulas poliméricas. Idealmente, todos los polimeros aplicados en el campo biomédico
deben ser biocompatibles, no toxicos, libres de impurezas lixiviables y facilmente procesables
[206]. En comparacién con los polimeros naturales que tienen una duracion relativamente
corta de liberacion del farmaco, los polimeros sintéticos presentan una liberacién sostenida
del agente terapéutico durante un periodo de dias a varias semanas. Por el contrario, los
polimeros sintéticos se ven limitados generalmente por la necesidad de utilizar solventes
organicos y condiciones severas de formulacion [207, 208]. Entre los polimeros naturales,
los mas utilizados son el quitosano y la albimina. También se utilizan polimeros sintéticos

tales como poli (ésteres), poli (alquil cianoacrilatos) y poli (anhidridos) [208].

Copolimeros de acido lactico y acido glicolico

El copolimero de 4cido lactico y glic6lico (PLGA) (Figura 1.4), es un tipo de poli (éster) que
estd aprobado por las principales agencias reguladoras (Food and Drug Administration, Euro-
pean Medicines Agency) y es empleado extensamente para la preparacion de nanoparticulas

debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad [209, 210]. El PLGA se usa amplia-
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mente como vehiculo para diversos farmacos debido a su razon de degradacion y sus buenas
propiedades mecdnicas, que pueden controlarse con precision cambiando el peso molecular y
la relacion entre las porciones de dcido lactico y acido glicélico. El PLGA es un copolimero
biocompatible ya que los productos de degradacidn (dcidos monoméricos), son metabolitos
que participan de los ciclos de asimilacién cldsicos, siendo eliminados posteriormente como
diéxido de carbono y agua. Por lo tanto, el uso de PLGA se asocia a una toxicidad sistémica

minima para aplicacién de biomateriales o administracién de farmacos [207, 211].

0O

HO 0O

0O
CH

3

Fig. 1.4 Estructura quimica del PLGA. Donde la letra m, corresponde al nimero de unidades
de 4cido lactico, y la letra n, equivale al nimero de unidades de acido glicdlico. Fuente:
polysciences.com

Dependiendo de la relacion de copolimero y su peso molecular, el tiempo de degradacion
puede variar desde unos pocos meses hasta afios. Esta capacidad de modificar la tasa de
degradacion del polimero conduce a otra caracteristica atractiva de los nanosistemas basados
en PLGA, que es la posibilidad de una liberacion sostenida del farmaco y la adaptacion de la
cinética de liberacion de acuerdo con la farmacocinética del farmaco encapsulado [211].

El PLGA se puede procesar en casi cualquier forma y tamafo, y puede encapsular
moléculas de practicamente cualquier tamafo. Es soluble en una amplia gama de solventes
comunes, incluidos solventes clorados, tetrahidrofurano, acetona o acetato de etilo [212, 213].

Ademads de la composicion y el peso molecular, la temperatura de transicién vitrea de los

copolimeros de PLGA, es una propiedad muy importante que se ha de tener en cuenta en la
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preparacion de las nanopariculas y es esencial para la evaluacion de la estabilidad morfoldgica,
propiedades de difusién y velocidad de biodegradacién. La temperatura de transicion vitrea
tiene relacion directa con el peso molecular del biopolimero, ya que disminuye al reducir
el peso molecular y el contenido lactico. La presencia de solventes organicos residuales o
humedad en estos sistemas puede alterar la temperatura de transicion vitrea en varios grados
centigrados y llegar a un valor cercano a la temperatura corporal, lo cual podria afectar la
velocidad de degradacién de las nanopariculas y por consiguiente al perfil de liberacion del
farmaco [213, 214].

La resistencia mecédnica del PLGA se ve afectada por propiedades fisicas tales como
el peso molecular y el indice de polidispersidad del polimero. Estas propiedades también
afectan la capacidad de realizar una formulacién como un dispositivo de administracioén
de farmacos y pueden controlar la velocidad de degradacion e hidrélisis del sistema. Sin
embargo, estudios han encontrado que el tipo de farmaco también juega un papel en establecer
la tasa de liberacién [215].

Otra caracteristica de las nanoparticulas poliméricas de sumo interés es el potencial
zeta, el cual es una medida de la carga de la particula, como tal, y cuanto mayor es el valor
absoluto del potencial zeta mayor es la cantidad de carga de la superficie. En cierto sentido,
representa un indice de la estabilidad de las particulas. Para el caso de particulas cargadas,
cuando el potencial zeta aumenta, las interacciones repulsivas serdn de mayor magnitud lo
que puede llevar a la obtencién de nanosuspensiones mas estables, ya que este efecto de
repulsion va a evitar la formacion de posibles agregados. Refleja el potencial eléctrico de
las particulas y estd influenciado por la composicion de la particula y el medio en el que se
dispersa. Existen estudios que demuestran que la adicién de polietilenglicol en la superficie
de las nanoparticulas provoca una reduccion del potencial zeta negativo, lo que se traduce en

un aumento de la estabilidad de las nanoparticulas [216].
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Las nanoparticulas idealmente deben tener una alta eficacia de encapsulacion, es decir,
un alto porcentaje de farmaco cargado relativo a la cantidad total de farmaco utilizado para
la formulacién. Ademads necesitan presentar una alta carga de farmaco, es decir, un alto
porcentaje de farmaco cargado relativo a la cantidad total de nanoparticulas [207]. Uno de
los principales inconvenientes de las nanoparticulas basadas en PLGA se relaciona con una
carga deficiente. En efecto, a pesar de que las nanoparticulas basadas en PLGA presentan
con frecuencia altas eficiencias de encapsulacion, la carga de farmaco es generalmente escasa
(alrededor del 1%). Esta baja carga constituye un problema importante para algunos farmacos
al momento de disefiar nanoparticulas basadas en PLGA.

El vehiculo especifico de suministro de farmaco, es decir el PLGA, debe ser capaz de
administrar su carga util con una duracién, biodistribucion y concentracion apropiadas para
el efecto terapéutico pretendido. Por lo tanto, los elementos esenciales del disefio, incluidos
el material, la geometria y la ubicacién, deben incorporar mecanismos de degradacién y
eliminacion del vehiculo, asi como ingredientes farmacéuticos activos. Ademas, estudios
sugieren que tanto el aclaramiento de sangre como la captacion por el sistema fagocitico
mononuclear (MPS) pueden depender de la dosis y la composicidn de los sistemas portadores
de PLGA [217]. Ademas, algunas formulaciones de PLGA, como las nanoparticulas, se
acumulan rdpidamente en el higado, la médula 6sea, los nédulos linfaticos, el bazo y los
macrofagos peritoneales. Tras administracion parenteral, la degradacion de los portadores de
PLGA es rdapida en la etapa inicial (alrededor del 30%) y disminuye con el tiempo para ser
eliminada por la respiracion en el pulmoén [218].

Un inconveniente de importancia descrito para la mayoria de las nanoparticulas basadas
en PLGA, consiste en un “burst” de liberacion inicial del farmaco. En consecuencia, es
posible que el farmaco no llegue al tejido o células objetivo, lo que conllevaria a una
pérdida de eficacia. Debido a la aplicacion de nanoparticulas en la administracién de

farmacos de liberacion sostenida, los mecanismos de liberacion de este son importantes de
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comprender. Existen cinco mecanismos de liberacion del farmaco, la desorcion del farmaco
unido a la superficie, la difusion a través de la matriz polimérica, la difusion a través de la
pared polimérica de nanocdpsulas, la erosién de la matriz de nanoparticulas y un proceso
combinado de erosion-difusién. Los mecanismos de liberacion del farmaco dependen del
polimero utilizado y de la eficacia de carga. En general, el “burst” inicial se atribuye al
farmaco adsorbido a la superficie de las nanoparticulas [207].

El copolimero de PLGA sufre degradacion por hidrdlisis o biodegradacién a través de la
escision de sus enlaces éster de la cadena principal en oligémeros y, finalmente, mondmeros.
Esto se ha demostrado tanto in vivo como in vitro para varios tipos de farmacos y proteinas
con diferentes proporciones de polimero [219, 220]. El proceso de degradacién para estos
polimeros se produce principalmente a través de la degradacion uniforme de la matriz, lo
que ocurre en todo el material polimérico a la vez (erosién "bulk"), donde la penetraciéon de
agua en la matriz es mayor que la tasa de degradacion del polimero. Ademads, el aumento
de los grupos carboxilicos como resultado de la biodegradacion autocataliza el proceso. La
degradacion del copolimero de PLGA es el proceso colectivo de difusion "bulk", difusién
superficial, erosion "bulk" y erosion superficial. Dado que hay muchas variables que influyen
en el proceso de degradacion, el patrén de la tasa de liberacion es a menudo impredecible. La
velocidad de biodegradacion de los copolimeros de PLGA depende de la relacion molar de los
acidos lactico y glicdlico en la cadena del polimero, el peso molecular del polimero, el grado
de cristalinidad y la temperatura de transicion vitrea del polimero. La liberacién del farmaco
desde la matriz degradada homogéneamente es mas complicada. Se ha demostrado que una
curva bifésica para la liberacion de farmaco como resultado de la biodegradacién de PLGA
muestra el siguiente patrén [219-221]: Primero, el burst inicial de liberacion del farmaco
estd relacionado con el tipo de fadrmaco, la concentracién del farmaco y la hidrofobicidad del
polimero. El principio activo en la superficie, en contacto con el medio, se libera en funcién

de la solubilidad y la penetracién del agua en la matriz polimérica. La escision aleatoria
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del PLGA disminuye significativamente el peso molecular del polimero, pero no se forman
pérdidas apreciables de peso y ningtin producto monomérico soluble se forma en esta fase.
En la segunda fase, el farmaco se libera progresivamente a través de la capa més gruesa
y agotada. El agua dentro de la matriz hidroliza el polimero en productos oligoméricos y
monoméricos solubles. Esto crea un paso para que el farmaco se libere por difusion y erosion
hasta la completa solubilizacion del polimero. El tipo de farmaco también juega un papel

importante en esta fase al atraer la fase acuosa a la matriz.

Preparacion de nanoparticulas poliméricas

Existen varios métodos para preparar nanoparticulas poliméricas, y la seleccion de un método
determinado depende de la naturaleza del material polimérico que formara las nanoparticulas
resultantes y de las propiedades de las moléculas del farmaco empleadas para ser cargadas
en las nanoparticulas. Los métodos de nano-emulsion derivan de técnicas de preparacion
de microparticulas [222]. El primer paso requiere la formacién de una emulsiéon y su
homogeneizacion, que puede conseguirse mediante el uso de homogeneizadores de alta
presion, microfluidizadores y sonicadores. Los métodos basados en la emulsificacion difieren
dependiendo de las propiedades del polimero y de la miscibilidad entre el solvente orgénico y
la fase acuosa. Por lo tanto, cuando se usan polimeros hidréfobos, algunos métodos implican
el uso de solventes volatiles e inmiscibles en agua que tienen que eliminarse por evaporacion
simple, lo que lleva a la precipitacion del polimero, entre estos se encuentra los métodos de
emulsién evaporacion de solvente y doble emulsion. En otros métodos, la precipitacion del
polimero se produce como resultado de procesos de difusion controlada mediante el uso de
solventes orgdnicos parcial o totalmente miscibles en agua, como por ejemplo el método de
nanoprecipitacion.

Una de las técnicas mds comtinmente utilizadas es la técnica emulsién evaporacion de

solvente, la cual permite la encapsulacion de farmacos hidrofébicos. Brevemente, consiste en
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la disolucion del polimero y el farmaco en un solvente orgénico, la que después se emulsiona
en una solucién acuosa que contiene un estabilizador. La emulsién se produce por una
posterior exposicion a una fuente de alta energia, tales como un dispositivo ultrasénico
o un homogenizador. La fase orgdnica es luego evaporada, dando como resultado una
fina dispersion acuosa de nanoparticulas, las que son recolectadas por centrifugacion. La
técnica emulsion evaporacion de solvente puede usarse para la preparacion de particulas con
tamafios que varfan desde unos pocos nandémetros hasta micrémetros al controlar las tasas
y condiciones de agitacidn, y muestra una alta eficacia para la incorporacién de farmacos
lipofilicos [223]. Sin embargo, este método no es adecuado para la encapsulacion de farmacos
hidrofilicos. La emulsién doble permite que fairmacos hidrofilicos sean encapsulados en
nanoparticulas de PLGA, este método se basa en la disolucion del PLGA en un solvente
orgéanico y la emulsién de una solucién acuosa que contiene el farmaco hidréfilo dentro
de la fase orgdnica. Esta emulsion primaria se transfiere después a una solucién acuosa
externa que contiene un tensioactivo para estabilizar la doble emulsién, bajo agitacion
vigorosa. De manera similar, el solvente organico es evaporado y las nanoparticulas pueden
ser recolectadas tras la centrifugacién [207, 211].

