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MISION

La Revista de Farmacologia de Chile es considerada el 6rgano oficial de difusion cientifica y de opinién de Ila
Sociedad de Farmacologia de Chile. En un principio esta revista nacié como un remozado libro de resumenes del
XVIII Congreso Latinoamericano de la Asociacién de Farmacologia realizado en Chile el afio 2008. Desde 2009 y
hasta ahora la Revista de Farmacologia de Chile ha recibido varios trabajos originales de investigacién y diversas
revisiones de temas farmacolégicos relevantes.

La Revista de Farmacologia de Chile aborda temas relacionados con la farmacologia basica y experimental, asi como
investigaciones clinicas. Las areas tematicas principales son: farmacocinética, farmacodinamia, farmacologia
cardiovascular, farmacologia pulmonar, farmacologia endocrina, neurofarmacologia, farmacologia clinica, estudios
preclinicos, estrés oxidativo, fitofarmacologia, ciencias farmacéuticas, quimica-médica y toxicologia. También la
revista actualmente permite divulgar opiniones sobre los principales temas de salud relacionados con
medicamentos en Chile, la presentacidn de lineas de investigacion de laboratorios nacionales en donde se realizan
investigaciones farmacoldgicas, informacion de curso y programas de postgrados nacionales en farmacologia y la
publicacién de resimenes cientificos del Congreso Anual SOFARCHI.

Audiencia:

La Revista de Farmacologia de Chile esta dirigida a farmacdlogos nacionales e internacionales interesados en la
divulgacion de la farmacologia. También esta dirigida a estudiantes de pregrado de carreras universitarias del area
de la salud y ciencias biomédicas, y a estudiantes de postgrado que cursen maestrias y doctorados en farmacologia.

Periodicidad:

Se editaran 3 numeros anuales (Abril, Agosto y Diciembre) en formato digital e impreso. El nimero de Diciembre
incluira trabajos originales y los resimenes del Congreso Anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile.

Temas a Publicar:

e Articulos originales en Farmacologia Basica, Farmacologia Clinica, Farmacoterapia y Toxicologia.

e Articulos originales de investigacidn nacional e internacional en Farmacocinética y Farmacogenética.

e Articulos de revision de temas farmacoldgicos importantes sobre las diversas tematicas de la disciplina.

e Articulos de Informacion de nuevos farmacos incorporados al arsenal terapéutico nacional.

e Opiniones oficiales de la sociedad sobre los aspectos regulatorios y nuevas politicas de medicamentos.

e Articulos sobre nuevas metodologias docentes, aplicadas en Farmacologia.

e Informacién detallada de nuevos reportes de reacciones adversas reportadas a nivel internacional y nacional.

e Librosy revistas de los temas.

e Promocién de actividades académicas, congresos y cursos nacionales e internacionales en farmacologia.

e Publicitar las ofertas de trabajo de insercidon académica en Universidades Chilenas y extranjeras, asi como las
oportunidades de insercion laboral en la industria privada ligada al desarrollo de farmacos.

Revista de Farmacologia de Chile es publicada por la Sociedad de Farmacologia de Chile
Contacto: Avenida Independencia 1007, Independencia, Santiago, Chile. Teléfono: 56-2-29786050; Correo Electrénico: consultas.sofarchi@gmail.com;
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EDITORIAL

Ramdn Sotomayor-Zarate, Pharm.D., Ph.D.
Editor en Jefe
Vice-Presidente de la Sociedad de Farmacologia de Chile

Este nuevo numero de la Revista de Farmacologia de Chile cuya tematica es la Nano y Microfarmacologia, cuenta con la valiosa
co-edicion de la Dra. Carolina Gémez-Gaete de la Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcidn, quien pone a disposicion de
nuestros lectores nuevos avances tecnoldgicos realizados en Chile en el campo de la Nanociencia, en especifico en la
Nanofarmacologia. Las aplicaciones de estos Nanosistemas de liberacién de farmacos, abren un amplio campo en la medicina,
permitiendo en un futuro cercano un mejor diagndstico y tratamiento de diversas enfermedades con mayor precision,
seguridad, selectividad y eficacia. Sin duda, los trabajos presentados en este nimero son de extraordinaria calidad y son un
ejemplo de una gran integracion entre la tecnologia farmacéutica y la farmacologia aplicada.

Ademas, en este numero también contamos con otros 2 trabajos originales, uno en el campo de la farmacologia oncoldgica
enviado desde Colombia y otro en el area de la farmacologia clinica. Sin duda, esperamos que la visibilidad nacional e
internacional de nuestra revista se vea reflejada en un nuevo interés por parte de nuestros lectores para enviar trabajos
originales de investigacidon. Esperamos que la incorporacidn de la Revista de Farmacologia de Chile al catalogo Latindex sea un
estimulo para enviar nuevos articulos y estamos seguros que prontamente podremos acceder al catalogo de Revistas SciELO.

Un cordial saludo y un gran abrazo

Dr. Ramoén Sotomayor-Zarate
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EDITORIAL: NANO Y MICROFARMACOLOGIA

Carolina GOmez Gaete, Pharm.D., Ph.D.
Profesor Asociado, Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcidn, Chile.
Director por Concepcién de la Sociedad de Farmacologia de Chile.

En esta edicion de la Revista de Farmacologia de Chile enfocada en nano y microtecnologia terapéutica, se presentan trabajos
que abordan diversos aspectos del desarrollo, caracterizacién y aplicacién terapéutica de sistemas nano y microparticulados.
Estos sistemas de liberaciéon de farmacos constituyen poderosas herramientas que pueden ser aplicadas en el campo del
diagnéstico y el tratamiento de patologias tan severas como el cancer. Es asi como hoy en dia se encuentran disponibles en el
mercado diversos productos nano/microtecnoldgicos que ofrecen entre otras ventajas, mayor biodisponibilidad de las
moléculas terapéuticas y mejor selectividad en los tratamientos.

El articulo de revisidon enfocado en nanotecnologia terapéutica aborda aspectos que van desde lo tecnoldgico a las aplicaciones
terapéuticas. Se destacan las ventajas de estos sistemas coloidales con respecto a los principios activos al estado libre en
formulaciones convencionales, los métodos de fabricacion y los principales materiales empleados. La caracterizacidn
fisicoquimica también es abordada teniendo en cuenta su importancia dependiendo de la via de administracidon y de las
propiedades de superficie deseadas. Al respecto, se detalla la evolucion que han sufrido las nanoparticulas desde su creacion, la
cual ha estado principalmente enfocada en modificar las propiedades de superficie, otorgando funcionalizacién celular.

Continuando con la linea nanotecnoldgica, el trabajo de Eileen Castillo y cols., se enfoca en aspectos tecnoldgicos relacionados
con la fabricacién de nanoparticulas de quitosano como potencial carrier de moléculas activas al SNC. En particular se optimiza
el método de gelificacion idnica para la obtencidn de estos nanovectores, asi como también la incorporacidon de un agente de
superficie que reduzca la captura por el sistema reticulo endotelial y aumente el paso a través de la barrera hematoencefalica.
Finalmente la formulacién optimizada es evaluada in vivo tras su administracién por via endovenosa.

El trabajo de Constanza Fuentes y cols., estd enfocado en el desarrollo de microesferas biodegradables de pramipexol como
potencial sistema de liberacion controlada de administracion parenteral. En este articulo se evalian dos métodos de
fabricaciéon, comparando posteriormente las microesferas formadas en cuanto a morfologia, tamafio, eficiencia de
encapsulacion e interaccion principio activo/polimero. El perfil de liberacion determina finalmente el método de elaboracién
optimo, es decir, aquel que permite la obtencidon de microesferas que retarden la salida de pramipexol y por ende que actuan
como sistemas de liberacién controlada.

Uno de los métodos escalables para la obtencién de microparticulas es el secado por atomizacion, éste destaca por la
versatilidad de los excipientes que pueden ser utilizados. El trabajo del Dr. Nicolas Tsapis, investigador de la Université Paris-Sud
11 e Institut Galien, Francia, describe como ocurre el proceso de secado de gotas que contienen dispersiones coloidales,
demostrando que tanto las fuerzas intercoloidales como las viscosidad del solvente utilizado juegan un papel importante en la
morfologia de éstas, aspecto relevante para la administracion pulmonar de farmacos a la forma de polvos. Paralelamente se
describe en este articulo la encapsulacién de tres moléculas de interés terapéutico en particulas porosas para la inhalacién,
estas son: un agente quelante de plutonio, alendronato sddico y pirazinamida.

Finalmente, el trabajo de Paula Mantellero y cols., esta enfocado en desarrollo de nanoparticulas de capsaicina con el propdsito
de reducir los efectos adversos que ocurren tras su administraciéon por via topica. Inicialmente se optimiza el proceso de
fabricacion de las nanoparticulas, luego se caracterizan y finalmente se evalla la cesidn del activo desde las nanoparticulas,
cuando éstas son incorporadas en crema base, versus la cesién de capsaicina a partir de una formulacion comercial.
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ARTICULO DE REVISION

NANOPARTICULAS POLIMERICAS: TECNOLOGIA Y APLICACIONES FARMACEUTICAS
(Polymeric nanoparticles: technologie and pharmaceutical applications)

Carolina Gémez-Gaete’

"Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad de Concepcién, Concepcion, Chile

RESUMEN

La nanotecnologia terapéutica es una disciplina relativamente reciente en el campo de las ciencias farmacéuticas, que ha revolucionado la
medicina moderna. Esta disciplina implica el empleo de nanoparticulas como sistemas de vectorizacién, proteccion y liberacion controlada de
moléculas de interés terapéutico, cuyo tamaiio fluctua en el orden de los nanémetros. Estos vectores permiten mejorar la biodistribucion de
moléculas frdgiles o complejas y favorecer su interaccion con tejidos especificos, protegiendo a su vez el tejido sano. Para cumplir estas
funciones, deben ser elaboradas con materiales biocompatibles y biodegradables que aseguren inocuidad y que a su vez otorguen las
propiedades deseadas dependiendo del objetivo terapéutico. Dentro de estos materiales destacan los polimeros, debido a su naturaleza
fisicoquimica y propiedades de funcionalizacién con ligandos especificos para ser reconocidos por receptores sobreexpresados en la superficie de
determinadas células. Las aplicaciones médicas de las nanoparticulas poliméricas son diversas, pudiendo ser utiles como eficientes medios de
diagndstico y/o herramientas terapéuticas contra patologias severas como las enfermedades neurodegenerativas, infecciones y cdncer. El
presente articulo de revision detalla los aspectos mds relevantes para la obtencion de estos sistemas, asi como también las aplicaciones de la

nanotecnologia en medicina.

Palabras Claves: Nanomedicina, Nanotecnologia, Nanoparticulas, Vectorizacion, Drug Delivery Systems, Polimeros.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios la nanotecnologia ha mostrado logros
significativos en diversas disciplinas como la electrénica,
fotdnica, quimica de materiales y drea médica (Jena et al.
2013). En este ultimo aspecto, el término nanomedicina
involucra el empleo de sistemas nanoparticulados como
eficientes herramientas para diagndstico y tratamiento.
Dentro de los nanocarriers empleados en terapéutica se
encuentran los liposomas, las micelas, las nanoparticulas
metdlicas, lipidicas y las poliméricas.

Las nanoparticulas poliméricas se definen como particulas
de tamafio inferior a 1 um (Brigger et al. 2002),
generalmente entre 10 y 500 nm, elaboradas a partir de
materiales poliméricos de diferente naturaleza. El método
de fabricacién, la composicion quimica de éstos y la
naturaleza del ligando, en caso que lo posea, influenciaran
su funcionalidad y efectividad.

Las nanoparticulas terapéuticas fueron elaboradas por
primera vez por Speiser y colaboradores durante la década
de los 70, pensando en desarrollarlas como medio de
liberacién de moléculas activas y vacunas (Kreuter 2007).
Actualmente sus aplicaciones terapéuticas son tan diversas

como las vias por las cuales pueden ser administradas
destacando dentro de ellas la via oral, pulmonar, oftalmica,
endovenosa, intramuscular, intraocular e intraarticular,
entre otras (Viswanathan et al. 2010).

Dentro de los objetivos que se pueden alcanzar empleando
nanoparticulas cargadas con moléculas terapéuticas
destacan (De Jong & Borm 2008):

e Mejorar la estabilidad fisica y quimica de los principios
activos encapsulados.

e Aumentar la absorcion de moléculas activas, lo que se
traduce en una mejor biodisponibilidad.

e Actuar como sistemas de liberacién controlada,
reduciendo fluctuaciones de concentracion de
principios activos en sangre.

e Alcanzar tejidos/barreras especificas y penetrar células
inalcanzables por principios activos convencionales
gracias a su pequefio didmetro.

e Disminuir los efectos adversos y toxicidad asociada a la
administracion de farmaco libre.

Correspondencia a: Dra. Carolina Gémez-Gaete, Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Departamento de Farmacia, Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcién. Barrio Universitario S/N, Casilla 237, Concepcién, Chile. Teléfono: 56-41-2661334, Fax: 56-41-2207086, Correo electrénico: cargomez@udec.cl
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e Otorgar proteccion de la molécula encapsulada, por
ejemplo, contra la degradacién enzimdtica, quimica o
inmunoldgica.

Considerando estos objetivos, las investigaciones que
involucran nanotecnologia se enfocan en evaluar la
incorporacion y liberacién de principios activos, conocer la
estabilidad de la formulacién y su vida media, evaluar su
biocompatibilidad, biodistribucién y targeting.

Considerando la estructura fisica, las nanoparticulas
pueden clasificarse en nanoesferas y nanocapsulas. Las
nanoesferas son sistemas matriciales, en donde el farmaco
estd disperso en una matriz polimérica. En el caso del
empleo de polimeros biodegradables, la liberacién del
farmaco se produce ya sea por difusién a través de los
poros de la matriz, por degradacion o erosién del polimero,
o bien por una combinacién de ambos mecanismos.
Cuando se emplean polimeros no biodegradables, la
liberacidn se produce por un proceso de difusion lenta a
través de la matriz. Las nanocapsulas por su parte son
sistemas de tipo reservorio, en donde el firmaco se
encuentra en una cavidad central cubierta por una
membrana polimérica que controla la cinética de liberacidn
dependiendo de su naturaleza quimica. La seleccidén de una
u otra estructura dependera del método de elaboracidn de
las nanoparticulas, de las propiedades fisicoquimicas del
polimero y de las caracteristicas del farmaco.

Considerando los avances a la fecha referidos a las
aplicaciones de la nanotecnologia en el area médica, esta
revision detallard los aspectos mds relevantes para la
obtencion de estos sistemas, asi como también sus
principales aplicaciones médicas.

1) METODOS DE ELABORACION DE NANOPARTICULAS

Existen numerosos métodos para elaborar nanoparticulas
poliméricas que permitan la encapsulacién de moléculas
hidréfobas o hidrdéfilas, simples o complejas. Estos
métodos pueden ser clasificados en dos categorias. Los de
elaboracidon directa y aquellos a base de polimeros
preformados. Entre los métodos de elaboracion directa se
pueden mencionar la polimerizacidn de una emulsion (que
permite crear nanoesferas) y la polimerizacién interfacial a
partir de monémeros (para formar nanocapsulas). Dentro
de los métodos que emplean polimeros preformados
destacan la emulsiéon evaporacion de solvente (simple o
doble) que permite obtener nanoesferas y nanocdapsulas,
respectivamente y la nanoprecipitacion por inyeccién.

La emulsién evaporacién de solvente consiste en formar
una emulsion a partir de dos fases inmiscibles. Una fase
acuosa o continua provista de un agente emulgente
apropiado y una fase dispersa organica que contiene el
principio activo y el polimero destinado a la formacién de
la matriz. Una fuente de energia permite formar pequefias
gotas de la fase dispersa, generalmente se emplea una

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2)

sonda de ultrasonido. Una vez formada la emulsion, el
solvente organico es evaporado, por lo que debe ser
suficientemente volatil. El polimero precipita atrapando al
farmaco, lo que permite la formacion de nanoesferas
(figura 1 A). La principal ventaja de este método es la alta
eficiencia de encapsulacion de principios activos
hidréfobos. La obtencién de nanoparticulas encapsulantes
de moléculas hidréfilas se logra a partir de una doble
emulsién (dando lugar a nanocapsulas).

Por su parte, la nanoprecipitacién por inyeccion, requiere
el empleo de dos solventes miscibles. Su principio se
fundamenta en la interdifusiéon de éstos al estar en
contacto. Tanto el polimero como el farmaco deben ser
disueltos en un solvente organico. El segundo solvente
debe ser elegido en base a su miscibilidad con el primero,
siendo un no solvente para el polimero. Normalmente es
una solucién acuosa de un tensioactivo que permita la
estabilizacion de las particulas obtenidas por precipitacion
de la gota al entrar en contacto con el agua. La
incorporacion de la fase polimérica debe ser efectuada
gota a gota bajo constante agitacidon. La utilizacion de
soluciones diluidas permite la precipitacion del polimero
en la escala nanométrica (Figura 1 B). La principal ventaja
de este método radica en que permite obtener
nanoparticulas de tamafio inferior a aquellas obtenidas por
emulsién evaporacidon de solvente, lo cual estabiliza al
sistema. Ademads, puede prescindir del empleo de
solventes toéxicos. Su principal inconveniente es la baja
encapsulacion de activos con respecto al método de
emulsién evaporacion de solvente.

2) COMPOSICION DE LAS NANOPARTICULAS

Existen diversos materiales empleados como componente
principal de la matriz que formara las nanoparticulas
biodegradables encapsulantes de moléculas terapéuticas,
dentro de éstos se incluyen las grasas (fosfolipidos, acidos
grasos), las proteinas (gelatina, albimina) y los polimeros,
ya sea naturales (dextrano, quitosano), semisintéticos
(derivados de celulosa) o sintéticos poly(acrilatos),
poly(anhidridos), poly(acrilamidas) y poly(ésteres). Entre
estos Ultimos, el mas utilizado para la elaboracidon de
nanoparticulas mediante el método emulsion evaporacidn
de solvente es el copolimero sintético acido poly (lactico-
co-glicélico) (PLGA) (Song et al. 2008, Mundargi et al.
2008). Este polimero es biodegradable y biocompatible.
Presenta baja toxicidad comparada con otros polimeros y
es muy apropiado como sistema de liberacion en
ambientes bioldgicos, siendo aprobado por la FDA para su
utilizacién en sistemas de liberacién controlada de
farmacos. Es importante considerar que la estructura
quimica del polimero determinara el comportamiento de
las nanoparticulas en términos de encapsulacién,
degradacion y liberacién del farmaco. El PLGA por ejemplo
es un poly(éster) formado por cadenas de &cido lactico y



acido glicdlico, la proporcion de cada co-polimero puede
variar, lo cual modificarda su degradaciéon. Entre los
distintos co-polimeros disponibles comercialmente el mas
utilizado es el que posee la proporcién 50:50, ya que
presenta la tasa de degradacién in vivo mas rapida
(Derakhshandeh et al. 2007). En condiciones fisioldgicas, el

PLGA es

respectivamente,

hidrolizado en 4cido
metabolitos que el organismo se

lactico y glicdlico

eliminan finalmente en forma de CO, y H,0 (Vasir &
Labhasetwar 2007).

Figura 1. (A): Elaboracion de nanoparticulas por emulsién evaporacion de solvente. (B): Elaboracién de nanoparticulas por
nanoprecipitacion.

Fase dispersa(polimero,

PAy solvente organico)

\

(&

(&

©
@

@

©

&
©

@

Emulsion

O/w

Sonda
ultrasonido
A
Fase organica .
1PA . Energia
+Polimero ultrasonica
hidréfobo —
i
Faseacuosa
+emulgente
B
Nanoparticulas @
poliméricas
(esferas) \ ® g e ©

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2)

Evaporacion
—l

Faseorganica
+PA

“~ +Polimero

hidréfobo

@

@
A\

@
®®
@@

Nanoparticulas
polimericas

(esferas)



3) PROGRESOS EN EL DESARROLLO DE NANOPARTICULAS
POLIMERICAS

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser incorporadas al
organismo por diversas vias de administracién. Cuando
éstas se administran por via intravenosa, deben tener la
capacidad de circular libremente por los capilares
sanguineos y no ser reconocidos como un cuerpo extrafo.
Los primeros nanovectores desarrollados fueron los
liposomas, vesiculas formadas por una o varias bicapas
lipidicas en cuyo interior se encuentra encapsulada la
molécula activa. Debido a su gran superficie especifica,
estudios revelaron que los liposomas, una vez
administrados por via intravenosa, interaccionaban
fuertemente con las proteinas plasmaticas, en particular
con las opsoninas, fijandose a su superficie (Gregoriadis
1978). Dentro de las propiedades de superficie, la
hidrofobicidad de éstos parece ser un factor clave para la
opsonizacion. Similar comportamiento fue reportado
cuando se administran por via endovenosa nanoparticulas
elaboradas con polimeros hidréfobos como PLA (polimero
del 4cido lactico), PLGA y PACA (poly(alquilcianoacrilato)),
puesto que se verificd una adsorcidon importante de
inmunoglobulinas, complemento y otras proteinas
plasmaticas (uniones de van der Waals), produciendo
posteriormente su rapida captura por parte de los
fagocitos mononucleares presentes en el higado y bazo
(Leroux et al. 1995, Esmaeili et al. 2008, Bertholon et al.
2006, Gibaud et al. 1996). Esta primera generacion de
vectores (Figura 2 A) fue considerada entonces como ideal
para vectorizar farmacos hacia el higado, en caso de
patologias a este nivel, como hepatocarcinomas, o

metdstasis hepdtica, o bien, en caso que se desee
administrarlas en medios bioldgicos confinados.

Con el fin de evitar la captura hepdtica de las
nanoparticulas administradas por via endovenosa y asi
favorecer la circulacion por mas tiempo en los vasos
sanguineos alcanzando otros o¢rganos diana, las
nanoparticulas fueron recubiertas con polimeros hidréfilos
y flexibles como el polietilenglicol (PEG) impidiendo que las
proteinas plasmaticas se adsorbieran a nivel superficial.
Estos vectores no son reconocidos ni capturados por las
células de Kupffer, prolongando su vida media (Peracchia
et al. 1999, Owens & Peppas 2006). Dado que a nivel
tumoral o en presencia de inflamacion aumenta la
permeabilidad del endotelio, estos vectores pueden
atravesarlo y acumularse a este nivel. A estas
nanoparticulas recubiertas con polimeros hidréfilos se les
conoce como de segunda generacién (Figura 2 B).
Actualmente estan siendo desarrolladas y evaluadas una
tercera generaciéon de nanoparticulas que contienen
ligandos en su superficie (biotina, acido félico, hialuronano,
etc.), capaces de reconocer receptores sobreexpresados en
células cancerosas vy fijarse en ellos (Russell-Jones et al.
2004, Low et al. 2008, Turley et al. 2002). Estos sistemas
son complejos desde el punto de vista fisicoquimico, pues
ademas de formar la nanoparticula debe incorporarse una
capa de polimero hidréfilo (PEG) que evite el
reconocimiento por los macrofagos del higado, y ademas,
un ligando capaz de reconocer ciertas moléculas
especificas que se encuentren en esas membranas
celulares. Una vez fijada a la célula, el vector es
internalizado, liberando el farmaco encapsulado (Figura 2
C).

Figura 2. (A): nanoparticulas de primera generacion. (B): nanoparticulas de segunda generacion o pegiladas. (C):
nanoparticulas de tercera generacidon o vectores furtivos.
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4) INTERNALIZACION CELULAR DE LAS NANOPARTICULAS

El paso de los agentes terapéuticos a través de la
membrana celular en un tejido especifico es fundamental
especialmente cuando el blanco farmacoldgico se
encuentra a nivel intracelular. Para ello se requiere
atravesar varias membranas bioldgicas (mucosa, endotelio,
epitelio), difundir a través de la membrana plasmatica y
finalmente acceder al organelo blanco. La nanotecnologia
ofrece posibilidades Unicas de superar barreras celulares
con el fin de mejorar la liberacidn de varias moléculas
activas, incluyendo las biomacromoléculas (acidos
nucleicos y proteinas). Existen varios mecanismos de
internalizacién celular que son influenciados por las
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas. Estos son
la fagocitosis, endocitosis mediada por clatrina, endocitosis
mediada por caveolas y macropinocitosis (Hillaireau &
Couvreur 2009). La actividad farmacoldgica de la molécula
encapsulada depende no soélo del mecanismo de
penetracién celular, sino que también de su liberacién en
el citoplasma, ya sea que se encuentre en el ambiente
enzimatico del lisosoma o bien, directamente en el
citoplasma. Con respecto a la fagocitosis, el macréfago
ingiere nanoparticulas de gran tamafio (0,25 a 3,00 um) y
de superficie hidrofoba, que han sido previamente
reconocidas como cuerpo extraio y opsonizadas. Estudios
también han revelado que las nanoparticulas cargadas (ya
sea positiva o negativamente) son mas fagocitadas que las
particulas neutras (Roser et al. 1998). Al interior del
macroéfago el fagolisosoma se acidifica debido a una bomba
de protones vacuolar localizada en la membrana y
adquiere enzimas (incluyendo esterasas y catepsinas).
Tanto el pH acido como el contenido enzimatico son claves
para que las nanoparticulas poliméricas se degraden y no
generen toxicidad. Por ejemplo, en el caso de las
nanoparticulas de PLGA, éstas se degradan por
mecanismos hidroliticos facilitados por el pH acido (Shive &
Anderson 1997).

La endocitosis no fagocitica mediada por clatrina puede ser
dependiente de receptores. En este caso las nanoparticulas
internalizadas son aquellas que poseen en su superficie
ligandos especificos (tercera generacién). Dentro de los
ligandos empleados destaca la transferrina, riboflavina y la
lipoproteina de baja densidad (LDL) (Bareford & Swaan
2007). Una vez unida la nanoparticula al receptor, se
genera la invaginacion de la vesicula, la cual tiene un
diametro cercano a los 120 nm, sin embargo, a pesar de
este tamafio, se ha reportado la internalizacién de
nanoparticulas de 200 nm (Rejman et al. 2004). Esta
vesicula entrega su contenido a los endosomas, los cuales
se acidifican por la bomba de protones dependiente de
ATP. Los endosomas a su vez, se fusionan con las vesiculas
lisosomales generando un ambiente hostil que degrada la
carga interna (Mukherjee et al. 1997).

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2)

Las nanoparticulas también pueden ser internalizadas por
endocitosis mediada por caveolas, es decir, a través de
invaginaciones de la membrana cuyo tamaiio es inferior a
los 80 nm (Conner & Schmid 2003). Después de la unién a
la superficie celular, las particulas se mueven a lo largo de
la membrana plasmatica hacia las invaginaciones, donde
son mantenidas a través de interacciones receptor-ligando
(Bareford & Swaan 2007). La vesicula ingresa al citosol
donde no existe ninglin cdctel enzimatico. Esto puede ser
ventajoso para las nanoparticulas que encapsulan
moléculas fragiles altamente sensibles a las enzimas, como
péptidos o acidos nucleicos ya que evitan de la
degradacion lisosomal (Hillaireau & Couvreur 2009).

Algunos nanocarrier ingresan a las células por
macropinocitosis, mecanismo que se caracteriza por la
formacién de proyecciones membranales sostenidas por
una red de filamentos de actina. Se generan grandes
vesiculas endociticas, los macropinosomas, con un tamafio
del orden de los micrometros (1-5 um). El destino
intracelular varia dependiendo del tipo de célula, pero en
la mayoria de los casos los macropinosomas se acidifican y
destruyen. Eventualmente pueden fusionarse con los
lisosomas (Hillaireau & Couvreur 2009, Conner & Schmid
2003).

5) CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

Considerando la importancia de las propiedades
superficiales y caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas, éstas deben ser caracterizadas durante su
elaboracidon, de tal manera de poder asociar estas
propiedades con el comportamiento in vitro/in vivo.
Teniendo en cuenta el reducido tamafio de las
nanoparticulas, el didametro medio debe ser evaluado a
través de métodos altamente sensibles como lo es la
difractometria laser (light scattering). Existen otras técnicas
que ademds de entregar informacion con respecto al
didmetro medio proporcionan datos relacionados con la
forma de las particulas, dentro de ellas se encuentra la
microscopia electrénica de transmision (TEM), de barrido
(SEM) y la microscopia de fuerza atdomica (AFM).
Eventualmente, particulas mayores de 100 nm pueden ser
evaluadas con un Contador Coulter.

