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RESUMEN

Los sistemas de liberacion controlada son una prometedora alternativa para el tratamiento de
infecciones intracelulares por su capacidad para modificar el perfil de liberacion de un principio
activo e, incluso, vectorizar su distribucién a nivel celular. En esta investigacion se desarrollaron
dos sistemas de liberacion de doxiciclina utilizando microparticulas y liposomas, elaborados por
secado por aspersion y evaporacion en fase reversa, respectivamente. Las microparticulas fueron
preparadas con dos diferentes relaciones de agentes encapsulantes: una primera relacion gelatina y
sacarosa, en proporcion 70:30 y una segunda, compuesta por gelatina, sacarosa Yy
caroboxitemilcelulosa en proporciones 13,64:85,86:0,50; las cuales se caracterizaron en términos
de humedad, actividad acuosa, propiedades de fluidez, tamafio, potencial , rendimiento, eficiencia
y liberacion in vitro. Se disefiaron dos tipos de liposomas: neutros DMPC y anionicos
DMPC:DMPS en proporcion 1:1, utilizando una concentracion de fosfolipido 6 mg/mL. Se estudid
el efecto de adicion de DMPS en el tamario y carga superficial de liposomas de DMPC, la capacidad
de incorporacion de doxiciclina en los dos sistemas y la internalizacion de los liposomas en células
DH82, evaluada por microscopia confocal. El sistema microparticulado compuesto por
gelatina:sacarosa:caroboxitemilcelulosa presentd mejores caracteristicas en términos de indice de
Carr (23,33%), Relacion Hausner (1,30), morfologia suave y superficie externa lisa, eficiencia de
encapsulacion (57,91%) y menor cantidad de principio activo liberado a pH &cido. En cuanto a los
liposomas, aquellos compuestos por DMPC:DMPS 1:1 mostraron ser mayormente internalizados

de acuerdo con el perfil de intensidad de fluorescencia.
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Los resultados indicaron que las dos formulaciones, microparticulada y liposomal, tienen potencial
de ser implementadas en el tratamiento de enfermedades intracelulares en las que la doxiciclina

tenga una accion terapéutica.

Palabras clave: infecciones intracelulares, doxiciclina, sistemas de liberacion controlada, secado

por aspersion, liposomas, macrofagos, liberacion in vitro.
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ABSTRACT

Drug delivery systems are a promising alternative for intracellular infections treatments due to their
capability to modify drug release profiles and even vectorize in a cellular level. Two drug delivery
systems of doxycycline were developed in this research with microparticles and liposomes, the first
one elaborated by spray drying and the second with reverse-phase evaporation vesicle.
Microparticles were prepared with two different wall material mixtures: gelatin:sucrose 70:30 and
gelatin:sucrose:carboxymethyl cellulose 13.64:85.86:0.50, and were evaluated in terms of
moisture, water activity, flow properties, size, zeta potential, yield, efficiency and in vitro release.
Two different types of liposomes were designed: neutral DMPC and anionic DMPC:DMPS 1:1,
each one with 6 mg/mL of phospholipid. The DMPS addition effect on DMPC liposomes was
studied by its size and surface charge, as well as the doxycycline incorporation capacity on the two
systems and the liposomes internalization in DH82 cells by confocal microscopy. The
microparticulate system, composed by gelatin:sucrose:carboxymethyl cellulose showed better
characteristics in terms of Carr’s Index (23.33%), Hausner Ratio (1.30), soft morphology and
smooth external surface, encapsulation efficiency (57.91%) and lower quantity of active ingredient
released at acid pH. Regarding liposomes, those composed by DMPC:DMPS 1:1 showed to be

mainly uptake according to the data provided by the fluorescence intensity profile.

Results suggested that both formulations, microparticles and liposomes, have potential to be used

in the intracellular diseases treatments in which doxycycline has therapeutical effect.
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Key words: intracellular infections, doxycycline, drug delivery systems, spray drying, liposomes,

macrophages, in vitro release.
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1. INTRODUCCION

Los patogenos intracelulares han sido responsables de un alto nimero de muertes en la historia,
por ejemplo, la lepra (Mycobacterium leprae) y pandemias como la peste negra (Yersinia pestis)
(1). Es tal su impacto que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estim6 que enfermedades
como la tuberculosis (bacteria Mycobacterium tuberculosis), represent6 solo en 2015 un total de

10,4 millones de casos nuevos y la malaria (parasito del género Plasmodium) 212 millones (2,3).

Para protegerse del sistema inmune y de la accidn terapéutica de los agentes antimicrobianos, los
microorganismos han desarrollado mecanismos para invadir, colonizar y sobrevivir en las células
del huésped de forma activa o latente por largos periodos de tiempo (1, 4). De esta manera, es
comun que antibidticos que muestran un efecto sobre microorganismos en ensayos in vitro, pierden
efectividad cuando son utilizados para tratar infecciones en las cuales el mismo patdgeno se aloja

al interior de las células (5).

El tratamiento de infecciones intracelulares se dificulta por factores como: a) penetracion limitada
del farmaco a las células; b) compartimentacion celular inadecuada de los antibidticos; c)
inactivacion intracelular del principio activo, en especial por el pH acido del medio o la unién de
componentes celulares y d) disminucion de la susceptibilidad de los patégenos intracelulares (5).
Para superar estas barreras, se administran altas concentraciones del farmaco que generan efectos
adversos y toxicidad; asimismo, se aumenta la frecuencia de dosificacion, que conduce a la falta

de adherencia del paciente a un régimen de farmaco prescrito, lo que puede conducir a



concentraciones suboptimas del principio activo y la eventual aparicion de resistencias a los

antibioticos (4,6).

Dentro de los farmacos que cuentan con propiedades fisicoquimicas para ser usados en infecciones
intracelulares, se encuentra la doxiciclina, que por su lipofilicidad puede alcanzar niveles de
concentracion terapéutica al interior de las células, caracteristica que le permite ser un tratamiento
de primera linea en infecciones de humanos y otros mamiferos, causadas por Rickettsia spp.,
Chlamydia spp., Ehrlichia spp. y Mycoplasma spp. (7-9). Sin embargo, su uso conlleva al mismo
tipo de problemas de los tratamientos convencionales anteriormente descritos y a la aparicion de
efectos no deseados, ademas de los prolongados tiempos de terapia (10, 11). Por lo anterior, cobra
importancia el desarrollo de investigaciones para establecer estrategias que optimicen su actividad

bioldgica, como los sistemas de liberacion controlada.

Estos mecanismos de liberacion ofrecen ventajas relacionadas con aumentar la absorcion intestinal,
mejorar la biodisponibilidad, reducir las dosis requeridas, liberar el principio activo dentro del
rango terapéutico, disminuir los efectos adversos sistémicos, proteger el farmaco contra la
degradacion y metabolizacion, controlar la liberacion e incluso dirigir su distribucion a nivel celular

(12, 13).

El presente estudio tiene como propésito el desarrollo de dos sistemas de liberacion controlada de
doxiciclina como alternativa al tratamiento de infecciones intracelulares en las que tiene accion
terapéutica. En la primera parte se presenta el proceso de encapsulacion de doxiciclina mediante
secado por aspersion, enfocado hacia la optimizacion de la suspension de alimentacion; asimismo,

se expone la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas y la morfologia de las microparticulas;
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y, por ultimo, se describe la liberacion de la doxiciclina del sistema microparticulado en un ensayo

in vitro.

En la segunda parte se plantea una aproximacion al desarrollo de una formulacion liposomal con
liberacion selectiva hacia macréfagos. Se proponen dos sistemas liposomales, neutro y aniénico, y
se estudia la capacidad de cada uno para incorporar doxiciclina. Finalmente, se evalUa la liberacion

intracelular en una linea celular de macrofagos.



1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los patogenos intracelulares presentan un riesgo para la salud del huésped debido a su capacidad
innata de evadir el aclaramiento. Ademas, su estratégica ubicacion al interior de las células, les
permite usarlas como reservorios y, de esta forma, estos microorganismos establecen focos

infecciosos secundarios, lo que finalmente da lugar a la aparicion de infecciones crénicas (1, 6).

De forma general, la introduccion de los antibioticos en las terapias microbianas, ha contribuido a
la reduccion de la morbilidad y mortalidad mundial humana; no obstante, en el caso puntual de las
infecciones intracelulares, para asegurar que el antibiotico se concentre lo suficiente en el sitio de
residencia microbiana y mantenga su actividad en el medio intracelular, es necesario administrar
altas concentraciones del farmaco durante prolongados tiempos de terapia, lo que finalmente se

refleja en la aparicion de efectos no deseados (4, 6).

El descubrimiento de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana es una alternativa para
atender este problema, sin embargo, hay varios desafios que complican la implementacién de esta
solucion, lo que lleva a buscar otras estrategias que optimicen la accion de los antibidticos

existentes, como por ejemplo los sistemas de liberacion controlada (1).

Uno de los antibidticos que son especialmente susceptibles de incorporarse en un sistema de
liberacion controlada es la doxiciclina, una tetraciclina empleada por su alta lipofilicidad en el
tratamiento de diversas infecciones intracelulares (7—9), pero que su uso continuo genera varios de

los efectos secundarios anteriormente descritos (10).



Para lograr tratamientos eficaces y seguros, se han desarrollado diversos sistemas de liberacion
controlada de doxiciclina, pero muy pocos enfocados en tratar infecciones intracelulares (14-24);
con excepcion de una investigacion de Franklin y colaboradores (2015) que se basé en el desarrollo

de un prototipo liposomal para el tratamiento de la bacteria Mycobacterium smegmatis (11).