El método de nanoprecipitacion es un procedimiento de un solo paso y se suele emplear
para incorporar farmacos lipofilicos en portadores basdndose en la deposicion interfacial
de un polimero [224]. La nanoprecipitacion se realiza usando sistemas que contienen tres
componentes basicos, el polimero, el solvente del polimero y el no solvente del polimero.
El solvente debe ser orgdnico, miscible en agua y de facil eliminacion por evaporacion. El
polimero y el farmaco se disuelven en un solvente semipolar miscible en agua. Luego, la
solucidn se vierte o inyecta en una solucién acuosa que contiene estabilizante bajo agitacién
magnética. Las nanoparticulas se forman de manera inmediata por medio de una répida
difusion del solvente. Finalmente, el solvente es eliminado de la suspension [225, 210].

Debido a que no es esencial un aporte de energia externa para la formacién de nanoparticulas,
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la nanoprecipitacion puede ser considerado un procedimiento fécil y sensible, con requisitos
modestos de equipamiento y bajos costos de energia [226]. El tamaiio y la forma de las
particulas es de dificil prediccién, pero es relativamente facil influir en la formacién de
particulas cambiando la concentracidn, el solvente/no solvente y la técnica de preparacion. A
diferencia de la técnica emulsion evaporacion de solvente, la que normalmente implica el
uso de solventes orgénicos altamente volatiles como el diclorometano o el hexano, la técnica
de nanoprecipitacion también puede utilizar solventes no volatiles, los que pueden no ser
eliminados facilmente ya sea mediante agitacion o evaporacion con calentamiento ligero.
El método salting out es otra técnica utilizada para la fabricacién de nanoparticulas
poliméricas. En primer lugar, el polimero se disuelve en la solucién organica, que general-
mente es miscibles en agua, los solventes tipicos son tetrahidrofurano y acetona. La fase
acuosa consiste en el surfactante y la solucion saturada de electrolito. Los electrolitos no
deben ser solubles en el solvente organico. Por lo general, las sales mds cominmente usadas
son cloruro de magnesio o acetato de magnesio. Posteriormente se afiade agua hasta que
el volumen es suficiente para permitir la difusion de la acetona en el medio acuoso, lo que
resulta en la formacion de nanoparticulas. Esta suspension se purifica por filtracion de flujo
transversal y liofilizacion. Sin embargo, una desventaja de este procedimiento es que usa
grandes cantidades de sales que son incompatibles con muchos compuestos bioactivos [227].
El método de polimerizacion interfacial utiliza las ventajas de ciertos polimeros con
rdpida velocidad de polimerizacién. Utilizando ciertos mondmeros, como el cianoacrilato,
que se disuelven junto con el fairmaco en éter de petréleo y etanol absoluto, se forma una
mezcla que luego lentamente es extruida a través de una aguja sobre una solucion acuosa del
surfactante. En este caso las nanocapsulas se forman espontdneamente por polimerizacion del
monémero después de iniciar el contacto con los iones presentes en el agua. La suspension
coloidal resultante puede concentrarse por evaporacion a presion reducida. Ejemplos de

farmacos encapsulados son la insulina, calcitonina, indometacina, y compuestos citotoxicos
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utilizados en la terapia fotodindmica de tumores. Una de las ventajas de esta técnica es
la alta eficiencia de encapsulacién de farmacos. Ademads, otra ventaja es la obtencioén
de nanocépsulas ya que por este método el polimero se forma in situ, lo que permite la
constitucién de una membrana de polimero que puede rodear el contorno de la fase interior
de una emulsion aceite/agua o agua/aceite. En este caso, la principal desventaja es el uso de
solventes orgédnicos necesarios para la fase externa. El lavado de solventes y la sustitucion
por el agua representa un procedimiento largo y dificil [228].

Las nanoparticulas también pueden ser obtenidas por el método de difusién de emulsifi-
cacion. Se utiliza un solvente parcialmente soluble en agua como acetona o carbonato de
propileno. Los polimeros y compuestos bioactivos se disuelven en el solvente y luego se
emulsionan en la fase acuosa que contiene el estabilizador. Este ultimo evita la agregacion
de las gotas de la emulsion por adsorcion en la superficie de las mismas. El agua es agregada
a la emulsion, para permitir la difusion del solvente en el agua. La solucion se agita, pro-
duciéndose la precipitation de las particulas. Posteriormente se recogen por centrifugacion, o
el solvente puede eliminarse por didlisis [229].

Otro método utilizado es el de emulsificacion con membranas. Primeramente, las dos
fases de la emulsion se encuentran separadas por una membrana. La fase dispersa se inyecta
mediante una bomba o un recipiente presurizado hacia la fase continua a través de los poros de
la membrana, de manera que se forman gotas. La formacion de gotas suele tener lugar a causa
del esfuerzo cortante producido sobre la superficie de la membrana, generado por el flujo
de fase continua. La emulsion resultante esta sujeta al proceso de eliminacién del solvente,
generdandose de este modo las nanoparticulas. Las propiedades de la membrana tales como,
tamaio de poro, distribucion espacial y tortuosidad, juegan un papel decisivo en el tamafio
de las gotas y/o nanoparticulas de la emulsiéon. Mediante la emulsificacion con membranas,
se pueden preparar emulsiones monodispersas con tamaifio de gota controlado, bajo consumo

energético y pequefio esfuerzo cortante. No obstante, la principal desventaja de este método
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es que las propiedades de la membrana determinan la calidad de las nanoparticulas. Ademads,
los tamafios de las nanoparticulas son relativamente mayores (=>200 nm) [230, 231].

El método de secado por atomizacidn (spray-drying) es utilizado para la micro y nanoen-
capsulacion de farmacos. En este proceso, la emulsion es atomizada directamente en forma
de gotas sobre una corriente de aire caliente, en la cual el solvente orgdnico se evapora y las
particulas solidificadas se recogen mediante un sistema de aspiracion ciclonico. Este método
es muy simple, rdpido y particularmente interesante para el escalado del proceso de micro y
nanoencapsulacion. A pesar de estas ventajas, el rendimiento del secado por atomizacion a
escala de laboratorio, con secadores por pulverizacion convencionales no es optimo debido a
la pérdida de producto en las paredes de la cdmara de secado y la baja capacidad del ciclén
para separar las particulas finas [232].

Los métodos microfluidicos estan disefiados para manipular fluidos en microcanales que
tienen al menos una dimensién menor a 1,000 um [233]. Los dispositivos microfluidicos
son capaces de lograr una transferencia de masa rapida y una mezcla eficiente [234]. El
patrén de flujo de liquido se controla mediante la geometria de microcanal y la velocidad
de flujo. Las bombas de jeringa son generalmente utilizadas para activar el flujo de fluido
impulsado por presion a través de microcanales. El uso de dispositivos microfluidicos para
la sintesis de nanoparticulas presenta variadas ventajas, incluyendo una mayor precision
sobre la formacion de nanoparticulas y una alta eficiencia de encapsulacion para farmacos
hidrofilicos. Su principal limitacidn es la escalabilidad, limitando la produccién a una escala

comercial.

Caracterizacion de nanoparticulas

La caracterizacion de nanoparticulas es esencial para una comprension profunda de sus
propiedades previo a su desarrollo como una futura aplicacion farmacéutica. El tamafio de las

nanoparticulas es critico, no solo para determinar el perfil de liberacién y el comportamiento
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de degradacion, sino también para determinar la eficacia del agente terapéutico en términos
de penetracién de tejido y captacidn celular [235]. El peso molecular del polimero influye en
el tamafo de la nanoparticula, la eficiencia de encapsulacion y la velocidad de degradacion
del polimero, en consecuencia, afectando la velocidad de liberacion del agente terapéutico
[236].

Variados estudios han demostrado que nanoparticulas de tamafio submicrdnico tienen
numerosas ventajas sobre las microparticulas como sistemas de entrega de farmacos [237].
Generalmente, las nanoparticulas tienen una captacion intracelular relativamente mayor
en comparacion con las microparticulas y estan disponibles para un rango més extenso de
objetivos bioldgicos debido a su menor tamafio y movilidad relativa. Un estudio encontr6 que
las nanoparticulas de 100 nm tenifan una captacion 2.5 veces mayor que las microparticulas
de 1 um, y una captacién 6 veces mayor que las microparticulas de 10 um en una linea
celular Caco-2 [238]. La liberacién del fairmaco también se ve afectada por el tamaiio de la
particula. Las particulas mas pequefias tienen un drea de superficie mayor, por lo tanto, la
mayor parte del fairmaco asociado estaria en o cerca de la superficie de la particula, lo que
lleva a una liberacion rapida del farmaco. Mientras que, las particulas mas grandes tienen
nicleos grandes que permiten encapsular mas farmaco y difundirlo lentamente [239]. Las
particulas de menor tamafio también tienen un mayor riesgo de agregacion de particulas
durante el almacenamiento.

La forma de una nanoparticula determina cémo puede entrar ésta en una célula. Las
particulas de forma oblonga pueden no llegar efectivamente a un sitio receptor en la mem-
brana, ya que requieren mds energia para los procesos de endocitosis, 0 serian menos
favorables a la inclusién en el fagocito, que las nanoparticulas de formas mds simétricas. En
un estudio que investigd nanorods y nanoesferas de diferentes tamafos, se concluyd que
los niveles de interaccion dependian de la forma, ya que la captacién de nanoparticulas de

estructura oblonga era mas baja que sus contrapartes esféricas [240].
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El peso molecular del polimero es indicativo de la longitud de la cadena del polimero, y
cuanto mayor sea el peso molecular, mayor serd el largo de la cadena. Ademads, la longitud
de la cadena refleja la hidrofilicidad o lipofilia del polimero. Un aumento en la longitud de
la cadena aumenta la lipofilia y disminuye la velocidad de degradacién del polimero. Por
lo tanto, variando el peso molecular, se puede controlar la velocidad de degradacién del
polimero y la cinética de liberacion del farmaco [210, 241].

El estado fisico tanto del firmaco como del polimero debe ser determinado ya que tendra
una influencia de importancia sobre las caracteristicas de liberacion del farmaco tanto in
vitro como in vivo. El potencial zeta puede influir en la estabilidad de las particulas y
la mucoadhesién, asi como en el tréfico intracelular de nanoparticulas en funcién del pH.
La hidrofobicidad determina la distribucion de nanoparticulas en el cuerpo después de la
administracion. Las particulas hidrofilicas tienden a permanecer en la sangre durante mayor
tiempo [225, 242, 243].

La cantidad de carga de farmaco en la matriz juega un papel importante en la velocidad
y duracion de la liberacion de la molécula encapsulada. Las matrices que tienen un mayor
contenido de farmaco poseen una "burst” de liberacion inicial mayor que las matrices con
un contenido inferior debido a su menor relacién de polimero-farmaco. Sin embargo, este
efecto del contenido de farmaco se atenta cuando el contenido del fadrmaco alcanza un cierto
nivel dependiendo del tipo de principio activo [244]. Idealmente, un sistema nanoparticulado
exitoso debiese tener una alta capacidad de carga de farmaco, reduciendo asi la cantidad de
materiales de matriz para la administracion.

La eficiencia de la modificacion de la superficie puede ser estimada midiendo la carga
superficial. Un método consiste en determinar el potencial zeta de las nanoparticulas por
medio de la movilidad de particulas cargadas monitorizadas por un potencial eléctrico.
Dependiendo del polimero y la modificacién de superficie, los valores del potencial zeta

pueden ser positivos, neutros o negativos [243]. El didmetro medio de particula y el indice
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de polidispersidad pueden medirse por dispersion dindmica de luz. Esta técnica se basa en
la dispersion de la luz causada por el movimiento browniano de las particulas [235]. Las
técnicas de imagen como la microscopia electronica de barrido o transmision y la microscopia
de fuerza atémica brindan informacién sobre la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas.

Las propiedades fisicoquimicas, tales como el tamafio de particula, la forma y la carga
superficial, juegan un papel clave en la captacion celular de nanoparticulas. La captacion de
nanoparticulas por las células se puede ver como un proceso de dos pasos: primero, un paso
de enlace en la membrana celular y, segundo, el paso de internalizacién [245]. La unién de
las nanoparticulas a la membrana celular parece ser la més afectada por la carga superficial
de las particulas [246, 247]. La variacién de la carga superficial de la particula podria
controlar potencialmente la unién al tejido y dirigir las nanoparticulas a los compartimentos
celulares tanto in vitro como in vivo. Las superficies celulares estin dominadas por moléculas
de proteoglicanos sulfatados cargados negativamente que juegan un papel fundamental en
la proliferacion celular, la migracion y la motilidad [248, 249]. Los proteoglianos de la
superficie celular consisten en una proteina central anclada a la membrana y unida a una o
mas cadenas laterales de glicosaminoglicanos para producir una estructura que se extiende
alejandose de la superficie de la célula. Los glicosaminoglicanos son altamente aniénicos,
y la interaccidon entre los proteoglicanos y el revestimiento de las nanoparticulas, si estin
cargados positivamente, tienden a ser en gran medida i6nicos [237]. Una vez dentro de la
célula, puede producirse la degradacion de los polimeros, pero es posible atacar organelos
intracelulares especificos en funcién de la carga superficial y los ligandos anexos [250].
Las nanoparticulas con mayor carga superficial se unen fuertemente a la membrana celular
y muestran una mayor captacién celular, donde las interacciones electrostéticas entre la
membrana aniénica y las nanoparticulas catidnicas facilitan la captacion. Después de la

adsorcion de las nanoparticulas en la membrana celular, la absorcién se produce a través
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de varios mecanismos posibles, como pinocitosis, endocitosis no especifica 0 mediada por
receptor o fagocitosis [251, 252].