El potencial zeta proporciona informacién sobre la carga
superficial de la nanoparticula. Esta a su vez, condiciona las
interacciones entre estos sistemas y las membranas
celulares. Para efectuar esta determinacion se emplean
técnicas electroforéticas o anemometria laser doppler. Por
otro lado, el potencial zeta describe la estabilidad de las
dispersiones coloidales. Cuando éste fluctua entre + 30
mV, la dispersion coloidal es estable.

La cantidad de farmaco encapsulado puede ser
determinado mediante diversas metodologias analiticas
como HPLC, HPTLC o espectrofotometria ultravioleta. Para
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ello es necesario implementar y validar un apropiado
proceso de extraccidon del farmaco atrapado, ya sea de
manera directa (rompiendo las nanoparticulas) o indirecta
(farmaco no encapsulado en la fase continua). En ambos
casos es necesario realizar ultracentrifugacion para separar
las nanoparticulas de la fase continua. Una vez cuantificada
la muestra, es posible determinar la eficiencia de
encapsulacion (%) que define la relacién entre la cantidad
de farmaco encapsulado y aquel que fue afiadido durante
la elaboracion de las nanoparticulas. También puede ser
medida la carga (drug loading) relacionando la masa de
farmaco encapsulado con la masa de polimero. Por ultimo,
es posible determinar el rendimiento del proceso,
considerando la cantidad de materia prima empleada
durante el proceso de elaboracidon de nanoparticulas y la
cantidad de nanoparticulas que es posible recuperar una
vez que éstas han sido elaboradas.

La interaccién principio activo/polimero, asi como el
estado fisico en que se encuentra la molécula activa una
vez encapsulada pueden ser determinados empleando
técnicas como difraccion de rayos X vy calorimetria
diferencial de barrido (DSC). Esta ultima también permite
evaluar el comportamiento térmico de los componentes de
las nanoparticulas después de ser sometidas a las
condiciones de fabricacién.

La liberacion del farmaco a partir de las nanoparticulas
puede ser determinada in vitro, empleando bolsas de
difusion de dialisis inmersas en soluciones de tampdn
isotdnico, a un pH fisioldgico, en condicidn sink. La cinética
de liberacion obtenida (% liberado versus tiempo),
permitird comprender los mecanismos involucrados en la
entrega de la molécula encapsulada. Por ultimo, es posible
efectuar ensayos de viabilidad celular, los cuales dardn un
indicio del posible dafio o efecto que pudieran sufrir los
tejidos circundantes al sitio de administracién del sistema
nanoparticulado, para el cual ha sido disefiado. Con estos
datos in vitro, serd posible planificar estudios in vivo, en
animales de experimentacion.

6) APLICACIONES TERAPEUTICAS DE LAS
NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Las aplicaciones de la nanotecnologia en el ambito
biomédico han sido tema de interés durante las ultimas
décadas debido a su potencial aporte en enfermedades
severas como el cdncer, enfermedades neuroldgicas e
infecciones.  En particular los nanocarrier de tercera
generacién, debido a su especificidad, lo que se traduce en
una reduccién de la toxicidad y efectos adversos de las
moléculas activas encapsuladas.

6.1) Terapia contra el cancer:

El empleo de nanoparticulas en la terapia contra el cancer
ha sido uno de los tépicos mas estudiados, como lo
respaldan numerosos estudios (Nie et al. 2007, Misra et al.
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2010, Bolhassani et al. 2014). En general se han empleado
liposomas y nanoparticulas poliméricas. Dentro de las
formulaciones comerciales a base de liposomas destaca
Doxil® (doxorrubicina), cuyo tamafo fluctia entre los 80 y
90 nm; también se encuentra Marqibo®, liposomas de 115
nm que encapsulan vincristina (disminuyendo la
neurotoxicidad del farmaco con una elevada semivida
plasmatica) y Daunoxome®, daunorrubicina en liposomas
de 35-60 nm. Con respecto a nanoparticulas poliméricas, el
quimioterapéutico Paclitaxel (Abraxane®) ha sido uno de
los farmacos mas evaluados. Este interfiere con la funcién
de las células cancerigenas por estabilizacién de los
microtubulos, resultando una apoptosis de la célula
tumoral (Koziara et al. 2006). El producto nanotecnoldgico
Abraxane® aprobado el afo 2005 para uso clinico
corresponde a nanoparticulas de albimina elaboradas
usando emulsificacion a alta presidén (tecnologia de la
American Biosciences Inc.). Esta formulacién ha permitido
evitar la hipersensibilidad (debido a su excipiente
Cremophor®) generada al usar la formulacidn Taxol® que
existia hasta entonces en el mercado y que obligaba a
recurrir a corticosteroides y antihistaminicos como
premedicacion (Micha et al. 2006). Pero Abraxane®
también presenta otras ventajas ya que este nanocarrier
mejora el transporte de la molécula activa desde el
torrente sanguineo hasta el sitio tumoral, con una mejor
concentracion terapéutica si se le compara con el uso de
Taxol® (lbrahim et al. 2002). Esto se debe a que la
albimina interacciona con dos proteinas que la
transportan hacia la masa tumoral. Adicionalmente
Paclitaxel asociado a nanoparticulas ha demostrado una
disminucién de la resistencia de la célula tumoral a la
molécula activa (Koziara et al. 2006).

Las nanoparticulas que incorporan ligandos en su
estructura han sido ampliamente estudiadas como
vectores selectivos para el tratamiento contra el cancer. El
ligando mas estudiado es el acido félico, debido a la
significativa sobreexpresion de los receptores de folato en
el tejido tumoral (100 a 300 veces mayor) (Low et al. 2008,
Lu et al. 2004). Varios quimioterapéuticos han sido
encapsulados en estos sistemas (paclitaxel, docetaxel,
doxorrubicina, 5-FU, etc.), mejorando notoriamente la
citotoxicidad sobre células cancerosas si se les compara
con nanoparticulas sin este ligando (Liu et al. 2012, Yang et
al. 2008). También se ha estudiado el efecto in vitro de
nanoparticulas cargadas con plasmidos, confirmando una
exitosa transfeccion (Nie et al. 2009). Estudios in vivo han
evidenciado en el tejido tumoral la acumulacién de
nanocarriers de tercera generacion cargados con
quimioterapéuticos y una consecuente reduccion en la
velocidad de crecimiento dicho tejido (Patil et al. 2009). Las
investigaciones ademas incluyen la combinacién de
quimioterapéuticos con moléculas magnéticas como el
oxido de fierro. Asi por ejemplo, cuando se encapsula este
compuesto en nanoparticulas de quitosano, la aplicacion
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de un campo magnético externo, permite guiarlas hacia el
tejido tumoral (Shen et al. 2012).

Otro ligando que ha sido empleado en nanoparticulas de
PLA, PLGA o quitosano es el péptido RGD, capaz de
reconocer al receptor avB3 integrina que se encuentra
sobreexpresado en la neovascularizacién de dreas
subyacentes al tejido tumoral (Zhou et al. 2012, Danhier et
al. 2009, Karatas et al. 2009). Un estudio in vivo reportado
por Hu y colaboradores efectuado en ratones con cancer
de mama (MDA-MB-435) tratados una vez a la semana con
micelas de PLA-PEG-RGD encapsulantes de paclitaxel
reveld una significante actividad apoptdtica de las células
tumorales con este tratamiento, sin el efecto sistémico
asociado a la terapia convencional (Hu et al. 2008). Ademas
de citostaticos (doxorrubicina, paclitaxel), se han
encapsulado en estos vectores agentes antiangiogénicos
(combrestatina)(Wang et al. 2010a).

Los receptores de transferrina, también sobreexpresados
en determinados tumores como el cancer de mama y de
préstata, han sido el blanco para la elaboracién de
nanoparticulas funcionalizadas con este ligando, tal como
lo reporté Sahoo y colaboradores, en un estudio efectuado
in vivo (Sahoo et al. 2004). Se encontrd una significativa
inhibicion del  crecimiento tumoral cuando las
nanoparticulas de paclitaxel fueron decoradas con este
ligando, lo cual fue correlacionado a un incremento de la
captura de las nanoparticulas mediado por el receptor de
transferrina.

6.2) El cerebro como drgano diana en enfermedades
neurodegenerativas:

Bajo condiciones normales, la barrera hematoencefalica
(BHE) limita el pasaje de solutos hacia el sistema nervioso
central, bloqueando el paso de sustancias dafiinas que
circulan en la sangre, como patdgenos o agentes toxicos.
Esto obliga a emplear altas concentraciones de moléculas
activas para alcanzar niveles terapéuticos en caso de
patologias cerebrales, lo cual incrementa el riesgo de
presentar efectos adversos. Sin embargo, las propiedades
de barrera pueden ser modificadas para permitir el pasaje
de agentes terapéuticos. Es asi como Calvo y colaboradores
demostraron que nanoparticulas de poly(cianoacrilato)
recubiertas con PEG ademas de no ser reconocidas por los
macrofagos aumentando su vida media circulante, fueron
capaces de atravesar la BHE bajo condiciones de
encefalomielitis alérgica experimental en un mayor
porcentaje que nanoparticulas no recubiertas (Calvo et al.
2001, Calvo et al. 2002). Por otro lado, esta comprobado
que las caracteristicas de superficie de las nanoparticulas
pueden afectar la integridad de la BHE favoreciendo su
captura cerebral (Lockman et al. 2003). Los estudios de
Kreuter y colaboradores sugieren que el exitoso transporte
de nanoparticulas recubiertas con polisorbato a través de
la BHE se debe a un proceso de endocitosis via receptor de
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lipoproteinas de baja densidad (LDL) luego de la adsorcidon
de apolipoproteina B y/o E sobre las nanoparticulas
durante su circulacion sistémica (Kreuter 2004).

Otra posibilidad evaluada para que los agentes
terapéuticos atraviesen el endotelio cerebral se basa en
favorecer las interacciones por carga (Nicolas et al. 2013).
Es asi como moléculas policatiénicas pueden ser
internalizadas de manera eficiente después de su unién a
las células cargadas negativamente. Al respecto, el trimetil
quitosano ha sido evaluado junto al PLGA como material
polimérico atil para facilitar el ingreso de nanoparticulas a
través de la BHE cargadas con coenzima Q10 (Wang et al.
2010b). Estas fueron evaluadas in vivo en un modelo
animal con enfermedad de Alzheimer, observandose
mejorias en cuanto a memoria y aprendizaje, ademas de
una disolucion de placas seniles, comparado con el control.
También han sido usadas nanoparticulas de tercera
generacion para vectorizar moléculas terapéuticas al SNC.
Para seleccionar el ligando adecuado se han efectuado
estudios con lactoferrina, una glicoproteina de la familia de
las transferrinas, atil para la incorporacion de
quimioterapéuticos y moléculas neuroprotectoras (Hu et
al. 2009, Yu et al. 2012). Estudios in vivo de biodistribucién
empleando nanoparticulas de PLGA-PEG-lactoferrina
encapsulantes de cumarina 6, demostraron una extensa
distribucién de fluorescencia en la corteza, sustancia nigra,
tercer ventriculo y regiones periventriculares. Cuando se
encapsuld en estas particulas urocortina, un agente
neuroprotector y se evalu6 su eficacia en un modelo de
Parkinson en ratas (6-OHDA), se observé una reduccion en
la actividad rotatoria inducida por apomorfina,
confirmando asi su actividad antiparkinsoniana, ademas de
una acumulacién en el cerebro (Hu et al. 2011).

6.3) Tratamiento de infecciones:

Las nanoparticulas pueden ser consideradas poderosas
herramientas para el tratamiento de infecciones, debido a
que éstas son usualmente captadas por las células por
endocitosis, lo cual podria beneficiar la liberacion del
farmaco en el caso de infecciones intracelulares. Ademas,
debido a la posibilidad de controlar y prolongar la
liberacion de las moléculas encapsuladas, las
nanoparticulas cargadas con antibiéticos podrian ser muy
utiles en la prevencion o tratamiento de infecciones locales
(Danbhier et al. 2012).

Numerosos son los antibidticos que han sido encapsulados
en nanoparticulas poliméricas. Rifampicina y azitromicina,
por ejemplo, fueron encapsulados en nanoparticulas de
PLGA. Estudios de captura celular demostraron que las
nanoparticulas fueron eficientemente concentradas en
células infectadas con Chlamydia, aumentando Ila
efectividad de los antibidticos al reducir la carga
microbiana (Toti et al. 2011). Por otro lado, nanoparticulas
de PLGA cargadas con gentamicina, fueron fagocitadas por
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monocitos alcanzando el bazo e higado, 6rganos diana de
la brucelosis (Lecaroz et al. 2006, Lecaroz et al. 2007).
Ciprofloxacino también ha sido encapsulado en
nanoparticulas de PLGA siendo éstas evaluadas in vivo,
observando una inhibicidn efectiva en el crecimiento de
Escherichia coli debido a las caracteristicas de liberacion
sostenida de las nanoparticulas (Jeong et al. 2008). Por
otro lado, micelas poliméricas cargadas con este
antibiético y, recubiertas con PEG-TAT, un péptido
activador, fueron capaces de atravesar la BHE, después de
ser administradas por via endovenosa (Liu et al. 2008).

La liberacién de agentes antivirales también ha sido
estudiada  empleando  nanoparticulas  poliméricas.
Numerosas  investigaciones se enfocan en el
citomegalovirus, empleando nanoparticulas cargadas con
aciclovir o ganciclovir para el tratamiento de infecciones
locales a nivel intraocular ya sea por instilacion o
administradas directamente en el segmento posterior del
ojo (Fresta et al. 2001, Merodio et al. 2001, Giannavola et
al. 2003). Si bien la eficacia terapéutica aumenta
considerablemente, el rdpido clearance intravitreal hace
suponer que un implante elaborado con biopolimeros seria
una alternativa mas promisoria.

Considerando como blanco terapéutico a los macréfagos
(reservorio de virus), se han evaluado nanoesferas de
poly(alquilcianoacrilato) cargadas con azidotimidina (AZT).
Estudios in vivo demostraron que estas nanoparticulas
fueron capaces de concentrar AZT en los macréfagos del
sistema reticuloendotelial después de administracién
endovenosa (Lobenberg et al. 1998). Recientes
investigaciones muestran que nanocdpsulas con corazén
acuoso pueden encapsular la forma activa del AZT
(trifosfato) (demasiado hidrofilico para atravesar la célula).
Estas nanoparticulas funcionaron exitosamente in vitro, sin
embargo, el costo y la complejidad de trabajar con un
modelo animal infectado por HIV parecen retardar la
investigacion.

Si bien existen pocos estudios in vivo sobre sistemas de
liberacion de farmacos para tratar HIV, De Jaeghere y
colaboradores desarrollaron nanoparticulas pH-sensibles
elaboradas a base de PLA y copolimeros del acido
metacrilico cargadas de un agente antiviral inhibidor de la
proteasa, (CPG 70726), demostrando su eficacia para
aumentar la biodisponibilidad oral de esta molécula (De
Jaeghere et al. 2000).

7) CONCLUSIONES

Los aspectos tratados en este articulo de revision
constituyen sélo una pequefia fraccidbn de las
investigaciones realizadas en torno a la nanotecnologia con
aplicacidon terapéutica. Las nanoparticulas poliméricas
ofrecen una plataforma versatil y robusta para mejorar la
eficacia terapéutica de los farmacos convencionales. Los
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esfuerzos se han centrado en emplear materiales
biocompatibles y biodegradables que permitan la
obtenciéon de nanosistemas con caracteristicas Optimas
dependiendo de la via de administraciéon y el blanco
terapéutico. Dentro de estas caracteristicas parece ser el
tamano y la carga superficial las que condicionan el
mecanismo por el cual las nanoparticulas ingresan a la
célula. La incorporacidon de moléculas hidrdfilas y ligandos
en su superficie, ha permitido aumentar la vida media de
las nanoparticulas y mejorar la especificidad de la terapia,
lo que ha resultado en poderosas herramientas
terapéuticas capaces de reducir los efectos adversos
indeseables incluso de moléculas altamente complejas
como las que han sido revisadas en este articulo.
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ABSTRACT

The therapeutic nanotechnology is a relatively recent tool in the field of pharmaceutical sciences, which has revolutionized modern medicine. This
discipline involves the use of nanoparticles as systems of targeting, protection and controlled release of therapeutic interest molecules, with size
ranging in the order of nanometers. These vectors can improve the biodistribution of fragile or complex molecules and facilitate their interaction
with specific sites, while protecting healthy tissue. To perform these functions, they should be made from biocompatible and biodegradable
materials to ensure safety and to provide desired properties depending on the therapeutic purpose. Among these materials, including polymers,
due to their physico-chemical nature and properties of functionalization with specific ligands to be recognized by receptors overexpressed on the
surface of certain cells. Medical applications of polymeric nanoparticles are diverse, and may be useful as an effective means of diagnosis and /
or therapeutic tools against severe pathologies such as neurodegenerative diseases, infections and cancer. This review article details the most
relevant aspects for the production of these systems as well as applications of nanotechnology in medicine.
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RESUMEN

En esta investigacion se desarrollaron y caracterizaron nanoparticulas de quitosano a través del método de gelificacion ionica donde se usé como
agente entrecruzante tripolifosfato de sodio (TPP). Se analizé la influencia de distintos pardmetros como la relaciéon en masa quitosano/TPP, pH,
tiempo, velocidad y tipo de agitacion, sobre las nanoparticulas formadas, asi como también su traspaso a través de la barrera hematoencefilica.
El método fue altamente reproducible y robusto, donde se obtuvo nanoparticulas con un didgmetro medio de 77 + 0,8 nm, de distribucion normal,
con un indice de polidispersion de 0,22. Las nanoparticulas ademds tuvieron forma irregular y superficie lisa, con un potencial zeta positivo de
29,84 2,0 mV. Una vez desarrolladas las nanoparticulas se realizaron pruebas in vivo en ratas Sprague Dawley donde se administraron via
intravenosa dos formulaciones. En la formulacién que contenia quitosano/tripolifosfato y polisorbato 80 (agente incorporado para mejorar las
propiedades de superficie), se observé un aumento de la presencia de nanoparticulas cercana a las neuronas tanto del hipocampo como del

neocdrtex, asi como también en las paredes de los vasos de la microcirculacién cerebral.

Palabras Claves: Quitosano, gelificacion idnica, nanoparticulas, barrera hematoencefdlica
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1) INTRODUCCION

El sistema nervioso central (SNC), es una compleja e
importante red de tejidos y tipos celulares, de importancia
fundamental para un organismo. Estd encargado de la
regulacion de la mayoria de la funciones del organismo,
que van desde simples actos reflejos, hasta elaborados
procesos cognitivos. Este sistema debe protegerse de
sustancias y dafos fisicos que puedan afectar su normal
funcionamiento y homeostasis, esto se realiza por la
llamada barrera hematoencefédlica (BHE) (Kandel et al.
2003, Purves et al. 2001).

Las células especializadas de la BHE tienen un transporte
vesicular escaso y no estan fenestradas, estas células estan
adheridas unas a otras por complejas uniones estrechas,
las cuales dificultan la difusién de sustancias hacia el
liguido cefalorraquideo (Kandel et al. 2003, Purves et al.
2001).

Debido a la selectividad que presenta la BHE se ve
dificultado el ingreso de farmacos de naturaleza hidréfila al
sistema nervioso central. Asi ocurre con muchos agentes
terapéuticos que necesitan llegar al cerebro para mostrar
su efecto farmacolégico, como por ejemplo los

anticonvulsivantes, antidepresivos, antibidticos y los
farmacos para enfermedades neurodegenerativas, como lo
son el Alzheimer y el Parkinson (Xu et al. 2007).

Con el aporte de la tecnologia farmacéutica se han
desarrollado nuevas estrategias que solucionarian este
problema, siendo el uso de nanoparticulas (NP) como
sistema de entrega de farmacos a nivel del sistema
nervioso central, una de estas soluciones. Los resultados
son dispares ya sea por la baja concentracién de NP que
traspasan la BHE o el uso de polimeros de gran toxicidad
para ésta (Zhang et al. 2012).

Los materiales nanoestructurados son materiales con
tamarios en el rango comprendido entre 1 y 1000 nm (Xu
et al. 2007). Las NP pueden ser obtenidas a partir de
diversos métodos de elaboracién, como los son el método
emulsidn evaporacion de solvente o gelificacion idnica, asi
como con diferentes tipos de matrices, ya sea iones
metalicos como el oro, plata y cobre, o polimeros de origen
natural o sintético, como por ejemplo el quitosano
(natural), vy los poliacrilatos (sintéticos).
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La seleccion del polimero base depende de muchos
factores como: el tamafio deseado de las NP, las
propiedades del principio activo (solubilidad en agua,
estabilidad, etc.), las caracteristicas de superficie vy
funcionalidad, grado de biodegradacion v
biocompatibilidad y el perfil de liberacion del principio
activo en el producto final (Mukherjee et al. 2009.,
Mahapatro et al. 2011).

Uno de los polimeros usados en la elaboracion de NP es el
quitosano. Este polimero es un polisacirido compuesto
por unidades de glucosamina y N-acetilglucosamina, 2-
amino-2-deoxi-B-D-glucosa, derivado de la desacetilacion
parcial de la quitina, la cual es generalmente obtenida del
exoesqueleto de crustdceos y hongos (Rudzinski et al.
2010). Respecto a las propiedades del quitosano para la
elaboracidon de NP, el grado de desacetilacion (DD) y el
peso de la cadena del polimero (MW), son muy
influyentes, en cuanto al tamafio, morfologia, tipo de
superficie y porcentaje de encapsulacion del principio
activo en las NP (Aranaz et al. 2009, Goycoolea et al. 2009).

El tripolifosfato de sodio (TPP), es un compuesto
inorganico con férmula NasP30,q. Se trata de la sal de sodio
del polifosfato penta-anidn, que es una base conjugada del
acido trifosférico. Es usado como agente entrecruzante
para la formacidn de las NP, al tener cinco cargas negativas
que interaccionan con las cargas positivas que posee el
contraiéon (Zhao lJiayin 2006, Nicoleta Butoescu 2008,
Theerasak Rojanarata 2008).

La gelificacion idnica entre el quitosano y el TPP ha sido
utilizada en diversos estudios y dentro de ellos el tamafo
de las NP toma un valor preponderante. En los ultimos 3
afios, mas de 60 publicaciones han acreditado un tamario
inferior a los 200 nm, pero sélo un 4% fluctda entre los 10
— 50 nm y un 18% entre los 50 — 100 nm (Zhao Jiayin et al.
2006, Butoescu et al. 2008, Rojanarata et al. 2008). Esta
caracteristica, hace que la obtencidn de NP con un tamario
inferior a los 100 nm sea un factor de gran relevancia,
cuando se pone en juego la internalizacidon de éstas en
distintos tipos de tejidos, favoreciendo el proceso de
mucoadhesion de las mismas, proceso que aumenta el
tiempo de permanencia y el contacto entre las membranas
y las NP, lo cual, permite una liberacion del principio activo
Optima, reduciendo asi la necesidad de administracion de
varias dosis en un corto tiempo, siendo ésta una de las
caracteristicas mas relevantes para las nuevas formas
farmacéuticas (Zhao lJiayin et al. 2006, Butoescu et al.
2008, Rojanarata et al. 2008).

Considerando la informacion anteriormente expuesta se
piensa que el uso de NP de quitosano, podria servir como
un carrier hacia el sistema nervioso central, por su
capacidad de interaccion con las uniones estrechas
presentes en las células especializadas que conforman la
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BHE. De esta manera, surge la necesidad de optimizar la
elaboracidn de NP a base de quitosano y TPP para evaluar
su transporte a través de la BHE.

2) MATERIALES Y METODOS

2.1) Materiales:

Protasan UP CL 113, Novamatrix, tripolifosfato penta
sédico, Merck, acido acético 100%, grado analisis, Merck,
acido Clorhidrico 1 N, fluoresceina de isotiocianato, grado
analisis, Sigma Aldrich-Chemic GmbH, placas de silica gel
60 F254 espesor de capa 0,25 mm, Merck. Equipo HPTLC
Camag, aplicador automatico ATS 4, Automatic TLC
Sampler 4, Camag, fotografias con Reproscann 3, Camag,
TLC Scanner 3 y programa WinCATs 1.4.3, Camag, Suiza
para el anélisis de las muestras.

2.2) Métodos:

2.2.1) Elaboracién de nanoparticulas de quitosano.

Las nanoparticulas fueron preparadas utilizando el método
de gelificaciéon idnica, basandose en modificaciones
efectuadas al método descrito por Calvo et al. (Zhao Jiayin
et al. 2006, Butoescu et al. 2008, Rojanarata et al. 2008). El
quitosano (Protasan® CL 113) fue disuelto en una solucién
de acido acético al 1%, obteniéndose una solucidn final de
quitosano con concentraciones que fluctuaron entre 0,05 —
0,25 % p/v. El TPP, utilizado como agente entrecruzante,
fue disuelto en agua nanopura, en concentraciones que
fluctuaron entre 0,1 — 0,2 % p/v. La obtencién de NP de
quitosano se realizd mezclando ambas soluciones, en
diferentes proporciones con agitacion magnética o
agitacion a alta velocidad.

2.2.2) Método de incorporacidn del marcador fluorescente.
En un primer paso, se disolvi6 250 mg de quitosano
(Protasan® UP Cl 113) en 25 mL de agua nanopura y 10 mg
de tiocianato de fluoresceina (FiTC) fueron disueltos en 1
mL de etanol. Ambas soluciones fueron mezcladas, con
agitacion magnética permanente por 24 horas en una pieza
oscura temperada a 37°C. El conjugado resultante fue
purificado por dialisis, durante 72 horas, (empleando tubos
de diélisis de tamafio de poro 12 KDa), cambiando el medio
cada 24 horas. La solucién aislada de Quitosano-FiTC, fue
congelada a -55 °C en un bafio de etanol, y posteriormente
liofilizada, para extraer completamente el solvente
residual.

2.2.3) Determinacién del porcentaje de unién entre
quitosanoy FiTC.

Se evalud la incorporacién del FiTC unido al quitosano,
para ello se realizé una curva de calibracidon con un rango
de concentraciones entre 0,1 y 0,6 ng/uL en metanol. La
cuantificacién se realizé mediante cromatografia en capa
fina de alta resolucion (HPTLC), para ello se utilizaron
placas de silica gel de 20x10 cm?, y el desarrollo se realizd
en camaras simples con una fase movil de
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cloroformo/acetona 90/10 % v/v. las placas previamente
se lavaron con metanol y fueron activadas a 90°C por 15
minutos. Para la cuantificacion se utilizé una lampara de
mercurio con una longitud de onda de trabajo (A) de 366
nm. Para el calculo del porcentaje de union entre el
quitosano y el FiTC, se sembraron dos volumenes de 20 y
30 pL de la solucién de 0,5 mg/mL de quitosano-FiTC. Con
las areas obtenidas, por medio de HPTLC, de los estdndares
de FiTC y de la muestra de quitosano-FiTC, se calculd su
porcentaje de unién.

2.2.4) Elaboracién de NP fluorescentes de quitosano-FiTC
/TPP_recubiertas de polisorbato 80.

Debido a las caracteristicas de superficie que otorga el
polisorbato 80 a las NP, respecto a su incorporacién al SNC
(Karsten Ulbrich 2009), éste fue incluido como agente de
recubrimiento. Para ello el quitosano-FiTC fue disuelto en
agua nanopura y su pH fue ajustado a 4,5. La solucién de
TPP fue mezclada junto con el polisorbato 80 (1% v/v) por
24 horas, para luego, proceder con la elaboracién de las
NP.

2.2.5) Caracterizacion de las NP.
En la caracterizacion de las NP obtenidas, se evalud su
tamafio, morfologia y carga eléctrica.

e Microscopia electrénica de transmision (TEM):

La observacidon de NP se realizd depositando una gota de
suspension sobre una grilla de cobre cubierta por una
pelicula de carbdn, la que se dejé secar a temperatura
ambiente durante aproximadamente 12 horas. En ellas, se
evalud la presencia de microparticulas, NP y polimero
disperso presente en la suspension. Este método se utilizé
para evaluar todas las muestras de las suspensiones
obtenidas.

e Dispersidn dindmica de la luz:

El andlisis de dispersion dinamica de la luz, se realizé con el
equipo Zetasizer ZS90 para determinar tamafio vy
distribucién de tamafio de la suspensiéon de NP. Las
suspensiones fueron irradiadas por un laser y producto del
movimiento browniano de las particulas y la dispersion del
laser, el equipo puede interpretar estas sefiales como los
tamafios de las NP presentes. Las muestras fueron filtradas
previamente por membranas de Nylon (diametro de poro
0,45 um), diluidas con agua nanopura en proporcién 2:1y
depositadas en una cubeta de poliestireno. Las mediciones
fueron realizadas por triplicado, a una temperatura de
25°Cy en un angulo de 90 °.

e Potencial Zeta:

El andlisis de potencial Zeta se realizd con el equipo
Zetasizer 7590, el principio de esta medicion es la
aplicacidn de un campo eléctrico a una celda, en este caso
una cubeta especial de policarbonato que posee celdas
conductoras. La medicién del potencial zeta se realiza por
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electroforesis de laser Doppler. Las muestras de las
suspensiones fueron medidas directamente y diluidas en
proporcién 2:1, desde las celdas de conduccion. Cada
analisis se realizo por triplicado a 25 ° C.