Por todo lo anterior, esta investigacion se propuso desarrollar dos prototipos de formulacion para
la liberacion controlada de doxiciclina a partir de microparticulas y liposomas, utilizando
materiales biodegradables, para mejorar la efectividad de la terapia y reducir su toxicidad. Estos
prototipos fueron caracterizados para revisar que sus propiedades fisicoquimicas les permitieran

tratar infecciones intracelulares en las que la doxiciclina tiene una accion terapéutica.

Ahora bien, en el caso de las microparticulas, el desarrollo del sistema buscé un cambio en la
liberacion del farmaco, para aumentar su biodisponibilidad, a través de una via de administracién
oral. En cuanto a los liposomas, se disefidé un transporte dirigido hacia la célula diana a través de

una administracion parenteral.



1.2. JUSTIFICACION

Los tratamientos enfocados a atacar infecciones intracelulares tienen como principal reto
internalizar el principio activo a la célula diana y lograr que la concentracion alcanzada actule sobre
el microorganismo alli alojado. Sin embargo, este tipo de tratamientos convencionales presenta un

inconveniente: la poca afinidad que tiene el medicamento para alcanzar las células infectadas (4).

En el caso de infecciones intracelulares tratadas con doxiciclina, al tener alta lipofilia, el farmaco
ingresa con facilidad a las células. Pero para garantizar que llegue la concentracion adecuada a la
célula diana, se dan altas concentraciones del medicamento, razén por la cual se presentan efectos

no deseados (25).

Entre las estrategias encaminadas a mejorar la efectividad de la terapia de las infecciones
intracelulares, se encuentran los sistemas orales de liberacion controlada, los cuales ademés de
presentar las ventajas que ofrece la via de administracion oral como mayor aceptabilidad y
cumplimiento por parte del paciente, también ejercen un cambio en la liberacién del farmaco que

se refleja en un aumento de su biodisponibilidad (12).

Por otro lado, el progreso en nanomedicina condujo al descubrimiento de nanovehiculos capaces
de incorporar y transportar el farmaco desde el sito de la administracion hasta el sitio de la

infeccion, como es el caso de los liposomas (1).

Hasta el momento, han sido desarrollados diferentes sistemas de liberacion que incorporan

doxiciclina para el tratamiento de infecciones intracelulares como: microesferas, matrices
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poliméricas y geles in situ (15, 16, 18). Sin embargo, solo unos pocos emplean la técnica de secado
por aspersion, pero su liberacion es local y algunos de estos emplean polimeros sintéticos no
biodegradables (22-24, 26). Y aquellos que usaron liposomas, fueron encaminados hacia otro tipo

de enfermedades o su liberacion fue pulmonar (11, 19).

Hay estudios que se aproximan a las formulaciones que se proponen en este trabajo. En el caso de
microparticulas, el trabajo de Shukla y colaboradores, involucro la encapsulacion de doxiciclina
con quitosano por secado por aspersion, seguido de un entrecruzamiento con alginato y fue
disefiado como sistema de liberacién controlada para administracion oral (21). En cuanto a los
liposomas, dos trabajos presentan relacion, pero no cuentan con estudios bioldgicos que
demuestren su direccionamiento (27, 28). Estos desarrollos son una evidencia mas de la
importancia de optimizar o dirigir un principio activo para el tratamiento de infecciones de dificil

acceso

Todo lo anterior, soporta la viabilidad de desarrollar prototipos de formulacién con sistemas nano
y micro particulados que permitan modificar el perfil farmacocinético, la biodistribucion y la
selectividad de la doxiciclina como alternativa para al tratamiento de infecciones intracelulares en
las que este farmaco tenga accion terapéutica y, que ademas puedan sentar las bases para el disefio

de otros tratamientos intracelulares.



2. OBJETIVOS

Objetivo general
Desarrollar un sistema de liberacion controlada de doxiciclina a partir de dos prototipos de

encapsulacion.

Objetivos especificos
- Disefiar una formulacién microparticulada de doxiciclina por secado por aspersién con

aplicacion farmacéutica.

- Desarrollar un sistema nanoparticulado de doxiciclina a partir de liposomas para la

liberacion intracelular.



3. ENCAPSULACION DE DOXICICLINA POR SECADO POR ASPERSION CON

APLICACION FARMACEUTICA

3.1. MARCO CONCEPTUAL

3.1.1. Sistemas de liberacién controlada para uso oral

La via oral es atractiva para la administracion de medicamentos porque presenta ventajas como
aceptabilidad del paciente, comodidad, autoadministracion, flexibilidad en el régimen de
dosificacion, condiciones de produccion menos estrictas y costos mas bajos (12, 29). Sin embargo,
muchos farmacos presentan una baja biodisponibilidad cuando son administrados por esta via, ya
gue no cuentan con adecuadas propiedades fisicoquimicas (solubilidad y estabilidad) vy

biofarmacéuticas (permeabilidad) (29).

La doxiciclina no exhibe este tipo de problemas, por el contrario, en la forma hiclato cominmente
usada en produccién farmacéutica, tiene una solubilidad en agua de 50 mg/mL y ademas posee una
mayor liposolubilidad que otras tetraciclinas (16, 30); sin embargo, cuando es administrada por via
oral produce irritacion de la mucosa gastrica e induce a esofagitis debido al pH acido que causa

cuando se disuelve (31).

Una estrategia para mejorar la eficacia y seguridad de este farmaco, es el disefio de sistemas de

liberacion que maximicen la efectividad de la terapia farmacoldgica al mismo tiempo que



minimicen los efectos adversos (32). Algunos de los sistemas de liberacion que se han desarrollado

son: micelas, liposomas, ciclodextrinas, microparticulas e hidrogeles, entre otros (33).

En cuanto a las microparticulas, puede afirmarse que son Utiles para proteger el agente de factores
externos y brindar estabilidad. Dentro de los numerosos métodos de microencapsulacion, la técnica
de secado por aspersion ha mostrado ventajas y ha sido de gran utilidad en la industria farmacéutica

(34).

3.1.2.  Microencapsulacion por secado por aspersion

El proceso de secado por aspersion ha sido ampliamente usado en la industria quimica y de
alimentos. Sin embargo, se ha expandido a otras industrias como cosméticos, textiles y
farmacéutica. Esta técnica de secado lleva varios afios en uso; de hecho la primera patente que
incluyd este proceso tiene mas de 140 afios y desde entonces ha experimentado un constante

desarrollo y evolucion (35, 36).

En un primer momento, el secado por aspersion fue empleado en el campo farmacéutico para la
obtencion de extractos secos de plantas. También se ha utilizado con otros fines: 1) mejorar las
propiedades de compresion de los polvos para producir materias primas con una buena plasticidad
durante el proceso de tableteo directo; 2) aumentar la solubilidad acuosa del principio activo; 3)
producir particulas con una liberacion modificada o retardada y 4) desarrollar particulas de

adecuadas propiedades aerodinamicas para su uso como polvo de inhalacion (37).

La microencapsulacion es definida como un proceso en el cual pequefias particulas o gotas de

liquido son rodeadas por un recubrimiento; la matriz que recubre es conocida como pared y el

10



material interno es denominado ndcleo, el cual puede estar formado por uno o varios componentes

(38).

En el método de secado por aspersion un producto liquido es atomizado en una corriente de gas
caliente (generalmente aire) para obtener un polvo (38). Los pasos que involucra este proceso son:
1) preparacion del liquido de alimentacion (solucidn, suspension o emulsion), el cual es bombeado
al interior de la cAmara de secado por medio de una boquilla o un disco rotatorio; 2) atomizacién
del liquido al entrar por la boquilla y las gotas formadas entran en contacto con el gas caliente
donde tiene lugar la transferencia de masa y calor entre el liquido y el aire seco; y 3) separacion
del material seco de la camara de secado por medio de un ciclon y, por Gltimo, el polvo es atrapado

en un colector (35).

El producto so6lido obtenido, luego del proceso, tiene la ventaja de presentar una mayor estabilidad
fisica y quimica comparada con formulaciones liquidas. Adicionalmente, puede ser usado como

precursor de otras formas farmacéuticas como capsulas o tabletas (34).

Con el proposito de lograr un proceso de encapsulacion eficiente, es necesario controlar aspectos
como las condiciones de operacion y la seleccion de los agentes encapsulantes. Varios estudios se
han enfocado en determinar como las variables del proceso (temperatura de entrada, flujo de
alimentacion, flujo del aire entre otros) pueden afectar las propiedades fisicoquimicas de las
microparticulas (39-42). Asimismo, se ha investigado mezclas de materiales de pared y su efecto

en el producto final (43-45).
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3.1.2.1. Condiciones operativas. Las condiciones de funcionamiento sobre las que el operador
tiene influencia directa son: 1) temperatura de alimentacion; 2) temperatura de entrada del
aire de secado; 3) velocidad de flujo del aire de secado; 4) flujo de alimentacion; 5) presién

de aire de atomizacion; 6) porcentaje de aspiracion y 7) tipo de gas (34, 36).

En cuanto al efecto de estos parametros, se encuentra que la temperatura de alimentacion
modifica la viscosidad del liquido, su fluidez y capacidad de ser atomizado
homogéneamente. Cuando se incrementa, disminuye la viscosidad y el tamafio de particula,
pero se debe tener cuidado con los materiales termolabiles. De otro lado, la velocidad de
alimentacion del liquido se debe ajustar de forma tal que se asegure un nivel de secado

deseado de la gota (38).

Por su parte, la temperatura de entrada influye en la cantidad de solvente que puede ser
removido por unidad de tiempo. Esta es proporcional a la velocidad de secado de la

microparticula y el contenido final de agua (36, 38).