Teniendo en cuenta que no existen tratamientos 6ptimos para la OA, que rhein es una
molécula que ha demostrado tanto actividad condroprotectora como antiinflamatoria, princi-
palmente por la inhibicién de la produccion y la actividad de la citoquina IL-1, y que las
nanoparticulas constituyen sistemas que pueden entregar de manera controlada al farmaco
en el sitio de inyeccion, surge la necesidad de desarrollar, caracterizar y evaluar in vitro

nanoparticulas de rhein para una futura administracion intraarticular.



Capitulo 2

HIPOTESIS

La encapsulacién de rhein en nanoparticulas poliméricas proporciona un vector de libera-
cién controlada que no es citotoxico y que posee propiedades antiinflamatorias en cultivos

celulares in vitro.



Capitulo 3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Desarrollar, caracterizar y evaluar in vitro nanoparticulas de rhein para una futura adminis-

tracion intraarticular

3.2 Objetivos especificos

1. Optimizar una metodologia de elaboracion de nanoparticulas de rhein y caracterizar

las nanoparticulas resultantes.

2. Validar un método analitico por HPLC para la cuantificacion de rhein encapsulado y

liberado desde las nanoparticulas.
3. Evaluar la cinética de liberacion in vitro de rhein desde las nanoparticulas.

4. Evaluar in vitro la citotoxicidad, efecto antiinflamatorio y efecto oxidativo de las

nanoparticulas de rhein.



Capitulo 4

MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Reactivos y principios activos

* Acetona pa., Merck Co. (Darmstadt, Alemania)
* Acetonitrilo pa., Merck Co. (Darmstadt, Alemania)
» Buffer HEPES, Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)

* Copolimeros de acido lactico y 4cido glicolico (PLGA) Resomer® RG752s, Evonik

Industries Inc. (Darmstadt, Alemania)
* Diclorometano pa., Merck Co. (Darmstadt, Alemania)
* Dimetilsulféxido, Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)
* Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)
* Kit Human IL-1beta ELISA Ready-SET-Go!®), eBioscience Inc. (CA, USA)

* Kit Human TNFalpha ELISA Ready-SET-Go!®), eBioscience Inc. (CA, USA)
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Kit MTT Vibrant®, Invitrogen (CA, USA)

* Lipopolisacarido de Escherichia coli, Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)
* Medio RPMI 1640, Invitrogen (CA, USA)

* Metanol pa., Merck Co. (Darmstadt, Alemania)

* 2, mercaptoetanol, Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)

* N,N-dimetilformamida pa., Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)

* Penicilina/Estreptomicina 100X, Invitrogen (CA, USA)

* Perdxido de hidrégeno, Merck Co. (Darmstadt, Alemania)

* Piruvato de sodio 100X, Invitrogen (CA, USA)

* Polivinilalcohol (PVA) hidrolizado 87-90%, Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)
* Rhein 98%, AK Scientific Inc (CA, USA)

» Sonda DFCH-DA, Invitrogen (CA, USA)

* Suero bovino fetal, Invitrogen (CA, USA)

4.1.2 Equipos e insumos

* Agitador magnético multistirrer 6, Velp Scientifica, (Espafia)
* Balanza analitica AA-200 Denver Instrument Company, USA
e Balanza Precisa XB120A, Precisa Instruments, Suiza.

e Baiio de ultrasonido Branson 1200. (Alemania)

e Bomba de vacio Gast® (Benton Harbor, USA).
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Bomba Elite LaChrom L-2130, Merck Hitachi. (Tokio, Japon)

Cémara de flujo ESCO Class II BSC Streamline, Esco Micro Pte. Ltd. (Singapur)
Centrifuga Eppendorf 5702, Eppendorf. (USA)

Centrifuga Eppendorf 5810r, Eppendorf. (USA)

Centrifuga MiniSpin, Sigma-Aldritch Co. (MO, USA)

Centrifuga 2320, Hermle Scientific. (Alemania)

Columna LiChroCart 250-4 mm, LiChrospher RP-18, Tamafio de particula Sum, Merck

Co, (Darmstadt, Alemania)
Congelador Nuaire -85°C Ultralow Freezer. (USA)

Detector UV de longitud de onda programable Merck Hitachi LaChrom L-2400, Merck

Co. (Tokio, Japon)
Equipo de filtracién por vacio Supelco® (Supelco Inc., Bellefonte, USA)
Equipo Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd. (Malvern, UK)

M

Evaporador Pierce Reacti-Therm”™ con corriente de nitrégeno, Pierce Chemical

Company. (IL, USA).

Filtro para jeringa MS® PVDF de 0,22 um de tamafio de poro y 25 mm de didmetro
(TX, USA)

Homogenizador de alta velocidad, Heipdolph Elektro GMBg & Co. (Alemania)
Jeringas desechables NIPRO de 1, 5y 10 mL

Lector de placas BioTek Synergy 2, BioTek Instruments. (USA)
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* Material de vidrio clase A

* Micropipetas Transferpette

* Microscopio de luz invertida, Nikon. (Japon)

 Parafilm “M”® (USA)

* Peachimetro pH 500 series pH/mV/°C meter, Oakton. (Singapur)
* Pipetas pasteur plasticas estériles de 1 y 3 mL

* Pipetas seroldgicas estériles de 5y 10 mL

* Precolumna LichroCart 4-4mm, LiChrospher RP-18, Tamaiio de particula Sum, Merck

Co. (Darmstadt, Alemania)
* Puntas de micropipeta de 0.05, 0.1, 1 y 5 mL
 Tubos falcon estériles de 15 y 50 mL

* Vilvula de inyeccién Rheodyne 7725i equipada con Loop Rheodyne de 20 puL (Darm-

stadt, Alemania)

e Vortex Genie 2, Scientific Indrustries Inc. USA

4.1.3 Software

* GraphPad Prism 6.0®), Graphpad. (CA, USA)
* Software Star Chromatography Workstation, version 6.20, 2002, Varian Inc.

» Software Statgraphics Centurion XV, version 15.1.02. 2007 (Statpoint Technologies,

Inc., Warrenton, VA, USA).
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e Zetasizer Software, version 6.34, 2012, Malvern Instruments Ltd. (Malvern, UK)
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4.2 Optimizacion de la encapsulacion de rhein en nanoparticu-
las poliméricas y caracterizacion fisicoquimica del sis-

tema resultante

4.2.1 Preparacion de las nanoparticulas cargadas con rhein
Emulsion evaporacion de solvente

Se realizé una emulsion (Figura 4.1) por medio de la adicion de dos fases, una orgénica,
constituida por los solventes metanol (1.00 mL), acetona (1.50 mL) y diclorometano (2.50
mL), ademds de rhein en metanol 0.033 mg/mL y PLGA RG 752s. La fase acuosa consistio
de una solucién de polivinil alcohol (PVA) 0.5% mas 50 pL de 4cido clorhidrico 1 N. La
emulsion fue generada por 1 minuto de agitacion mediante vértex y posterior sonicacion en
homogeneizador de ultrasonido en bafio de hielo, durante 3 minutos y a una amplitud de
80%. La emulsion resultante fue evaporada bajo campana de extraccion usando un agitador
magnético a 600 rpm por 3 horas a temperatura ambiente, para completa eliminacion de los
solventes orgénicos.

Fase acuosa

Fase organica Vortex Sonicacion Evaporacion

Fig. 4.1 Proceso de elaboracion de nanoparticulas por la metodologia emulsién evaporacion
de solvente. Fuente: Elaboracién propia.
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Doble emulsion

Nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein fueron preparadas por la técnica de doble
emulsion descrita por McCall and Sirianni [253] con ligeras modificaciones. Una emulsion
primaria fue realizada por la adicion de una fase orgdnica, conteniendo los solventes acetona
y diclorometano (500 pL de cada uno de los solventes), mas PLGA RG 752s, a una fase
acuosa que consistié en 2 mL de una solucién de PVA 0.50% y 100 pL de solucién de rhein
1 a 2 mg/mL en buffer HEPES pH 7.4, isoténico. La emulsién primaria fue generada por
10 segundos de sonicacion en un homogeneizador de ultrasonido en bafio de hielo, a una
amplitud de 80%. Luego, la emulsion secundaria fue formada por la adicién de la emulsion
primaria, por goteo con pipeta pasteur, a una solucion acuosa de PVA 0.50 o 1% mas 50 pL
de acido clorhidrico 1 N, bajo agitacién en vortex durante 30 segundos, y luego llevada a
sonicacién en bafo de hielo por medio de un homogeneizador de ultrasonido, realizando
pulsos de 10 segundos de sonicacion a una amplitud de 80%, seguidos de 5 segundos de
enfriamiento durante 3 ciclos. La suspension resultante fue evaporada bajo campana de
vapores, usando un agitador magnético a 600 rpm por 3 horas a temperatura ambiente, para

la completa eliminacién de los solventes orgédnicos (Figura 4.2).

&

Solventes

organicos — — — — —

il gy =

Farmaco
PVA

? )

Emulsién Emulgente Emulsién

. : . N Evaporacién
primaria Vértex secundaria P

Fig. 4.2 Proceso de elaboracion de nanoparticulas por la metodologia doble emulsion. Fuente:
Elaboracién propia.
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Nanoprecipitacion

Se obtuvieron nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein mediante la técnica de nanopre-
cipitacién descrita por Fessi et al. [254]. con ligeras modificaciones. Una cantidad de PLGA
RG 752s, en un rango de 25.00 y 50.00 mg, y rhein en un rango de 1.00 a 2.5 mg, fueron
pesados con exactitud y disueltos en 5 mL de n,n-dimetilformamida. La solucién anterior
form¢ la fase orgdnica, la cual se agregd mediante goteo constante por medio de una jeringa
Hamilton® de 5.00 mL, a una fase acuosa consistente de 25 mL de PVA 0.25%, y agitada
magnéticamente a 500 rpm a temperatura ambiente, bajo campana de vapores durante una

noche hasta la completa evaporacion del solvente organico (Figura 4.3).

Solvente organico
Farmaco
Polimero

Emulgente Evaporacion

Fig. 4.3 Proceso de elaboracion de nanoparticulas por metodologia nanoprecipitacion. Fuente:
Elaboracion propi.a

4.2.2 Optimizacion de los parametros de formulacion

Se utilizaron disefios factoriales completos para determinar las interacciones y efectos
principales de los pardmetros de formulacién de las técnicas emulsion evaporacion de

solvente, doble emulsién y nanoprecipitacion.
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Un disefio factorial de dos-factores, tres-niveles fue empleado para la optimizacion de la
técnica emulsion evaporacion de solvente, usando la masa del polimero PLGA RG 752s y el
volumen de la solucién de rhein/metanol como las dos variables independientes (Tabla 4.1).
Para la técnica de doble emulsion, se us6 un disefio factorial de tres-factores, dos-niveles,
y las variables independientes fueron masa de polimero PLGA RG 752s, concentracién de
solucién rhein/buffer y concentracion de PVA (Tabla 4.2). Finalmente un disefio factorial
de dos-factores, tres niveles fue realizado para la técnica de nanoprecipitacidn, las variables
independientes fueron la masa de rhein y PLGA RS 752s (Tabla 4.3). Como valores de
respuesta para las tres técnicas evaluadas, se midi6 el didmetro medio de nanoparticulas,

indice de polidispersidad (PDI) y eficiencia de encapsulacién (%EE) (Tabla 4.4).

Tabla 4.1 Variables independientes del disefio factorial para la técnica emulsién evaporacién
de solvente. Fuente: Elaboracién propia.

Variables independientes Niveles

-1 0 +1
X1: Masa de polimero PLGA RG752s (mg) 50 75 100
X5: Volumen de solucién rhein/metanol (mL) 0.50 0.75 1.00

Tabla 4.2 Variables independientes del disefo factorial para la técnica doble emulsién. Fuente:
Elaboracién propia.

Variables independientes Niveles
-1 +1
X1: Masa de polimero PLGA RG752s (mg) 50 100
X2: Solucién rhein/buffer (ug/mL) 1 2
X3: PVA (%) 050 1

Tabla 4.3 Variables independientes del disefio factorial para la técnica nanoprecitacion.
Fuente: Elaboracién propia.