2.2.6) Ensayos in vivo.

Una vez caracterizadas las NP, y con el objetivo de verificar
el traspaso a través de la BHE por parte de las NP se
realizaron ensayos in vivo. Estos ensayos se efectuaron
segun el protocolo de uso de animales de la Universidad de
Concepcién. Para ello se emplearon 5 ratas de raza
Sprague Dawley, machos y hembras de peso entre los 250
y 450 gramos. La suspension de NP fue administrada por
via intravenosa (IV). Las tablas N ° 1 y 2 resumen las
condiciones del estudio:

Tabla 1. Formulaciones administradas en estudio in vivo.

Recubrimiento
polisorbato 80

Formulacién Composicion NP

N°1 quitosano-FiTC/TPP No
N°2 quitosano-FiTC/TPP Si
Control NaCl 0,9 % p/v. No

Tabla 2. Estudio in vivo.

Rata N° Volumen Formulacion Via de Tiempo de
administrado* | administrada | administracion sacrificio
[ut] [min.]
1-2 500 1° v 60
3-4 300 2 v 60
5 300 Control I\ 60

*Los volumenes inyectados fueron calculados de acuerdo
al peso de cada rata. La concentracién de la suspension
estaba bajo la DL50 de todos los componentes de la
formulacion.

Una vez sacrificados los animales, se procedid a extraer su
cerebro, higado y bazo. Se depositaron en una solucién de
fijador, compuesta por paraformaldehido al 4 % y buffer
fosfato salino (PBS) 1 M. Posteriormente éstos se cortaron
para mejorar la penetracion del fijador y se guardaron por
24 horas a temperatura ambiente.

Los cortes histolégicos de los diferentes drganos se
realizaron con un vibratomo. Los cortes de cerebro
tuvieron un espesor entre los 50-60 um, 40 pum para
higado y 30 um para bazo. Los cortes de cerebro fueron
tefidos mediante tincidon Dapi, por inmersidon durante 30
minutos (1/1000 en PBS). Posteriormente los cortes fueron
observados por microscopia confocal y microscopia
confocal espectral (Microscopio confocal Espectral LSM780
NLO, Zeiss).
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3) RESULTADOS Y DISCUSION

3.1) Elaboracidén de nanoparticulas de quitosano:

Se elaboraron NP de quitosano a través del método de
gelificacion idnica usando una solucidn de tripolifosfato de
sodio como agente entrecruzante, Fig. 1.

Figura 1. NP de quitosano/TPP observadas por TEM,
escala 500 nm.

e "

500" nm
Se obtuvieron suspensiones de color blanquecino con
particulas cuyo didametro medio fluctu6 alrededor de los
500 nm. La posterior optimizacién de los parametros de
proceso, permiti6 la reduccion  estadisticamente
significativa del diametro medio a 77 nm + 0,8 nm (valor p<
0,05) (Software GraphPat Instant 3), con un indice de
polidispersiéon de 0,22 y un potencial zeta positivo de 29,8
+ 2,0 mV. El valor del indice de polidispersidad refleja una
distribucién de tamafio de particula estrecha, unimodal y
homogénea. Este potencial presente en la formulacidn
refleja la fuerte repulsion, la falta de agregacion de las
particulas y por lo tanto una buena estabilidad fisica de la
suspension, lo que puede atribuirse a la carga positiva del
quitosano, situado en la superficie de las particulas. Los
andlisis por TEM revelaron la existencia de NP de forma
irregular, relativamente  monodispersas. Para los
propositos de los estudios in vivo las NP bajo los 100 nm se
pueden utilizar para estudios de traspaso de la BHE (Akta
et al. 2005).
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3.2) Determinacion del porcentaje de unidn entre
quitosano y FiTC.:

Para la cuantificacién del complejo quitosano-FiTC, se
realizd una curva de calibracién, de FiTC en metanol, en un
rango de concentraciones que fluctué entre 0,1- 0,6 ng/uL.
Se sembraron 20 y 30 pL de la muestra de Quitosano-FiTC
al 0,5 mg/mL, previamente diluida en el mismo solvente. El
porcentaje de union al quitosano fue de un 0,78 %
promedio. Aun cuando este valor es inferioral 1 %, el FiTC
como fluorocromo es capaz de ser detectado en
microscopia confocal con valores de fijacion desde 0,2%,
debido a la intensidad de su luz de emision que se produce
al ser excitada por una luz de longitud de onda de
aproximadamente 495 nm (azul), como resultado de esto
el FiTC emite una luz de color verde cuya longitud de onda
estd alrededor de 519 nm la cual es facilmente detectada
por el equipo utilizado.

3.3) Elaboracién de NP marcadas con FiTC recubiertas con
polisorbato 80:

Para obtener NP marcadas con FiTC y recubiertas con
polisorbato 80 se procedié utilizando una modificacién de
la técnica descrita por Sharma, V., Ali, M., donde el
polisorbato 80 fue afiadido a la solucién de TPP (Sharma et
al. 2007). Finalmente se llevd a cabo la reaccidon de
entrecruzamiento iénico para la formacién de las NP, con la
solucién de quitosano. Las suspensiones obtenidas fueron
analizadas por dispersion dinamica de la luz para conocer
su didametro medio (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucion de tamaios de NP marcadas con

FiTC.
Composicion de NP Diametro promedio | PDI
+ DS [nm].
Quitosano/TPP/ sin 131+13 0,23
polisorbato 80
Quitosano/TPP/ con 75+ 11 0,46
polisorbato 80

Se evidenciaron NP de FiTC cuyos didametros medios
fluctuaron entre 75 y 130 nm, en presencia o no de
polisorbato 80, respectivamente. Con estas NP se
realizaron las siguientes pruebas para verificar su traspaso
al SNC.
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3.4) Ensayos in vivo:

En el andlisis histoldgico del higado de la rata control se
pudo apreciar escases de fluorescencia (Fig. 2-A), a
diferencia de aquel obtenido de ratas que recibieron la
suspension de NP N°1 (Fig. 2-B), donde es posible observar
a las NP dentro de los hepatocitos, ademas de una mayor
fluorescencia en los vasos de este 6rgano. La llegada de la
formulacion al higado, da cuenta de éste como parte del
sistema reticular, siendo el depurador de sustancias que
ingresan al torrente sanguineo (Costanzo, L. 2011).

Figura 2. (A) Higado control, administracién IV de suero
fisiologico. (B) Higado de rata administracion IV,
suspension NP N°1. Analisis realizado mediante

Microscopia Confocal [MC].

En la formulacidn de NP que fue recubierta por polisorbato
80 (Fig. 3), se pudo observar la disminucién de NP dentro
de los hepatocitos, pero aun asi éstas se encuentran
presentes en los vasos de este drgano. Esto permitid
comprobar la eficacia del recubrimiento para ayudar a las
NP a sortear este 6rgano del sistema reticular (Ulbrich et
al. 2009).
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Figura 3. Higado de rata, administracion IV de suspension
NP N°3. MC

En el andlisis del bazo de las ratas (Fig. 4) érgano que
también pertenece al sistema reticular, se pudo observar
en los cortes histoldgicos realizados una alta fluorescencia
basal del tejido (A), la cual aumenta al inyectarse las
suspensiones de NP fluorescentes (B y C). Dado que el
analisis del bazo de las ratas sin la incorporacion de NP
arrojo fluorescencia basal debido a la presencia de
componentes de metabolizacidn, no se puede aseverar en
un 100 % que la presencia de fluorescencia en éste sea
atribuible a la presencia de NP, dificultando el analisis de
este drgano en particular.

Figura 4. (A) Bazo control (B) Bazo de rata inoculado IV,
suspension NP N°1. (C) Bazo de rata inoculado IV,
suspension NP N°2. MC
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En el andlisis del cerebro de las ratas (Fig.5) se pudo
observar una escasa fluorescencia verde cerca de los
ntcleos de las neuronas del hipocampo, tras administrar el
control (A), esta fluorescencia es producto de residuos de
metabolizacidn de las neuronas (Walters et al. 2013).
También se observé una escasa fluorescencia en los cortes
de cerebros de rata a las cuales se les administro la
suspension de NP N°1 (B), pudiendo deberse ya sea a los
residuos de metabolizacién de las neuronas o bien, a una
baja concentracién en los vasos de NP fluorescentes, lo
cual podria estar confirmando un débil traspaso a través de
la BHE.

En la figura 6 se observa una imagen del hipocampo de las
ratas que fueron inyectadas con NP recubiertas con
polisorbato 80, donde se observd que las NP se
encontraban presentes en el vaso de la microcirculacion
cerebral, y en las zonas cercanas a ellas, también se
encontraron puntos fluorescentes cercanos a los nucleos
de las neuronas. El mecanismo de especificidad cerebral
de las NP recubiertas con polisorbato 80 no se conoce
totalmente, pero se cree que las NP recubiertas con
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polisorbato 80 se unen con la apolipoproteina E presente
en el plasma (Walters et al. 2013). La unién puede ser
responsable de la orientacidn de las NP a nivel cerebral.
Esta unién puede llevar a imitar a las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), y asi obligar a los receptores de LDL
presentes en las células endoteliales vasculares del cerebro
a reconocerlas como tal y desencadenar su absorcidon
(Walters et al. 2013), a través de un mecanismo de
endocitosis seguido por transcitosis a través del endotelio
y la posterior recaptacion por las neuronas en el
parénquima cerebral (Walters et al. 2013). Siendo el
tamano de las NP lo que controla la tasa de endocitosis a
través de las células endoteliales de los capilares del
cerebro, debido a que su tamafo es similar al de las LDL,
asociado a la presencia de polisorbato 80 en su superficie
de las NP, lo que desencadena el reconocimiento de los
receptores especificos favoreciendo asi la internalizacidn
de estas a través de la BHE.

Figura 5: (A) Hipocampo de rata control tincion Dapi. (B)
Cerebro de rata administracion IV, de la suspension NP
N°1.* corte no presenta tincion Dapi. MC




Figura 6: Hipocampo de rata tras la administracion IV de
suspension NP N° 2 Tinciéon Dapi. MC

4) CONCLUSIONES

Se desarrollaron NP de quitosano/TPP por el método de
gelificacion idnica, con un didmetro medio de 77 nm y un
indice de polidispersidad de 0,22. Las NP obtenidas fueron
de forma irregular y de superficie lisa. Cuando fueron
recubiertas con polisorbato 80, tuvieron un didmetro
medio de 75 nm con un indice de polidispersidad de 0,46.
El potencial Zeta observado luego de la optimizacion de la
formulacion de NP fue cercano a 30 mV. Con respecto a los
estudios in vivo, fue posible observar que las NP
fluorescentes recubiertas de polisorbato 80 presentan una
menor llegada al higado y bazo de las ratas, lo anterior
probablemente debido a que el recubrimiento protege a la
NP de procesos de depuracion. Ademas, fue posible
comprobar preliminarmente que a través de la
administracién 1V de suspensiones de NP de quitosano es
posible atravesar la BHE ya que se presenciaron NP
fluorescentes en los vasos de la microcirculacion cerebral y
en las células nerviosas del SNC. La explicacién de este
hallazgo podria deberse a que el recubrimiento con
polisorbato 80 generaria la interaccion de estas NP con la
apolipoproteina E, lo cual produciria su interaccion con el
receptor de LDL (LRP1). La interaccion con estos
receptores, seguido por un proceso de endocitosis y de
transcitosis a través de las células endoteliales de los
capilares del cerebro parece ser el mecanismo subyacente
para la administracién de farmacos mediante carriers
nanoparticulados hacia el sistema nervioso central. Sin
embargo, se propone la administracidon de las NP mediante
la via intranasal e intratecal con el fin de verificar la
distribucién de las NP fluorescentes dentro del encéfalo,
en las células nerviosas, asi como su distribucion en los
vasos de la microcirculacién cerebral y entre las células que
lo componen, ademas de realizar estudios in vitro frente a
la interaccién que se genera entre el polisorbato 80 y la
apolipoproteina E.
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Finalmente con estos resultados, es posible proseguir con
los estudios de incorporacién de farmacos a NP de
quitosano, asi como con posteriores estudios de cinética
de distribucion y citotoxicidad in vitro e in vivo.
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ABSTRACT

In this study Chitosan nanoparticles were developed and characterized through ionic gelation method which used as crosslinking agent sodium
tripolyphosphate (TPP). The influence of various parameters such as the ratio chitosan / TPP mass, pH, time, speed and type of agitation on the
formed nanoparticles as well as their transfer through the blood brain barrier was tested. The method was highly reproducible and robust,
wherein nanoparticles were obtained with an average diameter of 77 + 0.8 nm, with normal distribution an a polydispersity index of 0.22. The
nanopatrticles also had irregular shape and smooth surface with a positive zeta potential of 29.8 + 2.0 mV. Once obtained the nanoparticles in
vivo tests were performed on Sprague Dawley rats which were administered intravenously two formulations. In the formulation containing
chitosan / tripolyphosphate and polysorbate 80 (incorporated to improve the surface properties agent), an increase in the presence of
nanopatrticles near to neurons of both hippocampal as neocortex was observed, as well as to the vessels of the cerebral microcirculation.

Keywords: Chitosan, ionic gelation, nanoparticles, blood-brain barrier

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2) 17-24 Received 01-04-2014; Revised 01-05-2014; Accepted 10-05-2014

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2) 24



CHI

ARTICULO ORIGINAL

DESARROLLO Y EVALUACION DE MICROESFERAS BIODEGRADABLES PARA LA LIBERACION
PROLONGADA DE PRAMIPEXOL
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microspheres)
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RESUMEN

Pramipexol (PMX) es un agonista dopaminérgico no ergdtico utilizado para el tratamiento de la Enfermedad de Parkinson (EP). El desarrollo de
una formulacién de liberacion prolongada de PMX podria constituir una estrategia terapéutica eficaz para prevenir o retrasar las disquinesias en
la EP. Ademds, supondria una mejora fundamental en el tratamiento de estos pacientes al mejorar su calidad de vida y reducir el nimero de
administraciones. El objetivo de este trabajo fue desarrollar y caracterizar una nueva formulacion para el tratamiento de la EP, consistente en
microesferas biodegradables de PMX. Las microesferas fueron preparadas usando el copolimero del dcido poli(ldctico-co-glicélico) (PLGA 50:50,
Resomer ® RG 502) mediante la técnica de emulsién/evaporacion de solvente a partir de una emulsion O/W (método A) y a partir de una
emulsion W/O/W (método B). Las microesferas fueron caracterizadas por microscopia electrénica de barrido, difraccion de rayos ldser,
calorimetria diferencial de barrido y rayos X. Asimismo, se determind la eficacia de encapsulacion (EE) y se realizaron estudios de cesion in vitro.
Las microesferas desarrolladas presentan caracteristicas de composicion y tamafio que hacen factible su administracion via parenteral. La EE fue
significativamente mayor para las microesferas preparadas por el método B (60,9 + 8,9 %) que para las preparadas por el método A (45,0 +
5,2%). El mejor perfil de liberacion de PMX se logra con la formulaciéon obtenida por el método A, con una liberacion constante del farmaco
durante dos semanas (K,=23,3 ug/dia/30mg). La formulacién de microesferas obtenida por el método A, constituye una alternativa interesante
como sistema de liberacion prolongada para la administracion parenteral de PMX en el tratamiento de la EP.

Palabras Claves: Pramipexol, microesferas, PLGA, enfermedad de Parkinson
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1) INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda fendmenos de wearing-off u on-off, discinesias y sintomas

enfermedad neurodegenerativa mas frecuente después del
Alzheimer afectando aproximadamente al 2% de las
personas mayores de 80 afios (Rajput & Birdi, 1997,
Thomson et al., 2001; Alves et al., 2008). Se manifiesta
principalmente con sintomas como temblor, rigidez,
bradicinesia e inestabilidad postural (Obeso et al., 2010).
La farmacoterapia de la EP emplea dos estrategias basicas:
(1) uso del precursor de dopamina, levodopa para
compensar la pérdida de neuronas que sintetizan
dopamina 'y (2) administracion de  agonistas
dopaminérgicos para sustituir el neurotransmisor
disminuido a nivel de receptores de dopamina (Nutt &
Wooten, 2005).

Aunque el tratamiento con levodopa es considerado el
“Gold Standard” y la principal terapia en la EP (Odin et al.,
2008), su efectividad va disminuyendo con el tiempo y
ademas, van apareciendo efectos secundarios relacionados
con su uso prolongado, tales como fluctuaciones motoras,

psiquidtricos (Cao et al, 2006). Los agonistas
dopaminérgicos a pesar de tener una menor eficacia
sintomatica que la levodopa, poseen varias ventajas. En
primer lugar, tienen una vida media larga que permite una
estimulacion estriatal mas continua vy fisiologica, la cual
posiblemente  permite retrasar la aparicion de
complicaciones motoras (Holloway et al., 2004). Ademas,
acttan directamente sobre los receptores dopaminérgicos
postsinapticos, de modo que resultan efectivos en fases
avanzadas de la enfermedad, a pesar de la degeneracion
progresiva de la via dopaminérgica presinaptica (Moller et
al., 2005).

Pramipexol, o (-)2-amino-4, 5,6,7-tetrahidro-6-D-
propilamino-benzotiazol (PMX), es un potente agonista de
receptores dopaminérgicos D2/D3 no ergético eficaz en el
tratamiento sintomatico de la EP (Mierau & Schingnitz,
1992; Mierau et al., 1995). Es efectivo como monoterapia
en fases iniciales de la enfermedad y en
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terapia combinada con levodopa en etapas avanzadas de la
enfermedad (Shannon et al., 1997; Reichmann et al., 2003;
Bonuccelli, 2003). Ademas, PMX ha demostrado tener
varios efectos neuroprotectores, que se han relacionado
con sus propiedades antioxidantes (Le et al., 2000) y con la
inhibicion de la apoptosis (Abramova et al., 2002). En
modelos experimentales de parkinsonismo, el PMX se ha
asociado a una disminucion de la pérdida neuronal
dopaminérgica secundaria a tdxicos (Hall et al., 1996;
Iravani et al., 2006). También se ha sugerido que protege
las neuronas dopaminérgicas de la citotoxicidad secundaria
al metabolismo de la dopamina enddgena (lzumi et al.,
2007). PMX se encuentra comercialmente disponible a la
forma de comprimidos de liberacion inmediata vy
comprimidos de liberacidn prolongada, de administracion
tres veces al dia y una vez al dia, respectivamente.

La mayoria de los efectos adversos asociados a la terapia
de la EP han sido atribuidos a la estimulacién pulsatil de los
receptores dopaminérgicos (Engber et al., 1989;
Mouradian et al., 1990). Una terapia que permitiera
mantener niveles plasmaticos constantes durante largos
periodos de tiempo seria de gran utilidad para prevenir o
retrasar la aparicion de disquinesia en la EP (Olanow et al.,
2006). Los sistemas parenterales de liberacién prolongada
ofrecen ventajas sobre las formas de dosaje orales. Pueden
ser localizados en regiones especificas del cuerpo, y desde
ahi conseguir una respuesta terapéutica continua y
uniforme durante el tiempo deseado (desde semanas
hasta meses), disminuyendo los efectos secundarios
(Bhaskaran & Suresh, 2004; Naha et al, 2009). La
adherencia al tratamiento es un problema para los
pacientes de edad avanzada, especialmente cuando
reciben mudltiples tratamientos en trastornos crénicos
tales como EP (pacientes con enfermedad avanzada tienen
8-10 comprimidos por dia (Fargel et al., 2007)). La terapia
de administracion parenteral puede mejorar el
cumplimiento del paciente debido a que es posible reducir
significativamente el numero de administraciones.
También beneficiaria a los pacientes que no pueden tomar
medicamentos orales, o los que tienen dificultades para
tragar debido al estado de enfermedad avanzada. Dentro
de estos sistemas se encuentran los sistemas
microparticulados elaborados con polimeros
biodegradables y biocompatibles que constituyen una
buena alternativa, ya que desaparecen del lugar de accion
una vez que han ejercido el efecto terapéutico. Entre los
polimeros biodegradables el acido poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA), aprobado por la FDA y la EMEA para uso parenteral
(Xiaomei et al., 2013), es uno de los mas utilizados dada su
probada biocompatibilidad y disponibilidad comercial
(Moshfeghi & Peyman, 2005; Mundargi et al., 2008).

En este trabajo se desarrollé y caracterizd un nuevo
sistema de liberacién prolongada, microesferas
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biodegradables de PLGA conteniendo PMX para su
administracion parenteral en el tratamiento de la EP.

2) MATERIALES Y METODOS

2.1) Materiales:

Diclorhidrato de pramipexol fue obtenido desde
Waterstone Pharmaceuticals, Inc. (USA). Resomer® RG 502
(acido poli-DL-lactico-co-glicdlico, 50:50)), Mw 15.000 Da,
viscosidad relativa 0,2 dlL/g, fue adquirido a Evonic
Industries AG (Alemania). Alcohol polivinilico (PVA) Mw
30.000-70.000 Da, fue suministrado por Sigma-Aldrich
(USA). El agua utilizada en la preparacion de tampones y
soluciones fue purificada en un equipo Purelab Classic
(Elga, UK). Todos los otros reactivos y solventes fueron de
grado analitico y adquiridos a Merck S.A. (Alemania).

2.2) Preparacion de microesferas de PLGA cargadas con
PMX:

Las microesferas de PLGA cargadas con PMX fueron
elaboradas mediante la técnica de emulsion/evaporacién
del solvente a partir de dos métodos: una emulsion
aceite/agua (O/A) (método A) y una doble emulsién
agua/aceite/agua (A/O/A) (método B).

Para la optimizacion del método A se evaluaron las
siguientes variables: cantidad de PMX (10-40 mg), cantidad
de PLGA (200-400 mg), volumen de CH,Cl, (1-2 mL),
concentracion de PVA (0,5-3% p/v), concentracién de NaCl
(0-5% p/v).

Para la optimizacion del método B se evaluaron las
siguientes variables: cantidad de PMX (20-40 mg), cantidad
de PLGA (300-500 mg), volumen de CH,Cl, (1-2 mL),
concentracion de PVA (0,25-1,0% p/v), concentracion de
NaCl (0-5% p/v).

La optimizacion de las variables de formulacion se llevé a
cabo con el fin de obtener la mayor eficacia de
encapsulacién y rendimiento de proceso posibles. De
acuerdo a esto, se seleccionaron las siguientes condiciones
finales para cada método:

2.3) Método A (emulsién O/A):

Finalmente, las cantidades de PMX y PLGA usadas para la
preparacion de las microesferas fue 10 mg y 400 mg,
respectivamente. La fase organica fue preparada
disolviendo el PLGA en 1 mL de CH,Cl,, con la ayuda de un
vortex y luego, dispersando el PMX en la solucién de PLGA
mediante agitacion con vortex y luego aplicando
ultrasonido, cada uno durante 60 s. La fase acuosa estuvo
constituida por 5 mL de PVA al 0,5 % p/v. Ambas fases
fueron emulsificadas con un homogeneizador (Heidolfph
modelo Diax 600, Alemania) a 8.000 r.p.m durante 30s. La
emulsién O/A resultante fue adicionada a 100 mL de PVA
0,1% p/v y NaCl 5% p/v y se dejo en agitacion magnética
(600 r.p.m.) durante 3 h a temperatura ambiente, con el fin
de evaporar completamente el solvente organico. Luego,
las microesferas fueron filtradas al vacio a través de un
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filtro de membrana 0,45 um, lavadas tres veces con agua
desionizada y secadas (-409C vy 133x10’3mBar) en un
liofilizador (Labconco modelo Freezone 4.5, USA) por al
menos 12 h. Las microesferas liofilizadas fueron
mantenidas en un desecador hasta su uso.

2.4) Método B (emulsién A/O/A):

Una solucién acuosa de PMX (20 mg/100 uL de agua
purificada) fue emulsificada en una solucién de PLGA (400
mg) en CH,Cl, (1,0 mL) con un homogeneizador a 14.000
r.p.m durante 60 s. La emulsidn resultante (A/O) fue
incorporada en 500 ml de una solucién de PVA 0,25% p/v y
NaCl 5% p/v, utilizando para ello un homogeneizador
durante 30 segundos a 8.000 r.p.m., obteniéndose una
emulsion A/O/A. La doble emulsion se dejé en agitacidn
magnética (600 r.p.m.) durante 3,5 h a temperatura
ambiente. Las microesferas sdlidas fueron filtradas al vacio
a través de un filtro de membrana 0,45 um, lavadas tres
veces con agua desionizada y secadas en un liofilizador por
al menos 12 h. Las microesferas liofilizadas fueron
mantenidas en un desecador hasta su uso.

2.5) Caracterizacién de las formulaciones:

2.5.1) Determinacién de la eficacia de encapsulacién: Las
microesferas cargadas con PMX (20 mg) preparadas por
ambos métodos fueron disueltas en 3 mL de CH,Cl,. PMX
fue extraido tres veces desde la fase organica con 3 mL de
PBS (pH 7,4). A continuacion las muestras se centrifugaron
a 3.000 r.p.m. durante 5 min. Procediéndose a retirar el
sobrenadante. El volumen total de muestra (9 mL) se
completé a 25 mL con PBS (pH 7,4). Las muestras se
filtraron (0,45 um) y se procedié a la cuantificacion del
PMX por espectrofotometria UV (espectrofotémetro
Varian modelo Cary 50, Australia) a 262 nm.

2.5.2) Caracterizacién morfoldgica y distribucién de
tamafio de particula: El estudio se llevé a cabo mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) (Jeol, JSM-6380,
USA), tanto en microesferas cargadas como no cargadas.
Las muestras fueron secadas y recubiertas con una pelicula
de oro, antes de la observacion por SEM a 20 kV.

El tamafio de particula y la distribucion de tamafios de
particulas, fueron medidos por difraccion de rayos laser
(Microtrac-S3550, Microtrac, USA). Antes de cada
determinacion, las  muestras liofilizadas  fueron
suspendidas en PBS (pH 7,4) y sometidas a ultrasonido
durante 30 s, para prevenir la agregacién de las particulas.
Los resultados fueron descritos en términos de didametro
medio y desviacidn estandar (SD).

La distribucién de tamafios de particulas fue descrio
cuantitativamente usando el coeficiente de dispersidn de
tamafio de particula (Span), calculado como Span = (Dgy-
D;0)/Dsp, donde D, (n = 10, 50 y 90) expresa el diametro de
particula al 10%, 50% y 90% del volumen de distribucion.
Un valor de Span alto es indicativo de una distribucién de
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tamainos mas heterogénea. Una poblacion de microesferas
puede ser considera como monodispersa si el valor de
Span es menor que 0,4 (Xiao et al., 2005).

2.5.3) Calorimetria diferencial de barrido (DSC): Se utilizd
un equipo Mettler Toledo (DSC 822, Suiza). Las muestras
(5 — 10 mg) fueron selladas en crisoles de aluminio y
calentadas en atmdsfera de nitrégeno (flujo 40 mL/min).
Como referencia se utilizo un crisol de aluminio vacio. Las
muestras fueron escaneadas entre 10 — 300°C a una
velocidad de calentamiento de 10°C/min. Bajo estas
condiciones, se obtuvieron los termogramas de PMX,
PLGA, microesferas blanco y microesferas cargada con
PMX.

2.5.4) Difraccion de rayos X (XRD): Se utilizd un
difractdmetro automatico de polvo (Bruker modelo D4
Endeavor, Almania), en configuracién 6-26, en el rango
angular 5-50° 26, tamafio de paso 0,04° 26 y tiempos de
conteo 1 seg/paso. Bajo estas condiciones, se analizaron
muestras de PMX, PLGA, microesferas blanco, microesferas
cargada con PMX y mezclas fisicas de PLGA/PMX en
proporciones de 5/95, 10/90, 25/7 y 50/50.