La Tabla 1 muestra la relacién entre las condiciones ajustables por el operador y los
parametros que se ven directamente afectados por estas (temperatura de salida, tamafio de
particula, humedad del polvo y rendimiento). Sin embargo, la informacion de la tabla no
puede tomarse como una lista de instrucciones para secar, ya que la heterogeneidad del
comportamiento de las sustancias esta sujeto al proceso de secado y muchas veces se debe

optar por la regla ensayo-error (36).
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Tabla 1. Interrelaciones mutuas entre parametros de secado por aspersion

Temperatura Tamarnio de Humedad final

FEIEITEITTE de salida particula de producto REMENT e
Velocidad del 1| baja presion 11 mejor
flujo de aire . T.T menor — parcial de vapor  separacion en
pérdida de calor L
@) de agua ciclén
| mayor
11 mayor humedad
1 mayor energia | mayor conduce a la
Humedad del . presion parcial i
aire (1) contenida en la — del aire de adherencia del
humedad producto a las
secado
paredes de la
camara
. 1] menor 1 un producto
(};eg;zgz;u(rg TrTOT gerl;glr? ;ll — humedad seco previene la
prop relativa del aire adherencia
11 mayor
) 1| mayor T cantidad de
.FIUJO d(_a, cantidad de 1 més liquido agua que 1| depende de
alimentacion para ser o
solvente para : conduce a una la aplicacion
@) dispersado .
evaporar mayor presion
parcial
. 11 mayor . .
C doengéenézzc(la?]n 11 menor cantidad de | menor f p?;tnlgl;la;g;as
liaui cantidad de solidos cantidad de granc
iquido de . . faciles de
i i agua para disponibles para  agua, menor
alimentacion i . : separar en el
RS evaporar la formacion de  presion parcial ciclon

la particula

Tomado de Ref. (36).

Otra variable que es importante mencionar y que no hace parte de las condiciones de

funcionamiento, es el liquido de alimentacion y sus propiedades. El liquido inicial que

alimenta al secador puede ser una solucion, suspension o emulsién y su preparacion va a
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depender de la solubilidad del activo a encapsular y las propiedades de los materiales de

pared (34).

Dentro de los factores importantes para lograr suspensiones de alimentacion homogeéneas o
emulsiones uniformes se encuentran: el proceso para agregar de forma adecuada los
aditivos para no formar espuma, el uso correcto de agitadores y la velocidad de los rotores

0 el empleo de homogeneizadores de alta presion (46).

3.1.2.2. Agentes encapsulantes. En la actualidad existe un gran nimero de compuestos que son
utilizados como agentes encapsulantes para ser utilizados en secado por aspersion. Hay
dos grandes tipos de agentes que generalmente se clasifican segun su origen: los naturales

y los sintéticos (47). A continuacidn, se relacionan algunos de ellos (Tabla 2):
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Tabla 2. Agentes encapsulantes naturales y sintéticos

Nombre Tipo Ventajas Desventajas Ref.
- Buenas propiedades emulsificantes, solubilidad en agua
(> 40 °C).
. -Formacién de pelicula. Durante secado produce una red -Agente viscosante, se limita su
Gelatina densa alrededor del nucleo. concentracion de uso. (38, 48)
-Proteccion contra transferencia de oxigeno y posible
deterioro.
-Actta como plastificante y aumenta la fuerza de adhesiéon -No forma pared o piel densa
entre el material de pared y el nicleo. durante el secado. (38, 48
Sacarosa -Material secundario o de relleno, que a altas -Propiedades de cristalizacion 4’9) ’
concentraciones exhibe bajas viscosidades. que en secado puede obstruir la
-Alta solubilidad en agua. boquilla.
Natural - —~ -
-Forma piel q§nsa durante _secado._Prot(_eccm_n del nucleo. _Baja capacidad emulsificante y
Maltodextrina -Alta solu_bllldad y exhibe baja viscosidad a altas estabilidad en emulsiones. (38)
concentraciones.
- forma solccion coloalcara Y oAla viscosidad. Solucion a 19
Carboximetilcelulosa _Agente emulsificante (concentracion 0,25-1%). gr;/v) viscosidad entre 5 a 2000 (50, 51)
-Proteccion pH &cido. '
-Excelentes propiedades emulsificantes por su contenido -Alto costo y suministro limitado.
Goma acacia (goma de proteina (1-2%). -Actla como membrana (38, 52)
arabiga) -Alta solubilidad y baja viscosidad en sistemas acuosos. ~ semipermeable. Afecta vida util ’
-Estable en amplio rango de pH. por permeabilidad de oxigeno.
-Solubilidad depende del pH (varia por tipo de
Polimeros de acido metacrilato). -Baja solubilidad en agua. (51, 53,
metacrilico -Formador de pared y exhibe una baja permeabilidad. -No es biodegradable. 54)
Sintético -Inerte y no es téxico.
) -Biodegradable.
Acido Poli (Lactico- -En agua se degrada por hidrdlisis y se emplea para Baja solubilidad en agua. (55)

co-Glicolico) (PLGA)

liberacion sostenida de farmacos.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Reactivos

Se empled doxiciclina hiclato comercial con 97,4% de pureza (Arshine Pharmaceutical Co., Ltd,
Changsha, Hunan, China) y estandar de doxiciclina hiclato con pureza de 98,7% (Dr. Ehrenstorfer
GmbH, Augsburgo, Alemania). Los agentes encapsulantes utilizados fueron sacarosa comercial
(Incauca SAS, Colombia), gelatina (Merck, Alemania) y carboximetilcelulosa de sodio 3000 cP

(Bell Chem Internacional SA, Colombia).

Los compuestos quimicos usados para la caracterizacion fueron agua ultrapura con resistividad de
18,2 MQ.cm (Purelab Ultra ELGA, Alemania), etanol y &cido acético glacial grado analitico v,

acetonitrilo y metanol grado HPLC (Merck, Alemania).

3.2.2.  Obtencidn de la suspensién de alimentacion

3.2.2.1. Optimizacion. La optimizacion de la suspensién de alimentacion se realizé por la
evaluacion de 12 tratamientos establecidos por un disefio central compuesto (DCC),
empleado para evaluar el efecto del porcentaje de solidos y la velocidad de

homogeneizacidn sobre la suspension.

Las formulaciones fueron preparadas con los agentes encapsulantes gelatina y sacarosa en

una relacion 3:7 de acuerdo con estudios previos (56).
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Cada mezcla de los agentes encapsulantes consistié en 150 g totales con un porcentaje de sélidos

solidos entre el 20% y 40% Y la cantidad de doxiciclina se fijé en un 10% del porcentaje de solidos

(

Tabla 3).

Tabla 3. Proporcion de los componentes de la suspension de alimentacion (agentes

encapsulantes, doxiciclina y agua) en los tratamientos del DCC

Variables del proceso ORI
. encapsulantes Doxiciclina Agua
Tratamiento Solidos  Velocidad de . destilada
totales homogeneizacion Gelatina  Sacarosa @ (0)
(%) (rpm) 9 (9)
1 30 2000 12,15 28,35 4,50 105,00
2 30 4000 12,15 28,35 4,50 105,00
3 40 4000 16,20 37,80 6,00 90,00
4 30 6000 12,15 28,35 4,50 105,00
5 20 4000 8,10 18,90 3,00 120,00
6 30 4000 12,15 28,35 4,50 105,00
7 20 2000 8,10 18,90 3,00 120,00
8 40 6000 16,20 37,80 6,00 90,00
9 40 2000 16,20 37,80 6,00 90,00
10 30 4000 12,15 28,35 4,50 105,00
11 30 4000 12,15 28,35 4,50 105,00
12 20 6000 8,10 18,90 3,00 120,00

La cantidad total de los componentes en la mezcla (gelatina, sacarosa, doxiciclina y agua) es 150 g. La
diferencia en las proporciones se debe al porcentaje de sélidos totales: para 20% es 30 g, para 30% es 45 gy
para 40% es 60 g de sélidos.

Los componentes de la formulacién fueron disueltos separadamente en agua destilada a 60
°C con agitacion magnética en plancha de calentamiento. Cada uno fue preparado utilizando

diferentes proporciones de agua. Para doxiciclina se empled el 11% del agua de la
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formulacién y para los agentes encapsulantes se usé agua en una relacion gelatina:sacarosa

81:19.

Luego, la solucion de sacarosa y doxiciclina fue homogeneizada en un Ultraturrax (Modelo
T50 Basic, IKA, Brasil) a la velocidad designada para cada tratamiento (2000 rpm, 4000

rpm o 6000 rpm) durante 1 min (

Tabla 3). Posteriormente, sobre esta preparacion se adiciond la solucion de gelatina y se
homogeneiz6 nuevamente en 10 ciclos, cada uno con una duracion de 1 min de agitaciéon y

otro minuto de pausa.

Finalmente, los grados Brix de cada mezcla fueron cuantificados por medio de un

refractometro digital (HI96801, Hanna Instruments, Espafia).

3.2.2.2. Incorporacion de CMC. Se prepararon 14 formulaciones mezclando
carboximetilcelulosa de sodio (CMC), gelatina y sacarosa en agua destilada en rango de
0,1% a 0,5%; 9,5% a 34,9% y 65% a 90%, respectivamente. EI nimero de mezclas y la
combinacion de los componentes fue determinado por el disefio de mezclas D-optimal

utilizado para incorporar CMC a la formulacién (Tabla 4).

El porcentaje de solidos en la suspension de alimentacion se estableciéo en 33% vy el
contenido de doxiciclina en la suspension para 150 g totales fue de 4,95 g (10% de los

solidos totales), valor fijado en todos los tratamientos del disefio.
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Cada componente fue solubilizado independientemente en agua destilada bajo agitacion
magnética a 60 °C. La proporcion de agua empleada para solubilizar los agentes

encapsulantes fue gelatina:sacarosa:carboximetilcelulosa 53:21:26.