Variables independientes Niveles

-1 0 +1
X1: Masa de polimero PLGA RG752s (mg) 25.50 37.50 50.0
X»>: Masa de rhein (mg) 1.00  1.75 2.50
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Tabla 4.4 Variables dependientes para todas las técnicas evaluadas. Fuente: Elaboracion
propia.

Variables dependientes Valor 6ptimo
Y: Tamaio de particula < 200 nm
Y>,: Polidispersidad < 0.1

Y3: Eficiencia de encapsulacion ~ Maximizar

4.2.3 Tamaiio de particula y polidispersidad

El didmetro medio e indice de polidispersidad de las nanoparticulas obtenidas fueron medidos
usando el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Instrument, UK). Estos dos paramet-
ros fueron evaluados en triplicado, por dilucién de 50 pL de suspension de nanoparticulas

resuspendidas en 950 pL de agua Milli-Q a una temperatura de 25 °C.

4.2.4 Eficiencia de encapsulacion y carga del rhein

La incorporacién del farmaco en las nanoparticulas poliméricas es un factor clave para su
uso como un sistema de administracion de farmacos. Es deseable un alto nivel de carga de
farmaco ya que se requerird una cantidad menor de nanoparticulas para administrar la dosis
de farmaco deseada.

Cuando se investiga la carga del farmaco se pueden calcular dos pardmetros. La eficiencia
de encapsulacion se refiere a la proporcién de farmaco que estd encapsulado dentro de las
particulas, en relacion a la cantidad incorporada al inicio y se puede calcular usando la
férmula:

M
EE(%) = Y x 100 4.1)

FU
Donde, EE es la eficiencia de encapsulacion, Mgy es la masa de firmaco en las

nanoparticulas y My es la masa de farmaco utilizado.
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La carga de farmaco se refiere a la proporcion de fairmaco por masa de particula y puede
ser calculado utilizando la siguiente férmula:

M
CF(%) = % % 100 (4.2)

N

Donde CF es la carga de farmaco y My es la masa de nanoparticulas.

La eficiencia de la encapsulacion es de mayor interés en relacion a la fabricacion de
particulas. El nivel de carga del farmaco es una medida de mayor utilidad terapéutica, ya que
hace referencia a la dosis de farmaco disponible en las nanoparticulas.

Para la extraccion del rhein encapsulado, 10.00 mL de suspensién de nanoparticulas
fueron centrifugadas a 15,000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. Se removio el
sobrenadante y el pellet de nanoparticulas fue disuelto con 1.00 mL de acetona, més 2.00
mL de metanol. Se tomé una alicuota de 1.00 mL de la solucién previa, la que se evapord
por flujo de gas nitr6geno a una temperatura de 40 °C. Finalmente, se reconstituy6 con 1.00
mL de metanol y se filtr6 a través de un filtro de membrana PVDF de tamafio de poro 0.22
um. La cantidad de rhein en la nanoparticulas fue cuantificada por el método por HPLC
desarrollado y validado (Tabla 4.5). El sistema cromatografico (Merck Hitachi LaChrom
Elite L-2130, Merck), cont6 con una vélvula de inyecciéon Rheodyne 77251 (Sigma Aldritch)
y un detector de absorbancia ultravioleta programable (Merck Hitachi LaChrom Elite L-240,
Merck). El andlisis se realizé a una longitud de onda de 257 nm. Se inyectaron 20.00 o
50.00 pL de la solucion filtrada a una columna de fase reversa LiChrospher C18 (Sum, 250 x
4.00 mm, Merck) utilizando como fase movil una mezcla isocrética de metanol (80.00%) y
acido acético 2.00% (20.00%), a un flujo de 1.00 mL por minuto. El andlisis fue realizado a

temperatura ambiente.
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Tabla 4.5 Condiciones cromatograficas para la cuantificacion de rhein. Fuente: Elaboracién
propia.

L. Solucion de metanol:acido acético 2%
Fase movil

(80:20 v/v)
Columna LiChrospher C-18 (5 um, 250 mm)
Temperatura de la columna Temperatura ambiente
Flujo Isocratico (1.00 mL/min)
Volumen de inyeccion 20 - 50 uLL
Detector Ultravioleta
Longitud de onda 257 nm

4.3 Validacion del método cromatografico

Se validd, para la matriz utilizada, un método analitico por HPLC para cuantificacion de rhein
desde microparticulas desarrollado por Chavez [255], para cuantificar rhein encapsulado en
las nanoparticulas y liberado cuando estas son sometidas a un medio de liberacion isoténico

y pH fisioldgico.

4.3.1 Linealidad

Se preparé una solucion madre de rhein 0.10 mg/mL en metanol, de la cual se obtuvieron
5 soluciones de rhein en niveles de concentracion creciente, 1 - 2 - 5 - 10 - 20 ug/mL, las
que fueron inyectadas al sistema cromatografico por triplicado. Se obtuvo una gréifica de
concentracion del analito versus drea promedio de los picos cromatograficos. Se obtuvo
una gréifica de concentracion versus drea de los peaks para cada solucidn, se determiné
la linealidad mediante el calculo de la pendiente de la curva de calibracion y el valor del

coeficiente de determinacién (r%)

4.3.2 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Se prepararon 3 curvas de calibracion con niveles de concentracién bajo y sobre el valor

limite de linealidad (0.50 - 0.75 - 1.00 pg/mL). Se realizaron los gréaficos de concentraciéon
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del analito versus drea promedio de los picos cromatograficos para obtener las pendientes e
interceptos, con lo cual se calcularon el limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion
(LOQ) en base a la desviacion de los interceptos (0) y los promedios de las pendientes (S),

mediante la utilizacién de las siguientes formulas.

Lop = 339 4.3)
S
1
LOQ = % (4.4)

4.3.3 Precision

La precision se establecié mediante la realizacién de ensayos de precision instrumental,
ensayos de repetibilidad o precision intra-ensayo y precision intermedia o precision inter-
ensayo.

La precision instrumental se evalué mediante 6 inyecciones de una solucién estdndar de
rhein de 10 pg/mL. Las condiciones en las que se realizo el ensayo fueron las mismas para
cada inyeccién. Los resultados obtenidos se calcularon por medio de la desviacion estandar
relativa de los resultados del drea promedio de los picos cromatogréficos (RSD).

Para el estudio de la repetibilidad se prepararon 3 soluciones estindar de rhein en
concentraciones 1, 5y 10 pg/mL (Iimite inferior, punto medio, y limite superior de la curva
de calibracién). Las condiciones bajo las que se realizé el ensayo fueron las mismas para
cada experiencia, las inyecciones fueron realizadas en triplicado y en el periodo de un dia. Se
calcul6 la RSD de los resultados del drea promedio de los picos cromatograficos para cada
concentracion del analito.

Para el estudio de la precision intermedia se prepararon 3 soluciones estdndar de rhein en

concentraciones 1, 5y 10 ug/mL. Las inyecciones fueron realizadas en triplicado y el estudio



4.4 Liberacion in vitro 53

se repiti0 durante 3 dias diferentes. Se calcul6 la RSD de los resultados del drea promedio de

los picos cromatograficos para concentracion del analito.

4.3.4 Exactitud

Para determinar la exactitud se adicionaron concentraciones conocidas de rhein (3, 7y 14
pg/mL) a nanoparticulas blancas y se calcul6 el porcentaje de recuperacion a través de la
curva de calibracion concentracion versus drea promedio de los picos. Las inyecciones se

realizaron por triplicado.

4.3.5 Selectividad

La selectividad es el grado en que un método puede cuantificar o cualificar al analito en
presencia de interferentes. Estos interferentes normal o frecuentemente se encuentran en la
matriz de interés.

Se compararon las lecturas de soluciones de concentracion conocida de PLGA y rhein.

4.4 Liberacion in vitro

El estudio de la liberacion in vitro de rhein desde las nanoparticulas fue llevado a cabo en
condiciones sink. 20.00 g de suspension de nanoparticulas fueron centrifugados a 13,000
rpm durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de remover el sobrenadante, las
nanoparticulas fueron resuspendidas en 1 mL. de HEPES buffer salino 10 mM, pH 7.4. Un
tubo eppendorf fue preparado para cada punto correspondiente a un tiempo determinado, y
llevado a 37 °C bajo agitacién constante a 100 rpm. A intervalos de tiempo correspondientes,
se recolecto la totalidad del medio y se llevaron a tubos de centrifugaciéon con membrana,
con un tamafio de poro de 0.10 um (Ultrafree®-CL Centrifugal Filter Device, Millipore), y

fueron centrifugados a 6,000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante
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obtenido de la centrifugacion fue recolectado y almacenado a 4 °C hasta su cuantificacion
por HPLC. La liberacioén in vitro de rhein desde las nanoparticulas fue comparada contra
la incorporacién de una cantidad equivalente de fairmaco en suspension, bajo las mismas

condiciones de temperatura y agitacion.

4.5 Ensayos celulares in vitro

Habiendo optimizado los pardmetros de formulacién para la metodologia de emulsién
evaporacion de solvente, ademds de su completa caracterizacion, se procedio a estudiar los

efectos de las nanoparticulas obtenidas, mediante ensayos celulares in vitro.

4.5.1 Evaluacion de citotoxicidad de nanoparticulas de rhein

En este trabajo se realiz6 la evaluacion in vitro de la biocompatibilidad de las nanoparticulas.
Los métodos de citotoxicidad in vitro son mas simples, mds rapidos, mds rentables y no
plantean problemas éticos en comparacién con los enfoques in vivo.

La evaluacion de la viabilidad celular se realizo6 utilizando la linea celular THP-1 (monoc-
itos de leucemia mieloide aguda humana), diferenciada a macréfagos. Las células fueron
incubadas en condiciones estandarizadas, a 37 °C y en una atmosfera humidificada con 5%
de CO,, en medio RPMI suplementado con suero bovino fetal (FBS) 10%, una mezcla de
antibidticos penicilina (100 IU/mL) y estreptomicina (100 pg/mL), 1% de glucosa, 1% de
HEPES, 1% de piruvato de sodio y 0,10% de 2-mercaptoetanol.

Para estimar el nimero de células en un frasco de cultivo se utilizé la técnica de tincion
con azul de tripan, en conjunto a una cdmara Neubauer, para determinar el volumen de la
alicuota de suspension celular necesaria para sembrar 1 x 10° células por pocillo, en una
placa de cultivo de 96 pocillos, luego se realizo la diferenciacion a macréfagos con 200

ng/mL de acetato miristato de forbol (PMA), en medio RPMI suplementado durante 24 horas.
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Esta placa fue incubada en una atmésfera a 5% de CO, y a una temperatura de 37 °C. Luego,
las células fueron tratadas con lipopolisacérido de E. coli de concentracién 5 ng/mL, durante
24 horas, en medio RPMI suplementado y en una atmésfera de CO; al 5% y 37 °C.

La citotoxicidad celular fue determinada mediante el ensayo de reduccién del bromuro
de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, Vibrant®), el cual es una sal de tetra-
zolio de un color amarillo palido, que es reducido s6lo por células vivas y metab6licamente
activas, transformédndolo en un colorante de formazan de color purpura. Como la cantidad
reducida es dependiente del nimero de células viables, este ensayo permite estimar la viabili-
dad celular, al medir la densidad 6ptica del producto de formazéan purpura producido por las
células. La determinacidn de la viabilidad celular se llevd a cabo mediante la exposicién de
los macréfagos a nanoparticulas cargadas con rhein y nanoparticulas blancas, en un rango
de concentraciéon de 0 a 5 uM, durante 24 horas bajo una atmoésfera de 5% de CO, y 37
°C, tras lo cual se realiz6 el ensayo MTT, donde las células fueron expuestas a 10 uL de
reactivo MTT durante 2 horas, hasta completo desarrollo de la reaccion, posteriormente se
agreg6 dodecilsulfato sédico (SDS) (0.1g/mL) y se incubé6 a 37 °C durante 12 horas para
lograr la disolucién de los cristales de formazéan reducido. Como ultimo paso, se ley6 la
densidad optica a una longitud de onda de 570 nm en un lector de microplacas y se calculd
el porcentaje de viabilidad considerando un 100% de viabilidad para las células que no

estuvieron en presencia de nanoparticulas.

4.5.2 Evaluacién de citoquinas in vitro: 1L-13 y TNFa«

Se cuantificé la concentracion de las citoquinas pro-inflamatorias IL-1 y TNFa presentes en
los sobrenadantes de cultivo recolectados a las 24 horas, previa exposicion a nanoparticulas
cargadas y blancas. Se determinaron las concentraciones mediante un enzimainmunoen-
sayo (Enzyme- Linked Immunosorbent assay o ELISA), para lo cual se cont6 con un Kit

de cuantificacion ELISA tipo “sandwich” para IL-1 y TNFa. Fueron recolectados los
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sobrenadantes del cultivo celular de la linea THP-1 diferenciada a macréfago, los que habian
sido expuestos previamente a la presencia de lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS)
durante 24 horas y luego a concentraciones en el rango de 1.25 a 5 uM, de nanoparticulas
cargadas con rhein y nanoparticulas blancas, durante 24 horas, en una atmésfera de CO, al
5% y 37 °C. Los sobrenadantes recolectados fueron almacenados a -20 °C hasta la realizacién

del ensayo.