2.5.5) Estudio de cesidn in vitro: Se suspendieron 30 mg de
microesferas en 5 mL de PBS (condiciones Sink). Las
muestras se mantuvieron a 37°C bajo agitacidon constante
(100 r.p.m). A intervalos de tiempo predeterminados, las
muestras fueron centrifugadas y se extrajo el
sobrenadante con una jeringa, que luego fue filtrado a
través de filtro 0,45 um y reemplazado con un volumen de
PBS fresco. La cuantificacion de PMX se realizé por
espectrofotometria UV a 262 nm. El test de cesion in vitro
fue realizado por triplicado para cada lote de microesferas
(4 lotes por cada método).

2.6) Analisis estadistico:

Los resultados fueron expresados como media * error
estdndar de la media (media + S.E.M.). Los analisis
estadisticos fueron realizados con el programa
Statgraphics® Plus v. 5.1 (John Wiley and Sons, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Cuando se utiliza la técnica de emulsién/evaporacion del
solvente para la microencapsulacion de compuestos
hidrosolubles, tales como PMX (solubilidad en agua 200
mg/mL), por lo general es dificil lograr una encapsulacién
eficaz del farmaco en el interior del polimero, asi como
conseguir una liberacién inicial (burst) baja. Para intentar
superar estas dificultades, se han preparado microesferas
de PLGA cargadas con PMX mediante dos métodos de
microencapsulacidon por la técnica de evaporacion del
solvente: método A y método B. En el método A se partid
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de una emulsién O/A y en el método B de una emulsién
A/O/A.

En el proceso de obtencion de microesferas por el método
A, se observa que a medida que aumenta la cantidad de
PLGA (200 mg a 400 mg), se incrementa la eficacia de
encapsulacion (EE) (3,0% a 16,0%). Sin embargo, no se
observan cambios significativos en estos parametros al
aumentar la cantidad de PLGA hasta 600 mg. Estudios
realizados por otros autores (Li et al., 2008) indicaron que
cuando se utiliza la menor cantidad de polimero, se
producen gotas de fase polimérica menos viscosas que
podrian provocar el paso del principio activo hacia la parte
mas exterior de las microesferas, o incluso a la fase externa
durante el proceso de maduracion de las microesferas. En
consecuencia, una elevada concentracién de polimero
originaria una mayor viscosidad de la fase dispersa; de esta
manera se obtendria un mayor tamafio de particula y una
EE mas elevada (Li et al., 2008). Sin embargo, en nuestro
caso no se observaron cambios significativos en la EE al
aumentar la cantidad PLGA de 400 mg hasta 600 mg,
probablemente debido a que se produce un aumento poco
marcado en la viscosidad de la fase dispersa.

Si se desean obtener microesferas por la técnica de
evaporacion del solvente a partir de la emulsiéon doble
A/O/A, es necesario estabilizar la emulsiéon primaria para
lograr una adecuada encapsulacion de principios activos
hidrosolubles, ya que la solucién polimérica separa ambas
fases acuosas, controlando la difusién del principio activo
hacia la fase externa acuosa (Leo et al., 1998). Por ello, el
aumento en la viscosidad de la fase organica elevando la
concentracién del polimero, puede mejorar la EE de
farmacos hidrosolubles. Por otra parte, el aumento de la
viscosidad de la fase organica estabiliza la pelicula
polimérica formada alrededor de las goticulas de fase
acuosa interna, reduciendo asi la posible coalescencia de la
fase interna, evitando de esta manera los intercambios
entre las dos fases acuosas de la emulsién (Pistel & Kissel
2000). En nuestro estudio, y con el método B (A/O/A), al
incrementar la cantidad del polimero (300mg a 400 mg) se
observa un aumento en la cantidad de farmaco
encapsulado. Cuando el PLGA se aumenta a 500 mg, la fase
oleosa resulta una solucién altamente viscosa que dificulta
Su uso.

Independiente del método de microencapsulacién
empleado, la EE disminuye al aumentar el volumen de fase
organica, con rangos de EE que oscilan entre 45,0-5,0% y
60,9-10,0% para los métodos A y B, respectivamente.
Distintos autores (Pistel & Kissel, 2000) han indicado que
cuando se emplea el método de doble emulsién A/O/A, un
aumento de la fraccién de volumen de la fase interna
acuosa de la emulsidn primaria conduce a la obtencion de
microesferas mas porosas y con valores de EE bajos. En
nuestro caso, cuando se utilizan 100 pL de fase interna
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acuosa se obtiene una EE del 60,9%, mientras que cuando
se utilizan 200 pL se obtiene una EE de sélo un 5,6%.

El agente emulgente juega un papel clave en la formacidon
de microesferas esféricas. En nuestro estudio, si se
mantienen constantes la velocidad de agitacion y la
proporcion PLGA/farmaco, para el método A, no se
aprecian  diferencias  estadisticamente  significativas
(p<0,05) en EE al aumentar la concentracion de PVA en la
fase externa acuosa (0,5% a 3,0%), con valores medios
proximos al 40%, por lo que se selecciona la menor
concentracion de agente emulsionante para la elaboracién
de las microesferas de PMX. Con el método B, los valores
mas elevados de EE (60,9%) se obtuvieron con una
concentracion de PVA del 0,25%.

Se ha demostrado que la adicién de NaCl a la fase externa
acuosa puede aumentar la encapsulacién de farmacos
hidrosolubles y reducir la liberacién inicial (Takada et al.,
1997; Pistel & Kissel, 2000). La EE para las microesferas
preparadas por el método A aumenta del 20,0% al 45,0%
cuando la concentracion de NaCl se incrementa del 0% al
5%. En el método B, la adicion de NaCl mejora
significativamente la EE (31,5% a 60,9%). La presencia de
NaCl en la fase externa acuosa aumenta la presidn
osmotica de dicha fase, evitando la entrada de agua en la
fase interna acuosa, lo que origina microesferas con una
estructura menos porosa y que presentan altos valores de
la EE (Herrmann & Bodmeier, 1998).

A modo de resumen en la Tabla 1 se recogen todas las
variables  analizadas en ambos métodos  de
microencapsulacion (métodos A y B) asi como las
condiciones finales seleccionadas en relacion a la EE de
PMX en las microesferas.

Tabla 1: Resumen de todas las variables ensayadas en la
microencapsulacion de PMX.

Método A Método B
EE Condicién EE Condicién
final final
Variables e (n=3) eleccionad | "8 {=3)  oioccionada
PMX (mg) 10-40 + 10 20-40 J 20
PLGA (mg) 200-400 T 300-400 T
400 400
400-600 o 400-500 PR
CH,Cl, (mL) 1,0-2,0 4 1 1,0-2,0 d 1,0
PVA (%) 0,5-3,0 Pe 0,5 0,25-1 Pa 0,25
NaCl (%) 0-5,0 T 0-5,0 T
5,0 5,0
5,0-10,0 o 5.0-10.0 PEY
Volumen fase
interna acuosa - - - 100-200 d 100
()
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En la Tabla 2 se resumen los valores medios de
rendimiento del proceso, % EE y tamafio de particula
obtenidos para las formulaciones finales preparadas por
ambos métodos. La EE media (%) obtenida con el método
A fue significativamente menor que la obtenida con el
método B (p<0,05). Ademas, la cantidad de PMX (mg)
encapsulada por 100 mg de polimero fue mayor con el
método B.

Tabla 2: Caracterizacion de microesferas cargadas con
PMX.

Método Tamanode Rendimiento Cantidad de PMX encapsulado/100 mg EE (%)
particula  de produccién de polimero

(um) (%) (media+SD)
(mediatSD) (media+SD) Carga tedrica Carga real
(meg) (meg)
A 22,5:7,8 79,545,8 2,5 1,1 45,0£5,2
B 20,3+11,5 79,4+3,2 50 3,0 60,9+8,9

La observacién microscopica mediante SEM de las
microesferas cargadas con PMX y preparadas por el
método A muestra la existencia de particulas esféricas con
superficie lisa y ausencia de cristales del farmaco en su
superficie (Fig. 1.1.a). La alta viscosidad de la fase
polimérica evita la migracién de los cristales internos a la
superficie antes del endurecimiento de las microesferas.
Cuando se analizan las microesferas preparadas por el
método B, éstas presentan pequefias invaginaciones (Fig.
1.1.b). Probablemente esto sea debido a la evaporacion
del agua contenida en la fase interna acuosa durante la
fase de maduracién (Herrmann & Bodmeier, 1998; Li et al.,
2008).

El método de microencapsulacion no tuvo una influencia
estadisticamente significativa (p<0,05) en la distribucion
del tamafio de las particulas obtenidas (Tabla 2). Los
tamafios medios de las microesferas preparadas por los
métodos A y B fueron 22,5+7,8 um y 20,3+11,5 um,
respectivamente. Estos tamafios se pueden considerar
adecuados (10-200 um) para su administracién parenteral.
Por lo general, las microesferas inferiores a 10 um tienen
una capacidad limitada para la liberacion controlada de
principios activos, poseen una baja capacidad de
transporte de farmacos y podrian ser fagocitadas por las
células del sistema inmune. Por otra parte, microesferas
con tamafios superiores a 200 um son dificiles de inyectar
y podrian inducir efectos deletéreos sobre los tejidos en la
zona de implantacién (Anderson & Shive, 1997).

Las medidas de difraccién de rayos laser proporcionan
perfiles de distribucidon del tamafio de particula de las
microesferas con varios picos (Fig. 1.2.a y 1.2.b), y con
coeficientes de dispersion del tamafio de particula (Span)
de 1,08 y 1,53, para las microesferas cargadas con PMX
preparadas por los métodos A y B, respectivamente. Estos
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valores reflejan una ligera polidispersion de las poblaciones
de microesferas en ambas formulaciones, originada
probablemente por la agregacion de las mismas.

Figura 1.
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1: microfotografia SEM de microesferas cargadas con
PMX obtenidas por el método A (a) y por el método B (b).
2: distribucion de tamaiio de particulas de microesferas
cargadas con PMX obtenidas por el método A (a) y por el
método B (b).

La cinética de liberacidon de los farmacos incorporados en
un biomaterial polimérico se rige, en general, por dos
mecanismos: uno de difusidn, en el cual el principio activo
difunde hacia el exterior a través del polimero y, otro de
degradacion, en el que la liberacién del farmaco depende
de la degradacion del propio biopolimero. En el caso de un
sistema matricial o monolitico, la obtencion de una
liberacidon de orden uno puede ser resultante del primer
mecanismo citado, mientras que con el segundo
mecanismo se obtendra una cinética de liberacién de
orden cero (Wang et al., 2006).

En nuestro caso la liberacién del principio activo desde las
microesferas obtenidas por ambos métodos muestra un
perfil bifasico (Fig. 2). La liberacidn inicial (burst) (1 h) fue
inferior al 10% y cercana al 30% para las microesferas
obtenidas por los métodos A y B, respectivamente,
probablemente debido a la liberacién del principio activo
que se incorpora cerca de la superficie de las microesferas.
Esta cesidén fue seguida por una liberacidon del principio
activo de aproximadamente un 30% (método A) y 75%
(método B) en los primeros 5 dias del ensayo, lo que indica
que la encapsulacién de PMX en microesferas de PLGA por
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el método A resultada en un mejor control de la liberacion
del farmaco. Esta rapida liberacion de PMX desde las
microesferas preparadas por el método B puede explicarse
por la presencia de pequefias invaginaciones en su
superficie, lo que conduce a un aumento de su porosidad,
facilitando en consecuencia la rapida cesiéon del farmaco
una vez puestas en contacto con un medio acuoso.

Figura 2. Perfil de liberacion de PMX desde microesferas
obtenidas por el método A (A) y por el método B (H).
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Para determinar el modelo que mejor representa la
liberacion de PMX a partir de las microesferas de PLGA
preparadas por el método A, los datos experimentales
fueron analizados mediante la ecuaciéon exponencial
propuesta por Ritger y Peppas (1987), que describe el
comportamiento general de la liberacion de principios
activos desde particulas esféricas (Mt/M™=K x t", donde
Mt/M™ es la fracciéon de dosis cedida a tiempo t, K es la
constante de velocidad y, n es el exponente difusional).
Para las microesferas preparadas por el método A el valor
de n fue 1,1; indicativo de que la liberacién del farmaco
sigue una cinética de liberacién de orden cero durante dos
semanas, con un valor medio de constante de velocidad de
liberacién de orden cero de 23,3 pg/dia/30 mg de
microesferas (r= 0,991). Después de tres semanas, el
porcentaje de PMX cedido es mayor de un 80%. A partir
de estos resultados la formulacién finalmente seleccionada
fue la preparada por el método A.

En el analisis XRD, los picos de maxima intensidad de PMX
se obtienen a 6,79°; 20,82°; 21,34°; 23,66°; 24,18°; 24,73°;
25,78°; 26,54°; 26,86°; 27,21°; 28,45° 33,73° 35,01° y
36,05°% con un perfil caracteristico del estado cristalino
(Fig. 3.1.a). Los perfiles de XRPD obtenidos para las
microesferas no cargadas son demostrativos del estado
amorfo del PLGA (Fig. 3.1.c y 3.1.d) y, ademas, el proceso
de encapsulacion no modifica sus caracteristicas. Los
perfiles correspondientes a las microesferas cargadas con
PMX (Fig. 3.1.b) no muestran los maximos de PMX al
estado cristalino. Sin embargo, al evaluar las mezclas
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fisicas de PMX y PLGA (Fig. 3.2.e, 3.2.f, 3.2.g y 3.2.h), es
posible observar la presencia de sefial, cuya intensidad
aumenta en proporcién a la concentracion de farmaco
presente en cada una de las mezclas. Es por tanto,
razonable concluir que la ausencia de sefial en las
microesferas cargadas con PMX se deba a la baja
concentracion de farmaco.

Figura 3.
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1: difractograma de PMX (a); microesferas cargadas con
PMX (b); microesferas no cargadas (c); PLGA (d). 2:
difractograma de mezcla fisica de PLGA/PMX en
proporcion 95:5 (e), 90:10 (f), 75:25 (g) y 50:50 (h).

Con el objeto de evaluar las posibles interacciones entre
principio activo y polimero, se realiza un andlisis por DSC
(Fig. 4). El termograma correspondiente a PMX (Fig. 4.c)
muestra dos pequefios picos endotérmicos 50°C, 240°C
atribuibles a transiciones endotérmicas. En este rango de
temperaturas no fue posible observar la fusion del
farmaco. Los termogramas de las microesferas no
cargadas (Fig. 4.b) (T, = 46,5°C) y PLGA (Fig. 4.a) (T, =
44,1°C) presentan temperaturas de transicion vitrea
similares. Los termogramas de las microesferas cargadas
con PMX muestran un pequefio pico endotérmico asociado
a la T, (Fig. 4.d) del PLGA, que se ve modificado
probablemente por cierto impedimento en la movilidad de
las cadenas poliméricas tras la incorporacién del farmaco
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en suspension. El termograma de las microesferas cargadas
con PMX no muestra nuevos picos que determinen
interaccidon de los componentes o que puedan deberse al
proceso de microencapsulacion.

Figura 4. Termograma DSC de PLGA (a); microesferas no
cargadas (b); PMX (c); microesferas cargadas con PMX (d).
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CONCLUSION

La técnica de emulsion/evaporaciéon del solvente a partir
de una emulsiéon O/A ha mostrado resultados adecuados
para la microencapsulacion de PMX, obteniéndose una
eficacia de encapsulacién razonable asi como un buen
control en la liberacion del principio activo. La formulacion
de microesferas obtenida por el método A, constituye una
alternativa interesante como sistema de liberacién
prolongada para la administracion parenteral de PMX en el
tratamiento de la EP.
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ABSTRACT

Pramipexole (PMX) is a non-ergot dopamine agonist used to treat Parkinson's disease (PD). The development of an extended release formulation
of PMX could be an effective therapeutic strategy to prevent or delay dyskinesias in PD. It would also be fundamental improvement in the
treatment of these patients to improve their quality of life and reduce the number of administrations. The aim of this work was to develop and
characterize a new formulation for the treatment of PD, consisting in PMX-loaded biodegradable microspheres. The microspheres were prepared
using the copolymer of poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA 50:50, Resomer ® RG502) by the technique of emulsion / solvent evaporation from an
O/ W (A method A) and from a W / O / W (method B) emulsion. The microspheres were characterized by scanning electron microscopy, laser
diffraction, differential scanning calorimetry and X-ray. Further, the encapsulation efficiency (EE) was determined and in vitro release studies
were performed. The developed microspheres have characteristics of composition and size make it feasible parenteral administration. The EE was
significantly higher for microspheres prepared by method B (60.9 + 8.9%) than for those prepared by method (45.0 + 5.2%). Best PMX release
profile is achieved with the formulation obtained by Method A, with a constant release of the drug for two weeks (Ko = 23.3 ug/dia/30mg). The
microsphere formulation obtained by method A, is an attractive alternative as sustained release system for parenteral administration for PMX in
the treatment of PD.

Keywords: Pramipexole, microspheres, PLGA, Parkinson's disease
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SPRAY-DRYING FROM FUNDAMENTALS TO PULMONARY ADMINISTRATION OF THERAPEUTIC
MOLECULES
(Secado por atomizacidén, desde los fundamentos a la administraciéon pulmonar de moléculas
terapéuticas)

Nicolas TSAPIS

Univ Paris-Sud, Institut Galien Paris-Sud, CNRS UMR 8612, LabEx LERMIT, Chdtenay-Malabry, France.

ABSTRACT

Spray-drying is a very common process in the pharmaceutical industry to formulate drugs into a powder. We have modeled the spray-drying
process by setting up a simple experiment that allows us to watch spherical droplets as they dry, using a fast camera. This model was used to
understand the drying of droplets containing suspensions of colloids. We have shown that the intercolloid forces play an important role in the
morphology of the final particles, as well as solvent viscosity. In parallel to this study, we have optimized the formulation of several active
principles into porous particles for inhalation. The first drug is diethylene triamine pentaacetic acid (DTPA), a plutonium chelating agent. Its
formulation led to an optimized deposition in the lungs of a 60% of the initial dose. Animal studies have shown that the aerosol is more efficient
on soluble forms of plutonium than intravenous administration to prevent plutonium retention in the body. The aerosol form of DTPA therefore
appears promissing for emergency treatment in case of nuclear accident. The second drug we have formulated is sodium alendronate (SA), to
increase its bioavailability as compared with oral administration. Its formulation led to an optimized deposition in the lungs of about 60% as well.
The administration of the optimized powder to dogs led to an increased bioavailability of 6 % (1.5% for oral bioavailability) with no signs of
toxicity. Finally, we present recent results on pyrazinamide an antitubercular drug.

Keywords: Spray-drying, lung delivery, leidenfrost, therapeutic applications.
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INTRODUCTION

Spray-drying is a common process in the pharmaceutical
industry to transform solutions or suspensions into
powders. Depending of drug, excipients and drying
conditions, particles forming the powder exhibit a variety
of morphologies, ranging from spherical dense particles to
hollow spherical shells or hollow collapsed shapes. The
morphology of particles is of the utmost importance for
their further use as drug carriers for different routes of
administration and it may have an impact on drug-release
or flow properties of the powders. In recent years, the
pulmonary route has gained attention as a potential route
of administration for the treatment of local and systemic
diseases (Edwards et al. 1997, Tsapis et al. 2003, von
Wichert & Seifart 2005). Lung is an attractive target for
drug delivery due to its large absorptive surface area, thin
pulmonary epithelium and rich blood supply (von Wichert
& Seifart 2005). A large number of drugs which are poorly
absorbed from enteral route are well absorbed from the
lung (He et al. 2007). In addition, inhaled drugs bypass the
Gl tract avoiding hepatic first-pass metabolism and dietary

complications. To efficiently deliver drugs in the lungs,
there are basically three strategies. The first strategy
consists in nebulizing a liquid solution of drug and
excipients, however nebulization remains cumbersome as
nebulizers are big and require long nebilzation times to
yield sufficient drug deposition in the lungs.

The second strategy is the use of metered dose inhalers
(MDIs) where the drug is adsorbed on carriers particles
such as lactose suspended in liquefied hydrofluoroalkanes.
MDIs are usually used for delivering anti-asthma drugs
(Colombo et al. 2013) as they are easier to use than
nebulizers. The last strategy consists in using dry powder
inhalers where the drug is encapsulated into particles
forming a powder that is delivered through a breath-
activated inhaler. This last strategy revealed attractive
since it can deliver larger masses of drug to the lungs
compared with MDls. Powders for DPIs can be obtained by
different techniques such as micronisation, supercritical
fluids, lyophilization or spray drying and associated
technique. In this review, we will focus on spray-drying.
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The important parameter to deliver drug to the lungs is the
aerodynamic diameter of the nebulized droplets or of
particles exiting respectively the nebulizer and the
MDI/DPI. The aerodynamic diameter is defined as the
produce of the geometric diameter of the particle/droplet-
its actual diameter- by the square root of the
particle/droplet density (Edwards et al. 1997, Tsapis et al.
2002):

daer = dgﬁ

Depending on their aerodynamic diameter, once inhaled
particles/droplets will deposit in different regions of the
lungs as detailed in Table 1. According to pharmacopoieias,
one can define the fine particle fraction (FPF) which
corresponds to percentage of the administered dose of the
drug actually reaching the lungs, as the dose with
aerodynamic diameter below 5um divided by the initial
dose (Cruz et al. 2011).

Table 1: Site of deposition of particles/droplets as a
function of their aerodynamic diameter.

Site of deposition daer
Mouth-Throat-Trachea 10-30 um
Bronchi
3-10 um
Bronchioles
Alveoli <3um

Depending of the disease one wants to treat, formulation
will be optimized to vyield deposition in the
bronchi/bronchioles region (3um < d,e < 5um) for asthma
treatment for example, or in the alveolar region (d.e <
3um) for systemic passage of the drug for example (Fig.1).

DPIs usually contain small dense particles (Fig. 2) but those
are difficult to efficiently disperse and research has
focused on porous particles. Large porous particles (LPPs),
characterized by geometric sizes greater than 5 um and
mass densities lower than 0.4 g/cm3 (Fig. 2), have been
recently introduced for both local and systemic
applications after lung delivery (Edwards 2002, Edwards et
al. 1997). A major advantage of LPPs relative to
conventional inhaled therapeutic aerosol particles is their
aerosolization efficiency (Dunbar et al. 1998, Edwards &
Dunbar 2002). This allows the supply of large drug masses
using a simple inhalation device (Edwards 2002). Advances
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in DPI technology were pushed by the idea of delivering
insulin by inhalation to the lungs. In 2006, Exubera
(Pfizer/Nektar) an inhaled insulin formulation was
approved by the FDA but was soon withdrawn due to
increased risks of lung cancers. Exubera withdrawal caused
a lot of damage to public perception of DPIs. Despite this
withdrawal, research is ongoing on DPIs for delivery of
anti-asthma  drugs, antibiotics or poorly-absorbed
molecules (Geller et al. 2011, Selroos 2014, Chan et al.
2012, Gervelas et al. 2007).

Figure 1: Schematic representation of the airways.
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Figure 2: SEM images of typical small dense particles (left)
and large porous particles (right) obtained by spray
drying. Scale bars represent 2 microns on both images.

Rules governing particle morphology obtained by spray
drying are difficult to predict given the large numbers of
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parameters involved during the spray-drying process. A lot
of theroetical models have been proposed and different
experimental methods have been developed to study the
dynamics of individual drying droplets in conditions close
to those found in a spray-dryer (Yarin et al. 2002, Tsapis et
al. 2005). The most simple one is based on the Leidenfrost
effect: a liquid droplet deposited on a hot surface floats on
a thin layer of its own vapor. If the droplet radius is smaller
than the capillary length, surface tension dominates over
gravity, droplets are spherical and evaporation takes place
on the whole surface of the droplet, similar to what
happens for an isolated droplet during spray drying (Biance
et al. 2003). Of course, droplets in a spray-dryer are much
smaller, they move and temperature evolves throughout
the system. However, despite these fundamental
differences, experiments with millimetric Leidenfrost
droplets should catch the main mechanisms involved
during drying. We are in particular interested in the large
Peclet number regime. The Peclet number corresponds to
the ratio of the mixing time of the solutes in the droplet
over the drying time of the droplet. If one dries the droplet
slowly as compared to solutes diffusion time, it
corresponds to small Peclet number regime. On the other
hand, if one dries the droplet quickly compared to
diffusion, it corresponds to the large Peclet number
regime. Tsapis et al. and Vehring have shown that Peclet
number modulation has a strong influence on spray-dried
particle morphologies (Tsapis et al. 2002, Vehring 2008).

In particular, we have studied the influence of model
colloids in suspension in water or water/ethanol mixtures
on the drying process of droplets and the morphologies

they exhibit. We will present these fundamental
experiments and the main results. We will then focus on
how these findings may help formulating actual drugs for
lung delivery.

MATERIALS AND METHODS

Leidenfrost drying droplets experiments were carried out
as detailed in Tsapis et al. (Tsapis et al. 2005) and Marty
and Tsapis (Marty & Tsapis 2008). Briefly, a suspension of
170 nm or 2 um diameter carboxylate-modified
polystyrene colloids were suspended either in water, in
MgCl, solution or in water/ethanol mixtures at a given
volume fraction. Droplets of these suspensions (2uL to
50uL) were then deposited using a microsyringe on a
stainless steel concave surface (Fig. 3) maintained at high
temperature (>200°C) using a heating plate. The drying
process was observed using high-speed video. We identify
the onset of buckling as the instant when the horizontal
and vertical radii of the droplet become measurably
different. The droplet’s radius at the onset of buckling is
noted Rg.

Drug formulation into respirable large porous particles was
performed using either the B-191 or the B290 Blichi spray-
driers as reported in Gervelas et al. (Gervelas et al. 2007),
Cruz et al. (Cruz et al. 2011) or Pham et al. (Pham et al.
2013). Excipients such as dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC), hyaluronic acid (HA), ammonium bicarbonate (AB)
and leucine (Leu) were used.

Figure 3: Scheme of the experimental Leidfrost set-up (left). Mechanism of Leidenfrost droplet drying (right).
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RESULTS AND DISCUSSION

Drying droplets

When droplets of water suspensions of polystyrene
colloids dry, we observe first a phase of isotropic shrinkage
followed by buckling (Fig. 4). As droplets dry, a viscoelastic
shell of densely packed particles forms at its surface.
Initially, the shell yields and thickens as the droplet shrinks.
Eventually, the capillary forces that drive deformation of
the shell overcome the electrostatic forces stabilizing the
particles. At this point, the shell undergoes a sol-gel
transition, becomes elastic, and buckles. We have shown
that the buckling radius is proportional to the initial radius
of the droplet and to the (colloid volume fraction)1/3. For a
fixed volume fraction, we also show that droplets
containing larger colloids buckle later (e.g. Rg is smaller).
For a fixed colloid diameter, the thickness-to-droplet radius
ratio (T/R) at buckling calculated using mass conservation
seems to be constant with variation of the volume fraction.

Figure 4: Typical buckling process of a colloidal droplet
(170nm colloids at 2mg/mL) in pure water (top) or in
1mM MgCl, (bottom). Scale bar = 0.5mm.

Our analysis suggests that the forces between particles in a
drying droplet play an important role in determining the
onset of buckling. We hypothesize that buckling occurs
when the capillary forces driving the deformation and flow
of a shell overcome the electrostatic forces stabilizing the
particles against aggregation. Therefore, at a critical value
of the capillary forces, the particles undergo a sol-gel
transition, transforming the shell from a viscous fluid to an
elastic solid, and triggering the onset of buckling. We have
tested this picture by modifying the interactions of
particles in the shell. As shown in Fig. 4, small quantities of
divalent salt have a dramatic effect on the morphology of a
drying colloidal droplet. Generally, the shells have a more
crumpled appearance. This occurs because the shells are
thinner, having buckled earlier.
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We have also studied the effect of the ethanol mass
fraction on the buckling threshold of drying Leidenfrost
droplets of ethanol/water containing colloids. For a given
particle size, the buckling radius can vary significantly when
the mass fraction of ethanol varies (Fig. 5). Subsequently
the thickness to radius ratio at buckling T/R varies. The
cosolvent mass fraction therefore appears to be an
appropriate parameter to tune both the buckling radius
and the buckling shell thickness. This variation indeed
comes from the variation of the viscosity of the solvent in
which colloids are suspended. Viscosity indeed influences
the difference of pressure across the colloid shell and
subsequently the capillary forces between colloids. We
have also observed that above an initial ethanol mass
fraction of about 0.6, after buckling, droplet explode
therefore creating satellite droplets. The origin of the
explosions remains to be fully studied. Although involved
phenomena are complicated, notably because of the
evolution of the ethanol mass fraction during evaporation,
a simplified model of the drying process, associated with a
rough evaluation of the physical properties of the system
at different ethanol mass fractions, can qualitatively
explain  experimental observations. These simple
experiments could constitute tools to evaluate
formulations intended to be spray dried, using only
samples of a few microliters.