La solucion de doxiciclina y sacarosa fueron mezcladas y homogeneizadas en Ultraturrax
a 6000 rpm por 1 min. Sobre esta ultima se adicion6 la mezcla de CMC y gelatina,
previamente hidratada y se homogeneiz6 en 10 ciclos, cada uno a 6000 rpm por un minuto,

con pausas entre ciclos de 1 min. A la suspensién obtenida se le midio los grados Brix.

Tabla 4. Porcentaje de los agentes encapsulantes en los tratamientos del disefio D-optimal

Tratamiento Gelatina Sacarosa CMC
(%) (%) (%)
1 9,77 90,00 023
g 26,57 73,33 0,10
3 34,50 65,00 0,50
4 22,10 77,50 0.40
. 9,77 90,00 0.23
6 34,70 65,00 0,30
! 34,70 65,00 0,30
8 18,23 81,67 0.10
9 26,17 73,33 050
10 9,50 90,00 050
11 17,83 81,67 0,50
12 15,95 83,75 0,30
13 22,10 77,50 0,40
14 28,55 71,25 0.20
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3.2.3. Caracterizacion de la suspension de alimentacion
La suspension se caracterizd en cuanto a viscosidad, tamafio de particula y potencial {. Para la
viscosidad de las suspensiones se uso un reometro VISCO BASIC Plus L (V60003, Fungilab,

Espafia) a 50 °C, con huso L2 y velocidad de corte de 100 rpm.

El tamafo y el potencial { de las suspensiones se determind utilizando un equipo zeta/nano
NanoPlus-3 (Micromeritics Instrument Corp, Norcross, GA, USA). Previo a las mediciones, se

calibré el equipo con perlas de latex (Otsuka Electronics Co., Ltd, Japon).

El tamafio se midio con la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés) que
tiene en cuenta la variacion de la intensidad de dispersion en el tiempo y estas fluctuaciones son

analizadas utilizando una funcion de autocorrelacion (ACF por sus siglas en inglés) (57).

Las medidas de potencial ¢ se evaluaron con la técnica de dispersion de luz electroforética (ELS
por sus siglas en inglés) que mide la movilidad electroforética de las particulas y es convertida a

potencial { por la ecuacion de Smoluchowski incorporada en el software del Nanoplus-3.

Para efectuar la medicidon, se tomo una alicuota de 100 pL de la muestra y se llevo a 10 mL con
agua ultrapura (Milli Q, 18,2 MQ.cm), se agito en vortex (Fisher Scientific, Estados Unidos) a
3000 rpm por 1 min y por ultimo se procedio a realizar la lectura en el equipo, cambiando el tipo

de celda segun la caracteristica a evaluarse (58).
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3.2.4. Secado por aspersion

Las suspensiones optimas de cada disefio (DCC y D-optimal) preparadas por triplicado, fueron
alimentadas a un equipo de secado por aspersion Mini B-290 (Buchi, Suiza). La temperatura de
entrada fue 150 °C £ 5 °C y la temperatura de salida 80 °C + 5 °C; la velocidad de alimentacion y
el porcentaje de aspiracion fueron 4 mL/min y 85% respectivamente. Durante el proceso de secado,
la mezcla se mantuvo bajo agitacion magnética constante a 50 °C.

Las microparticulas obtenidas fueron colectadas en un empaque de polietileno autosellable y

almacenadas en un cuarto con humedad y temperatura controlada a 45% y 20 °C.

3.2.5. Caracterizacion microparticulas

3.2.5.1. Contenido de humedad. El contenido de humedad de las microparticulas fue
determinado gravimétricamente por el método de secado en estufa. 1 g de muestra se
sometio a calentamiento en estufa de secado por conveccion natural (Memmert UN55,
Schwabach, Alemania) a 105 °C y se peso en balanza analitica Adventurer™ (Ohaus,
China) hasta alcanzar peso constante. Cada muestra se evalué por triplicado y se registro

un promedio de tres mediciones de pérdida de peso.

3.2.5.2. Actividad de agua (aw). La actividad acuosa de las microparticulas se determiné en un
higrometro de punto de rocio (Aqualab, Decagon Devices, Series 3 TE, USA).
Aproximadamente 1 g de cada muestra fue analizado por triplicado y el valor de aw se

reporté como la media de los resultados obtenidos.
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3.2.5.3.

3.25.4.

3.2.5.5.

Tamarnio de particula y potencial {. EI tamafio y el potencial  de las microparticulas se
determinaron por el método descrito en la seccion 3.2.3. Para todas las muestras se hallo
el tamafio promedio (n=3) en um, con una serie de 30 mediciones por lectura y el potencial

¢ fue evaluado por triplicado.

La preparacion de la muestra para los dos analisis consistio en la dispersion de
aproximadamente 10 mg de polvo microparticulado en agua ultrapura (MilliQ, 18,2
MQ.cm), luego se agitd en vortex a 3000 rpm por 30 segundos y, finalmente, se procedié a

realizar la lectura en el equipo.

Humectabilidad. La humectabilidad del polvo microparticulado se llevd a cabo segun el
método reportado por Westergaard (59). 1 g + 0,1 g de polvo fueron vertidos sobre la
superficie de 100 mL de agua destilada contenidos en un beaker de 250 mL. El tiempo

necesario para la humectacion total del polvo fue registrado.

Solubilidad. La solubilidad fue determinada segtn el método reportado por Cano-Chauca
y colaboradores (60). 1 g + 0,0001 g de polvo de las microparticulas y 50 mL de agua
destilada fueron adicionados en un tubo Falcon (W), luego se homogeneiz6 en vortex a
3000 rpm durante 5 min y se centrifugé a 5000 rpm por 20 min (Centrifuga Z326K,
HERMLE Labotechnik, Alemania). Una alicuota de 25 mL del sobrenadante se transfirid
a una caja de Petri previamente pesada (W-) para ser calentada en una estufa convectiva
a 105 °C por 5 h y el peso final fue registrado como (W5s). El porcentaje de solubilidad se

calculo segun la
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3.2.5.6. Ecuacion 1.

Ecuacion 1

. W; — W,
%Solubilidad = W

1

x100

3.2.5.7. Angulo de reposo. El angulo de reposo se llevo a cabo siguiendo la norma internacional
ASTM C 1444-00 con algunas modificaciones. Un embudo con capacidad de 500 g fue
ubicado sobre una base metalica a 6 cm, en el cual se agrego el producto a una velocidad
similar de vaciado. Una vez el polvo se acumuld en la abertura del embudo, ceso el flujo
y se midio el diametro (D) y la altura del cono (h) para calcular el &ngulo de reposo (a),

segun Ecuacion 2. Este procedimiento se realiz6 por triplicado para cada formulacion.

Ecuacion 2

a = tan™! (DL/Z)

3.2.5.8. Densidad aparente (aireada) y compactada. La densidad aparente y compactada se
llevd a cabo segun el método 111 de la USP 38 NF33 <616> con algunas modificaciones
(61). El polvo fue cargado hasta llenar un embudo con una capacidad de 500 g. Luego fue
sometido a vibracion manual hasta dejar caer libremente la muestra en una taza de sujecion
de 100 mL. El polvo fue nivelado suavemente con una espatula y se registré su peso
restando la masa previamente determinada del recipiente. La densidad aireada (paireada) S€

determind por el cociente entre el peso y volumen (g/mL). El contenedor del polvo
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microparticulado se golpe0 varias veces, levantandolo y dejandolo caer por su propio peso
y se afiadié mas muestra para ajustar nuevamente el nivel de la taza. Después, el peso se

midié de nuevo y se calculd la densidad compactada (pcompactada).-

A partir de los dos parametros calculados se determiné la fluidez en términos del indice

Carr (IC) (Ecuacion 3) y de la Relacion Hausner (RH) (Ecuacion 4).

Ecuacion 3

IC =100 x <1—M>

pcompactada

Ecuacion 4

RH = ([%ompactada)

Paireada

3.2.5.9. Rendimiento de encapsulacion. El rendimiento de encapsulacion fue calculado como la
relacion entre la masa de microparticulas obtenidas al final del proceso de secado y la

masa de solidos secos totales en la suspension de alimentacion (Ecuacion 5).

Ecuacion 5

.. .y Masa microparticulas obtenidas en el secado
Rendimiento de encapsulacion (%) = £

100

Masa sélidos secos totales en suspension de alimentacion

3.2.5.10.Andlisis de microparticulas por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). La
estructura externa de las microparticulas obtenidas fue analizada mediante Microscopia

Electronica de Barrido (SEM). Las muestras fueron previamente fijadas en cinta de grafito
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y recubiertas con plata usando un equipo de vacio Denton Vacuum (Desk IV, Estados
Unidos) y posteriormente analizadas en un microscopio electrénico de barrido (Jeol,
modelo JSM-6490 LV, Japdn) con detector de electrones secundario, operado a 20 kV de

corriente eléctrica y a 25 Pa de vacio.

3.2.6. Eficiencia de encapsulacion y liberacion in vitro

3.2.6.1. Cuantificacion doxiciclina por HPLC. Se implementd una metodologia cromatogréfica
para la cuantificacion de doxiciclina. Para esto, se emple6 un cromatdgrafo liquido de alta
eficiencia HPLC UltiMate™ 3000 (Dionex, Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, Estados
Unidos) acoplado a un detector de arreglo de diodos DAD-3000RS. Los datos
cromatograficos fueron registrados y analizados con el software Chromeleon version 7,2.

Se us6 una columna Acclaim™ 120 Cis (4,6 mm x 150 mm, 5 pum).