Cuantificacion de IL-1

Se sensibilizaron las placas de ELISA (Nunc Maxisorp ®) con 100 uL de anticuerpo de
captura anti IL-1 humana durante la noche, a 4 °C. Las placas fueron lavadas entre 3 a 5
veces con > 250 uL. de buffer de lavado (PBS 1x, 0.05% Tween-20) por pocillo, dejando
3 minutos para cada lavado. Luego se adicionaron 200 pL de solucién de bloqueo por
pocillo, y se incub6 durante una hora a temperatura ambiente, tras lo cual se lav6 cada placa
entre 3 a 5 veces. Se afiadieron 100 pLL de cada uno de los sobrenadantes de cultivo, y se
reservaron dos columnas en las que se sembro la curva de calibracion, la cual consistié en
8 concentraciones del estandar IL-1 humana recombinante en el rango de 0 a 150 pg/mL,
para luego ser incubados durante dos horas a temperatura ambiente. Se lavé la placade 3 a 5
veces, y se adicionaron 100 pL del anticuerpo de deteccién anti IL-1 humana conjugada
con biotina por pocillo y se incubé por una hora a temperatura ambiente. Seguidamente, se
lavé entre 3 a 5 veces y se agregd 100 puL de Avidina conjugada con la enzima peroxidasa
de rabano (HRP) y se incubaron las placas por 30 minutos a temperatura ambiente, tras lo
cual fueron lavadas 7 veces. Se utilizé como sustrato 100 uL por pocillo de la solucion del
cromégeno 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB), y se incub6 hasta el completo desarrollo de
la reaccion colorimétrica, correspondiente a 15 minutos a temperatura ambiente. La reaccion
fue detenida con 50 pL por pocillo de 4cido sulftrico 2 N. Finalmente se midi6 la densidad

Optica a una longitud de onda de 450 nm, por medio de un lector de microplacas BioTek.
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Se determind la concentracion de cada muestra mediante la interpolacion de los valores

de absorbancia en la curva de calibracion.

Cuantificacion de TNFao

Se ejecutd un ensayo ELISA siguiendo los pasos del procedimiento descrito para la cuan-
tificacion de IL-1f3. Para el cual se sembré una curva de calibracion, la cual correspondié a
8 concentraciones del estindar TNF« en el rango de 0 a 500 pg/mL. Se midi6 la densidad
Optica a una longitud de onda de 450 nm, por medio de un lector de microplacas BioTek.
Se determiné la concentracién de cada muestra mediante la interpolacién de los valores

de absorbancia en la curva de calibracidn, la cual presenté un comportamiento lineal.

4.5.3 Evaluacion del efecto oxidativo in vifro de las nanoparticulas

Se cuantific la produccion de ROS mediante fluorimetria por medio del uso de la sonda
diacetato de 2°, 7° -dihidro diclorofluoresceina (DFCH-DA), la cual emite fluorescencia
cuando es oxidada por ROS, al producirse el compuesto altamente fluorescente 2°, 7° -
diclorofluoresceina (DCF), siendo la intensidad de fluorescencia emitida por las células,
proporcional a la cantidad presente de ROS. Se incubd en placas de cultivo negras de 96
pocillos, la linea celular THP-1 diferenciada a macréfagos en una concentracion de 1 x
10° células por pocillo, las que fueron expuestas a la presencia de LPS durante 24 horas y
luego tratadas con las suspensiones de nanoparticulas poliméricas cargadas y nanoparticulas
poliméricas blancas. Tras 24 horas de incubacion bajo una atmésfera de CO; al 5% y a una
temperatura de 37 °C, se lavo con tampén PBS estéril 1X y fueron tratadas con 200 pL de la
sonda DFCH-DA (10 uM) sin presencia de luz. Las placas se incubaron por 30 minutos bajo
una atmésfera de CO; al 5% y a una temperatura de 37 °C, tras lo cual fueron lavadas dos
veces con tampoén PBS estéril 1X. Se realizaron las lecturas a una longitud de onda de 485 nm

de excitacion y 540 nm de emisioén en un lector de microplacas. Se consideré como control
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positivo las células expuestas a per6xido de hidrégeno (H,O;) 500 uM. Finalmente, los
resultados obtenidos fueron normalizados por cuantificacion de proteinas luego de completar
la lisis celular con hidréxido de potasio (KOH) 0.50 N en la totalidad de los pocillos de
cultivo. Se normalizaron los resultados de fluorescencia de acuerdo a la concentracion de
proteinas (mg/mL), para que los resultados obtenidos en la cuantificacién de ROS fueran
comparables respecto a las diferentes experiencias evaluadas. Se utilizé la metodologia
colorimétrica de Lowry, donde la intensidad de la coloracién que es medida por densidad

Optica es proporcional a la cantidad de proteina presente en la solucidn.



Capitulo 5

RESULTADOS

5.1 Optimizacion de los parametros de formulacion

Se formularon nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein, utilizando las técnicas emul-
sién evaporacion de solvente, doble emulsion y nanoprecipitacion, evaludndose los valores
Optimos de formulacién usando disefios factoriales completos.

Un total de 18 experimentos fueron formuladas a través de un disefio factorial de dos
factores con tres niveles para la metodologia emulsion evaporacioén de solvente. Para la
técnica doble emulsion se formularon 16 experimentos por un disefio factorial de tres factores
con dos niveles, mientras que por nanoprecipitacion se elaboraron 18 experimentos a través
de un diseno factorial de dos factores con tres niveles cada uno. Todas las nanoparticulas
elaboradas estuvieron sujetas a caracterizacion de didmetro medio de nanoparticula, indice
de polidispersidad y eficiencia de encapsulacién. Se investigaron los efectos de las variables
independientes sobre las caracteristicas de las nanoparticulas obteniéndose los respectivos
graficos de superficie de respuesta.

La tabla 5.1 muestra el resumen de los resultados de las variables dependientes para
las tres técnicas evaluadas en la obtencién de nanoparticulas cargadas con rhein. La figura

5.1a muestra la fluctuacion del didmetro medio de las nanoparticulas elaboradas mediante la
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técnica de emulsion evaporacion de solvente, la figura 5.2a para el procedimiento de doble

emulsion, y la figura 5.3a para la técnica de nanoprecipitacion. Los gréaficos de superficie de

respuesta para la eficiencia de encapsulacion del método emulsion evaporacion de solvente,

doble emulsién y nanoprecipitacién se muestran en la figura 5.1b, figura 5.2b, y la figura

5.3b, respectivamente.

Tabla 5.1 Resumen de los resultados de las variables dependientes para todas las técni-
cas utilizadas en la obtencién de nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein. Fuente:

Elaboracién propia.

Técnica Diametro medio PDI EE

de nanoparticulas (nm) (%)
Emulsién
evaporacion 186.83 - 228.97 0.035-0.110 20.27 - 39.55

de solvente
Doble emulsion
Nanoprecipitacion

227.90 - 319.23
182.30 - 238.96

0.022 - 0.075
0.033 - 0.154

0.00 - 15.16
0.10 - 6.46

Size (nm)
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Fig. 5.1 Gréficos de superficie de respuesta para la metodologia emulsién evaporacion de
solvente. (a): superficie de respuesta obtenida para la optimizacion del didmetro medio de
nanoparticulas. (b): superficie de respuesta obtenida para la optimizacién de la eficiencia de
encapsulacion de nanoparticulas. Fuente: Elaboracion propia.
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Fig. 5.2 Graficos de superficie de respuesta para la metodologia doble emulsion. (a): superfi-
cie de respuesta obtenida para la optimizacién del didmetro medio de nanoparticulas. (b):
superficie de respuesta obtenida para la optimizacion de la eficiencia de encapsulacion de
nanoparticulas. Fuente: Elaboracién propia.
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Fig. 5.3 Graficos de superficie de respuesta para la metodologia nanoprecipitacion. (a):
superficie de respuesta obtenida para la optimizacién del didmetro medio de nanoparticulas.
(b): superficie de respuesta obtenida para la optimizacién de la eficiencia de encapsulacién
de nanoparticulas. Fuente: Elaboracion propia.
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Considerando los resultados mencionados anteriormente, se decidié continuar el resto de
las experiencias con las nanoparticulas obtenidas mediante la técnica de emulsion evaporacion
de solvente, siendo las variables 6ptimas para esta, una masa de 50.00 mg de polimero PLGA
RG752s y un volumen de 0.50 mL de la solucién rhein/metanol 0.033 mg/mL (Figura 5.4),
ya que esta presenta la mayor eficiencia de encapsulacion de las tres técnicas estudiadas, asi
como también presenta un didmetro medio menor a 200 nm y un indice de polidispersidad

menor a 0.100.

Emulsion Evaporation Method
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Fig. 5.4 Optimizacién de los pardmetros de formulacion para la metodologia emulsion
evaporacion de solvente. Fuente: Elaboracién propia

La tabla 5.2 muestra las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas poliméricas
cargadas con rhein obtenidas mediante la metodologia emulsidén evaporacién de solvente
optimizada.

La microscopia de fuerza atomica (AFM) permiti6 la confirmacién de los resultados
obtenidos por dispersion de luz dindmica sobre el tamafio de particula. Las micrografias
(Figura 5.5a y Figura 5.5b) muestran una poblacién monodispersa de particulas cuasi es-
féricas con tamafos bien definidos, que estaban en todo momento por debajo de 200 nm,
corroborando los resultados previamente obtenidos de la caracterizacion de las nanoparticulas.

Para la muestra observada en la figura 5.5a se us6 una imagen obtenida del contacto con la
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punta, en cambio para la muestra observada en la figura 5.5b se utilizé una imagen obtenida
de la deflexion de la punta.

Tabla 5.2 Propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein
obtenidas mediante la técnica de emulsion evaporacion de solvente. Los datos representan el
promedio 4 S.D. de al menos tres experimetos independientes. Fuente: Elaboracion propia.

- Potencial Carga
Técnica ﬁgj& © (ﬂren) PDI zeta (%E) (ug rhein/
p (mV) o 50 mg PLGA)

Emulsion
Evaporaciéon 189.33 +292 0.078 +0.04 -8.49 +0.32 3841 £1.60 6.92+0.22
de solvente

181.38 nm 156.95 mV

0.00 nm 0.00 mv

(a) (b)

Fig. 5.5 Micrografias de fuerza atémica de nanoparticulas de PLGA. (a): micrografia de
fuerza atémica de nanoparticulas de PLGA, la barra de escala corresponde a 600 nm. (b):
Micrografia de fuerza atomica de nanoparticulas de PLGA. La barra de escala corresponde a
I um. Fuente: Elaboracién propia

5.2 Validacion del método cromatografico

5.2.1 Linealidad

Se preparé una curva de calibracién con concentraciones de rheinde 1 -2 -5 - 10 - 20

pg/mL. En la figura 5.6 se puede observar que la correlacion entre la concentracion del analito
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en las soluciones y el area promedio de los picos cromatogréficos, fue lineal, presentando
un coeficiente de determinacién R? > 0.99, por lo que se puede considerar que existe una

correlacion positiva entre las variables drea y concentracion [256].
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Fig. 5.6 Curva de calibracion y linealidad. Fuente: Elaboracion propia.

5.2.2 Limite de deteccion y limite de cuantificacion

Los resultados obtenidos para las 3 curvas de calibracion, correspondientes a las concentra-
ciones 0.50 - 0.75 - 1.00 ug/mL, se muestran en la tabla 5.3. Con los datos obtenidos para ¢

y S, se obtuvo un valor de 0.11 pg/mL para el LOD y 0.34 pg/mL para el LOQ.

Tabla 5.3 Curvas de calibracion para la obtencién de LOD y LOQ. Fuente: Elaboracion
propia.

Curva de calibracion Pendientes Interceptos

1 164.81 -3.05
2 154.60 7.19
3 161.45 4.83
Promedios 160.28 2.92

Desviacion estandar 5.20 5.37
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5.2.3 Precision

Para la precision instrumental se obtuvo una RSD de 2.13% para una serie de 6 inyecciones
de una solucion de 10 ug/mL de rhein.

En la tabla 5.4 se observan las concentraciones y valores porcentuales de RSD obtenidas
para las concentraciones de rhein de 1, 5y 10 ug/mL, estudiadas en la repetibilidad. Se
observa que los valores de RSD porcentual obtenidos para cada concentracién son iguales o
menores a un 2%, siendo este el valor maximo aceptado para el andlisis de especialidades

farmacéuticas y materias primas [256].

Tabla 5.4 Concentraciones y RSD para la determinacion de la repetibilidad. Fuente: Elabo-
racion propia.