Figure 5: Variation of the buckling radius over the initial
radius, and solvent viscosity as a function of the initial
ethanol mass fraction.
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Formulation and evaluation of therapeutic powders for
inhalation

In addition to modeling droplet drying, we have formulated
a few drugs into microparticles by spray-drying for lung
delivery. The goal was to obtain powders suitable for lung
delivery.
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We have first formulated DTPA, an actinide chelating
agent. DTPA has demonstrated its ability to complex
plutonium (Pu) and to facilitate its urinary excretion after
internal  contamination. This process, known as
decorporation is crucial to diminish the burden of Pu in the
body. The ability to deliver a chelating agent directly to the
alveolar region may increase its local concentration as
compared to systemic delivery and therefore increase the
extent of decorporation. In addition, inhalation offers the
potential for needle-free, systemic delivery of small
molecules and would be convenient in case of nuclear
accident as a first pass emergency treatment. To benefit
from the improvement of inhalation technology, we have
formulated DTPA into porous particles by spray-drying the
molecule along with Leucine, DPPC and ammonium
bicarbonate.

When formulating dry powders for inhalation, the strategy
is first to try and spray dry a solution of the drug only, Most
of the time, the resulting powder is not adequate for lung
delivery due bad aerosolization properties. Excipients are
therefore added to improve powder properties. In the case
of DTPA, the powder made of pure DTPA was composed of
small particles of 2 microns that were very sticky. DPPC
was added as a permeation enhancer. It is considered safe
as it is the major component of lung surfactant. Leucine is
an amphiphilic amino-acid that has been shown to go to
the droplet interface as it dries and favors surface
roughness, therefore reduce particle aggregation.
Ammonium bicarbonate sublimates over 36°C into
ammonia, water and carbon dioxide therefore favoring
particle porosity. DTPA, leucine and ammonium
bicarbonate were solubilized in water and DPPC in ethanol
before solutions were mixed (70:30 ethanol:water v:v) to
yield a final solid concentration of 2g/L omitting
ammonium bicarbonate that would sublimate (75% DTPA,
10% DPPC and 15% leucine by weight). Spray drying
conditions were optimized to yield particles possessing a
volume mean geometric diameter around 4.5pm, a
crumpled paper morphology and a powder tap density of
0.04g/cm3. (Fig. 6).

The in vitro aerodynamic evaluation using a Multistage
Liquid Impinger (MSLI) shows that about 56% of the
powder should deposits in the lungs, with about 27% in the
alveolar region, an improvement as compared with the
marketed micronized powder available with the
Spinhaler®(Tymen et al. 2000).

The powder was administered to rats contaminated either
with Pu-nitrate a soluble form of Pu or with PuO, a poorly
soluble form of Pu. Delayed treatment 24 hours post
contamination revealed unefficient for both forms of Pu.
When animals were contaminated with Pu-nitrate, lung
administration performed 1 hour post contamination was
twice as efficient as the intravenous administration of
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DTPA for reducing Pu lung burden. In addition, Pu
accumulation in liver and bones was reduced as efficiently
as the intravenous treatment.

Figure 6: SEM image of a typical particle of the optimized
DTPA powder.

These results prove that DTPA chelates Pu in the lungs and
that DTPA also crosses the lung barrier and reaches the
systemic compartment where it prevents Pu deposition in
liver and bones. When rats are contaminated with PuO,
and treated 1 hour post contamination, the aerosol of
DTPA is as efficient as the intravenous administration of
DTPA(Gervelas et al. 2007, Serandour et al. 2007, Gremy et
al. 2012, Gremy et al. 2010). This new form of inhalable
DTPA therefore represents an interesting emergency
treatment worth pursuing. Studies about acute and chronic
toxicity of the powder should be carried out in the future.

Another drug worth of interest for lung delivery is sodium
alendronate (SA), used to treat osteoporosis. SA exhibits a
poor bioavailability by the oral route and is responsible of
Gl tract irritations. Given inhaled drugs bypass the Gl tract
avoiding hepatic first-pass metabolism and dietary
complications (Labiris & Dolovich 2003), the development
of a formulation of sodium alendronate intended for
inhalation would be another interesting strategy to
circumvent the disadvantages presented by other routes.
Reducing the incidence of Gl irritation and improving the
absorption may increase the patient convenience and
compliance to sodium alendronate therapy.

Spray-dried powders for lung delivery of SA were prepared
from hydroalcoholic solutions. In this case due to the
solubility limit of SA, a 40:60 ethanol:water v:v solution
was used. Particles produced using only SA were small and
aggregated, however they already presented interesting
aerosolization properties with an FPF of about 45% and an
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alveolar fraction of 30%. To further improve
t\aerosolization properties, leucine and ammonium
bicarbonate were added leading to large porous particles
(5 to 12 microns) with rough surfaces (Fig. 7). Formulations
display geometric particle size below 12 um and spherical
shape associated to a hollow structure. The tap density
ranges from 0.016 to 0.062 g/cm3, decreasing as leucine
concentration increases. For all formulations, the
calculated aerodynamic diameters are lower than 5 um.

Figure 7: SEM image of a typical SA microparticle
obtained by spray-drying.
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The in vitro aerodynamic evaluation shows that all
powders present a high emitted fraction of 100%, a fine
particle fraction ranging from 34.4% to 62.0% and an
alveolar fraction ranging from to 23.7% to 42.6%. An
optimized sample was evaluated regarding SA acute
pulmonary toxicity and lung bioavailability. The
bronchoalveolar lavage study shows that the intratracheal
administration of SA dry powder and sodium alendronate
aqueous solution do not induce significant increases of
lung toxicity indicators as compared with the positive
control. Moreover, the intratracheal administration of SA
dry powder results in a 6.23 + 0.83% bioavailability, a 3.5-
fold increase as compared to oral bioavailability(Cruz et al.
2011). Finally, these results suggest that SA pulmonary
delivery could be a new and promising administration
route. Indeed, studies about chronic toxicity of the powder
should be carried out in the future.

We have also optimized the formulation of pyrazinamide

(PZA), an antitubercular drug, as large porous particles
intended for deep lung delivery. By simply spray-drying
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PZA, we have obtained crystalline particles of the &
polymorph of PZA that were unstable and not adapted for
deep lung delivery. Several excipients were added to the
formulation to obtain stable large porous particles with a
median size above 5 microns and a low tap density.
Although a combination of leucine and ammonium
bicarbonate (AB) allowed to reduce tap density and to
increase particle size, these excipients were not sufficient
to prevent crystallization and promote stability. The
addition of hyaluronic acid (HA) in combination with
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) allowed to obtain
stable partially crystalline spherical particles adapted for
deep lung delivery. The optimized formulation obtained by
spray-drying 0.9 g/L PZA, 0.6 g/L leucine, 0.2 g/L HA and 0.3
g/L DPPC and 2g/L AB in a mixture of ethanol-water (70/30
v/v) possesses a median size of 5.8 + 0.1 um and a tap
density around 0.09 + 0.01 g/cm3. The powder is stable for
more than 4 weeks of storage and the aerodynamic
evaluation showed that 40% of the powder should deposit
in the lungs (Pham et al. 2013). A complete
pharmacokinetics/biodistribution study needs to be
performed in the future.

Figure 8: SEM image of the optimized PZA formulation
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CONCLUSION

We have shown that Leidenfrost droplet experiments are
an interesting tool to capture the physics of droplet drying.
These simple experiments could constitute tools to screen
formulations intended to be spray dried, using only
samples of a few microliters. In addition, several drugs
were successfully formulated by spray-drying for lung
delivery either to improve their bioavailability or to
increase their lung concentration for local treatments.
Many other drugs could be of interest to deliver directly in
the lungs, among them antibiotics to prevent COPD or
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cystic fibrosis related infections, or corticosteroids to treat
asthma.
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RESUMEN

El secado por atomizacion es un proceso muy comun en la industria farmacéutica para incorporar fdrmacos dentro de polvos. Hemos modelado
el proceso de secado por atomizacion mediante la creacion de un experimento simple que nos permite ver las gotitas esféricas cuando se secan,
usando una cdmara rdpida. Este modelo fue utilizado para comprender el secado de las gotitas que contienen suspensiones de coloides. Hemos
demostrado que las fuerzas intercoloidales juegan un papel importante en la morfologia de las particulas finales, asi como viscosidad del
disolvente. Paralelamente a este estudio, hemos optimizado la formulacién de varios principios activos en particulas porosas para la inhalacidn.
El primer fdarmaco es el dcido dietilentriaminopentaacético (DTPA), un agente quelante de plutonio. Su formulacion lleva a una deposicion
optimizada en los pulmones de un 60 % de la dosis inicial. Los estudios en animales han demostrado que el aerosol es mds eficiente en formas
solubles de plutonio que la administracion intravenosa para prevenir la retencion de plutonio en el cuerpo. Por lo tanto, la forma de aerosol de
DTPA parece ser prometedora para el tratamiento de emergencia en caso de accidente nuclear. La segunda droga que hemos formulado es
alendronato sdédico (SA), para aumentar su biodisponibilidad en comparacion con la administracién oral. Su formulacién lleva también a una
deposicion optimizada en los pulmones de aproximadamente el 60 %. La administracion de la formulacion optimizada en perros did lugar a un
aumento de la biodisponibilidad de 6% (1,5% para la biodisponibilidad oral) sin signos de toxicidad. Finalmente, se presentan los resultados
recientes sobre la pirazinamida, una droga antituberculosa.

Palabras Claves: El secado por atomizacion, liberacion pulmonar, Leidenfrost, aplicaciones terapéuticas.
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RESUMEN

Se optimizé la encapsulacion de capsaicina en el seno de nanoparticulas poliméricas biodegradables y se evalud su cesion a partir de éstas
incorporadas en una forma farmacéutica semisdlida, utilizando celdas de difusion de Franz. Para cumplir con este objetivo, las nanoparticulas
fueron elaboradas por el método emulsion- evaporacion de solvente. Se investigé la influencia de varios pardmetros que afectan la
encapsulacion del principio activo, como son el tipo de solvente orgdnico empleado, el tiempo de sonicacion aplicado, la naturaleza del polimero,
la masa inicial de capsaicina y el método de elaboracion de las nanoparticulas. Posteriormente, con la formulacion seleccionada se evalud la
cesion del farmaco in vitro y ésta se compard con una formulacién comercial. La carga y eficiencia de encapsulacion mds alta del farmaco (400
ug y 70,2% respectivamente) se obtuvo con 100 mg de polimero PLA, en una mezcla de diclorometano-acetona (1:1 v/v), con un tiempo de
sonicacion de 5 minutos y 4 mg de capsaicina como masa inicial. Las particulas obtenidas fueron monodispersas, tuvieron un didmetro medio de
249 + 42 nm, con un indice de polidispersidad de 0,06. El potencial zeta fue de -7,45 mV. Finalmente, los estudios de liberacion in vitro a partir de
diferentes formulaciones semisdlidas de capsaicina, arrojaron un valor de flujo y porcentaje de liberacion de capsaicina de 0,2646 ug/cmzh'l y57
% para las nanoparticulas cargadas en crema base de la formulacién comercial; 0,0634 ug/cm’h™ y 25 % para capsaicina al estado libre en la
formulacién comercial; 0,0411 pg/cm*h™ y 10 % para las nanoparticulas blancas en la formulacién comercial, respectivamente.

Palabras Claves: Capsaicina, Nanoparticulas, Liberacion in vitro, Celdas de difusion de Franz.
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1) INTRODUCCION

La nanotecnologia farmacéutica se centra en la elaboracion
de vectores biocompatibles de agentes terapéuticos cuyo
tamanfo bordea el orden de los nandmetros, estos vectores
son llamados cominmente nanoparticulas  (NP)
(Hernandez Herrero et al. 2010).

Su aplicacién en la industria farmacéutica es variada por
otorgar ventajas especificas al organismo como: mejorar la
seguridad, biodisponibilidad, estabilidad y vida media de
los farmacos, actuar en niveles sub-celulares, proteger al
principio activo (p.a), aumentar la absorcién de éstos y
crear nuevos sistemas de liberacion controlada, que
aumentan la eficacia de los medicamentos y reducen sus
efectos adversos (Torchilin 2006).

Las NP pueden ser elaboradas por polimeros sintéticos PLA
(polimero del acido lactico) y PLGA (copolimero del 4cido
lactico y glicdlico), ampliamente utilizados en la industria
biomédica por ser biocompatibles y biodegradables,

aprobados para el uso humano por la FDA (Gad 2008,
Kumari et al. 2010, Manchanda et al. 2010, Vasir &
Labhasetwar 2007).

PLA, polimero termoplastico sintético hidrofébico se
degrada inicialmente por hidrdlisis, lo cual conlleva a la
liberacion de mondmeros de acido lactico. Estos
mondmeros son incorporados dentro de los procesos
fisiologicos a nivel celular, donde continda su degradacién
y da inicio a la ruta metabdlica (Hernandez Herrero et al.
2010, Flérez Beledo 1997), resultando Optimos desde el
punto de vista toxicoldgico (Venter et al. 2001, Walters
2002). PLA es uno de los materiales poliméricos mas
utilizados en la industria biomédica y en el desarrollo de
nanoparticulas para lograr una liberacién controlada del
p.a (Kumari et al. 2010). PLGA, por su parte, se
hidroliza en el cuerpo para producir monémeros de acido
lactico y 4cido glicélico.
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El acido glicélico tiene como productos de degradacidon
dioxido de carbono y agua, que son totalmente
reabsorbidos por el organismo, formando parte del
metabolismo de los carbohidratos (Valderrama 1998). La
capsaicina se utiliza principalmente por su efecto
analgésico en el tratamiento del dolor neuropatico. El
dolor neuropdtico es uno de los sindromes dolorosos mas
complejos y de dificil tratamiento, resultantes del dafio
neuroldgico (periférico, central, o ambos), en una parte del
sistema de transmision nerviosa del dolor y, se asocia a la
neuralgia postherpética, neuropatia diabética, dolor
neuropdtico asociado al SIDA, neuralgia del trigémino,
sindrome doloroso postmastectomia y dolor complejo
regional (Serra Catafau 2007).

El mecanismo de accién de la capsaicina conlleva a una
deplecidn de sustancia P en el sistema nervioso central y
periférico. Por lo que, la exposicion repetida de capsaicina
produce desensibilizacion reversible de las terminaciones
nerviosas sensitivas y pérdida de respuesta al estimulo
sensorial (Fl6rez Beledo 1997, Vidal et al. 2004). Por otro
lado, la capsaicina tiene accién antiinflamatoria, usandose
ampliamente en enfermedades inflamatorias croénicas,
como la artritis reumatoidea en pacientes que presentan
un tratamiento refractario (Oyagbemi et al. 2010, Khan et
al. 2007).

Se han utilizado diversos farmacos para el dolor
neuropatico, pero en ningun caso se obtiene un alivio que
supere el 60% (alivio moderado) y los efectos secundarios
a menudo impiden su uso por periodos extensos. La
capsaicina topica se prefiere como primera opcién para el
tratamiento del dolor neuropatico si el area afectada es
pequefia (Serra Catafau 2007). A pesar de los innumerables
beneficios de la capsaicina, un porcentaje de pacientes
presentan efectos adversos tras la administracién por via
tépica, dentro de los cuales destacan: hiperalgesia al calor
y a la presion, vasodilatacién y sensacion de quemazdn
(Vidal et al. 2004). Estos efectos indeseables se deben
probablemente a que el principio activo se encuentra
totalmente disponible para su rapida absorcion.

Los experimentos in vitro son ampliamente utilizados para
estudiar la cinética de liberaciéon de moléculas a partir de
formulaciones semisdlidas y se han conducido
tradicionalmente al empleo de las denominadas celdas de
liberacidn. Dentro de éstas, la celda de difusion de Franz es
la mds apropiada para la determinacion de la cinética de
liberacién de p.a dentro de sistemas para la via topica y
transdérmica. Estos procedimientos registran la liberaciéon
de farmacos y miden sélo aquellas interacciones
p.a/vehiculo que afectan a las caracteristicas de liberacién
(Venter et al. 2001, Shah et al. 1989, Walters 2002).

Las celdas de difusion comprenden un medio donante (la
formulacion) que libera la sustancia penetrante a través de
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una membrana a un medio receptor sometido a agitacion.
Pudiendo obtener de esta manera, una estimacion del
comportamiento que podria presentar el p.a
nanoencapsulado una vez aplicada la formulacidn en la piel
(Venter et al. 2001, Shah et al. 1989, Walters 2002).

Teniendo en consideracién la informacién anteriormente
expuesta, surge la necesidad de desarrollar una
formulacion semisélida a base de nanoparticulas de
capsaicina que sea capaz de modular la liberacion del
principio activo y evaluar este comportamiento a través de
celdas de difusién de Franz.

2) MATERIALES Y METODOS

2.1) Materiales:

Capsaicina, donacién Laboratorio Pasteur S.A., Concepcion,
Chile. PLA Resomer R 202 S, Boehringer Ingelheim
(Alemania), PLGA Resomer RG 752'S Boehringer Ingelheim
(Alemania), Alcohol polivinilico hidrolizado 87-90 %, Sigma-
Aldrich, Alemania. Acetona, diclorometano, pro analisis.,
J.T Baker, USA. Acetato de etilo, metanol, pro analisis,
Merck, Alemania. Acetonitrilo, grado cromatografia liquida
de alta precision (HPLC), Merck, Alemania. Formulacién
comercial: crema de capsaicina al 0,025% disponible en el
mercadoy crema base, ambas donaciones de Laboratorio
Pasteur S.A., Concepcidn, Chile. Agua filtrada por sistema
de purificacién de agua Simplicity® Millipore (USA).

2.2) Preparacion de NP:

Se realizé la elaboracién de nanoparticulas poliméricas de
capsaicina por medio del método emulsion evaporacion de
solvente. Para ello, se disolvié una cantidad apropiada de
polimero PLGA o PLA, y capsaicina (en rango de 1-15 mg)
en solvente organico (proporcion polimero:solvente 1:5).
La solucidn orgénica fue pre-emulsificada con una solucion
acuosa de emulgente alcohol polivinilico (PVA) al 0,25% p/v
usando vortex (Genie 2, Scientific Industries, Inc, USA) a
900 rpm por un minuto, se utilizé una proporcion fase
acuosa/fase organica 4:1. Esta emulsién primaria se
introdujo en un bafio de hielo y fue sonicada con una
sonda ultrasonido (Vibra Cell, Model VCX 130, Equilab,
USA) de 130 Watt (de 2 a 5 minutos) con un 80% de
amplitud, obteniendo una emulsidon secundaria fina. Se
removiod la fase organica de la emulsién por evaporacion
bajo campana, con una agitacion constante (Agitador
magnético Multistirrer 6, Velp Scientifica) de 600 rpm por
un periodo de tiempo establecido (3 horas).

La suspensién de nanoparticulas se completé a peso con
agua nano pura. Los cristales de capsaicina no
nanoencapsulada fueron visualizados por microscopia
Optica. Se eliminaron los cristales de la suspensién de NP
por filtracién de la suspension, con un filtro tamafio de
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poro 0,22 um, tamafio de poro suficiente para remover
todos los cristales sin interferir con la distribucién de
tamanfio de las NP.

2.3) Carga de capsaicina en las NP:

Posterior eliminaciéon de los cristales por filtracion, se
centrifugd 4 mL de la suspensién de NP (19,000 rpm por 30
min a 20 + 5°C Kubota 7930, rotor RA 400). Se extrajo
inmediatamente el sobrenadante para eliminar |Ia
capsaicina soluble. Se agregd al sedimento 1 mL de
clorpropamida como estandar interno y 5 mL de
acetonitrilo. Se agité la suspensidén anterior con vortex
durante 1 minuto. Se centrifugd a 5,000 rpom por 10
minutos para eliminar el emulgente PVA. Se filtré el
sobrenadante por filtro 0,22 um. se recibid el filtrado en un
tubo Eppendorf. Se cuantificd la capsaicina extraida desde
las NP por (HPLC) en fase reversa. Se conté con un
cromatédgrafo equipado con una bomba cuaternaria
LaChrom L-2130 Merck Hitachi, una valvula de inyeccién
Rheodyne con loop de 20 pL, y una columna apolar
LichroCart 250-4mm, LiChrospher RP-18, tamafio de
particula 5um, Merck CO. La deteccidn se realizé mediante
un detector UV de longitud de onda programable Merck
Hitachi La Chrom L-2400 Merck CO. Se realizo el analisis a
281 nm como longitud de onda de trabajo. Se elabord una
fase moévil compuesta con una mezcla de solventes, ACN /
H,0 + H,PO; diluido 1:1000 (60:40 v/v) con flujo de 1
mL/min. El desarrollo del método mostré un rango de
concentracién lineal entre 0,48 y 150,00 pug/mL (y= 0,011x
—0,003; con r*=0,999).

La cantidad de capsaicina encapsulada se determiné segun
las siguientes expresiones matemadticas (Nimesh et al.
2006):

. ., mgcapsaicina atrapada *100
% Eficiencia de encapsulacion = —= P P

mg capsaicina empleada

mg capsaicina atrapada *100

Carga= -
mg polimero empleado

2.4) Distribucién de tamaiio y potencial zeta:

La distribucion del tamafo de las nanoparticulas se
determind con el equipo Zetasizer NanoZS Malvern, cuyo
principio de funcionamiento se basa en la dispersion de la
luz. Se realizaron las mediciones en triplicado a 25°C, y se
diluyo la suspensién de nanoparticulas (1/100 v/v) en agua
nanopura.

Con el objetivo de conocer la carga eléctrica de las
nanoparticulas, se midid el potencial Zeta de éstas,
basandose en el fenémeno de la movilidad electroforética.
Los analisis fueron efectuados empleando el mismo
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equipo, siguiendo una dilucion 1/50 v/v en agua nanopura
a 25°C. El intervalo de polidispersidad fue comprendido
entreOy 1.

2.5) Microscopia Electrénica de Barrido (SEM):

Se realiz6 MEB con el microscopio Jeol, modelo JSM-6380
LV, el cual utiliza un voltaje de aceleracion de 20 kV. Se
depositd la muestra sobre una lamina de vidrio y se dejé
secar a temperatura ambiente. Finalmente, se cubrié con
una capa de oro de 500 A de espesor a través de un
metalizador Edwards S150. Previamente las particulas
fueron centrifugadas (alrededor de 7,000 rpm por 20 min)
para eliminar el exceso de surfactante que disminuye la
calidad de las imagenes.

2.6) Microscopia de Fuerza Atémica (AFM):

La morfologia de la superficie a escala nanométrica se
determind por Microscopio de fuerza atdmica, (AFM
Bioscope modelo BS3-Z2). Las muestras se depositaron
sobre un soporte inerte, y fueron secadas con aire
comprimido. La resolucién fue 512 x 512 pixeles. Con el
objetivo de evitar la generacion de arificios en la muestra,
la fuerza del tip fue minimizada.

2.7) Difraccion de Rayos X:

El estudio se realizd con un Difractémetro de Rayos X
Bruker D4, Endeavor®, el cual utiliza como fuente de
radiacién un anodo de Cobre (A = 1,54 A). Se colocaron las
muestras en el equipo para iniciar las lecturas respectivas
en un rango de 26 (5 —409), con un tiempo de lectura de
0,2 segundos, utilizando un Slit variable de 6,0 mm.

2.8) Cinética de Liberacidn in vitro:

El estudio de liberacidn in vitro de capsaicina a partir de
distintas formulaciones semisélidas se realizé con celdas
de difusién de Franz (Perme Gear con bafio de agua, 6G-
02-00-09-05, SES GmbH Analytical System, Bechenheim,
Alemania) bajo condiciones sink, donde la concentracion
de capsasicina se mantuvo 10 veces por debajo de la
concentracién de saturacién de ésta en buffer HEPES +
Tween® 80 al 1% (64, 02 pg/mL) (Khan et al. 2007). La
concentracion de saturacién de 64 ug/L se establecid
segun lo reportado en bibliografia (Turgut et al. 2004).

Se utilizd una membrana de dialisis de celulosa, MWCO 12-
14 kDa, con area para difusién asociada a una de 0,64 cm’.
La membrana se coloco entre el compartimento donante y
el receptor. Como donante se utilizaron las siguientes
formulaciones: formulaciéon comercial (crema de capsaicina
al 0,025% disponible en el mercado), NP de capsaicina
incorporadas por dilucion geométrica en la crema base de
la formulacion comercial (formulaciéon comercial sin p.a),
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por ultimo, NP blancas incluidas por dilucién geométrica en
la formulacion comercial y, como receptor 5 mL de buffer
HEPES + Tween® 80 al 1%. Se sell6 el compartimento donor
y se mantuvo las celdas en bafio de agua a 32+ 1 °C. El
medio receptor se agitd constantemente usando barras
magnéticas a 300 rpm. Se tomé alicuotas de 0,5 mL de la
camara receptora a intervalos de tiempo predeterminados
(1, 2, 3, 4, 6, 8 22, 30, 45, 52, 69, 76, 93, 117 h),
restituyendo inmediatamente con solucién donante. Las
muestras extraidas fueron sometidas a evaporacion y
posterior reconstitucidon con 1 mL de ACN + S.I. Se
determiné la cantidad de capsaicina cedida por el
compartimento receptor por HPLC.

2.9) Analisis Estadistico:

En anadlisis de varianza de una via con posterior test de
Tukey, con un a=0,05, se realizd utilizando el programa
estadistico GraphPad Prism version 5.01, GraphPad
Software.

3) RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se desarrollaron NP de capsaicina por el
método emulsidn evaporacion de solvente a partir de una
emulsion simple o/w. Las propiedades deseables de
nanoparticulas fueron: alta eficiencia de encapsulacion,
apropiada distribucién de tamafio y un adecuado perfil de
liberacidn.

3.1) Efecto del solvente organico en la encapsulacién de

capsaicina:

Se evaluo el efecto de diferentes solventes organicos para
disolver tanto al polimero como el p.a. Para este propésito
se utilizé diclorometano y acetato de etilo, y como co-
solventes acetona y metanol, solventes ampliamente
utilizados como fase organica para la encapsulacion de
activos hidrofdobicos en NP con PLA/PLGA (Wischke &
Schwendeman 2008). Se mantuvo constante la masa de
capsaicina (4 mg) y del polimero (100 mg), mientras la
concentracion del emulgente fue 0,25 %. Las proporciones
fueron elegidas experimentalmente segun la solubilidad de
ambos componentes. Se observaron las suspensiones al
microscopio dptico y se distinguieron cristales en todas las
muestras. Eso significa que parte del p.a no estaba
encapsulado. Fue menor el tamafio y nimero de cristales
cuando se empled la mezcla acetona:diclorometano. Los
solventes organicos, debido a su miscibilidad con el agua,
difunden en la fase acuosa, provocando un aumento
temporal en la solubilidad del activo. Sin embargo, cuando
el solvente organico es completamente evaporado, la
solubilidad decrece y parte de la droga puede cristalizar en
la fase continua (Layre et al. 2006). La cantidad de cristales
se evalué cualitativamente por microscopia Optica,
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mientras que la capsaicina nanoencapsulada se cuantifico
por HPLC segin el método descrito previamente. Se
obtuvo NP monodispersas, con un bajo indice de
polidispersidad de 0,06.

3.2) Efecto de la naturaleza del polimero en las NP:

Las suspensiones elaboradas con PLGA presentaron un
gran numero de cristales (figura N°1 arriba), mientras que
una ausencia de ellos fue observada en las suspensiones
con PLA (figura N°1 abajo). PLGA y PLA difieren en que el
PLA estad exento de acido glicélico (fraccion polar) en su
estructura, otorgandole un caracter mas hidrofébico. La
alta hidrofobicidad del PLA y la elevada apolaridad de la
capsaicina sugieren una mayor interaccion farmaco-
polimero, causando una mayor incorporacién del farmaco
en las nanoparticulas (Budhian et al. 2007).

Figura N2 1: Imagen obtenida mediante microscopia
Gptica de cristales de capsaicina. NP elaboradas con 100
mg de Polimero y 4 mg de capsaicina. Arriba: empleando

polimero PLGA. Abajo: empleando polimero PLA.
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3.3) Efecto de la masa inicial de capsaicina:

Se elaboraron suspensiones de NPs de capsaicina. Se varid
la cantidad de p.a en un rango de 1-4 mg, utilizando
acetona/diclorometano en proporciéon 1:1, un tiempo de
sonicacién de 5 min y 100 mg de PLA. Se inyectaron las
muestras en el sistema cromatografico. El andlisis de
varianza muestra una diferencia estadisticamente
significativa (P<0,05) entre las muestras estudiadas. De
ellas, solo la comparacién de las masas iniciales 1,14 y 2,86
mg muestran una diferencia significativa (P<0,05). Se
observé un aumento en la eficiencia de encapsulacién al
aumentar la cantidad de capsaicina adicionada, llegando a
un maximo de 70,2%, con una masa inicial de 3 mg de p.a
(Figura N° 2).