Las condiciones cromatograficas se basaron en el procedimiento descrito por Ruz vy
colaboradores con algunas modificaciones (62). La fase movil empleada fue solucion
acuosa de acido acético al 5% (A), metanol (B) y acetonitrilo (C). La temperatura de la
columna se mantuvo a 25 °C y el volumen de inyeccion se establecié en 10 pL. El flujo de
la fase mavil fue de 1 mL/min y para la elucion se us6 un programa de gradiente: 0-7 min:
55% A 20% B 25% C; 7-9 min: disminucion lineal a 50% A 20% B 30% C; 9-11 min:

incremento lineal a 55% A 20% B 25% C.
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El analisis se realizé a una longitud de onda de 342 nm y la cuantificacion de doxiciclina
por curva de calibracién con estandar externo, en un rango de concentracion entre 5 ppm -

100 ppm (coeficiente de determinacion (R?) mayor a 0,99 y residuales por debajo del 20%).

3.2.6.2. Eficiencia de encapsulacion. La eficiencia de encapsulacion fue calculada como la
relacion entre la masa de doxiciclina en las microparticulas y la masa tedrica encapsulada
(cantidad inicial adicionada a suspensién) (Ecuacién 6). Para determinar el contenido de
doxiciclina en las microparticulas, se pesaron 25 mg del producto microencapsulado en
microtubo de 2 mL. Primero se elimind la doxiciclina libre por la adicion de 500 uL de
etanol previamente enfriado a 8 °C, se sometid a agitacion mecanica a 3000 rpm por 1
min en vortex, se procedié a centrifugar a 8000 rpm por 3 min (Mikro 120, Hettich,
Alemania) y se elimino el sobrenadante. Posterior al lavado, el precipitado se disolvié en
1 mL de la mezcla compuesta por solucién de &cido acético 5%:metanol:acetonitrilo
55:20:25 (en una relacion en porcentaje). Luego, la solucion se agit6 en vortex a 3000 rpm
por 5 min y se sonico durante 30 min a 59 kHz, 99% de potencia y 25 °C en ultrasonido
(serie DTY, Scientz, Ningbo, China). Finalmente, la doxiciclina en la solucion fue

cuantificada por HPLC-DAD, método descrito en la seccion anterior.

Ecuacion 6

L y Masa doxiciclina en microparticulas
Eficiencia de encapsulacion (%) = — x 100
Masa tedrica encapsulada

3.2.6.3. Eficiencia de encapsulacion total. La eficiencia de encapsulacion total fue calculada

como la relacién entre la masa de doxiciclina en el producto final y la masa tedrica (
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3.2.6.4. Ecuacion 7). Para la cuantificacion de doxiciclina en el producto final, se pesaron 25 mg
del polvo microparticulado y se disolvié en 1500 L de la mezcla compuesta por solucién
de &cido acético 5%:metanol:acetonitrilo 55:20:25 (en una relacion en porcentaje v/v).
Posteriormente, la solucion se agito en vortex a 3000 rpm por 5 min y se sonico durante
30 min a 59 kHz, 99% de potencia y 25 °C. Por ultimo, el contenido final de doxiciclina
en la solucién obtenida fue analizado por HPLC-DAD, segun método descrito en apartado

3.2.6.1.

Ecuacion 7

o » Masa doxiciclina en producto final
Eficiencia de encapsulacion (%) = — x 100
Masa teérica encapsulada

3.2.6.5. Estudio de liberacién in vitro. La evaluacion de la liberacion de doxiciclina encapsulada
en el sistema microparticulado, se realiz6 por un estudio in vitro con el método sample-

and-separate bajo las condiciones descritas por Shen y colaboradores (63).

El andlisis se hizo a condiciones de pH acido y bésico, para lo cual se utiliz6 una solucién
de HCI 0,1 N apH 1,2 y solucién de buffer fosfato 10 mM pH a 6,8. Estas soluciones fueron

preparadas segun la USP (61).

Para el ensayo, 9 mg de doxiciclina sin excipientes (libre) y la cantidad de microparticulas
equivalente a 9 mg de doxiciclina, fueron dispersados en 20 mL de la solucion
amortiguadora respectiva (segun pH de estudio) previamente calentada a 37 °C en

Erlenmeyer de 50 mL. La dispersion se incubé en un shaker (MAXQ 4000,

27



ThermoScientific, Estados Unidos) a 37 °C y 50 rpm. A intervalos de tiempo determinados
se tom6 1 mL de muestra y se centrifugdé a 14000 rpm por 5 min. El sobrenadante fue
separado en un microtubo de 2 mL para su posterior analisis por HPLC-DAD (seccién
3.2.6.1) y el botdn fue resuspendido con nueva solucion y transferido nuevamente al

Erlenmeyer.

Por ultimo, se calculd la concentracion de doxiciclina acumulada en el tiempo y los datos

de liberacion fueron analizados usando un modelo cinético de primer orden.

3.2.7. Disefio experimental

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software Graph Prad Prism 6.01 (GraphPad InStat
software, CA, Estados Unidos). Las diferencias significativas de cada propiedad fisicoguimica de
las microparticulas, descritas en la seccidn 3.2.5., obtenidas a partir de dos diferentes suspensiones
de alimentacion, fueron determinadas usando la prueba t de Student. Adicionalmente, para el
estudio del perfil de liberacion, se realizd un andlisis de varianza ANOVA de dos factores
(multifactorial) para estudiar simultaneamente los efectos de dos fuentes de variacion (tiempo y
tipo de formulacion), seguido del pos-test Bonferroni. Los datos se consideraron significativos para

un valor p < 0,05.

3.2.7.1. Optimizacion suspension de alimentacidén. La metodologia de superficie de respuesta
fue usada para determinar la influencia de dos variables independientes que afectan la

preparacion de la suspension de alimentacion. La matriz del disefio de experimentos, el
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analisis de datos y el proceso de optimizacion fueron realizados con el paquete estadistico

Statgraphics Centurion XV (Statpoint Techonologies, Inc., Estados Unidos).

El disefio experimental implementado fue un disefio central compuesto (DCC) con dos
factores, cada uno con dos niveles. Las dos variables independientes estudiadas fueron el
porcentaje de solidos totales (%) (X1) y la velocidad de homogeneizacion (rpm) (X2). El
nivel minimo y maximo de las variables fueron 20% y 40%, 2000 rpm y 6000 rpm,
respectivamente. El disefio de experimentos consistié en 12 tratamientos con cuatro réplicas
al centro, el cual fue realizado de forma aleatorizada (Tabla 5jError! No se encuentra el

origen de la referencia.).

Tabla 5. Disefio de experimentos para optimizar la suspension de alimentacion

Variable codificada Variables del proceso
. 1 Velocidad de
Tratamiento X1 X2 Sl llos ol e homogeneizacion
(%)
(rpm)
1 0 -1 30 2000
2(c) 0 0 30 4000
3 +1 0 40 4000
4 0 +1 30 6000
5 -1 0 20 4000
6 (c) 0 0 30 4000
7 -1 -1 20 2000
8 +1 +1 40 6000
9 +1 -1 40 2000
10 (c) 0 0 30 4000
11 (c) 0 0 30 4000
12 -1 +1 20 6000

(c) punto central. ElI porcentaje de sélidos totales esta basado en la cantidad de sélidos (agentes
encapsulantes y doxiciclina) que se adicionan a la suspension de alimentacion en una relacion de masa.
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Las variables de respuesta evaluadas fueron la viscosidad, el tamafio de particula y el
potencial {. La ecuacion general del modelo de regresion para cada una de las variables

respuesta es dada por la Ecuacién 8 (64).

Ecuacion 8
2 2
Y = Bo + B1Xy + B2Xy + B1aXy " + B22Xo” + 12X Xy + €
Donde Y es la variable respuesta; Bo es la constante de regresion; Bi, Bii y P1j corresponden
al coeficiente lineal, cuadratico y de interaccion respectivamente; ¢ representa los residuos

y X1y Xzson las variables independientes.

Para determinar si el modelo se ajusta y describe la variable dependiente, se utiliz6 la prueba
de andlisis de varianza (ANOVA) con una distribucion de Fisher (F-test). Los coeficientes
no significativos (p > 0,05) fueron eliminados del modelo de regresion y la eficiencia de
este fue estudiada segun el valor-P de la ecuacion de regresion y el valor del coeficiente de

determinacion (R?).

Las condiciones 6ptimas de preparacion de la suspension de alimentacion se determinaron
por el analisis de resultados de las variables dependientes, que fueron estadisticamente
afectadas por los factores estudiados. Para esto, se hizo uso de la funcién de deseabilidad
con valores entre 0 a 1 de acuerdo a la aproximacion de la respuesta a su valor objetivo

(65).
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Finalmente, la suspension de alimentacion, bajo las condiciones Optimas halladas, fue
preparada por triplicado y caracterizada con el fin de determinar qué tan predecible result6

el modelo.

3.2.7.2. Incorporacion de CMC. La incorporacion de CMC a la suspensién compuesta por
gelatina y sacarosa, se realizo6 por un disefio de mezclas D-optimal, el cual permite asignar
restricciones a los componentes cuando estos estan acotados entre valores de maximo y
minimo diferentes de 1 y 0, respectivamente (66). La creacion del disefio de experimentos,
el andlisis de datos y la optimizacion se realizaron por el programa estadistico Design

Expert 6 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, USA).

En este estudio se definieron 14 tratamientos con un rango experimental de los componentes
entre 0% y 100% (m/m). De estos tratamientos, 8 son diferentes y 6 fueron replicados (tres
corridas cada una con réplica). Las variables experimentales del disefio fueron CMC,
gelatina y sacarosa, a las cuales se les aplic restricciones en las proporciones de cada una

en la mezcla (Tabla 6).

Tabla 6. Restricciones de las proporciones de los componentes

Componente Restriccién de proporciones (% p/p)
X1 CMC 0,1<X1<0,5

X2 Gelatina 9,5<X2<34,9

X3 Sacarosa 65 < X3<90
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Se escogio un modelo cubico especial en el disefio de mezclas expresado mediante la
Ecuacion 9. Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar la significancia del

modelo estadistico (67).