Concentracion (ug/mL) RSD%

1 1.61
5 1.24
10 0.42

En la tabla 5.5 se pueden observar las concentraciones y valores porcentuales de RSD
obtenidas para las 3 concentraciones de rhein estudiadas en la precision intermedia. Se
sugiere que los valores de la RSD en la precision intermedia sean menores al doble del valor
de RSD obtenido para repetibilidad [256], en este caso 4.64% para la concentracion de 1
pg/mL, 4.34% para la concentracion de 5 ug/mL y 3.02 para la concentracion de 10 pg/mL.

Este criterio se cumple para cada una de las concentraciones estudiadas en este ensayo.

Tabla 5.5 Concentraciones y RSD para la determinacion de la precision intermedia. Fuente:
Elaboracién propia.

Concentracion (ug/mL) RSD (%)
1 4.17
5 4.12
10 2.27
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Tabla 5.6 Porcentajes de recuperacion obtenidos para la exactitud. Fuente: Elaboracion
propia.

Concentracion de rhein  Concentracion de rhein

evaluada (ug/mL) encontrada (%) + S.D.
3 97.68 £+ 2.31
7 99.64 + 1.48
14 98.82 £1.24

5.2.4 Exactitud

En la tabla 5.6 se muestran los porcentajes de recuperacion obtenidos para cada una de las
concentraciones estudiadas. Se puede observar que todos los porcentajes de recuperacion
son cercanos a un 100%, considerdndose como valores adecuados de recuperacion los que
estén entre un 97 y un 103% para formas farmacéuticas [256], criterio que se ve cumplido en

la totalidad de los casos.

5.2.5 Selectividad

Para el estudio de la selectividad se compararon los tiempos de retencién de los picos
cromatogréficos correspondientes a soluciones de concentracion conocida de PLGA y de
rhein. En la figura 5.7 se puede observar que el PLGA no presenta un pico que esté cercano
al del rhein y por lo tanto no interfiere en su medicion. El pico cromatografico observado

corresponde a rhein, con un tiempo de retencion (tg) de 7 minutos.

1 M PLeA
B Rhein

sssssss

Fig. 5.7 Cromatograma de PLGA y rhein. Peak de rhein, con un tg = 7 minutos. Fuente:
Elaboracién propia.
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5.3 Liberacion in vitro desde nanoparticulas cargadas con
rhein

Los perfiles de liberacién de rhein desde nanoparticulas y suspension de rhein fueron grafica-
dos en la Figura 5.8. El perfil de liberacion de rhein desde nanoparticulas mostré un "burst"
inicial durante los primeros 5 minutos y una liberacién continua entre los 5 y 60 minutos
estudiados. El porcentaje de liberacion de rhein desde nanoparticulas cargadas durante los
primeros 5 minutos de liberacion repentina fue cercano al 50%. Sin embargo, se observo
alrededor de un 90% de rhein disuelto a partir de la suspensioén de farmaco libre a los 5

minutos, la cual es completada a los 15 minutos.
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Fig. 5.8 Perfil de liberacién dependiente del tiempo para rhein encapsulado en nanoparticulas

y rhein como farmaco libre (disolucién). Los datos representan la media £ desviacion
estdndar de tres experimentos independientes. Fuente: Elaboracion propia.
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5.4 Ensayos celulares

5.4.1 Ensayo de viabilidad celular MTT

Se evalud la citotoxicidad tanto de nanoparticulas estériles cargadas con rhein como de
nanoparticulas blancas, en células THP-1 diferenciadas a macréfagos.

Siguiendo las 24 horas de exposicidn, se evalué la viabilidad celular mediante el ensayo
MTT. La influencia de la concentracion de los dos grupos de nanoparticulas se muestra
en la Figura 5.9. Se observa que los macréfagos expuestos a la mayor concentracion de
nanoparticulas cargadas y blancas (5.00 uM) presentan la menor viabilidad porcentual de
12.73 +5.41 y 45.60 £ 7.78, respectivamente. A partir de la tercera mayor concentracion
de nanoparticulas cargadas (1.25 uM) y la cuarta para las nanoparticulas blancas (0.60 uM)
se llega a un porcentaje de viabilidad mayor a 80%, 87.75 + 7.34 y 81.24 + 5.96 para cada
una, por lo que a partir de estas concentraciones de nanoparticulas se considerarian como

biocompatibles y no citotéxicas.

5.4.2 Cuantificacion de la citoquina IL-1[3

Se realiz6 una curva estdndar consistente en siete concentraciones de citoquina IL-18, la
cual comprendia un rango entre 3.90 y 150 pg/mL, segun lo especificado en el protocolo del
kit de ELISA. La correlacion entre la absorbancia leida y la concentracién de IL-1, fue
ajustada con una funcién polinémica de segundo grado (Figura 5.10).

En la Figura 5.11 se puede observar que existe una diferencia significativa con un
p<0.0001 en la concentracién de IL-18 de los sobrenadantes de cultivos de las células tratadas
con nanoparticulas cargadas con rhein vs nanoparticulas blancas para las concentraciones de
5.00 y 1.25 uM, y una diferencia significativa con un p<0.001 para la concentracién 2.50
uM. Ademds, se present6 una diferencia significativa con un p<0.0001 en la concentracién

de IL-1f de los sobrenadantes de cultivos de las células tratadas con nanoparticulas cargadas
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Fig. 5.9 Efecto de la concentracion de nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein y
nanoparticulas poliméricas blancas sobre la viabilidad celular. Los datos representan la
media =+ desviacion estdndar de tres experimentos independientes, cada uno llevado a cabo
con cinco replicados. Fuente: Elaboracién propia.
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con rhein vs el control, para las tres concentraciones de nanoparticulas estudiadas, mientras
que entre las nanoparticulas blancas y el control no existe una diferencia significativa en la
disminucién en la concentracién de IL-1f. Esto confirma que estas concentraciones de rhein
en las nanoparticulas presentan un efecto significativo en la disminucién de la sintesis de
IL-18, por los macréfagos THP-1 activados por LPS. A concentraciones de nanoparticulas

cargadas menores a 1.25 uM, los valores de IL-1f estuvieron presentes bajo la sensibilidad

del ensayo.
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Fig. 5.10 Curva de calibracion para la determinacion de IL-1f. Fuente: Elaboracion propia.
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Fig. 5.11 Efecto de nanoparticulas poliméricas cargadas y nanoparticulas poliméricas blancas
sobre la produccién de IL-1. Los datos representan la media + desviacion estdndar de
dos experimentos independientes, cada uno llevado a cabo con cinco replicados. Donde,
*+xx es una diferencia significativa con un p<0.0001 entre nanoparticulas cargadas con
rhein vs nanoparticulas blancas y * * * es una diferencia significativa con un p<0.001 entre
nanoparticulas cargadas con rhein vs nanoparticulas blancas. e e ee corresponde a una
diferencia significativa con un p<0.0001 entre nanoparticulas cargadas con rhein vs el control.
Fuente: Elaboracion propia.

5.4.3 Cuantificacion de citoquina TNFo

Se realiz6 una curva estdndar consistente en siete concentraciones de citoquina TNFa, la
cual comprendié un rango entre 3.90 y 500 pg/mL, segun lo especificado por el protocolo
del kit ELISA. La correlacion entre la absorbancia leida y la concentracion de TNFa, fue
ajustada con una funcién lineal (Figura 5.12). No se pudo cuantificar la concentracion de
citoquina TNFa en ninguno de los sobrenadantes de cultivo, tanto de las nanoparticulas

poliméricas cargadas con rhein como para las nanoparticulas poliméricas blancas, debido a
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que las lecturas obtenidas estuvieron presentes bajo el primer punto de la curva de calibracion,

correspondiente a 3.90 pg/mL, y por lo tanto, bajo la sensibilidad del ensayo.
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Fig. 5.12 Curva de calibracion para la determinacién de TNFo. Fuente: Elaboracion propia.

5.4.4 Cuantificacion de ROS

La produccion de ROS vy el estrés oxidativo desempefian un papel importante en la formacién
y perduracion del ambiente inflamatorio en la OA. Se cuantific la produccién de ROS
mediante fluorimetria por medio del uso de la sonda DFCH-DA y los resultados obtenidos
fueron normalizados en base a la concentracién de proteinas.

Se puede observar que la producciéon de ROS en los macréfagos THP-1 activados con
LPS solo se vio inhibida a las dos mayores concentraciones de nanoparticulas cargadas de
rhein, equivalentes a una concentracién de 2.50 y 5.00 uM, respecto al control,

Sin embargo, no se encontré diferencia significativa en la disminucién de ROS entre las

nanoparticulas cargadas y las nanoparticulas blancas a excepcion de la concentracion de
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2.50 uM, con un p<0.1 (Figura 5.13). En el caso de la mayor concentracion estudiada, se
observa una menor presencia de la formacién de ROS, pero este efecto se repite para las
nanoparticulas blancas y puede deberse a la menor presencia de células en la placa, debido a
que a esta concentracion se present6 una disminucion de la viabilidad celular y, por lo tanto,

una menor presencia de ROS.
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Fig. 5.13 Efecto de nanoparticulas poliméricas cargadas y nanoparticulas poliméricas blan-
cas en la induccion de formacion intracelular de ROS. Los datos representan la media +
desviacion estdndar de dos experimentos independientes, cada uno llevado a cabo con cinco
replicados. Fuente: Elaboracién propia.



Capitulo 6

DISCUSION

6.1 Optimizacion de los parametros de formulacién

Los resultados obtenidos de los disefios factoriales completos para el tamafio de las nanoparticu-
las muestran que para la metodologia emulsién evaporacion de solvente la interaccion entre
los factores masa de polimero PLGA y volumen de solucion rhein/metanol tienen un efecto
significativo inversamente proporcional a la respuesta con un nivel de confianza del 95%,
disminuyendo el didmetro medio de las nanoparticulas, al igual que el efecto cuadratico de la
masa de polimero PLGA (Figura 6.1a). La disminucién en la concentracion de PLGA con-
duce a la disminucion de la viscosidad de la fase organica, lo que reduce la tensién cortante
neta y promueve la formacion de gotas de menor tamafio. Ademas, la viscosidad decreciente
podria facilitar la rapida dispersion de la solucion de PLGA en la fase acuosa, dando como
resultado gotas de menor tamafio las que forman nanoparticulas de menor didmetro medio
tras la eliminacién del solvente organico [257]. Para la metodologia doble emulsion tanto el
factor concentracién de PVA, la masa de polimero PLGA como la interaccidn entre estos
dos factores tienen un efecto significativo a la resuesta con un nivel de confianza del 95%,
sobre el tamafio de las nanoparticulas (Figura 6.2a). Con respecto al PVA, aumentos en la

concentracion disminuyen significativamente el tamafo de la nanoparticula, esto se debe
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Fig. 6.1 Graficos de Pareto estandarizados para las respuestas después del diseno factorial
completo para la metodologia emulsion evaporacion de solvente (la linea vertical representa
a =0.05). (a): grafico de Pareto estandarizado para el diametro medio. (b): grifico de Pareto
estandarizado para la eficiencia de encapsulacion. Fuente: Elaboracion propia.