Figura N° 2: Eficiencia de encapsulacion de capsaicina en
funcidn de la masa inicial (Datos presentados con * DS).
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Al analizar la carga, el analisis de varianza arrojé una
diferencia estadisticamente muy significativa (P<0,01)
entre las muestras estudiadas, siendo todas diferentes
entre si. Se observa una relaciéon directamente
proporcional en el intervalo de concentracion estudiado,
llegando a un maximo de carga de 400 ug/100 mg de
polimero, con una masa inicial adicionada de 4 mg de
capsaicina (figura N° 3). Lo planteado anteriormente
sugiere una masa inicial 6ptima de capsaicina de 4 mg.

3.4) Microscopia Electrénica de Barrido:

Se empled esta técnica con el fin de investigar tamafio y
superficie de las particulas. A pesar de la dificultad para
visualizar las nanoparticulas, debido a que la potencia
amplificadora otorgada por el haz de electrones produce
dafio en la muestra, se observd (en la figura N2 4) una
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nanoparticula, con un tamafio cercano a los 300 nm. No
fue posible observar caracteristicas de superficie.

Figura N° 3: Grafico carga capsaicina en funcion de la
masa inicial (Datos presentados con * DS).
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Figura N°4: Imagen NP de capsaicina por MEB

1mm

3.5) Microscopia de Fuerza Atémica:

El analisis por AFM arroj6 que las nanoparticulas
elaboradas eran esféricas, y la poblacidn monodispersa
(figura N°5). En las particulas se observé una superficie lisa
y no se evidenciaron estructuras cristalinas, debido a la
ausencia de principio activo fuera de las particulas. Lo
anterior sugiere una dispersién molecular en la matriz
nanoparticular. Se observé un tamafio entre los 150 y 300
nm, tamafio que concuerda con el arrojado por SEM.
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Figura N°5: NP de capsaicina por AFM.
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3.6) Difracciéon de Rayos X:

Se evalud la interaccion p.a/polimero, para demostrar si
capsaicina se encuentra al estado cristalino en las
nanoparticulas o bien, existe un grado de interaccién. Para
ello, se efectué una comparacién entre el difractograma de
las NP cargadas, blancas y de los componentes de las
particulas. La figura N°6  muestra los patrones de
difraccion de las muestras al estado solido. Los picos en los
patrones de difraccion de capsaicina indicaron Ia
naturaleza cristalina del farmaco, mientras que el polimero
y las NP blancas fueron amorfos, por la ausencia de picos
de difraccion. Los picos caracteristicos de la capsaicina
desaparecieron al estar encapsulada en las nanoparticulas
lo que sugiere la dispersiéon al estado molecular del p.a
dentro de las mismas.

Figura 6: Patrones de difraccion de rayos X de NP blancas
(A), polimero puro (B), Mezcla fisica capsaicina/polimero
(C), NP cargadas (D) y capsaicina pura (E).
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3.7) Caracterizacion de la formulacion 6ptima de NP:

Dados los resultados se obtuvo una suspensién éptima de
NP en cuanto a carga, con una de masa inicial de 4 mg de
capsaicina, polimero PLA, acetona:acetato de etilo como
solvente orgdnico y 5 minutos como tiempo de sonicacién.
El aumento del tiempo de sonicacién produce una mayor
alteracion de la emulsion y en consecuencia una tendencia
a la disminucién del tamafio de particula (Leong et al.
2009). El diametro medio de las nanoparticulas fue de 249
+ 42 nm. El potencial Z de las nanoparticulas fue -7,45 mV.
El signo negativo concuerda con lo encontrado en
literatura para nanoparticulas elaboradas con PLA,
atribuyéndose a la presencia de un grupo carboxilo
terminal del polimero y al agente emulgente (Musumeci et
al. 2006, Mainardes et al. 2010, Yin Win & Feng 2005).

3.8) Cinética de liberacidn in vitro:

Se utiliz6 como medio receptor al buffer HEPES al ser
considerado un buffer biolégico, ampliamente utilizado en
la mantencién de niveles de pH en cultivos celulares y por
ser adecuado para amortiguar soluciones en el rango de
pH fisioldgico de 7,2 a 7,6 (Aglero Luztond et al. 2000,
Chiappetta et al. 2006, Venkateswarlu & Manjunath 2004).
Uno de los tensioactivos frecuentemente utilizados en
estudios de solubilidad y liberacion de farmacos es el
Tween 80, por poseer propiedades solubilizantes en
concentraciones desde 1-10%, otorgando buenos
resultados en la solubilizacién de capsaicina (Kopec et al.
2008, Leveque et al. 2004, Venkateswarlu & Manjunath
2004). Considerando lo anteriormente expuesto, se
selecciond al buffer HEPES + Tween' 80 al 1% como medio
receptor, arrojando una concentracion de saturacion de
64,02 pg/mL.

La figura N2 7 muestra el porcentaje liberado del principio
activo a lo largo del tiempo. Fue posible observar que
después de 117 h de experimento, el porcentaje liberado
de capsaicina en las distintas formulaciones fue de
aproximadamente un 57% para las NPs cargadas en crema
base de la formulacion comercial, un 25% para la
formulaciéon comercial, y un 10% para las NPs blancas
suspendidas en la formulacidn comercial. El analisis de
varianza muestra una diferencia estadisticamente muy
significativa entre las formulaciones estudiadas (P<0,01). La
prueba de Tukey sefiala que de estas, sélo la comparacion
entre la formulacién de NP blancas en crema base vs
formulaciéon comercial no muestra una diferencia
significativa.

Con los datos mostrados en el gréafico anterior, fue posible
graficar la cantidad acumulada de capsaicina (en pg) por
area de membrana en funcién del tiempo. Se observa en la
figura N°8 la cinética de cesién de capsaicina en las
distintas formulaciones. Se utilizé un analisis de regresién
lineal en la parte recta de la curva (en el intervalo de
tiempo de 22-76 hrs) para obtener informacién sobre el
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flujo del p.a, esto se obtiene a través del valor de la
pendiente (Shah et al. 1989).

Figura N° 7: Perfil de liberacion de capsaicina en distintas
formulaciones semisélidas: formulaciéon comercial, NP
cargadas en crema base de la formulacién comercial, NP
blancas en la formulacion comercial.
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El flujo de capsaicina en los diferentes preparados
farmacéuticos fue de 0,2646; 0,0634 vy O,O411ug/cm2h'1
para las NPs cargadas en crema base, la formulacion
comercial, y NPs blancas en la formulacién comercial,
respectivamente. El andlisis de varianza muestra una
diferencia estadisticamente muy significativa entre las
formulaciones estudiadas con un P<0,01. La prueba de
Tukey sefiala que de estas, sélo la comparacién entre la
formulacion de NP blancas en crema base vs formulacion
comercial no muestra una diferencia significativa.

El p.a tiene que ser capaz de difundir pasivamente hacia el
medio receptor, donde la sustancia se mueve de una
region de un sistema a otro, siguiendo movimientos
moleculares aleatorios (Aulton 2004). La figura N° 9 ilustra
la cesion de capsaicina desde las distintas formulaciones
empleadas.

Figura N° 8: Cinética de cesion de capsaicina en distintas
formulaciones semisoélidas: formulacion comercial, NP
cargadas en crema base de la formulacién. comercial, NP
blancas en la formulacion comercial.
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Figura N° 9: Esquema difusidn de capsaicina a partir de diferentes formulaciones: NP cargadas en crema base de la
formulacién comercial (A), formulacién comercial (B), NP blancas en la formulacién comercial (C).
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Si bien es cierto, se esperaba obtener un retardo de la
liberacion de capsaicina cuando el p.a se encontraba
incorporado en un sistema nanoparticulado, se observd
que esta formulacién libera mas rdpido y una mayor
cantidad de p.a en comparacion con las otras dos
formulaciones estudiadas. Se realizd un estudio de cesidn
del p.a con NP blancas, para ver si las NP por si solas
modulan la liberacion de capsaicina desde el preparado
semisélido, pero no se presentaron diferencias en la
liberacidn.

Las causas pueden atribuirse a que:

Al incorporar las NP cargadas a la crema base, se observd
una disminucién considerable de la viscosidad en la
formulaciéon final, presentando el p.a, una menor
resistencia para difundir a través de la formulacién, mayor
facilidad para llegar a la membrana y, por ende, al medio
receptor. La difusion del p.a desde la formulacién puede
ser el paso determinante de la velocidad de cesion, donde
la viscosidad desempefia un papel importante en el control
de la liberacion de la droga hacia el medio receptor (Huang
et al. 2008). La formulacion comercial consta de una
viscosidad superior que las formulaciones con NP
incorporadas. Esta mayor viscosidad se refleja en una
reduccién de la movilidad molecular, pudiendo retardar la
liberacién de capsaicina, respecto al preparado que
contiene NP cargadas.

4) CONCLUSION

Se elaboraron nanoparticulas terapéuticas biodegradables
de capsaicina, se optimizaron los pardmetros de proceso y
de formulacidn, dentro de los cuales destacan: tipo de
solvente orgdnico, tiempo de sonicacidén, naturaleza del
polimero, masa inicial de capsaicina. Donde se obtuvo, la
maxima eficiencia de encapsulacién y carga, como también
un tamano adecuado de nanoparticulas.

Se emplearon estudios in vitro mediante celdas de difusion
de Franz para estudiar la cinética de liberacién de
capsaicina a partir de distintas formulaciones semisdlidas:
NPs cargadas en la crema base de la formulacién
comercial, formulacion comercial, y NPs blancas en la
formulacion comercial. Los resultados muestran una mayor
liberacién de p.a en la formulacion que lo contiene
nanoencapsulado, en comparacion con las otras
formulaciones semisélidas estudiadas. Las caracteristicas
observadas en este nuevo sistema, hacen necesaria la
realizacidn de estudios adicionales capaces de caracterizar
el comportamiento de las NP de capsaicina en otras
formulaciones, ya sean liquidas o semisélidas.
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ABSTRACT

Encapsulation of capsaicin was optimized within biodegradable polymeric nanoparticles and their release was evaluated from a semisolid dosage
form containing the particles, using Franz diffusion cells. To meet this objective, the nanoparticles were prepared by the emulsion-solvent
evaporation method. The influence of various parameters affecting the encapsulation of the active ingredient was investigated, such as the type
of organic solvent used, the sonication time applied, the nature of the polymer, the initial mass of capsaicin and the nanoparticles production
method. Later, using the selected formulation, the drug release was evaluated in vitro and was compared against the release from a commercial
formulation. The highest loading and encapsulation efficiency of the drug (400 ug% and 70.2%, respectively) were obtained using 100 mg of PLA
polymer, in a mixture of dichloromethane-acetone (1:1 v/v), with a sonication time of 5 minutes and 4 mg of capsaicin as initial mass. The
obtained particles were monodisperse, it had a mean diameter of 249 + 42 nm, with a polydispersity index of 0.06. The zeta potential was -7.45
mV. Finally, the in vitro release studies from different semisolid formulations of capsaicin showed a capsaicin flux and a release percentage of:
0.2646 ug/cm’h™ and 57% for the loaded nanoparticles incorporated in a commercial base cream formulation; 0.0634 ug/cm’h™ and 25% for free
capsaicin (commercial formulation); 0.0411 ug/cmzh'l and 10% for unloaded nanoparticles incorporated in the commercial formulation,
respectively.

Keywords: Capsaicin, Nanoparticles, in vitro release, Franz diffusion cells.

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2) 41-49 Received 01-04-2014; Revised 01-05-2014; Accepted 10-05-2014

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2) 49



CHI

ARTICULO ORIGINAL

EL DICLOROACETATO: MEDICAMENTO HUERFANO CON UN POSIBLE USO EN ONCOLOGIA
(Dichloroacetate: Orphan drug with a possible use in oncology)
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RESUMEN

El dicloroacetato sddico (DCA) es un medicamento huérfano usado en paises industrializados para ensayos experimentales y en el tratamiento de
la acidosis ldctica desde 1962. Su mecanismo de accidn consiste en inhibir la enzima piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) con lo que favorece
la reactivacion del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC), disminuyendo los niveles de lactato al interferir en el metabolismo anaerobio.

La comprensién actual de la transformacion de las células del cdncer ha permitido aclarar el papel del DCA en la inhibicién del crecimiento
tumoral, lo cual ha sido observado empiricamente, pero persiste la controversia para usarlo en tratamientos oncoldgicos, pues algunos estudios

lo confunden con un metabolito similar que es carcinogénico.

Palabras Claves: Dicloroacetato (DCA), Acidosis Idctica, Cdncer, PDK, fenotipo glucolitico, Efecto Warburg, medicamento huérfano.
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1) INTRODUCCION

El dicloroacetato sddico (DCA) es un medicamento
utilizado desde 1962 en paises industrializados para el
tratamiento de patologias raras que cursan con un
aumento en las concentraciones de lactato y en disefios
experimentales con animales, aunque debido a la baja
prevalencia de dichas enfermedades y al ser de sintesis
genérica, es producido y comercializado minimamente y
por lo tanto, considerado como medicamento huérfano
(Whitehouse et al,1973 y Fox et al, 2001).

Aunque persiste una controversia sobre su uso, algunas
publicaciones muy recientes resaltan su potencial como
quimioterapia antineopldsica con base en resultados
experimentales favorables obtenidos en cultivos celulares
(Indran et al, 2011).

Esta revisidon sistematica ha estado motivada por la
ausencia de informaciéon en espafiol en las bases
bibliograficas de consulta y se utilizara la abreviatura DCA
para hacer referencia al Dicloroacetato sédico (IUPAC). En
ningin momento pretende ser una guia de manejo clinico
u oncoldgico, ni estd relacionado con intereses lucrativos.

Para la seleccién de los articulos de revision se tuvo en
cuenta las recomendaciones y criterios de la plataforma
Cochrane sobre metaanalisis, y para abordar con una
perspectiva mas amplia el contenido, se incluyeron
también algunos articulos de revision.

2) PROPIEDADES QUIMICAS:

El DCA es un analogo del acido acético al cudl se le han
sustituido dos atomos de hidrégeno del grupo metilo por
dos atomos de cloro (Singh, 2008) (figura 1). En algunos
estudios se le identifica como un contaminante ambiental
promotor de la carcinogénesis, en otros se presenta su
posible accidn contra el cancer, la acidosis lactica y algunas
enfermedades raras (Michelakis et al, 2008). Se obtiene a
partir del acido dicloroacético con lo que en teoria podria
tener acciones similares a este compuesto aunque se ha
mostrado una ausencia total de efectos mutagénicos
genotoxicos en cultivos celulares (Fox et al, 1996), en
contraposicion a la evidencia existente sobre el acido
dicloroacético, el cual es un producto de la cloracién de las
aguas que muestra una asociacion con cancer en estudios
realizados con ratones (Thai et al, 2003).
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Algunos estudios afirman que el DCA es un derivado del
Tricloroetileno (TCE) y que tiene propiedades
carcinogénicas (Schmidt et al, 2011), sin embargo, ensayos
sobre la degradacién del TCE por fotocatdlisis describen
que el metabolito generado es el cloruro de dicloroacetil
(DCAC) (Hsing-Hung, 2007) o el acido dicloroacético,
quimicos diferentes que tienen un reactivo mas en su
estructura quimica (figura 1).

Figura N° 1: Diferencias en la estructura quimica del Acido
acético, el DCA (Dicloroacetato sédico), TCE
(Tricloroetileno) y DCAC (Cloruro de Dicloroacetil).
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La controversia al confundirlo con los metabolitos del TCE
se debe a que este es un contaminante de las aguas
subterraneas que actia como disolvente organico e
industrial; la degradacién del mismo a través de un proceso
fotocatalitico natural deriva en la sintesis de acido
tricloroacético (TCA) , DCAC, acido dicloroacético (mal
llamado dicloroacetato en algunos estudios) y otros
metabolitos; los cuales estan asociados a hepatomegalia
de causa desconocida (Chiu, 2011) y cancer hepatico en
modelos experimentales con ratones (Bull et al, 2012).

El DCAC y el acido dicloroacético afectan el metabolismo
del glutation, un antioxidante que ayuda a proteger a las
células de especies reactivas de oxigeno y aumenta el
ntmero de especies reactivas de oxigeno perjudiciales para
el ADN. Su uso muestra una alteracion de los niveles
séricos de insulina y el metabolismo del glucégeno, y su
acumulacidon intracelular  (Lingohr, 2002) produce
inhibicion de la apoptosis normal de los hepatocitos del
ratdén por alteraciones en el codén 61 de H-ras visibles
con el uso de anticuerpos tipo C-Jun.

Asi mismo, el aumento de los niveles séricos de TCE en el
ser humano se ha visto asociado con toxicidad para el
rifion, el higado, los sistemas nervioso, inmunoldgico,
reproductivo, respiratorio y asociado a carcinoma de
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células renales, adenocarcinoma esofagico y linfoma no
Hodking.

En cambio se ha observado que el DCA sddico es un
compuesto capaz de inhibir la accion de la piruvato
deshidrogenasa quinasa (PDK), enzima cuya funcion es
mantener inactiva a la piruvato deshidrogenasa (PDH),
primera enzima catalitica del complejo piruvato
deshidrogenasa (PDC) (figura 2). Al activar al PDC
interviene en el tratamiento de enfermedades en las que
hay una afeccion de la regulacién de la PDK, ya que el PDC
estd intimamente relacionado con la fosforilacién
oxidativa, proceso fundamental para la obtencién de ATP
(Berendzen,2006).

Figura N° 2: El metabolismo celular normal provee ATP a
partir de piruvato y glucosa mediante la accion del
complejo piruvato deshidrogenasa (PDC). En el "fenotipo
glucolitico" la accion del PDC se encuentra inhibida por la
piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK) lo cual induce la
produccion de ATP a partir de lactato y altera el
metabolismo celular normal. El dicloroacetato sédico
(DCA) actuia inhibiendo la accion de la PDK restaurando el
metabolismo celular normal.
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En condiciones de ausencia o desregulacion del PDC se
pueden formar microambientes con condiciones que
facilitan el desarrollo de estados patolégicos como acidosis
lactica, cancer, hipertrofia ventricular, entre otros.

El DCA actua en la PDK provocando una pérdida de su
funcién sobre la PDH y por lo tanto reactivando el PDC.
Hasta la fecha se han identificado cuatro isoformas de
PDKs en mamiferos (PDK-1, PDK-2, PDK-3, PDK-4); la
evidencia cientifica sugiere diferentes grados de
sensibilidad de las diferentes isoformas por el DCA,
observdndose una sensibilidad aumentada de la PDK-2
(isoenzima que se expresa constitutivamente en la mayoria
de tejidos), una menor sensibilidad de la PDK-4, muy poca
sensibilidad de la PDK-3 y siendo practicamente
inespecifico por la PDK-1 (Mann et al, 2000).

El mecanismo de accion del DCA se puede resumir en la
activacion del PDC favoreciendo la transformacién de
piruvato en Acetil CoA y promoviendo asi el ciclo de Krebs,
lo que conlleva un aumento en el consumo total del
oxigeno en la mitocondria y una disminucidon en las
concentraciones de lactato (Li, 2009).

3) MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una busqueda en noviembre y diciembre de
2013, en pubmed, science direct, y medline con las
palabras clave en inglés DCA y cancer, encontrandose 407
publicaciones, se redefinid la busqueda con la palabra
dichloroacetate y cancer encontrandose 131 estudios, se
seleccionaron y eliminaron de la busqueda las
comunicaciones cortas y las cartas al editor para tener un
total de 108 estudios, que se distribuyeron en tres grupos:
ensayos clinicos, disefios experimentales y de revision. Se
revisd la informacion concerniente a las propiedades
quimicas del dicloroacetato, la controversia sobre su uso
en cancer, su mecanismo de accion, el posible potencial
terapéutico y sus efectos adversos, de 75 estudios y se
organizd una tabla con los ocho estudios experimentales
con intervalo de confianza mayor al 95% y p menores a
0.05.

4) RESULTADOS

Sobre su farmacologia se encontré que puede ser
administrado tanto por vias parenteral y oral, siendo
utilizada predominantemente la via oral. Se absorbe de
manera rapida y un 20% del farmaco se une a las proteinas
plasmaticas, con un aumento de la unidn a estas si su
administracion es continua. El metabolismo del farmaco
tiene dos rutas, una es la reduccion a monocloroacetato
(MCA) y la otra es la oxidacidn a glioxilato. La excrecion es
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renal, pudiéndose identificar en orina del 1 al 2% de la
dosis inicial (Stacpoole, 1998)".

Se utiliza en acidosis lactica congénita la cual produce un
deterioro progresivo neuromuscular, acompafiado de la
acumulacién de iones hidrégeno y de lactato en sangre,
orina y/o liquido cefalorraquideo, que producen la muerte
temprana del lactante (Naito et al, 1998) " Es una
enfermedad ocasionada por varios errores enzimaticos
especificamente a nivel de la PDK o en la subunidad E1 a
del PDC, en ambos casos el PDC es disfuncional y por lo
tanto hay un incremento en la produccién de lactato por lo
que el uso de DCA hace reactivar el complejo e inducir el
metabolismo celular normal del piruvato.

El estudio de Abdelmalak et al.™ concluye que el uso del
DCA en esta patologia, es bien tolerado y muy efectivo
para el control de los niveles de lactato en sangre, incluso
en nifios con déficit de PDC que consumen dietas libres en
carbohidratos y los efectos adversos, por ejemplo de tipo
neurolégico, son muy raros. Stacpoole et al.” encontraron
una fuerte asociaciéon entre la administracion del
medicamento y la disminucidn en los niveles de lactato. A
pesar de la evidencia sustentada y a pesar de considerarse
un medicamento huérfano, tanto por su escasa produccion
farmacéutica como porque su uso es para enfermedades
gue tienen una prevalencia de menos de 5 casos en 10000
habitantes, lo que lo convierte en un farmaco
practicamente inexistente en el mercado, es necesario
antes de cualquier uso, el consenso por expertos vy
personal de salud para su aplicacidn en acidosis lacticay en
cancer.

La administracion prolongada del medicamento se
encuentra asociada con un incremento en los niveles de
delta-aminolevulinato (Delta ALA), una molécula que actua
bloqueando la formacién periférica de mielina y que puede
provocar la neuropatia, estudios in vitro sugieren que dicha
desmielinizacién puede ser reversible (Felitsyn, 2007) *. Sin
embargo, en algunos casos puede que los efectos adversos
ni siquiera aparezcan como consecuencia directa de la
accién del medicamento sino que se desarrollan por accién
de sus metabolitos, tal es el caso del MCA un metabolito
que inhibe el ciclo de Krebs de los astrocitos y puede llevar
a la apoptosis de los mismos (Schmidt, 2011) *'.

En la tabla 1 se resumen los principales efectos benéficos
del medicamento demostrados en estudios In vitro en
células y en uno realizado con animales, sin embargo se
debe aclarar que estos no son los Unicos ensayos que se
han realizado, otros estudios y reportes de caso fueron
excluidos durante la elaboracién de esta revisién por la
ausencia de medidas de asociacion que sustenten de
manera confiable su efectividad.
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Tabla N° 1: Efectos favorables del DCA sobre cultivos de células tumorales de diferentes enfermedades y en un estudio en
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animales.

PATOLOGIA EFECTOS DEL DCA Valorde P REFERENCIA
Linfoma de Induccion de la apoptosis <0,05 (27)
células T Inhibicién en la expresion de HIF1a.

Cambios en la expresion de moléculas que participan

en la regulacién de la supervivencia de las células del

cancer: (PUMA, GLUT1, Bcl2, p53. CAD y la caspasa-

3).
Carcinoma Disminucién del volumen y peso del tumar <0,05 (30)
cervical
Cancer Disminucion en la division celular (anti proliferativo) < 0,009 (31)
colorrectal
Cancer Disminucian en la divisian celular (anti proliferativo) =0,0009 (32)
mamario Reduccion de metastasis pulmonar =0,0001
(Células Aumento en los niveles de ATP =0,009
MAT) Disminucion en la concentracion de lactato =0,01
Artritis Inicio lento de la CIA. Severidad mas leve. Frecuencia < 0,0001 (33)
reumatoide  de aparicion mucho mas baja.
(ClA en Disminucion de la destruccion del cartilago y =0,005
ratones articulaciones = 0,001
hembras) Mayor contenido mineral del hueso cortical =0,04

Reduccion de los niveles de anticuerpos anti-Cll|
Esclerosis Mejoria de la funciéon mitocondrial en la médula espinal  <0,05 (34)
lateral Recuperacion de la unién neuromuscular <0,05
amiotrofica Disminuyd la reactividad He los astrocitos con <005
ELA SOD1GA3A y evitd la pérdida de las neuronas motoras
Hipertensidon Descenso en la resistencia vascular pulmonar < 0,002 (35)
pulmonar Disminucion en el espesor de la arteria pulmonar < 0,001
HTP Descenso de la Hipertrofia ventricular derecha < 0,001
Cé Glioma Disminucién en la division celular (anti proliferativo) = 0,01 (36)

Inhibe |a expresion de proteinas de chogue térmico 70 < 0,01

(HSP70)

La comprension del fenotipo glucolitico de las células del
cancer, procedente de la tesis de 1926 de Otto Warburg
(Uber den Stoffwechsel von Tumoren im Kérper) vy la
comprension del mecanismo de accion del DCA, dan un
indicio acerca del potencial terapéutico de este
medicamento en el tratamiento del cancer.

5) DISCUSION

El uso del DCA para el tratamiento del cancer aun se
encuentra en investigacién, sin embargo en paises
industrializados este medicamento se utiliza desde hace
varios afios para el tratamiento de algunos desordenes
cardiovasculares y metabdlicos, especialmente en la
acidosis lactica congénita o adquirida.

En su articulo de 1956 “On respiratory impairment in
cancer cells” (Science; 124: 269-270), Warburg, compard
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los mecanismos de produccion de energia de células de
tumores sélidos con los de tejidos normales. Encontré que
en los tejidos tumorales la energia procedente de la
fosforilacidn oxidativa es menor al 50%, denominandose su
hallazgo “el efecto de Warburg", un fendmeno en el cual se
incrementa la tasa de captacion de la glucosa y se reprime
la fosforilacion oxidativa en las células tumorales
independientemente de las concentraciones de oxigeno
intracelular. Se ha sugerido la formacién de
microambientes hipoxicos en las primeras fases de la
evolucién tumoral que llevan al desarrollo de un "fenotipo
glucolitico", esta condicidon, hace referencia a una
disfuncion mitocondrial en la cual se inhibe la via del
piruvato por diferentes isoformas de la PDK. El mecanismo
de accién de dicha enzima es fosforilar el aminodcido
Ser293 de la subunidad E1 de la PDH, inhibiendo asi su
funcién catalitica y como consecuencia inactivando el PDC;
en estas condiciones el piruvato es catabolizado a lactato
por la lactato deshidrogenasa (LDH) (Wu, 2013). Se puede
inferir entonces que el fenotipo glucolitico conlleva a una
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inhibicion de la fosforilacion oxidativa por acciéon de la PDK,
y por lo tanto al desarrollo del efecto Warburg que facilita
el crecimiento tumoral en presencia de acido lactico.
Igualmente, la PDK actia como reguladora de dos
moléculas intimamente relacionadas con los procesos de
oncogénesis: la diana de rapamicina en células de
mamifero (mTOR) y el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-
1 a) ( Finlay et al, 2012).

La desregulacion en la expresidn de estas moléculas puede
provocar que se aumente la sintesis de receptores de
glucosa tipo GLUT en las células tumorales, favoreciendo la
captacion de glucosa y la glucolisis (Denko, 2008). Como
consecuencia de la accidon del HIF-1la se producira la
activacion de oncogenes como AKT, Myc o Bcl-2 asi como
con el incremento de la expresion de factores de
transcripcién necesarios para la oncogénesis, mas
frecuentemente el factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) y el desarrollo de microambientes
proinflamatorios, condiciones relacionadas con la
progresién tumoral (Hiller, 2013).

El aumento en la expresion del HIF-la favorece el
incremento de algunos tipos de especies reactivas del
oxigeno (ROS) que actuan como toxicos celulares al
provocar lesiones en el ADN mitocondrial y nuclear
deteriorando aun mas la funciéon de la cadena respiratoria
mitocondrial y mitigando las funciones protectoras de
genes como el p53 o el gen de la ASK1 (quinasa de
sefializacion de la apoptosis).