Ecuacién 9
Y = B Xy + BoXy + BsXs + BuX1 Xy + BsX1 X3 + BoXoXs + BrX1°Xo X5 + PeX1 X, X5

+ BoX1 X, X324 €

Las variables de respuesta tomadas en cuenta en el disefio fueron la viscosidad, el tamafio
de particula y el potencial {. La optimizacion de las variables se realizd maximizando la
funcion de “deseabilidad”, con el fin de encontrar la combinacion de los encapsulantes que
se ajustara a los limites deseados descritos en la Tabla 7 para cada uno de los atributos. A
cada uno de los componentes de la mezcla y los parametros evaluados se les dio un nivel

de importancia desde 1 hasta 5.

Tabla 7. Valor 6ptimo y nivel de importancia de las variables estudiadas

Variable Objetivo ilr;;;?’iif)er SlIIpi)r:ri;gr Importancia
Gelatina (%) Minimizar 9,5 34,9 1
Sacarosa (%) En el rango 65 90 3

CMC (%) En el rango 0,1 0,5 3

Viscosidad (cP) En el rango 216,7 350,0 1
Tamafo (um) Minimizar 0,3165 0,6093 3
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Potencial £ (mV) En el rango 19,39 22,92 5

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Suspension de alimentacion

Como se explicé en la seccion 3.1.2.1. la estabilidad de la suspension de alimentacion es una de
las diferentes variables del proceso de secado por aspersion que tienen efecto sobre las propiedades
fisicas, el rendimiento y la eficiencia del producto final. Por esta razon es importante establecer sus
condiciones éptimas de preparacion, para garantizar desde el punto de partida un buen desempefio

durante el secado.

3.3.1.1. Andlisis por superficie de respuesta. La Tabla 8 muestra los coeficientes de regresion
de la ecuacion polindmica para las tres variables de respuesta evaluadas (viscosidad,
tamafio y potencial ), el valor-P de cada uno de los términos y el coeficiente de
determinacion (R?) de cada modelo. Algunos términos estadisticamente no significativos
fueron eliminados y la ecuacion resultante fue evaluada nuevamente por analisis de
varianza (ANOVA). Los modelos polinomiales de segundo grado se ajustan y representan
adecuadamente las variables de viscosidad y tamafio de particula, con bajos residuales y
valores de coeficiente de determinacion R? de 88,01% y 90,84%, respectivamente. Estas
ecuaciones explican la influencia de las variables independientes (sélidos totales y

velocidad de homogeneizacion) en estos dos parametros.

En cuanto al potencial (, esta variable no se ve afectada estadisticamente en los rangos

estudiados de los factores ni por las interacciones entre estos, ya que ningun dato arrojo un

33



valor-P menor a 0,05. Ademas, el modelo de regresion no explica la variacion de esta

respuesta.

Tabla 8. Coeficiente de regresion, coeficiente de determinacion y valor-P de los modelos

polinomiales de segundo grado para las variables respuesta del DCC

Coeficiente Variables respuesta

de . . . . _ . .

regresion Viscosidad VaILor Tamano VaIIDor Potencial { Vallaor
Bo 170,9500 -0,07017 5,81333

-46,8483 «

B1 e 0,0005  0,01431 0,0328 0,58033ns 0,2193
B2 0,18081ns 0,4537 0,00016 ** 0,0057 0,00113ns 0,2600
B11 1,6940 * 0,0344 0,00092ns 0,2108 -0,0091ns 0,6114
2o 2,19::]2158 02314 -l,66n255E-7 0.7090
i 0,00663* 00497 HHED o017 SO20ES g e7g0
R? 88,01 90,84 41,58

ns: no significativo (p > 0,05)

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

Bo: Constante de regresion; p1: Solidos totales (%); B2: Velocidad de homogeneizacion (rpm); P11 y Baz:
Coeficiente cuadréatico; Bi2: Coeficiente de interaccion

Como se observa en la Tabla 9, el potencial ¢ para los 12 tratamientos estuvo entre 14,74
mV y 23,22 mV sin mostrar diferencias significativas, como lo demuestra el analisis
ANOVA para esta variable. Aunque los valores del potencial { no estuvieron por encima
de +30 mV, valor dentro de la teoria del DLVVO tomado como criterio de estabilidad (68,

69), los resultados obtenidos permiten una estabilidad de las suspensiones, ya que estas
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preparaciones en 24 horas a temperatura ambiente no presentaron una separacion de fases

observada visualmente.

Tabla 9. Resultados de las variables respuesta (viscosidad, tamafio y potencial {) del DCC

Variables independientes Variables respuesta
. Tamaiio
Tratamiento  Slidos ho\r;e(;gglndeailga?:ieén Viscosidad de Potencial ¢
totales (%0) (cP) particula (mV)
(rpm)
(pum)

1 30 2000 153,0 0,5967 22,43
2 30 4000 225,0 0,5314 17,6
3 40 4000 474,0 0,5479 22,59
4 30 6000 281,0 0,4234 19,5
5 20 4000 109,5 0,4814 18,85
6 30 4000 218,5 0,4520 18,75
7 20 2000 55,5 0,4544 14,74
8 40 6000 548,5 0,3179 23,22
9 40 2000 986,5 1,3609 16,32
10 30 4000 217,8 0,4793 22,12
11 30 4000 210,3 0,5133 21,33
12 20 6000 148,0 0,5631 19,22

Previo al estudio por el disefio central compuesto DCC, fue preparada por duplicado una
suspension bajo la condiciones descritas por Saavedra (56), con igual relacion
gelatina:sacarosa, cantidad de doxiciclina de 2%, porcentaje de sélidos de 13,3% vy
velocidad de homogeneizacion a 2000 rpm. El valor de potencial ¢ obtenido fue de 7,10

mV + 0,67 mV, demostrando que suspensiones preparadas con gelatina y sacarosa con un
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porcentaje de sélidos entre el 20% y 40% incrementan las fuerzas repulsivas del sistema
coloidal, lo cual se ve reflejado en el aumento del potencial {. Ademas, la gelatina como
agente espesante, influye en la estabilidad de la suspension y su concentracion afecta la
velocidad de sedimentacion del sistema (70). A esto se le suma, segun lo descrito por
Vasisht, que una propiedad que se aprovecha de la gelatina para ser usada en procesos de
microencapsulacion, es la movilidad electroforética (u), la cual mantiene la estabilidad

electrostatica de las gotas de gelatina coloidal en suspension (71).

Por otro lado, los experimentos indican que la viscosidad tiende a incrementar con el aumento del
aumento del contenido de sélidos totales en la suspensiéon (
Figura 1A). Resultados similares fueron reportados en varios estudios, donde se observo un

aumento de la viscosidad con el porcentaje de solidos (41, 72, 73).

Este efecto se atribuye principalmente a la gelatina, ya que la sacarosa como carbohidrato
exhibe la propiedad de tener bajas viscosidades y una buena solubilidad a altas cantidades
de solidos (38). Esta caracteristica se aprovecha para aumentar el porcentaje de sélidos en
la solucion de alimentacion; de esta forma se afecta directamente y de forma positiva el
rendimiento del proceso y se disminuye la energia necesaria para evaporar el agua durante

el proceso de secado (74).

Adicionalmente, la gelatina es un hidrocoloide usado como agente emulsificante, espesante
y gelificante en la preparacion de emulsiones y suspensiones, por esta razén su

concentracion en dichas preparaciones implica un efecto en la viscosidad (75).
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Desde el punto de vista de la interaccion entre la gelatina y la sacarosa, se ha reportado que
los polisacaridos pueden conducir a un aumento en la extension de la estructura secundaria
de las proteinas (76). Para el caso de la gelatina, esta proteina tiene como estructura
secundaria unatriple hélice de cadenas polipeptidicas, ya que debido al contenido de prolina
e hidroxiprolina se interrumpe la formacion de la estructura a-hélice (77). Este tipo de

organizacion puede llevar a una mayor viscosidad del sistema y aumentar el impedimento

estérico, que en conjunto van a beneficiar la estabilidad.

Superficie de Respuesta Estimada

Viscosidad

6
(X 1000,0)

Solidos Secos Totales

Viscosidad = 170,95 — 46,8483*ST + 0,180813*rpm + 1,694*ST"2 — 0,00663125*ST*rpm
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Superficie de Respuesta Estimada

Tamaiio

6
(X 1000,0)

Solidos Secos Totales

Tamafio = -0,0701792 + 0,0143171*ST + 0,000164075*rpm + 0,000923312*ST"2 -
0,0000143962*ST*rpm + 2,19391E-8*rpm”2

Figura 1. Superficie de respuesta y ecuacion estimada para: A) Viscosidad; B) Tamafio

Frente al efecto observado en el tamarfio de particula, esta variable es principalmente afectada por
afectada por la velocidad de homogeneizacién (
Figura 1B) y en la Tabla 8 el coeficiente que representa este factor tiene un efecto
fuertemente significativo (p < 0,01) sobre el tamafio de la suspensién de alimentacion. Al
aumentar la fuerza de corte, se facilita la ruptura de las particulas por un proceso fisico y se

disminuye el tamafio de estas.

Asimismo, a medida que se aumenta el porcentaje de solidos, el tamafio de particula

promedio del sistema coloidal incrementa y al aplicar una mayor velocidad, se mejora la

dispersion y el sistema es mas homogéneo.
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Dentro del anélisis, el objetivo que se persiguid al usar la metodologia de superficie de
respuesta, fue determinar el impacto de cada factor evaluado y como estos interactdan. Una
vez se analizé el efecto, como se realiz6 anteriormente, se llevo a cabo el proceso de
optimizacion para obtener la calidad deseada de la suspension de alimentacion. Para el caso
de estudio, no se tuvo en cuenta la variable respuesta potencial {, ya que como se menciono,

estd no se vio afectada estadisticamente por los dos factores estudiados.