a que el tensioactivo ayuda a conseguir particulas de menor tamaiio debido a su capacidad
para estabilizar particulas reducidas en tamafio disminuyendo la tension superficial de la fase
continua [258]. El tamafo de particula aument6 significativamente y de forma proporcional a
la cantidad de polimero. Esto se debe a que al aumentar la concentraciéon de PLGA, aumenta
la viscosidad de la solucién orgénica, una viscosidad mds alta implica una reduccién de
la tension tangencial o cortante neta, lo que conduce a la formacion de gotas de mayor
tamafio [259]. La interaccion entre la concentracion de PVA y la masa de polimero tienen
un efecto significativo en la disminucion del didmetro medio de las nanoparticulas. En la
metodologia nanoprecipitacion el inico factor significativo al nivel de confianza del 95% y
con un efecto directamente proporcional, es la masa de polimero PLGA (Figura 6.3a), el cual
aumenta el tamafio de las nanoparticulas debido al aumento en la viscosidad de la solucién
orgdnica, esto provoca una ralentizacion en la difusion del solvente orgénico en la fase acuosa,
haciendo que se formen gotas mds grandes, lo que a su vez produce nanoparticulas mas
grandes [259]. Por otra parte, una mayor concentracion de PLGA favorece las interacciones
polimero-polimero, por lo tanto més cadenas de polimeros permanecen asociadas durante la

difusion del disolvente al medio acuoso [257].
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Fig. 6.2 Gréficos de Pareto estandarizados para las respuestas después del disefio factorial
completo para la metodologia doble emulsion (la linea vertical representa o = 0.05). (a):
Graéfico de Pareto estandarizado para el diametro medio. (b): Gréfico de Pareto estandarizado
para la eficiencia de encapsulacién.Fuente: Elaboracion propia.
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Fig. 6.3 Graficos de Pareto estandarizados para las respuestas después del disefo factorial
completo para la metodologia nanoprecipitacion (la linea vertical representa o = 0,05). (a):
Gréfico de Pareto estandarizado para el diametro medio. (b): Grafico de Pareto estandarizado
para la eficiencia de encapsulacion.Fuente: Elaboracion propia.
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Respecto a la eficiencia de encapsulacion, se observa que para la metodologia emulsion
evaporacion de solvente, la interaccidn entre los factores masa de polimero PLGA y volumen
de solucién rhein/metanol tienen un efecto significativo directamente proporcional al nivel
de confianza del 95%, aumentando la eficiencia porcentual, lo cual se repite para el efecto
cuadratico del volumen de solucién rhein/metanol (Figura 6.1b). Un aumento en la cantidad
de farmaco en la fase organica tiene una influencia notable en la eficiencia de encapsulacion y
la carga de farmaco, ya que una mayor cantidad de moléculas de firmaco pueden interactuar
con las moléculas de PLGA, lo que resulta en un aumento de las cantidades rhein atrapado
[260]. En la metodologia doble emulsion se presentan efectos significativos en la disminucion
de la eficiencia de encapsulacion al nivel de confianza del 95% por parte de los aumentos
en los niveles de concentracion de PVA, la interaccion entre la concentracion de PVA y la
cantidad de polimero PLGA, y la concentracién de rhein. Por otra parte aumentos en la masa
de polimero PLGA vy la interaccion entre la concentracion del farmaco y la concentracion de
PVA generan un aumento en la eficiencia de encapsulacion (Figura 6.2b). Sin embargo el fac-
tor de mayor importancia es la disminucién de la eficiencia de encapsulacién por accién de un
aumento en la concentracion de PVA, ya que los aumentos en la concentracion del tensioac-
tivo aumentan la solubilidad del farmaco en la fase acuosa externa, dejando menos rhein para
ser atrapado en las nanoparticulas poliméricas [261]. Para la metodologia nanoprecipitacién
(Figura 6.3b), la cantidad de rhein afecta significativamente en un nivel de confianza del 95%,
el aumento de la eficiencia de encapsulacion. En cambio el efecto cuadrético de este mismo
factor de formulacién afecta de una manera inversamente proporcional, disminuyendo la
eficiencia de encapsulacion, debido a que la relacion entre la cantidad de rhein y la eficiencia
de encapsulacion es cuadratica lo que implica que existe un punto de inflexion, en este caso
un vértice mdximo antes del cual los valores de eficiencia aumentan al aumentar los valores

de rhein y después del cual los valores de eficiencia disminuyen.
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Los sistemas de administracion de farmacos para el suministro intraarticular basados
en particulas, se han centrado principalmente en el disefio de microparticulas para evitar la
fagocitosis por medio de su tamafio. Estudios han demostrado que el tamafio limite para la
fagocitosis en la articulacién es de alrededor de 10 a 15 pm [195-197]. Aunque se han usado
particulas més grandes para potenciar la administracién del farmaco a través del tamafio,
también se ha demostrado que nanoparticulas de tamafios entre 100 a 200 nm presentan un
gran potencial, especialmente cuando se usan junto con ligandos dirigidos que mejoran la
unién y retencion dentro de las articulaciones en la OA [198]. Se han encontrado que las
particulas inyectadas, en general penetran o se asocian a la membrana sinovial [200, 262].
En un estudio realizado por Horisawa et al. [263], una suspensién coloidal de nanoesferas de
PLGA, fue fagocitada en la membrana sinovial por los macréfagos infiltrados a través de los
tejidos sinoviales. Las nanoesferas fagocitadas se administraron a los tejidos subyacentes
profundos. En cambio, una suspension acuosa de microesferas de PLGA, no fue fagocitada
en los macrofagos. Los macrofagos proliferaron ligeramente en el revestimiento epitelial de
las células sinoviales y las microesferas se cubrieron con una granulacién de células gigantes
multinucleadas. Por lo tanto, las nanoparticulas de PLGA debiesen ser mas adecuadas
para el suministro al tejido sinovial inflamado que las microesferas, debido a su capacidad
para penetrar en la membrana sinovial. Los sistemas particulados de PLGA que presenten
biocompatibilidad en la articulacién pueden proporcionar una accion de terapia local en la
enfermedad articular de un modo diferente segin el tamaiio del sistema.

La medicion del potencial zeta es actualmente la forma mas simple y directa de caracteri-
zar la superficie de los coloides cargados, y se pueden extraer conclusiones facilmente del
andlisis de sus datos con respecto a la concentracion, distribucion, adsorcién e ionizacién
[264]. Con respecto a la carga de las nanoparticulas obtenidas, la formulacion mostré valores
de potencial zeta levemente negativos. Una carga negativa es tipica de nanoparticulas con ter-

minacién carboxilo debido a la contribucién de los grupos -COOH y su desprotonacién a pH
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fisiologico, o en este caso particular, al pH de agua Milli-Q [265]. Aunque las nanoparticu-
las cargadas negativamente pueden enfrentar mayores dificultades en la captacion celular,
debido a la repulsion electrostdtica de las membranas celulares, los valores potencial zeta
negativos alejados del cero contribuyen a la estabilidad de las particulas en solucion evitando
la formacién de aglomerados y estabilizando asi el tamafio de particula. Adicionalmente, las
nanoparticulas con carga negativa presentan ventajas sobre sus equivalentes catiénicos, al
esperarse que sean menos citotoxicas, ya que con las nanoparticulas cargadas positivamente
existe el riesgo de causar lisis celular al provocar perturbaciones de la membrana [266, 267].
El potencial zeta puede afectar tanto las propiedades farmacocinéticas de los nanosistemas
en el cuerpo [268, 269] como la fagocitosis de las nanoparticulas [270, 271]. Nanoparticulas
con un potencial zeta entre -10 y +10 mV se consideran aproximadamente neutras, mientras
que las nanoparticulas con potenciales zeta superiores a +30 mV o inferiores a -30 mV se
consideran fuertemente catiénicas y fuertemente anidnicas, respectivamente [272]. En la
literatura se sugiere que las particulas cargadas negativamente se unen a los sitios cationicos
en forma de racimos [247] debido a sus interacciones repulsivas con los extensos dominios de
carga negativa de la superficie celular. Ademas, las nanoparticulas, ya unidas a la superficie
de la célula, presentan una densidad de carga reducida que puede favorecer la adsorcidon
de otras particulas libres. Al parecer, la alta captacién celular de nanoparticulas cargadas
negativamente se relaciona en primer lugar con el proceso no especifico de adsorcion de
nanoparticulas en la membrana celular y en segundo lugar con la formacion de racimos
de nanoparticulas. La adsorcién de las particulas cargadas negativamente en los sitios con
carga positiva a través de la interaccidn electrostitica puede conducir a la neutralizacién
localizada y una posterior flexién de la membrana que favorece a su vez la endocitosis para la
captacion celular [273]. Por lo tanto considerando la informacién anteriormente mencionada
se puede inferir que las nanoparticulas obtenidas debiesen ser captadas principalmente via la

formacion de racimos de nanoparticulas cargadas negativamente.
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La eficiencia de encapsulacion obtenida fue menor a otras nanoparticulas cargadas con
rhein observadas en la literatura. En un estudio realizado por Feng et al. [274], obtuvieron
una eficiencia de encapsulacion del 90,20% =+ 2,10%, para nanoparticulas sélidas lipidicas.
En otro estudio, realizado por Wei et al. [275], la eficiencia de encapsulacién correspondi6 a
un 62.71% =+ 3.02%, para nanoparticulas obtenidas mediante la técnica EES y elaboradas
con poli(acido lactico) y polietilenglicol. En un estudio realizado por Yuan and Gu [276], la
eficacia de encapsulacion fue del 84,50% + 6,20% para nanoparticulas de PLGA obtenidas
mediante una metodologia EES modificada. La carga igualmente fue menor a lo encontrado
en otros estudios, la cual se ha informado entre un rango desde 1.56% + 0.15% hasta un
3.90% + 0.70% [275, 276]. La carga del farmaco puede ser influenciada por el polimero, ya
que cuanto mds largas son las cadenas de polimero, mas fuerte es la hidrofobia, aumentando
la compatibilidad con el rhein y asi también la carga del farmaco. En el estudio realizado por
Yuan and Gu [276], se utiliz6 un polimero de PLGA de mayor masa molecular relativa, 1o

que condujo a un aumento en la cantidad de farmaco cargado.

6.2 Liberacion in vitro desde nanoparticulas cargadas con
rhein

La liberacion de rhein desde las nanoparticulas poliméricas cargadas durante los minutos
iniciales sugiere la presencia de rhein en la superficie o en la proximidad de la superficie
de la nanoparticula [277], el cual difundi6 rapidamente en el medio de liberacién después
de su adicion en la soluciéon HEPES. En la segunda etapa, la liberacion del rhein atrapado
fue m4s lenta y sostenida. Se ha informado que la liberaciéon de farmacos hidr6fobos de
nanoparticulas de PLGA es mediada por la difusién en las primeras etapas, seguida de
la liberacién mediada por difusién-erosion en las etapas posteriores [219-221]. Esto se

relaciona con los resultados del estudio de microparticulas cargadas con rhein realizado por



6.2 Liberacion in vitro desde nanoparticulas cargadas con rhein 81

Gomez-Gaete et al. [278]. En esta investigacion se sugiere que una fraccion importante del
rhein se adsorbe en la superficie o se encapsula en las capas externas de la microparticula.
Este hallazgo estd en concordancia con los resultados obtenidos en los estudios de difraccion
de rayos X y calorimetria diferencial de barrido, los que sugieren que el rhein podria estar
presente probablemente disperso en la matriz polimérica y una fraccion de rhein todavia se
puede encontrar en estado cristalino.

Los sistemas de escala multiple, es decir, de nanoparticulas en microparticulas se de-
nominan particulas troyanas, estas ofrecen nuevas posibilidades en el aumento de la carga
del farmaco. Otro punto importante de estos sistemas reside en la cinética de liberacion del
farmaco, la cual puede ser modificada usando esta tecnologia. La mayoria de los estudios
que tratan con particulas troyanas para la administracion de farmacos extienden una nueva
posibilidad en la disminucion del efecto “burst” de la liberacion del farmaco, e incluso en la
reduccion de la cinética de liberacion [279, 280]. Desde el punto de vista biofarmacéutico,
se pueden atribuir varias ventajas a esta tecnologia particulada, tales como, una reduccién de
la dosis administrada, aumento de la biodisponibilidad de farmacos poco solubles y de poca
absorcion, una accién prolongada del farmaco luego de una administracién, mejora del indice
terapéutico y, por lo tanto, reduccién de la toxicidad, mejora en la adherencia al tratamiento
farmacoldgico, posibilidad de uso de vias de administracién no invasivas para fairmacos
que tienen propiedades biofarmacéuticas y/o propiedades farmacocinéticas inadecuadas y la
reduccion de la exposicion general del huésped al agente activo [281].

A pesar de la répida liberacion del rhein desde las nanoparticulas poliméricas, sigue
siendo una mejora en comparacion al farmaco libre. Por lo tanto un sistema troyano, en este
caso una formulacién microparticulada con nanoparticulas en su interior pudiese ser una

opcidn que las proteja y permita asi una liberacién mas controlada del principio activo.
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6.3 Ensayos celulares

6.3.1 Ensayo de viabilidad celular MTT

La citotoxicidad celular se define como una alteracion de las funciones celulares basicas que
conlleva a un dafo que puede ser detectado. El ensayo de reduccion del MTT es simple
y se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el nimero de células presentes en
el cultivo lo cual es capaz de medirse mediante la formacién de un compuesto coloreado,
debido a una reaccidn que tiene lugar en las mitocondrias de las células viables [282]. La
capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad de
las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad
celular, permitiendo obtener informacién acerca de la toxicidad del compuesto evaluado, en
este caso, la molécula de rhein.

Se han realizado varios estudios que evaluaron el efecto del rhein sobre la viabilidad
celular en diversos tipos de células, entre ellas condrocitos, fibroblastos, neutréfilos humanos
y THP-1. Se ha evidenciado que la viabilidad celular es cercana al 100% al ser tratadas con
rhein en concentraciones que van desde 0.10 a 100 uM, y en un tiempo de exposicion a la
molécula de 24 y 48 horas de duracién [160, 162, 183, 283, 284].

El estudio realizado por Yaron et al. [183], que evalud la viabilidad celular en presencia
de rhein en concentraciones de 107> a 10~7 M, fue realizado en cultivos de fibroblastos
sinoviales humanos. Rhein, en el rango de concentraciones de 10~%a 107> M no mostré
ningun efecto perjudicial sobre la viabilidad celular , la cual permanecié mayor a 90% en
comparacién con los controles. Otro estudio, realizado por Gao et al. [283], mostr6 que el
rhein no afectd la viabilidad celular hasta una concentracién de 40 pM, en la linea celular
RAW 264.7 y macréfagos estimulados con LPS, manteniendo una viabilidad celular cercana

al 100% respecto al control para todas las concentraciones evaluadas (0 a 40 uM).
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Por lo tanto, los resultados de los estudios mencionados anteriormente se relacionan con
los valores obtenidos en este trabajo, para las concentraciones que se encuentran desde 0.04
UM hasta la tercera mayor concentracién de nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein,
correspondiente a 1.25 uM y desde 0.04 uM hasta 0.60 uM, la cuarta mayor concentracion
para las nanoparticulas poliméricas blancas, ya que estas presentan una viabilidad celular
porcentual cercana al 100%. En general, los materiales se consideran biocompatibles cuando

presentan una viabilidad celular superior al 80% [285].