El incremento en el consumo de oxigeno por parte de las
células tumorales va a promover un agotamiento del
mismo en el tejido neoplasico, esta situacidn
desencadenara una hipoxia severa que no puede ser
compensada como consecuencia de la accion inhibitoria
del DCA sobre la PDK, haciendo que el tejido neoplasico
muera por isquemia (Yijun, 2009).

Los principales efectos moleculares del DCA serian una
disminucion del HIF-la y de Bcl-2 en las células
neoplasicas, seguida del aumento en la expresion de PUMA
(p-53 upregulated modulator of apoptosis),p-53, caspasas
(especialmente caspasa 3) y consecuentemente un
incremento en las concentraciones tisulares de CAD
(DNAsa activada por caspasas) y como consecuencia de la
disminucion e incremento en la expresion del HIF-1 a y del
p-53, una modulacidn negativa para la transcripcion de
receptores de glucosa tipo GLUT (Especialmente GLUT1),
haciendo que la captacion de glucosa en la células
tumorales disminuya (Kumar, 2012).

Otro de los efectos moleculares del DCA en las células

tumorales es el incremento en la generacion de ROS
respetando las células sanas (Anderson, 2009). Las ROS de
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sefializacion permitiran la entrada del NADH generado en
el ciclo de Krebs al complejo | de la cadena respiratoria,
reactivando la PDH y favoreciendo la “remodelacién” del
metabolismo mitocondrial. Toda esta "cascada" facilita la
apertura del poro de transicion mitocondrial el cual
permitird la liberacion al espacio citoplasmatico de
mediadores pro-apoptdticos tales como citocromo ¢ (Cyt c)
y el factor inductor de apoptosis (AIF) (Ayyanathan, 2012).

Existe poca evidencia sobre la toxicidad del DCA en
humanos, sin embargo, los efectos adversos se limitan
principalmente al higado y al sistema nervioso. En algunos
pacientes diabéticos o con acidosis lactica tratados con el
medicamento se ha observado un efecto ansiolitico, sin
embargo, esta situacion es impredecible y rara. También se
ha identificado un incremento de las transaminasas en
pacientes pediatricos tratados con DCA por periodos
prolongados. Se ha presentado polineuropatia por
tratamientos largos con DCA, usualmente con dosis
mayores de 6,25 mg/kg y en periodos mayores a tres
meses (61,62), y encefalopatia, a dosis terapéuticas
establecidas normalmente (25 mg/kg/dia).

En cancer de cérvix (Liu, 2012), colon (Madhok, 2010) y
mama (Sun et al 2010), el DCA ha mostrado efectividad en
fases experimentales, asi como en algunos modelos
experimentales de cancer de células no pequefias de
pulmdn, asociandolo a Cisplatino.

Puede ademas favorecer la redistribucién en linfocitos
alorreactivos, y existe una aparente asociacién entre la
administracion del DCA con un aumento en la
diferenciacion de linfocitos T reguladores (Bian et al, 2009
y Eleftheriadis et al, 2013). Esta relacién, observada
también en algunos pacientes con Esclerosis lateral
amiotrofica (Miquel et al, 2012) podria resultar en una
disminucién de la inmunovigilancia en los pacientes
medicados con DCA y al mismo tiempo podria sugerir la
utilizacién del medicamento como inmunosupresor en el
campo de los trasplantes y patologias autoinmunes, asi
como herramienta coadyuvante en la quimioterapia
antineoplasica (Rhodes, 2009. Duan et al, 2013.
Eleftheriadis et al, 2013. Garon et al, 2014).

6) CONCLUSIONES

El potencial terapéutico del DCA con base en el efecto
Warburg ( Warburg, 1956), parece tener un futuro
prometedor, sin embargo, se hace fundamental Ila
realizacion de estudios originales que midan su eficacia,
efectividad y eficiencia, acompafiado del desarrollo de
metaanalisis que comparen las propiedades terapéuticas
del farmaco con las de otros tratamientos de eleccién en
las diferentes patologias que cursan con una alteracion en
la funcién normal del complejo piruvato deshidrogenasa
mitocondrial.
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RESUMEN

El creciente uso de medios de contraste yodados en procedimientos radioldgicos diagndsticos y terapéuticos, los posiciona como agentes
indispensables en la prdctica actual de la medicina. Estos agentes han sufrido significativos avances en cuanto a su seguridad y tolerancia, mas el
riesgo asociado a su empleo no ha podido ser eliminado del todo. Existen cuatro tipos de medio de contraste yodado: monémero idnico,
mondmero no idénico, dimero idnico y dimero no idnico, cada uno con diferentes caracteristicas fisico-quimicas y perfiles de seguridad. Las
principales reacciones adversas de estos agentes son las reacciones tipo alérgicas y la injuria renal aguda inducida por contraste. El objetivo del
presente trabajo es conocer en detalle las caracteristicas farmacoldgicas y los principales efectos adversos de los medios de contraste yodados.
Ademds se presenta la evidencia existente sobre la fisiopatologia, prevencion y tratamiento de sus principales efectos adversos. Finalmente se
concluye que estos agentes son seguros y que el mejor tratamiento de las reacciones adversas es la prevencion. La identificacion de los pacientes
de riesgo es fundamental, ya que en ellos la toma de medidas preventivas ha demostrado reducir la incidencia de efectos adversos.

Palabras Claves: Medio de contraste yodado, farmacologia clinica, reacciones adversas, reacciones tipo alérgicas, injuria renal aguda por

contraste.
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1) INTRODUCCION

Los medios de contraste yodados (MCY) de uso
intravenoso, son administrados diariamente a miles de
pacientes y constituyen un agente indispensable en la
practica actual de la medicina. Se estima que anualmente a
nivel mundial se realizan mds de 75 millones de exdamenes
contrastados con agentes yodados (Christiansen C, 2005).
Su empleo no siempre es inocuo y se han reportado
efectos adversos que varian desde una minima
perturbacién fisiolégica hasta situaciones que pueden
comprometer la vida (Thomsen HS & Morcos SK, 2000).

El medio de contraste ideal deberia ser totalmente inerte,
carente de cualquier interaccidn con el organismo. Ademas
deberia ser eliminado de forma rapida y completa sin
generar efectos adversos.

Los MCY son por lejos los mas utilizados hoy en dia. Estos
agentes fueron introducidos en la practica clinica en los
afios 1950s. Desde entonces han sufrido significativas
mejoras en cuanto a su seguridad y tolerancia, pero el
riesgo asociado a su empleo no ha podido ser eliminado
del todo.

Debido a la gran cantidad de examenes contrastados
solicitados por practicamente todas las especialidades
médicas, el presente articulo de revision tiene como
objetivo conocer en detalle las caracteristicas
farmacoldgicas y los principales efectos adversos de los
MCY.

2) FARMACOLOGIA CLINICA

Todos los MCY tienen como sustrato basico un anillo de
benceno al que se adhieren los atomos de yodo en las
posiciones 2, 4 y 6 (Figura 1). La fijacion de tres dtomos de
yodo al anillo de benceno forma un mondmero, el cual
logra la concentracion minima necesaria para lograr una
adecuada atenuacion radioldgica. La unidn de 2 anillos de
benceno con sus respectivos yodos es lo que se conoce
como dimero (Pasternak JJ & Williamson EE, 2012).

Los atomos de yodo son los responsables de la atenuacidn
de los rayos x. El radio atdmico de un atomo de yodo unido
covalentemente es de aproximadamente 133 picometros,
lo que cae dentro del radio de longitud de onda de los
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rayos x (10 a 10.000 picometros), por esta razén los rayos x
son atenuados por los atomos de yodo. El hecho de tener 3
atomos de yodo unidos al anillo de benceno ofrece dos
grandes beneficios: (1) al ser 3 4tomos grandes unidos con
tal nivel de proximidad aumenta el tamafio molecular
efectivo, atenuando asi los rayos x en longitudes mayores y
(2) el enlace covalente a un grupo organico estable, en este
caso benceno, reduce el riesgo de efectos tdxicos del
yoduro libre (Pasternak JJ & Williamson EE, 2012).

Mediante la modificacién de los elementos estructurales
unidos al benceno se ha logrado mejorar las caracteristicas
fisicoquimicas, en particular la osmolaridad, con lo que ha
mejorado la tolerancia en el sistema vascular y nervioso.
Estas modificaciones dieron como resultado 4 clases de
MCY (Figura 2). Los MCY se clasifican segun sus
caracteristicas fisico quimicas:

a) Osmolaridad: nimero de particulas que generan en
solucién.
- Alta osmolaridad: 1200 a 2400 mOsm/kg H,0.
- Baja osmolaridad: 290 a 860 mOsm/kg H,0, dentro
de este grupo se encuentran los isosmolares, que
poseen una osmolaridad igual al plasma (290 mOsm/kg
H,0).

b) Tendencia idnica: dada por los radicales en posicion 1,
3y 5 del ndcleo benzoico.
- I6nicos: Contienen COOH radical carboxilo.
- No I6nicos: Contienen OH radical hidroxilo.

c) Estructura molecular: determinada por el nimero de
nucleos benzoicos.
- Monoméricos: un nucleo benzoico.
- Diméricos: dos nucleos benzoicos.

Segun sus caracteristicas moleculares, los distintos MCY
tienen diferentes perfiles de uso clinico y niveles de
toxicidad. Es asi como por ejemplo los MCY idnicos, en
solucién se disocian en dos particulas, lo que determina un
farmaco de alta osmolaridad y eléctricamente cargado.
Como consecuencia pueden interferir con los eventos
electrofisiolégicos del organismo como la transmision del
impulso en el sistema nervioso central y periférico y en el
sistema cardiovascular (Thomsen HS & Morcos SK, 2000).
Por otro lado los MCY no idnicos no se disocian, por lo que
tienen una baja osmolaridad, permaneciendo como
particulas eléctricamente neutras, traduciéndose en una
menor unién a proteinas, menor inhibicién enzimatica y
escaso efecto sobre membranas bioldgicas.

Tras su administracion endovenosa, todos los MCY
muestran un bajo indice de unién a proteinas. Tienen una
distribucién desde el compartimiento intravascular a los
drganos con alto flujo sanguineo como cerebro, higado y
riiones de forma rapida y con menor velocidad a los
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tejidos y organos con menor perfusion como hueso vy
grasa. Debido a su distribucién en todo el organismo se
consideran contrastes no drgano-especifico. No se
metabolizan ni entran al espacio intracelular y son
eliminados por los rifiones mediante filtracion glomerular
(Katzberg RW, 1997; Bourin M et al, 1997). La vida media
de la mayoria de los MCY estd en el rango de 90 a 120
minutos en sujetos con funcién renal normal y puede
alargarse por semanas en caso de sujetos con insuficiencia
renal (Bourin M et al, 1997).

Figura N° 1: Unidad molecular estructural basica de los
medios de contraste yodados. El anillo de benceno es
sustituido en las posiciones 2,4 y 6 con atomos de yodo.
La sustitucion en la posicion R1 en el monémero y R1a en
el dimero con un grupo que contenga el grupo carboxilo (-
COO-) resulta en compuestos idnicos, mientras que si se
sustituye con un grupo hidroxilo (OH) resulta en
compuestos no iénicos. R2, R2a, R2b y R3 contienen
moléculas que no contienen grupos carboxilo.
Modificado de Pasternak JJ & Williamson EE, 2012.

Mondimero
R4
I I
R3 R2
I
Dimero
Ria R1p
I I I [
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3) USO CLINICO Y ViAS DE ADMINISTRACION

Su uso clinico se basa fundamentalmente en mejorar la
representacion de estructuras anatomicas dentro del
organismo, facilitando la deteccién y caracterizacion de
lesiones, (ej: lesiones focales hepaticas, Figura 3). Existen 3
vias principales de administracién: intravascular, enteral y
directa. De estas la via intravascular, que incluye la via
intraarterial e intravenosa, es por lejos la mas utilizada. Las
principales complicaciones de esta via son las reacciones
tipo alérgicas y la injuria renal aguda inducida por
contraste, las cuales se analizardn posteriormente en este
articulo. Como en toda inyeccion intravascular existe un
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riesgo de extravasacion que por lo general son de
Sin embargo, se ha descrito que con volimenes de
extravasacion mayores a 100 ml existe riesgo de necrosis
tisular o sindrome compartimental (Bellin MF et al, 2002).
La via directa consta de dos formas de administracion: (1)
percutanea, como la artrografia y (2) via catéter, sondas o
tubos, como en el caso de la cistografia o colangiografia
por sonda T. Tanto la via enteral como directa ha

volimenes pequefios que no traen mayor complicacién.
reportado complicaciones (Ridley LJ, 1998; Rosati G et al,
1992), pero son extremadamente raras, por esta razdn
centraremos nuestro analisis en las complicaciones de la
administracidn intravascular de MCY. Una completa lista
de indicaciones con su respectiva via de administracién se
puede encontrar en la Tabla 1.

Figura N2 2: Caracteristicas de los 4 tipos de medios de contraste yodados. Modificado de Pasternak JJ & Williamson EE, 2012.
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4) EFECTOS ADVERSOS

La incidencia de efectos adversos varia segin MCY
administrado. En el caso de agentes idnicos de alta
osmolaridad los reportes van entre 5% a 12%
(Namasivayam S et al, 2006; Morcos SK & Thomsen HS,
2001; Bush WH & Swanson DP, 1991), mientras que con el
uso de agentes no idnicos de baja osmolaridad rondan el
1% a 3% (Bettmann MA et al, 1990).

Rev. Farmacol. Chile (2014) 7(2)

Por esta razén la utilizacion de MCY hiperosmolares e
idnicos ha disminuido significativamente en los ultimos
afios. En nuestro pais ya no se comercializan estos
productos, existiendo uso universal de contrastes
hipoosmolares no idnicos. La mortalidad asociada a la
administracién de MCY endovenoso es excepcional, siendo
estimada en 0,9 por cada 100.000 administraciones (Caro
JJ et al, 1991). Es importante destacar que no existen
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diferencias en la mortalidad entre el uso de medios de
contraste idnicos y no idnicos. El riesgo es equivalente a
morir en un accidente aéreo o por homicidio (Gerstman
BB, 1991).

Las reacciones adversas a MCY se pueden clasificar de
varias formas, por mecanismo de injuria (tipo alérgica,
toxica y extravasacion), por temporalidad (inmediatas y
tardias) o por su magnitud (leves, moderadas y severas). En
el presente trabajo clasificaremos las reacciones adversas a
MCY segun temporalidad en inmediatas y tardias. La injuria
renal aguda inducida por contraste, es una reaccion
adversa a medicamento de tipo tdéxica y tardia, y sera
tratada aparte.

5) REACCIONES ADVERSAS INMEDIATAS (RAI)

Se definen como toda reaccién adversa a MCY que ocurre
dentro de la primera hora de administrado el agente.
Sobre el 90% de estas ocurre en los primeros 20 minutos
(American College of Radiology, 2013). A principios de los
afios 90 el Dr. Katayama condujo en Japén un estudio con
mas de 337.000 casos que compard la tasa de efectos
adversos de los MCY idnicos hiperosmolares, de uso
estdndar en esos tiempos, versus los no idnicos
hipoosmolares recientemente introducidos a la practica
clinica. El estudio demostréd un riesgo 5 veces mayor
(0,22% vs 0,04%) de los productos idnicos e
hiperosmolares abriendo camino al uso universal de los
farmacos no idnicos e hipoosmolares (Katayama H et al,
1990).

La mortalidad determinada en forma exclusiva por RAIl a
estos agentes es excepcional. Aunque los valores
reportados por la literatura varian desde 1:13.000 a
1:169.000, es probable que estos numeros estén
sobredimensionados por las dificultades metodoldgicas de
demostrar su verdadera incidencia (Katayama H et al,
1990; Hartman GW et al, 1982; Shehadi WH, 1985).

Las RAIl tipo alérgicas y toxicas se organizan en tres
categorias segun su gravedad: leve, moderada y severa. Las
principales manifestaciones leves incluyen nausea,
vomitos, rash cutdneo y cambios hemodindmicos
autolimitados. Por otro lado las RAI severas generalmente
se manifiestan como prurito y urticaria sumada a
broncoespasmo, disnea, hipotensién, edema laringeo y
colapso cardiovascular (Tabla 2) (American College of
Radiology, 2013).

A pesar que las reacciones adversas tipo alérgica a MCY
tienen caracteristicas clinicas similares a las por
hipersensibilidad tipo 1 (mediada por IgE), la mayoria son
probablemente reacciones anafilactoides. Esto se basa en
que muchos pacientes que experimentan estos
fendmenos no han sido expuestos previamente a MCY,
que no existe un aumento consistente de anticuerpos IgE y
que no siempre recurren estas reacciones en el mismo
paciente (Almen T, 1994; Lieberman P et al, 2010; Simons
FE et al, 2011; Vervloet D & Durham S, 1998). Algunos
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mecanismos especificos postulados incluyen: (1) activacion
directa de mastocitos (Simon RA et al, 1979; Ring J et al,
1978), (2) activacion de la coagulacion, sistema cinina y/o
complemento (Simon RA et al, 1979; Lang JH et al, 1976;
Szebeni J, 2004; Szebeni J, 2005), (3) Inhibicidon de la
agregacién plaquetaria con aumento de la liberacién de
serotonina (Zir LM et al, 1974). Sin embargo, existen
estudios que han demostrado anticuerpos IgE especificos
para MCY y plantean la posibilidad que dicho mecanismo
fue subestimado en estudios pasados (Laroche D et al,
1998; Trcka J et al, 2008). Es probable que ocurran tanto
reacciones anafilacticas como anafilactoides, sin embargo,
los signos, sintomas y tratamiento son similares.

Tabla N2 1: Uso clinico y vias de administracion (American
College of Radiology 2013).

INTRAVASCULAR

Intravenoso
Tomografia computarizada
Angiografia por sustraccion digital
Urografia intravenosa
Flebografia
Vena cava inferior y sus afluentes
Vena cava superior y sus afluentes
Extremidades
Otros lugares venosos
Venografia epidural
Intra-arterial
Angiografia cardiaca
Angiografia coronaria y pulmonar
Angiografia adrtica
Arteriografiavisceral y periférico
Angiografia vascular del SNC
Angiografia cerebral, vertebral y espinal.

INTRATECAL
Mielografia
Cisternografia

OTROS
Tubo gastrointestinal - Oral, rectal u ostomia
Fluoroscopia convencional
Tomografia computarizada
Usos terapéuticos
Uso cavidad corporal
Herniografia
Peritoneografia
Vaginografia
Histerosalpingografia
Artrografia
Colangiopancreatografia retrograda endoscopica
Colangiografia
Nefrostografia
Pielografia - anterdgrada , retrograda
Uretrografia - miccional , retrégrada
Cistografia
Sialografia
Ductografia {mama)
Misceldneas
Inyeccién tracto fistula
Delimitacién de la cavidad (incluyendo derivaciones
urinarias)
Estudios de localizacidn de catéter
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El manejo debe comenzar por identificar los pacientes en
riesgo y prevenir la ocurrencia de estos eventos. Un
historial de asma aumenta entre 6 a 10 veces el riesgo de
generar una RAI, el antecedente de RAI a MCY previa
aumenta 5 veces el riesgo, mientras que el antecedente de
atopia lo aumenta 3 veces (Morcos SK et al, 2001; Lang
DM, 1991). Pacientes alérgicos con historia de reacciones
anafilacticas a otros agentes deben ser evaluados caso a
caso. La alergia especifica a mariscos, que alguna vez se
asocié a mayor riesgo de presentar RAl a MCY, no tiene
evidencia que la soporte (Beaty AD et al, 2008; Boehm |,
2008). Sin embargo, pacientes con alergia a mariscos
puede tener una susceptibilidad atdpica general

aumentada y deben ser cuestionados sobre la presencia de
alergias adicionales, que puedan predisponer a reacciones
anafilactoides. Se propuso que pacientes en tratamiento
con farmacos como beta-bloqueadores y algunos AINES
podrian tener mayor riesgo de presentar RAI, pero no
existe consenso respecto a este tema y los datos son
contradictorios (Morcos SK et al, 2001). Es importante
destacar que test cutaneo intradérmico con MCY no es
predictor de futuras reacciones anafilactoides y puede ser
peligroso en si, por lo que no se recomienda su utilizacién
de forma rutinaria (Laroche D et al, 1998; Trcka J et al,
2008).

Figura N° 3: Cortes axiales TC de abdomen. Las imagenes de la izquierda corresponden a la fase sin contraste del estudio. Las
imagenes de la derecha se obtuvieron en la fase arterial con contraste. Observe como se logra una mayor deteccion y
caracterizacion de las lesiones hepaticas con el uso del MCY endovenoso.

-l
<

>

5.1) Premedicacion:

La premedicacion esta indicada en pacientes con riesgo de
generar una RAI tipo alérgica. En la practica se utilizan
corticoides con o sin antihistaminicos previo a la
administracién del MCY. Se sugiere utilizar MCY no idnicos
y de baja osmolaridad en los pacientes en riesgo. Para
prevenir las recurrencias se sugiere que el paciente no
debe recibir el mismo agente especifico que causo la
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TC abdomen fase sin contraste fase arterial con contraste IV

reaccion. Se ha demostrado que el mayor beneficio de
premedicar es la reduccién del riesgo de presentar RAI
leves que no requieren o requieren minima intervencion
médica (Lasser EC et al, 1994). A la fecha no existen
trabajos que demuestren que la premedicacidn proteja
contra RAIl severas (Morcos SK, 2005; Brockow K et al,
2005; Tramer MR et al, 2006). Esto puede atribuirse a lo
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infrecuente que son las RAlI que amenazan la vida y la
dificultad de realizar un estudio con el suficiente poder
estadistico para demostrar el real beneficio de la
premedicacion.

Existen 2 protocolos de premedicacion para examenes
electivos propuestos por el American College of Radiology
(ACR), estos se exponen en la tabla 3. Estos protocolos
fueron estudiados por Greenberger PA y colaboradores
(1984), y se demostré que la administracion de corticoides
mas antihistaminicos en pacientes con riesgo producian
una disminucion en la recurrencia a un 11% de un histérico
17-30%. Un estudio posterior del mismo autor demostré
una mayor reduccion cuando este protocolo se
administraba en conjunto a un MCY no idnico de baja
osmolaridad (recurrencia en MCY de alta osmolaridad 9,1%
vs recurrencia en MCY de baja osmolaridad 0,5%)
(Greenberger PA, 1991). Se recomienda la administracién
de corticoides via oral sobre la via intravenosa vy
Prednisona y Metilprednisolona son igual de efectivos.
Otro esquema de premedicacion es el propuesto por la
ESUR (European Society of Urogenital Radiology) que
consiste en administrar prednisolona 30 mg (o
metilprednisolona 32 mg) via oral 12 y 2 horas antes de la
administracion del medio de contraste. En Chile, por un
tema de costo, se utiliza una versién modificada de este
esquema reemplazando la prednisolona por prednisona 50
mg.

En pacientes que deban realizar de emergencia un examen
contrastado con MCY, existen 3 opciones de
premedicacion propuestas por el ACR, las que se muestran
en la tabla 3. Es importante destacar que no existen
trabajos que demuestren su efectividad y solo constituyen
una recomendacién de expertos. Los protocolos se
exponen en orden decreciente de preferencia. La opcion 2
debe ser administrada en caso de pacientes alérgicos a la
Metilprednisolona, aspirina o AINES, especialmente si es
asmatico. La tercera opcion se indica cuando el examen
contrastado debe realizarse en un lapso de tiempo menor
a 4-6 horas. Esta opcidén no incluye la administracion de
corticoides ya que los corticoides IV no han mostrado
efectividad cuando son administrados en menos de 4 a 6
horas previas a la inyeccidn del contraste.

5.2) Tratamiento:

El tratamiento depende del grado de severidad. En las RAI
leves, especialmente aquellas cutdneas exclusivas de
caracter autolimitado, el tratamiento es sintomatico. Si el
paciente presenta eritema o prurito se puede administrar
loratadina 4 mg via oral o Clorfenamina 10 mg via oral mas
prednisona 50 mg via oral. En caso de nauseas o vomitos
profusos o persistentes se puede indicar ondasentron 4mg
IV. Si las manifestaciones cutaneas son generalizadas se
debe  administrar  antihistaminicos 'y  corticoides
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endovenosos como clorfenamina 4 mg IV e hidrocortisona
100 - 300 mg IV (American College of Radiology, 2013).

Si existe hipotension leve, en primera instancia medidas
mecanicas como la elevacion de extremidades inferiores
puede ser de utilidad. La administraciéon de fluidos
endovenosos también puede ayudar a recuperar las cifras
tensionales a valores normales (suero fisiolégico o soluciéon
Ringer). Si la hipotension se asocia a bradicardia (episodio
vagal) deberia administrarse 0,2 a 0,4 mg de atropina
endovenosa y repetir en caso necesario. El paciente debe
ser observado cuidadosamente para evaluar si existe
progresidn de los signos y sintomas.

En caso de RAI moderadas y severas tales como
broncoespasmo, sibilancias, laringoespasmo, estridor
laringeo, hipotensién y pérdida de conciencia, se debe
suspender de inmediato la administracion del MCY e iniciar
tratamiento. En la mayoria de las instituciones estas
complicaciones deben ser manejadas por equipos de
apoyo especializados (anestesistas, intensivistas, etc) que
concurren a la Unidad de Imagenes para el manejo
avanzado de la via aérea o para el uso de drogas
vasoactivas. Su manejo es idéntico al de anafilaxis e incluye
epinefrina intramuscular 0,2 a 0,5 mg cada 5 a 15 minutos
segun necesidad, asegurar via aérea, oxigeno y fluidos
intravenosos. Una vez estabilizado el paciente, se debe
administrar hidrocortisona 100 — 300 mg IV o equivalente.
El paciente debe ser hospitalizado en una unidad de
cuidados intensivos y quedar a cargo de un equipo con
experiencia en el manejo de este tipo de complicaciones
(American College of Radiology, 2013).

Es importante recalcar la importancia de tener el
equipamiento necesario para tratar estas reacciones
(manejo de via aérea, oxigeno, epinefrina, fluidos IV, carro
de paro), ademds del personal entrenado en el manejo
inicial de estas reacciones en todo lugar donde se
administre MCY.

6) REACCIONES ADVERSAS TARDIAS

Las reacciones adversas tardias ocurren entre 1 hora hasta
1 semana posterior a la administracion de MCY, siendo lo
mas frecuente entre las 3 horas y los 2 dias (Meth MJ &
Maibach HI, 2006; Christiansen C et al, 2000). La incidencia
de las reacciones tipo alérgica varia desde 0,5 a 14%
(Christiansen C et al, 2000; Loh S et al, 2010). La
manifestacion clinica mas frecuente es la cutanea (prurito,
exantema maculopapular o urticaria) aunque también
pueden manifestarse como fiebre, nauseas, vomitos,
diarrea o cefalea (Loh S et al, 2010). Por lo general tienden
a ser mas leves que las RAI, pero se han reportado casos
graves de necrolisis epidérmica tdxica y Sindrome de
Stevens-Johnson (Savill JS et al, 1988; Wood BP et al,
1988). Sutton AG y colaboradores (2001) comunicaron que
las reacciones adversas tardias cutaneas tuvieron una
incidencia 3 veces mayor cuando se administré un MCY
dimero no idnico (iodixanol), en comparacion a la
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observada con la administracion de un mondémero no
idnico (iopamidol) o un dimero idnico (ioxaglate).

Se ha sugerido que las reacciones adversas tardias son
producidas mediante el mecanismo de hipersensibilidad
tipo IV mediada por linfocitos T, y que son mas frecuentes
en pacientes en tratamiento con Interleucina 2, debido a
que es un potente estimulador de este subgrupo de
linfocitos (Shulman KL et al, 1993). Al igual que en las RAl,
la meta es detectar a las personas en riesgo y minimizar la
posibilidad de que ocurra un evento adverso. Los pacientes
en riesgo de generar reacciones adversas tardias son

aquellos con: (1) historia de reacciones adversas tardias a
MCY, (2) que estan en tratamiento con Interleucina 2 y (3)
pacientes que se les va a administrar un MCY dimero no
idnico. En este caso la prueba cutanea puede tener un rol
para descartar alergia al MCY ya que su valor predictivo
negativo es de 97% (Caimmi S et al, 2010). El tratamiento
de estas reacciones es sintomatico, con corticoides y
antihistaminicos para las reacciones cutaneas, antipiréticos
para manejar la fiebre y antieméticos en caso de nauseas.
En casos severos o prolongados se debe considerar la
evaluacién por un inmundlogo y/o dermatdlogo.