Se podria explicar la ausencia de variabilidad significativa del potencial { a partir de un
proceso fisico. En este sentido, cuando se incrementa el porcentaje de sélidos entre el rango
de 20% a 40%, la suma de los efectos de cada una de las particulas no produce cambios
notorios en la interfase solido-liquido y sobre la base de la teoria del DLVO, la energia neta
de interaccidn para ese caso posee una zona de repulsion con altura suficiente para dar
estabilidad al sistema (curva de energia neta) y esas concentraciones de solidos mantienen
el balance de energia (69).A esto se suma que la energia de agitacion aplicada (2000 rpm a
6000 rpm) a esas concentraciones de solidos estudiadas, permitio una estabilizacién tal que
al no existir poblaciones marcadas de mayor tamafio que generaran efecto de atraccion en
particulas pequefias, se impidié la aparicion de sedimentacion irreversible, ademas, dichos

cambios hubieran sido notorios por la presencia de variaciones en el potencial .

De esta forma, la optimizacion se derivé de minimizar el tamafio de particula y acertar la
viscosidad a 250 cP. Por tanto, la combinacion de niveles de factores que maximiza la
funcion de deseabilidad bajo los dos parametros establecidos es: porcentaje de solidos 33%

y velocidad de homogeneizacion 6000 rpm.
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El porcentaje de solidos resultante de la optimizacion, estd dentro del valor recomendado
en los procesos industriales de secado por aspersion (> 30%) para reducir costos y aumentar

la eficiencia del secado (78).

La Tabla 10 contiene los datos predichos por el software y los resultados experimentales
para viscosidad y tamafio de particula. La viscosidad con respecto al valor estimado
presento un coeficiente de variacion del 1%, con una similitud entre ambos resultados que
da lugar a un buen ajuste y exactitud en el estudio. Sin embargo, para el tamafio se obtuvo
una diferencia amplia entre el valor predicho y experimental, con un coeficiente de
variacion de 20,2%. Aunque el rango esperado sea mayor, la variabilidad entre las muestras
es baja con una desviacién estandar de 0,019 um, lo que permite entender que el efecto en
las muestras es similar y a esto se le suma que el tamafio promedio obtenido (0,437 um) y
el indice de polidispersidad (0,278) es un buen indicador de estabilidad, porque una
distribucion de tamafio estrecha representa una dispersion mas estable y disminuye la
velocidad de sedimentacion del sistema, ademas, minimiza el fendmeno de maduracion de
Ostwald, en el cual las particulas grandes aumentan de tamafio debido a la disolucion de las
particulas pequefias (79, 80). Adicionalmente, optimiza las condiciones de secado, ya que
dicho valor, segun el sistema de clasificacién de tamafios de particula de la Sociedad
Americana de la Ciencia del Suelo (SSSA, por sus siglas en inglés) se encuentra dentro del
rango para ser considerado como una particula de arcilla (0 um a 2 um), tamafio que
favorece la formacion de una gota méas pequefia durante el proceso de atomizacion y al
haber una mayor superficie de contacto sera mas eficiente la transferencia de masa y de

calor (74, 81).
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Por todo lo anterior, se aceptan las condiciones de preparacion de la suspension de

alimentacion arrojadas por el modelo como éptimas.

Tabla 10. Resultados experimentales y estimados de la suspension de alimentacion a partir

de las condiciones Optimas: solidos totales (33%) y velocidad de homogeneizacién (6000

rpm)
Respuesta Valor observado Valor estimado CV (%)
Viscosidad (cP + SD) 246,50 + 5,80 250,0 1,0
Tamafo de particula (um + SD) 0,437 + 0,019 0,33 20,2
Potencial £ (mV + SD) 22,79+ 0,73
Deseabilidad 0,99
n=3

CV: Coeficiente de variacion

A partir de este punto, la formulacién preparada con gelatina y sacarosa con un 33% de

solidos y homogeneizada a 6000 rpm, se le hara referencia como F1.

3.3.1.2. Disefio de mezclas D-optimal. La incorporacion del agente encapsulante CMC en la
suspension de alimentacion, se hizo con la finalidad de mejorar las caracteristicas del
producto final en cuanto al perfil de liberacion. Varios estudios incluyeron este
carbohidrato dentro de la mezcla de los encapsulantes para controlar la liberacion del
analito y realizaron la evaluacidn de esta caracteristica por modelos de digestién in vitro

(50, 82, 83).
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La razén por la cual en dichos estudios se uso este carbohidrato, se debe al efecto protector
que este polimero ejerce durante la digestion &cida gastrica, el cual se asocia al
entrecruzamiento por lactonizacion que ocurre a pH acido, entre el &cido carboxilico y los
grupos hidroxilo libres (84). Ademas, la CMC otorga un control en la liberacion de
farmacos, ya que se hidrata facilmente a la temperatura del cuerpo humano, y como
resultado ocurre una relajacion de la cadena del polimero con una posterior expansion de

volumen, lo cual tiene impacto en la velocidad de disolucion del ingrediente activo (85).

Una limitante en la composicion de la mezcla es que ninguno de los agentes podia estar en
un 100%. Desde la perspectiva de la viscosidad del sistema, esta se aumentaria
considerablemente con la gelatina y la CMC, por lo que se veria afectado negativamente el
proceso de atomizacion y velocidad de secado (38). Otro aspecto a considerar, es que la
sacarosa se emplea como material secundario o de relleno, ya que no tiene propiedades de

formador de pared (49).

Por estas razones se empleo el disefio de mezclas D-optimal, que permite realizar restricciones de
restricciones de los componentes de la suspensidn. Los resultados obtenidos en este estudio de los
de los 14 tratamientos evaluados en téerminos de viscosidad, tamafio y potencial { se muestran en
la

Tabla 11.

Tabla 11. Resultados obtenidos de las variables respuesta (viscosidad, tamafio de particula

y potencial ) del disefio de mezclas D-optimal
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Variables independientes Variables respuesta

Tratamiento  Gelatina Sacarosa CMC  Viscosidad 1 &manode  Potencial

- o . particula 4

(%) (%) (%) (cP) (o) ()
1 9,77 90,00 0,23 216,7 0,6037 19,39
2 26,57 73,33 0,10 352,7 0,4324 22,39
3 34,50 65,00 0,50 390,0 0,3959 22,03
4 22,10 77,50 0,40 376,7 0,4651 22,88
5 9,77 90,00 0,23 219,5 0,6093 19,77
6 34,70 65,00 0,30 345,8 0,4250 20,97
7 34,70 65,00 0,30 343,3 0,4807 21,14
8 18,23 81,67 0,10 334,2 0,4552 21,47
9 26,17 73,33 0,50 367,5 0,5373 22,14
10 9,50 90,00 0,50 299,5 0,3165 20,62
11 17,83 81,67 0,50 342,7 0,3684 21,61
12 15,95 83,75 0,30 338,4 0,4563 22,14
13 22,10 77,50 0,40 378,0 0,4556 22,48
14 28,55 71,25 0,20 309,5 0,3871 22,92

El polisacarido CMC por su habilidad de retener agua y ser un agente de suspension, va a
conferir una mayor viscosidad al sistema (51, 80). Asimismo, la gelatina, como se menciond
en la seccion 3.3.1.1., es un estabilizante y agente espesante. Por tanto, cuando la gelatina
esta a concentraciones por encima de 10% y la CMC en porcentaje mayores a 0,2%, los

valores de viscosidad se encuentran entre 342 cP y 390 cP (Tabla 11).

La CMC es un homopolisacérido lineal de unidades de -(1,4)-D-glucopiranosa cuyo peso
molecular varia de acuerdo a las unidades del monosacarido y grado se sustitucion (86). A
pesar de ser un compuesto de alto peso molecular, su incorporacion en la suspension no
afectd de forma considerable el tamafio al compararse con la suspension de gelatina y
sacarosa previamente descrita (seccion 3.3.1.1), manteniendo los valores por debajo de 1

Hm.
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Se destaca que la variabilidad entre los tratamientos en cuanto a potencial  es baja, con un
coeficiente de variacion de 5,0%. Al usarse un porcentaje de solidos de 33%, hay mas

disponibilidad de cargas que imparten una mayor repulsion, generando un mayor potencial

¢

La gelatina es un polimero i6nico que al valor del pH neutro de la suspension tiene carga
positiva y la CMC en solucidn acuosa suele estar cargada negativamente, por tanto la
interaccion entre ambos compuestos es de nivel electrostatico (80). En el sistema de estudio
prevalecen las cargas positivas, de esta forma, los menores valores de potencial { se
obtuvieron cuando la gelatina estuvo en una mas baja proporcion (tratamientos 1, 5y 10

con datos de 19,39 mV, 19,77 mV y 20,62 mV, respectivamente).

En términos del ajuste del modelo de regresion, el cubico especial propuesto para evaluar
el comportamiento de cada una de las tres variables respuesta, es correcto y puede ser
aceptado, ya que en los tres casos se obtuvo un valor del coeficiente de determinacion por

encima de 92% y un valor-P menor a 0,05 (

Tabla 12).