6.3.2 Cuantificacion de la citoquina IL-1[3

En un estudio realizado por Yaron et al. [183], se investig el efecto de rhein sobre la
secrecion de IL-1 en tejido sinovial osteoartritico humano, en presencia y ausencia de LPS (1
pg/ml). Rhein indujo una disminucién dependiente de la dosis en la produccién de IL-1f3
estimulada por LPS en el cultivo de cartilago humano, con una significacion estadistica en el
rango de 10 y 10—3 M. Otros estudios, como el de Martel-Pelletier et al. [286], Moldovan
et al. [160], Sanchez et al. [162] y Tamura et al. [287], realizados en condrocitos humanos,
sinoviocitos y células THP-1, también demostraron una disminucién de la produccién de
IL-1p, concluyendo asi que el rhein inhibe significativamente la produccién y la funcién
de IL-1 en cultivos de membrana sinovial y cartilago osteoartritico humano y, por lo tanto,
inhibiria los efectos nocivos de IL-1 en OA, al afectar uno de los principales mecanismos por
el cudl se desarrolla esta patologia.

Cuando la membrana sinovial y el cartilago son tratados con LPS, se induce la produccién
de IL-1. Rhein inhibe significativamente esta estimulacién de la produccién de IL-1 a dosis
terapéuticas. Esto confirma los hallazgos que indican que la diacereina y su metabolito, el
rhein, inhiben la sintesis de IL-1 [286]. Adicionalmente, el rhein produce una disminucién
en el nimero de receptores de IL-1 en condrocitos en OA, y esto es de importancia ya que se

ha informado un aumento en el numero de receptores de IL-1 por célula en condrocitos y
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sinoviocitos en OA, lo que produce sintesis de matriz de cartilago OA humana sensible a la
inhibicion por IL-1 [288]. Estos hallazgos junto con la capacidad del rhein para estimular al
antagonista del receptor de IL-1 en el cultivo de cartilago pueden explicar por qué el rhein
también tiene una accion inhibidora sobre la funcién de la IL-1 en el cartilago.

Los mecanismos intracelulares por los cuales 1L.-18 y TNFa ejercen sus efectos pro-
inflamatorios y de inhibicién catabdlica, son por medio de la regulacion a la baja de la
activacion de algunas MAP quinasas (MAPK). Aunque también se han encontrado otras
vias de sefializacion para diferentes células, incluyendo la activacion de la quinasa c-Jun
N-terminal (JNK) y del factor nuclear-xB (NF-xB) en condrocitos [156, 158] y p38 sobre
osteoblastos [289]. En todas las células articulares, rhein reduce las vias catabdlicas de OA a
través de la inhibicion de la via de senalizacion MEK/ERK [289, 181, 156, 158].

Considerando que existe una diferencia significativa en la inhibicion de 1L-1f por parte
de las nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein, en comparacion a las nanoparticulas
poliméricas blancas para las concentraciones 1.25,2.50 y 5.00 uM, ademads de presentarse una
diferencia significativa para las tres concentraciones de nanoparticulas poliméricas cargadas
con rhein vs el control, se puede concluir que el rhein inhibe significativamente la produccién
de 1L-1f y, por lo tanto, pueden inhibir los efectos nocivos de IL-1 en OA. El mayor efecto
en la inhibicion de 1L-1f a la concentracién de 1.25 uM, se debe a la mayor viabilidad celular
presente a esta concentracion, la cual es mayor al 80%, en cambio, para los niveles 2.50 y
5.00 uM se presenta una viabilidad celular disminuda y por lo tanto hay menos cantidad de

células por pocillo de la placa, reduciéndose asi en menor medida los niveles de 1L-1f.

6.3.3 Cuantificacion de citoquina TNFo

Se ha demostrado que el rhein disminuye la producciéon de TNFo en varias lineas celulares,
por medio de la regulacion a la baja de la activacién de algunas MAP cinasas (MAPK) y la

supresion de la activacion del factor NF-xB mediada por IKKbeta en condrocitos [283].
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Las citoquinas son un grupo diverso de proteinas solubles de bajo peso molecular efectivas
a concentraciones picomolares. Las citoquinas tienen vidas medias cortas, por lo tanto, se
secretan principalmente a demanda para actuar inmediatamente en las células blanco. Debido
a sus efectos en muchos tipos de células diferentes, la medicién precisa de los niveles
de citoquinas es crucial para la comprension de la fisiopatologia de una amplia gama de
enfermedades [290].

En un estudio realizado por Ozbey et al. [291], la estabilidad de TNF alfa se vio afectada
por el almacenamiento. TNFa fue la citoquina mds 1abil de todas las estudiadas (MIP-2,
IFN-7, IL-6, IL-10, IL-17A), presentando degradacion bajo todas las condiciones de almace-
namiento utilizadas (Muestra fresca, congelamiento en nitrégeno liquido, almacenamiento
a 4° C durante 48 horas, 1, 2 y 4 semanas, almacenamiento a -80° C y descongelada en
multiples ocasiones). Del estudio se concluyé que los niveles de TNFa deben determinarse
en muestras frescas. Ademads, diferencias similares en la estabilidad de las citoquinas también
se han informado en otros estudios [292].

En este trabajo, todos los sobrenadantes de cultivo mostraron valores bajo la sensibilidad
del ensayo. Considerando la baja vida media de la citoquina TNFo soluble y que para la
realizacion de este ensayo algunos de los sobrenadantes estuvieron congelados a -20° C
durante un periodo cercano a las tres semanas y ademds tuvieron que pasar por un proceso de
descongelamiento al momento de la realizacion del ensayo, es posible que la citoquina se haya
visto afectada por este almacenamiento y debido a su baja estabilidad, no se logré determinar
su presencia en los sobrenadantes de cultivo incluso considerando la alta sensibilidad del

ensayo (3.90 pg/mL).

6.3.4 Cuantificacion de ROS

Como se mencioné anteriormente, la liberacién de IL-18, HMGB1 y TNFq esta regulada

por caspasa-1, cuya actividad puede ser inhibida especificamente por el aumento en las
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concentraciones de superdxido a través de la oxidacion reversible y la glutationilacion de
los residuos de cisteina Cys397 y Cys362 sensibles a redox [293]. Rhein, un compuesto
fendlico que contiene grupos hidroxilo, y podria inhibir la produccién de anién superéxido
de neutroéfilos humanos [294].

Un estudio realizado por Gao et al. [283], demostr6 que el rhein puede disminuir marcada-
mente los niveles de ROS intracelular inducidos por LPS, ya sea por eliminacion directa de
superéxido asi como por la inhibicién de la actividad de la NADPH oxidasa [283, 284]. Estos
resultados evidenciaron que rhein reduce significativamente la especie radical superéxido,
que a su vez amplificé la liberacion de IL-18 y HMGBI, sin afectar la liberaciéon de TNFo
[283]. El efecto proinflamatorio y catabdlico del TNFo estd mediado por la activacion de la
sefnalizacion del factor NF-kB. El NF-kB media la expresion de varios genes inflamatorios,
los que codifican iNOS, COX-2 y quimioquinas, y también contribuye a la induccién de
MMP-1, MMP-9, MMP-13 y ADAMTS-4 [295].

Se observo que la produccién de ROS solo se vio inhibida a las dos mayores concentra-
ciones de nanoparticulas cargadas de rhein, equivalentes a 2.50 y 5.00 uM, respecto al control,
lo cual estaria relacionado a la inhibicién de la produccién de la especie radical superéxido.
Esto se relaciona en cierta medida con lo encontrado en el estudio de Gomez-Gaete et al.
[278], donde a concentraciones mayores a 6.90 uM, y hasta 55.00 uM existe una inhibicién
de ROS. Por lo tanto se puede inferir que debido a que la estimulacion de los macréfagos
induce la produccién de ROS, un aumento en los niveles de O, ~ puede inhibir la actividad
caspasa-1 mediante la regulacion de la oxidacion y glutationilacién de residuos especificos
de cisteina [293]. Rhein inhibe la produccion de aniones O, ~ desde neutréfilos humanos
[294] y este efecto inhibidor explicaria su actividad terapeutica. Para la concentracion de
5.00 uM y las menores a 2.50 uM, no se observo una diferencia significativa en la produccion
de ROS respecto a las nanoparticulas blancas, esto se puede deber a la baja carga del farmaco

en las nanoparticulas, no alcanzandose niveles necesarios para producir la inhibicién en la
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produccién de ROS in vitro, sin embargo la significancia estadistica de estos resultados no
es suficiente para concluir con certeza, la disminucién en la produccién de ROS, siendo
necesaria la realizacion de mds ensayos de cuantificacidn para corroborar los resultados de
este experimento.

Es de importancia que no exista un incremento en la producciéon de ROS respecto al
control, ya que existe evidencia de que las nanoparticulas pueden inducir un aumento de los

niveles de ROS, lo que eventualmente activaria rutas inflamatorias [296].



Capitulo 7

CONCLUSIONES

En este estudio se elaboraron exitosamente nanoparticulas de PLGA cargadas de rhein medi-
ante metodologias de emulsion evaporacion de solvente, doble emulsién y nanoprecipitacion.
Se emplearon disefios factoriales completos para optimizar las variables que afectan la for-
mulacién midiendo como respuestas el didmetro medio, la polidispersidad y la eficiencia de
encapsulacion.

Como resultado del estudio se obtuvo que la emulsién evaporacion de solvente fue el
mejor método para obtener nanoparticulas con las especificaciones deseadas, al obtenerse
valores 6ptimos de didmetro medio, polidispersidad y maximizacién de eficiencia de encap-
sulacion. El tamafio de las nanoparticulas poliméricas fue confirmado mediante microscopia
de fuerza atomica. Las micrografias mostraron una poblacion monodispersa de particulas
cuasi esféricas con tamafos bien definidos, que estaban en todo momento por debajo de 200
nm.

Se realiz6 la validacién de una técnica de HPLC para cuantificar nanoparticulas de rhein
y el farmaco desde la cinética de liberacion in vitro. Se evalud linealidad, LOQ y LOD,
precision, exactitud y selectividad, que demuestran que el método cumple los requisitos

técnicos establecidos bajo guias de formulacién farmacéutica.
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Se evalud la cinética de liberacion de las nanoparticulas poliméricas, mediante un estudio
in vitro, el que comparé la liberacién del principio activo desde las nanoparticulas y la
disolucién del rhein libre. La disolucién del farmaco libre es casi total a los 5 minutos, en
cambio para las nanoparticulas la liberacion es cercana a la totalidad a la primera hora del
ensayo.

Adicionalmente se realizaron estudios in vitro del efecto de las nanoparticulas poliméricas
desarrolladas sobre la linea celular THP-1. Las nanoparticulas poliméricas blancas no
fueron citotoxicas para las células THP-1 entre las concentraciones 0.04 y 0.60 uM. Las
nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein no afectaron la viabilidad celular tras 24 horas
de incubacion, en el rango de 0.04 a 1.25 uM.

La cuantificacién de citoquinas pro-inflamatorias evidencié que a todas las concentra-
ciones estudiadas, tanto las nanoparticulas poliméricas blancas como las nanoparticulas
poliméricas cargadas con rhein, no inducen una respuesta inflamatoria. Con respecto a las
IL-1J, se observo que las nanoparticulas poliméricas cargadas con rhein inhiben su produc-
cidn significativamente con respecto al control y las nanoparticulas poliméricas blancas en
concentraciones desde 1.25 y 5.00 uM.

La produccion de ROS por las nanoparticulas cargadas con rhein se inhibi6 solo en la
concentracion 2.50 uM vs nanoparticulas blancas, y entre las concentraciones 2.50 y 5.00
UM vs el control, sin embargo la significancia estadistica de estos resultados no es suficiente
para concluir con certeza, la disminucién en la produccion de ROS in vitro. No existié
un incremento en la produccién de ROS respecto al control para todas las nanoparticulas
estudiadas.

La hipdétesis de este trabajo se acepta parcialmente puesto que si bien se obtuvieron
nanoparticulas de rhein que no fueron citotéxicas y que tuvieron propiedades antiinflamato-

rias, éstas no liberaron el firmaco de manera controlada. Lo anterior deja como perspectiva
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idear estrategias para mejorar este aspecto, lo cual otorgaria reales potencialidades terapéuti-

cas al sistema desarrollado.
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