Tabla N2 2: Clasificacion de reacciones adversas agudas (American College of Radiology 2013).

REACCIONES ADVERSAS A MCY LEVES
Los signos y sintomas son autolimitados y sin evidencia de progresién

Tipo alérgica

Toxica

Urticaria autolimitada / prurito

Nauseas autolimitadas / vomitos

Edema cutdneo autolimitado

Enrojecimiento transitorio / calor / escalofrios

"picazén" autolimitada / garganta "aspera"

Dolor de cabeza / mareos / ansiedad / alteracién del gusto

Congestién nasal

hipertension leve

Estornudos / conjuntivitis / rinorrea

Reaccion vasovagal que se resuelve de forma espontanea

REACCIONES ADVERSAS A MCY MODERADAS
Los signos y sintomas son mas pronunciados y suelen requerir tratamiento médico. Algunas de estas reacciones tienen el
potencial de llegar a ser graves si no se tratan.

Tipo alérgica

Toxica

urticaria difusa / prurito

nduseas prolongadas / vomitos

Eritema difuso, signos vitales estables

Urgencia hipertensiva

Edema facial sin disnea

Dolor en el pecho Aislado

Tension en la garganta o ronquera sin disnea

Reaccion vasovagal que requiere y es sensible a tratamiento

Sibilancias / broncoespasmo, sin o leve hipoxia

REACCIONES ADVERSAS A MCY SEVERAS
Los signos y sintomas pueden resultar en morbilidad permanente o muerte si no se tratan adecuadamente.

Tipo alérgica Toxica
Edema difuso o edema facial con disnea Reaccidn vasovagal resistente al tratamiento
Eritema difuso con hipotensidn Arritmia

Edema laringeo con estridor y / o hipoxia

Convulsiones, ataques epilépticos

Sibilancias / broncoespasmo, hipoxia significativa

Emergencia hipertensiva

Shock anafilactico (hipotensidn + taquicardia)
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7) INJURIA RENAL AGUDA INDUCIDA POR CONTRASTE
IODADO (IRA-MCY)

La IRA-MCY se presenta como un repentino deterioro de la
funcion renal tras la administracion de MCY intravascular,
en ausencia de otra causa que explique el dafio renal.
Aunque no existe un criterio estandarizado para el
diagnéstico, los mas utilizados son: (1) aumento mayor al
25% de la creatinina plasmatica basal (2) y/o aumento
absoluto de un 0,5 mg/dl de la creatinina basal. Ambos
criterios deben presentarse dentro de los 3 dias
posteriores a la administracion de MCY y en ausencia de
otros nefrotoxicos. En general el pico de creatinina ocurre
entre los 3 a 5 dias de la aplicacién del farmaco, volviendo
al valor basal alrededor de las 2 semanas (Rihal CS et al,
2002). Si bien la mayoria de los casos no conlleva
complicaciones, existe un subgrupo de pacientes en los
cuales la IRA-MCY puede prolongar el tiempo de
hospitalizacion, aumentar el requerimiento de dialisis y
aumentar la mortalidad general (From AM et al, 2008; Levy
EM et al, 1996).

La incidencia de esta complicacidn varia significativamente
en diversas publicaciones, que se explica por diferencias en
criterios de definicion de la falla renal, tipo y dosis de
medio de contraste empleado, ademas de la coexistencia
de otras causas potenciales de falla renal aguda que no son
debidamente excluidas (American College of Radiology,
2013). Sumado a esto, es un hecho que pacientes
hospitalizados, sin recibir MCY intravenosos, pueden
presentar deterioro de la funcidn renal. Por ejemplo, en un
estudio que analizé 32.161 pacientes hospitalizados que no
recibieron MCY intravenosos, mas de la mitad tuvo un alza
de la creatinina plasmatica al menos de un 25% y sobre el
40% sufrié un aumento absoluto en 0,4 mg/dl. Se postula
que si alguno de los pacientes que presentd alza de la
creatinina plasmatica hubiera recibido MCY intravenoso, el
alza de ésta habria sido atribuida sin dudar al MCY
(Newhouse JH et al, 2008). Es en este punto donde muchos
estudios fallan, ya que no cuentan con un grupo control
para comparar.

Pese a todos estos inconvenientes, en pacientes con
funcién renal normal se estima una incidencia menor al 1-
5%. Mientras que en pacientes con funcién renal
disminuida, la incidencia puede llegar a valores mayores de
un 50% (Thomsen HS & Morcos SK, 2003; Hall KA et al,
1992; Bruce RJ et al, 2009). Un estudio mostré que el
riesgo de generar IRA-MCY era de 2%, 10,4% y 62% en
pacientes con una creatinina basal de 1,2 mg/dl o menos,
1,3 a 1,9 mg/dly 2,0 mg/dl o mas respectivamente (Hall KA
et al, 1992). Bruce y colaboradores (2009) realizaron uno
de los pocos estudios que cuentan con un grupo control.
Compararon en 11.588 pacientes (13.274 examenes) la
frecuencia y magnitud de la elevaciéon de creatinina
plasmatica en examenes de TC con MCY (n=5.790) vs un
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grupo control sin MCY (n=7.474), demostrando que en
valores de creatinina basal menores a 1,8 mg/dl, no existen
diferencias significativas en el aumento de la creatinina
plasmatica, mientras que pacientes con valores de
creatinina basal sobre 1,8 mg/dl tienen significativamente
mayor riesgo de presentar IRA-MCY posterior a la
administracién de un MCY de baja osmolaridad no idnico
(iohexol) en comparacion con el grupo control que no
recibié MCY.

Tabla N2 3: Esquemas de premedicacion propuestos por
el ACR (American College of Radiology 2013).

PROTOCOLO EXAMENES ELECTIVOS.

Opcion 1:

Prednisona 50 mg via oral, administrado 13, 7y 1 hora
previa a la inyeccion del MCY.
+
Difenhidramina 50 mg intravenoso, intramuscular u
oral 1 hora previa a la administracion del MCY.

Opcion 2:

Metilprednisolona 32 mg via oral, administrados 12 y 2
horas previas a la inyeccion de MCY.
+
Puede ser agregado un antihistaminico (comoeldela 1l
opcion).

PROTOCOLO EXAMENES DE URGENCIA. ORDEN
DECRECIENTE DE RECOMENDACION

Opcion 1:

Succinato de sodio de Metilprednisolona 40 mg o
Succinato de Hidrocortisona 200 mg intravenoso cada 4
horas hasta la realizacién del examen contrastado
+
Difenhidramina 50 mg intravenoso 1 hora previa a la
administracién del MCY.

Opcion 2:
En caso de pacientes alérgicos a la Metilprednisolona,
aspirina o AINES, especialmente si es asmatico.

Fosfato sédico de Dexametasona 7,5 mg o
Betametasona 6 mg intravenoso cada 4 horas hasta la
realizacion del examen contrastado.

+
Difenhidramina 50mg intravenoso 1 hora previa a la
administracion del MCY.

Opcion 3:
En caso de examenes de urgencia que dispongan de
menos de 4-6 horas de preparacion

Omitir Corticoides y administrar Difenhidramina 50 mg

intravenoso 1 hora previa a la administracién del MCY.
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En el trabajo se postula que la IRA-MCY esta sobreestimada
y muchas de las alzas en la creatinina plasmatica de estos
pacientes pueden deberse a enfermedades de base u otros
tratamientos recibidos (Bruce RJ et al, 2009).

7.1) Fisiopatologia de la IRA-MCY:

La fisiopatologia de este proceso no estd del todo clara. La
combinacién de cambios en la hemodinamica renal,
toxicidad directa y efectos deletéreos de la osmolaridad
del MCY, producirian injuria renal posterior a la exposicion
al MCY. La vasoconstriccion renal es un hallazgo constante
en la IRA-MCY, mediadores como endotelina y adenosina, y
posiblemente el contacto directo del endotelio con el MCY
jugarian un papel importante en este proceso (Cantley LG
et al, 1993; Katholi RE et al, 1995; Russo D et al, 1995;
Pflueger A et al, 2000). Es importante destacar que la
mayoria de estos hallazgos derivan de modelos animales,
por lo que la real contribucion de estos mediadores en la
IRA-MCY del ser humano no esta establecida. Las
moléculas de MCY son filtradas por el glomérulo, pasan sin
ser reabsorbidas por los tubulos renales, lo que genera un
aumento en el flujo tubular. Esto produce feedback tubulo-
glomerular negativo (y vasoconstricciéon directa renal)
resultando en una disminucidon de la filtracién glomerular
(Pasternak JJ & Williamson EE, 2012). Por otra parte, se ha
descrito que los MCY son tdxicos para las células del
epitelio tubular renal, generando radicales libres vy
activando apoptosis de las células en la rama gruesa
ascendente del Asa de Henle (Dickinson MC & Kam PC,
2008).

7.2) Prevencidn y tratamiento de la IRA-MCY:

El tratamiento debe comenzar por identificar los pacientes
en riesgo de presentar IRA-MCY. Existe consenso que el
mayor factor de riesgo es la disfuncidn renal preexistente.
Otros factores de riesgo propuestos son diabetes miellitus
con dafio renal, deshidrataciéon, edad avanzada, falla
cardiaca con disminucion de la perfusion renal, medio de
contraste idnicos de alta osmolaridad, altas dosis de medio
de contraste, mieloma mudltiple, hipertensién arterial,
hiperuricemia y dosis multiples de MCY en menos de 24
horas (Abujudeh HH et al, 2009; Byrd L & Sherman RL,
1979; Pahade JK et al, 2011; Parfrey PS et al, 1989; Schwab
SJ et al, 1989; Trivedi H & Foley WD, 2010), sin embargo
estos factores no han sido confirmados de forma rigurosa
como factores de riesgo independientes. La via de
administracion podria jugar un papel como factor de
riesgo. Se ha reportado una incidencia mayor de IRA-MCY
en pacientes sometidos a angiografia cardiaca en
comparacion a pacientes que recibieron MCY de forma
intravenosa (Katzberg RW & Newhouse JH, 2010).

No existe consenso universal sobre el tamizaje de la IRA-
MCY. El comité de expertos del ACR recomienda solicitar
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niveles basales de creatinina sérica en los siguientes casos:
edad mayor a 60 aios, historia de enfermedad renal
(incluyendo dialisis, trasplante renal, monorreno, cancer
renal y cirugia renal), historia de hipertension arterial y/o
Diabetes Miellitus, uso de Metformina (se incluye no por
ser un factor de riesgo en si, sino porque pacientes que
desarrollan IRA-MCY mientras estan en tratamiento con
Metformina son susceptibles a presentar acidosis lactica).
Dicho comité postula que no se requiere la medicién basal
de creatinina plasmatica en pacientes que seran sometidos
a examenes programados con MCY intravenoso, siempre y
cuando no presenten los factores de riesgo mencionados.
No existe tratamiento especifico una vez producida la IRA-
MCY y su manejo es similar al de la necrosis tubular aguda
de cualquier causa, con énfasis en la mantencién del
balance hidroelectrolitico. Por esta razén el mejor
tratamiento de la IRA-MCY es la prevencidén. En primera
instancia se recomienda evitar exdmenes contrastados en
pacientes de riesgo, buscando alternativas sin medios de
contraste como CT, ultrasonido o RM sin contraste
(American College of Radiology, 2013). En escenarios
donde el beneficio del uso de MCY es superior al riesgo, se
aconseja el uso de medios hipo o isoosmolares y en la
menor dosis posible. Estos agentes se han asociado a una
reduccién de la incidencia de IRA-MCY en pacientes de alto
riesgo, especialmente diabéticos, pero tienen poca o nula
ventaja en pacientes con funcién renal normal (grupo de
bajo riesgo) (Barrett BJ & Carlisle EJ, 1993). Con respecto a
la dosis de medio de contraste, Freeman RV vy
colaboradores (2002) postulan que en pacientes sometidos
a angiografia coronaria, el volumen administrado de MCY
no debe exceder el valor calculado con la siguiente
ecuacion:

Dosis maxima: 5 mL x peso (kg)

Creatinina Plasmatica

Cuando las dosis exceden este valor, se mostré un
incremento en el requerimiento de didlisis y mortalidad
intrahospitalaria (Freeman RV et al, 2002).

La hidratacién, particularmente la prevencion de
deshidratacién, juega un papel fundamental en Ia
disminucién del riesgo de presentar IRA-MCY (Morcos SK
et al, 1999). Esto es probablemente debido a la capacidad
de diluir las sustancias toxicas a nivel renal, acortar el
tiempo de contacto de estas con el tejido renal y garantizar
un adecuado flujo sanguineo renal. A pesar de la gran
cantidad de estudios que avalan su utilizacién, no existe
consenso sobre el mejor régimen a utilizar (Barrett BJ &
Parfrey PS, 2006). La protecciéon lograda con la
administracion de solucién isotdnica (suero fisioldgico NaCl
0,9%) mostré ser superior a la lograda con solucion
hipoténica (NaCl 0,45%), especialmente en mujeres,
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pacientes con diabetes mellitus y quienes recibieron mas
de 250 ml de contraste (Mueller C et al, 2002). En
pacientes de riesgo, el régimen sugerido consiste en iniciar
la hidratacién con solucion fisiolégica NaCl 0,9% a 100
ml/hora por lo menos 4 horas previas a la administracién
de medio de contraste y continuar por 24 horas
posteriores al examen (Morcos SK et al, 1999). Se requiere
especial cuidado con pacientes con falla cardiaca
congestiva.

El uso de bicarbonato de sodio intravenoso fue puesto en
duda por From y colaboradores (2008), quienes en su
estudio de cohorte retrospectivo de 7977 pacientes,
concluyen que el bicarbonato de sodio intravenoso puede
aumentar la incidencia de IRA-MCY. Esto se contrapone
con los estudios de Merten y colaboradores (2004) quienes
concluyen en su trabajo que la hidratacidn con bicarbonato
de sodio previa a la administracion de MCY es mas efectiva
que la hidratacion con solucion fisioldgica como profilaxis
de la IRA-MCY. Debido a esto la evidencia no puede
considerarse definitiva y se requieren estudios que
determinen el real rol protector del bicarbonato de sodio
en la IRA-MCY.

La eficacia de la N-acetilcisteina en la reduccion de la IRA-
MCY es controversial. Multiples estudios y meta-analisis no
han logrado concluir si este agente reduce o no el riesgo de
IRA-MCY (Stenstrom DA et al, 2008; Vaitkus PT & Brar C,
2007; Kshirsagar AV et al, 2004). Debido a esto no ha sido
posible generar una recomendacién con respecto su uso.
Un estudio (Hoffmann U et al, 2004) demostré que los
niveles de creatinina plasmatica disminuyen en sujetos
normales tras la administracién de n-acetilcisteina, pero no
ocurre lo mismo con los niveles plasmaticos de cisteina C
(existe evidencia que reporta a esta molécula como mejor
marcador de funcion renal). Este hallazgo pone en duda si
realmente la baja de creatinina plasmatica se debe a la
prevencién de dafio renal o a una disminucién mediada por
otro mecanismo. Pese a esto, si se toma en cuenta su
potencial beneficio como agente vasodilatador vy
“barredor” de radicales libres (Drager LF et al, 2004), y su
baja toxicidad, es posible considerar su administracion. En
ningin caso debe considerarse como sustituto de la
hidratacion endovenosa profilactica. El esquema mas
utilizado consiste en administrar 600-1200 mg via oral cada
12 horas comenzando 24 horas previo al examen
contrastado y continuando hasta completar 4 dosis.

El uso de furosemida (diurético de asa) y manitol (diurético
osmotico) fue estudiado por Solomon y colaboradores
(1994). Dicho autor concluye que la hidratacidon salina
provee mejor proteccién contra la IRA-MCY que la
proveida por la hidratacion salina mas manitol o
furosemida. Por esta razén no se recomienda su uso para
reducir el riesgo de IRA-MCY.
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Pese a que en teoria el uso de dopamina en dosis bajas
podria tener un rol beneficioso en reducir la incidencia de
IRA-MCY (aumenta el flujo renal y reduce la reabsorcidn de
sodio), la literatura actual muestra resultados
contradictorios y su uso podria ser incluso dafiino en
pacientes con diabetes mellitus (Goldenberg | & Matetzky
S, 2005; Weisberg LS et al, 1993). Algo parecido ocurre con
antagonistas del receptor de adenosina o antagonista de
canales de calcio, los cuales no han mostrado resultados
consistentes en reducir el riesgo de IRA-MCY (Goldenberg |
& Matetzky S, 2005). En definitiva no se recomienda el uso
de farmacos en la prevencion de dafio renal por MCY.

8) CONCLUSIONES

Los MCY son agentes ampliamente utilizados y han
demostrado ser seguros. A excepcién de las reacciones
adversas tardias a MCY, los efectos adversos se presentan
mas frecuentemente al utilizar MCY de alta osmolaridad
idnicos. En Chile tanto en el sistema publico como privado
de salud se utilizan MCY de baja osmolaridad no idnicos en
practicamente todos los examenes de TC contrastados. El
mejor tratamiento de las reacciones adversas a MCY es la
prevencidn. La identificacion de los pacientes de riesgo es
fundamental, ya que en ellos la toma de medidas
preventivas ha demostrado reducir la incidencia de efectos
adversos. Por lo tanto es esencial educar al personal de
salud involucrado en el procedimiento. Es necesario
evaluar caso a caso la relacion riesgo-beneficio en los
pacientes con mayor probabilidad de presentar reacciones
adversas.
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ABSTRACT

After years of increasing usage of iodate contrast agents in everyday diagnostic and therapeutic radiology practice these agents have become
key elements for nowadays imaging services workflow. Even though most iodinated contrast agents have improved their safety significantly still
the risk for adverse reactions has not been eliminated completely. Four different molecular configurations of iodinate contrast agents have been
designed: ionic/no ionic monomer or dimer, each category characterized by different chemical and physical behavior and therefore safety profile.
The main known adverse reactions of iodate contrast agents are allergic-like reactions and contrast induced acute kidney injury. Our aim in this
literature review is to better describe the known pharmacological features of main iodate contrast agents. We focus our description on the
aspects of contrast agents physiopathology, prevention and treatment of main adverse effects. We finally conclude that iodinated contrast
media are safe to use in daily practice nevertheless the crucial requirement for an adequate prevention of the known adverse reactions.
Therefore, efforts need to be oriented to correctly identify high-risk patients for contrast-induced complications, as we know this is the
demonstrated manner to decrease the incidence of adverse reactions to the minimum possible.

Keywords: lodinated contrast media, clinical pharmacology, adverse reactions, allergic-like reactions, contrast-induced acute kidney injury.
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e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusion del trabajo. El resumen debe ser escrito en espafiol e inglés.

o Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mds de 10
palabras claves. Las palabras claves deben ser escritas en espafiol e inglés.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccidn: La introduccidn al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extension superior a las 750 palabras.

e Materiales y Métodos: Se debe detallar claramente todos los materiales y metodologias utilizadas en el desarrollo del trabajo. Ademas se
debe explicitar en consentimiento bioético de la institucion donde fue realizada la investigacion. Los trabajos realizados en humanos
deben incluir el apego experimental a la Declaracidon de Helsinki de la Asociacién Medica Mundial, considerando consentimiendo
informado y aprobacion de comité de ética.

Resultados: Se debe incluir en detalle los principales resultados obtenidos, con sus respectivos analisis estadisticos. No se aceptaran
trabajos para publicar que no tengan un adecuado tratamiento estadistico. La expresion grafica de resultados puede ser realizada a través
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de graficos de 1 columna de ancho (8 cm) o agrupaciones de graficos con un ancho maximo de dos columnas (16 cm). También se pueden
incluir tablas que detallen resultados relevantes para el trabajo, incluyendo nimero de casos y valor de la significancia p.

Discusion de los Resultados: La discusién de resultados debe ser objetiva y se debe evitar una excesiva discusion bibliografica que reste
valor a los resultados presentados en el manuscrito. Es recomendado una conclusién final que indique las proyecciones de la
investigacion.

e Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que
autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de
revision del manuscrito. En esta seccion se debe declarar si existid conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacion. Se recomienda consultar la siguiente direccion URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacién. En la seccién
de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algin programa de manejo de referencias como
EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:
Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho
mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
Acta Physiol. Scand. Anal. Biochem. Arch. Biochem. Biophys. Biochem. J. Biochem. Pharmacol. Biochim. Biophys. Acta Biol. Chem. Hoppe
Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

iv.2) Revisiones:
Las revisiones de unidades tematicas seran solicitadas por el editor en jefe o por el co-editor, sin embargo para aquellas unidades
tematicas especificas oficiara como co-editor algiin miembro del comité editorial que sea especialista en el tema

Primera pdgina:

e Titulo: El titulo del trabajo debe ser conciso e informativo. No se recomiendan abreviaciones de palabras en el titulo. Se debe incluir el
titulo del trabajo en inglés.

Nombre de los autores y Filiacion: Se solicita indicar el nombre de cada autor y su apellido. Se acepta incluir la inicial del segundo nombre,
aunque no es obligatorio. Al término de cada apellido se solicita colocar un nimero arabigo en superindice que relacionara al autor con su
respectiva filiacién.

Autor Correspondiente: Se debe indicar claramente al autor correspondiente del trabajo, incluyendo: Nombre, Direccion Postal, Teléfono,
Fax y Correo Electrénico.

Segunda pdgina:

e Resumen (Abstract): La extension maxima del resumen es de 300 palabras y debe describir claramente el propdsito de la investigacion,
los principales resultados y principal conclusién del trabajo.

e Palabras Claves: Se deben incluir palabras claves que permitan identificar los aspectos mas importantes del trabajo. No incluir mas de 10
palabras claves.

Tercera y mds pdginas:

e Introduccion: La introduccion al tema a discutir en el trabajo no debe tener una extension superior a las 750 palabras.

e Temas a Desarrollar: Por cada tema que se pretenda desarrollar se debe entregar una visién objetiva que destaque los avances mas
importantes en la investigacion cientifica. Se pueden desarrollar subtemas, destacando claramente a que unidad tematica corresponde.
Se recomienda si se revisa algun procedimiento experimental mencionar las ventajas y desventajas de su aplicacién. Es recomendado una
conclusién final que integre la informacién entregada en la revisién.

e Agradecimientos: Se pueden incluir las fuentes de financiamiento que permitieron el desarrollo del trabajo, indicando claramente a que

autor corresponde la fuente de financiamiento. También se pueden incluir agradecimientos a personas que prestaron ayuda técnica o de

revision del manuscrito. En esta seccion se debe declarar si existid conflicto de interés. En caso de no haber conflicto de interés se debe
mencionar esta situacidén. Se recomienda consultar la siguiente direccion URL http://zl.elsevier.es/es/revista/neurologia-295/conflicto-
intereses-publicaciones-cientificas-90101004-editorial-2012 para aclarar en concepto y situaciones de conflicto de interés.

Referencias: En el texto se deben citar las referencias con el apellido del primer autor, sus iniciales y el afio de la publicacion. En la seccion

de referencias se deben ordenar las mismas por orden alfabético. Se recomienda utilizar algiin programa de manejo de referencias como

EndNote con el formato de referencias de Journal of Neurochemistry.

Ejemplos:

Semenova M. M., Maki-Hokkonen A. M., Cao J., Komarovski V., Forsberg K. M., Koistinaho M., Coffey E. T. and Courtney M. J. (2007) Rho

mediates calcium-dependent activation of p38alpha and subsequent excitotoxic cell death. Nat. Neurosci. 10, 436-443.

La abreviacion de los titulos de las revistas debe de acuerdo a el listado de revistas indexadas en Index Medicus (Superintendent of
Documents, US Government Printing Office, Washington, DC 20402, USA, DHEW Publication No. 95-267). Ejemplo: Acta Neurol. Scand.
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Seyler Br. J. Pharmacol. Eur. J. Pharmacol. Experientia J. Biol. Chem. J. Cell Biol. J. Mol. Biol. J. Pharmacol. Exp. Ther. J. Physiol. (Lond.) Mol.
Pharmacol. Nature Proc. Natl Acad. Sci. USA Proc. Soc. Exp. Biol. Med. Science

Leyendas para las Figuras

Los titulos y leyendas de las Figuras deben presentarse en forma clara y corta. Se debe identificar y explicar todo simbolo, como flecha, nimero
o letra que haya empleado para sefalar alguna parte de las ilustraciones. En la reproduccién de preparaciones microscopicas, explicite la
ampliacion y los métodos de tincién empleados.

Unidades de Medida y Nomenclaturas.

Use unidades correspondientes al sistema métrico decimal. Las abreviaturas deben ser definidas la primera vez que aparecen en el texto. El
listado de abreviaturas debe ser de acuerdo a la siguiente publicacién Biochem. J. (1978) 169, 1-27. Al finalizar este instructivo se mencionan las
abreviaturas que no deberian ser definidas (el listado esta en idioma inglés).

La nomenclatura que se refiere a drogas y sustancias quimicas no terapéuticas deben nombrarse de acuerdo a la nomenclatura IUPAC
(International Union of Pure and Applied Chemistry). Mientras que para farmacos solo se acepta el nombre genérico INN (DCl). Respecto a los
nombres de fantasia solo pueden ser nombrados entre paréntesis con el signo ® siempre que esté registrada la patente y que no exista un
conflicto de interés evidente con el laboratorio fabricante del farmaco.

Publicacion de Articulos:

. Los articulos originales de investigacion o de revision serdn evaluados por un comité especializado. Sin embargo para aquellos trabajos de
revision agrupados por unidades tematicas especificas, el editor en jefe de la revista y el co-editor del numero, antes de aceptar los
manuscritos revisaran que se cumplan a cabalidad las instrucciones antes detalladas.

. Los articulos originales de investigacion que no se agrupen en unidades tematicas especificas y que sean aceptados para publicacidn,
seran publicados en el volumen y nimero del congreso anual de la Sociedad de Farmacologia de Chile. La fecha aproximada de
publicacion sera comunicada a los autores con suficiente antelacion.

. Respecto a la revisién de articulos originales los revisores enviaran al Editor en Jefe, los cambios propuestos, sus opiniones, sus
proposiciones, rechazos, etcétera, las cuales seran comunicadas a los autores con absoluta confidencia.
. Las publicaciones de articulos originales tendrdn un costo de UF 0,3 por pagina que servirdn para la manutencion de la Revista.

Abreviaciones Permitidas:

ADP, CDP, GDP, IDP, UDP, 5(pyro)-diphosphates of adenosine, cytidine, guanosine, inosine, and uridine AMP, etc.-5-phosphates of adenosine,
etc. ANOVA, analysis of variance ATP, etc.-5'(pyro)-triphosphates of adenosine, etc. ATPase, adenosine triphosphatase bp, base pair Ci, curie
CoA and acyl-CoA-coenzyme A and its acyl derivatives (e.g., acetyl-CoA) cpm, counts per minute CNS, central nervous systemCSF, cerebrospinal
fluid Cyclic AMP, 3,5-cyclic adenosine monophosphate Cyclic GMP-3,5-cyclic guanosine monophosphate DNA, deoxyribonucleic acid DNase,
deoxyribonuclease DOPA, 3,4-dihydroxyphenylalanine dpm, dps-disintegrations per minute, disintegrations per second EDTA, ethylene-
diaminetetraacetate EEG, electroencephalogramEGTA, ethyleneglycol bis(aminoethylether)tetraacetate ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay FAD, FADH2, flavin-adenine dinucleotide and its reduced form FMN, flavin mononucleotide g, average gravity GABA, gamma-aminobutyric
acid (not Gaba) GLC, gas-liquid chromatography GSSG, GSH, glutathione, oxidized and reduced forms h, hour HEPES, N-2-
hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid HPLC, high performance liquid chromatography Ig, immunoglobulin IR, infrared kb, kilobase
kDa, kilodalton im, micron min, minute MPP+, 1-methyl-4-phenylpyridinium MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine NAD+, NADH-
oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine dinucleotide NADP+, NADPH-oxidized and reduced forms of nicotin-amide-adenine
dinucleotide phosphate NAD, NADP may be used when the oxidation state need not be indicated NMDA, N-methyl-D-aspartate NMN,
nicotinamide mononucleotide NMR, nuclear magnetic resonance PCR, polymerase chain reaction Pi, orthophosphate (inorganic) PNS, peripheral
nervous system PPi, pyrophosphate (inorganic) rpm, revolutions per minute RNA, ribonucleic acid RNase, ribonuclease RT, reverse transcription
s, second SEM, standard error of mean SD, standard deviation TLC, thin-layer chromatography Tris, 2-amino-2-hydroxymethylpropane-1,3-diol
UV, ultraviolet
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