Tabla 12. Coeficiente de regresion, coeficiente de determinacion y valor-P del modelo
cubico especial ajustado a los datos experimentales en el disefio de mezclas D-optimal para

viscosidad, tamafio de particula y potencial {
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Tamano de

Coeficiente Viscosidad Modelo particula Modelo Potencial  Modelo
X1 -52,46 0,37 23,61
X2 -68,08 0,66 21,19
X3 -2,750E6 -1131,62 27570,29
X1X2 1787,3 -0,36 -2,08
X1X3 2,823E6 1151,49 -28089,93
XoX3 2,818E6 1128,04 -28025,27
X1%X2Xs3 -2,952E5 21,56 3329,17
X1Xo?Xs  -2,885E5 -88,14 3358,95
X1X2X3? 1,135E7 5435,03 -1,91E5
P-valor 0,0024 0,0169 0,0005
R? 96,84 92,85 98,35

Finalmente, se obtuvo una formulacion éptima basada en los limites deseados descritos en

la Tabla 7. La optimizacién indicé que la mejor composicién es mediante una mezcla de

13,64% gelatina, 85,86% sacarosa y 0,50% CMC. En adelante, a esta formulacion se le

nombrara F2.

La deseabilidad del modelo para estas proporciones fue de 0,912, resultado que se encuentra

dentro del rango de 0,8 a 1,0 para considerar la estimacion de la calidad de un producto

como aceptable. Cuando se encuentra por debajo de 0,63 la calidad del producto se

considera como pobre y valores por debajo de 0,37 es un producto inaceptable (87).

La comparacion entre las respuestas estimadas y observadas se encuentra en la

Tabla 13. La similitud entre los valores muestra el ajuste del estudio.
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Tabla 13. Comparacion entre las respuestas predichas y ajustadas por el modelo cubico

especial
Respuesta Valor observado  Valor estimado CV (%)
Viscosidad (cP + SD) 325,53 + 3,33 329,17 1,40
Tamafo de particula (um + SD) 0,326 + 0,017 0,318 1,76
Potencial { (mV + SD) 21,30 £0,28 21,19 0,37
Deseabilidad 0,912

3.3.2. Caracterizacion de las microparticulas

3.3.2.1. Contenido de humedad y actividad de agua. El contenido de humedad y la actividad de
agua son parametros importantes en la evaluacion de la calidad y vida til de los polvos.
Estas dos caracteristicas han sido empleadas para describir el contenido de agua en este
tipo de productos (88,89). Sin embargo, cabe anotar que miden dos “tipos” de agua; por
un lado, el contenido de humedad es la medida de la cantidad de agua en la matriz del
polvo expresada en gramos de agua por gramo de sélido seco; y la actividad de agua es la
medida de agua disponible en un sistema para las reacciones quimicas y microbioldgicas

(90).

En este estudio, los polvos obtenidos en ambas formulaciones mostraron un porcentaje de
humedad por debajo del 5,4%, sin tener diferencias significativas entre ellas (p > 0,05)

(Tabla 14). Ademas, los resultados son similares con lo reportado por Mishra y Mishra, que
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obtuvo valores del contenido de humedad entre 2,16% y 5,03% para microparticulas de

doxiciclina obtenidas a partir de polimeros mucoadhesivos por secado por aspersion (22).

Tabla 14. Contenido de humedad y actividad de agua (aw) de las microparticulas (media +

SD,n=3)
Muestra a Contenido de humedad
" (%)
Polvo F1 0,302 +0,01a 5,36 + 0,05 a
Polvo F2 0,352+ 0,01 a 524+0,01a

Letra distinta en la misma columna indica que son significativamente diferentes p < 0,05

Bajo lo descrito por Tontul y Topuz, el contenido de humedad de las dos formulaciones, al
estar cercano a 5%, limita la capacidad del agua para actuar como plastificante, por tanto
se va a afectar el proceso de aglomeracion y apelmazamiento durante el almacenamiento
(74).

Por su parte, los datos de actividad acuosa de las microparticulas se encuentran por debajo
de 0,6 (Tabla 14), lo cual se considera aceptable para propositos farmacéuticos segin la
USP 38 (61). A partir de una aw de 0,6, empieza a producirse un crecimiento microbiano,
lo cual indica que las microparticulas no tienen el agua disponible para generar una
inestabilidad microbioldgica y ser susceptibles al ataque de bacterias, hongos y levaduras

(91).

Generalmente, los polvos obtenidos por microencapsulacion presentan un contenido de

humedad entre 1% y 6% Yy una actividad de agua igual o menor a 0,3 (92). La evaluacion
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del contenido de agua de las formulaciones estudiadas bajo estos dos parametros se

encuentra dentro de estos valores.

Es de especial cuidado controlar las condiciones de procesamiento del producto, en
términos de temperatura y humedad relativa, puesto que la humedad del polvo entra en
equilibrio con la humedad del aire; ademas con los bajos valores de actividad acuosa
obtenidos, la presion de vapor de las microparticulas es reducida y conlleva a una facil
adsorcion de agua en ambientes de humedad relativa alta (93). Adicionalmente, el agua
interviene en la cohesion entre particulas, porque aumenta las fuerzas capilares a través del
fortalecimiento de puentes de hidrogeno entre estas (88). Esto se vera reflejado en un
aumento del tamafio de particula, apelmazamiento y cambio de las caracteristicas del polvo

original.

3.3.2.2. Tamario de particula y potencial {. En la Tabla 15 se muestra el tamafio de particula y
el potencial { de las microparticulas obtenidas mediante secado por aspersion. Las
formulaciones presentaron un tamario entre 0,3 um y 0,8 um, valores esperados en polvos
de secado por aspersion, donde normalmente se obtienen particulas de tamafio pequefio

(< 50 um) (94).

El indice de polidispersidad de F2 fue menor a 0,3, valor aceptado como éptimo por la
mayoria de los investigadores (95). Este indice indica el grado de dispersién en el tamafio
de las particulas. Sin embargo, es comun que los polvos obtenidos por secado por aspersion

presenten polidispersidad en el tamafio de particula, debido a la falta de uniformidad del
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tamafo en la gota formada en la atomizacion o a la presencia de diferentes poblaciones de

particulas (96).

Tabla 15. Tamafio de particula y potencial { de las microparticulas obtenidas por secado

por aspersion (media + SD, n = 3)

Muestra Tamarno de particula PD* Potencial {
(Hm) (mV)
F1 0,764 + 0,066 a 0,367 + 0,043 20,62 +1,13 a
F2 0,334 +0,043 Db 0,251 + 0,011 21,36 + 1,84 a

*PD: indice de polidispersidad
Letra distinta en la misma columna indica que son significativamente diferentes p < 0,05

Las suspensiones F1 y F2 estan preparadas bajo las mismas condiciones: porcentaje de
solidos, velocidad de homogeneizacion y variables durante el proceso de secado. Por tanto,
la variacion en el tamafio de particula se debe, probablemente, a las diferencias en las
propiedades fisicas de la suspension de alimentacion. Retomando los resultados de la
caracterizacion de las suspensiones en términos de tamafio de particula, la formulacion F2
arrojo un valor promedio de 0,326 um + 0,017 um, el cual es menor y estadisticamente
diferente (p < 0,05) que el tamafio promedio de F1 (0,437 um + 0,019 um). Un menor
tamafio en la suspension favorece la formacion de una menor gota en la atomizacion, hay
mayor area superficial que aumenta el contacto con el aire caliente y es menor la cantidad
de solvente por evaporar. Al-Kahtani y Hassan observaron que al disminuir la gota en el

proceso de secado por aspersion, también reducia el tamafio de las microparticulas (97).
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En términos del potencial ¢, no hubo diferencias significativas entre F1 y F2 (p > 0,05).
Aunque la carga que las microparticulas adquirieron en solucion no estuvo por encima de
+ 30 mV, considerandose este criterio como indicador de estabilidad (98), su carga esta por
encima del valor de neutralidad (-10 mV- +10 mV), lo que le permite tener una repulsion

electrostatica y prolongar el tiempo de agregacion (99).

3.3.2.3. Humectabilidad y solubilidad. Las propiedades de rehidratacion de las microparticulas
fueron evaluadas en términos de humectabilidad y solubilidad (Tabla 16). Se presentaron

diferencias significativas (p<0,05) de cada caracteristica entre las formulaciones.

Tabla 16. Humectabilidad y solubilidad de las microparticulas obtenidas por secado por

aspersion (media + SD, n = 3)

Muestra Solubilidad Humectabilidad
(%) (g/min)

F1 44,68 + 0,20 a 0,0287 + 0,0011 a

F2 4726+0,19b 0,1131 +0,0015b

Letra distinta en la misma columna indica que son significativamente diferentes p < 0,05

La solubilidad es un pardmetro que indica la habilidad de los polvos obtenidos por secado
por aspersion para formar una solucién o una suspensién en agua. Las formulaciones de
este estudio presentaron una mayor tendencia a formar una suspension, lo cual se puede
atribuir a la formacién de un recubrimiento que impide la lixiviacién de los compuestos de

menor peso molecular como la doxiciclina (100).
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3.3.2.4.

Esta propiedad estd directamente relacionada con las caracteristicas del agente
encapsulante. Por lo tanto, materiales encapsulantes basados en proteina, como la gelatina,
generalmente producen polvos con una baja solubilidad (74). Los resultados obtenidos
mostraron una solubilidad para F1 significativamente menor que F2, lo cual se asocia con

la cantidad de gelatina en la composicion de la suspension de alimentacion.

En términos de la humectabilidad, la formulacién F1 mostré un menor valor, es decir que
tarda mas tiempo en humedecerse. Dicha formulacion contiene una mayor proporcién de
gelatina en sus componentes, por lo cual el resultado de humectabilidad podria relacionarse
en este caso particular con otra proteina de los estudios realizados por Gaiani et al. y
Murrieta-Pazos et al., quienes encontraron que los polvos lacteos con mayor contenido de

proteina en la superficie de las particulas toman mas tiempo para ser hidratados (101, 102).

Angulo de reposo, densidad aparente y compactada. En el disefio y formulacion de
productos, las propiedades de fluidez son importantes en el manejo de polvos
farmacéuticos durante su procesamiento y almacenamiento. La relacion de Hausner (RH),
el indice de Carr (IC) y el angulo de reposo son comunmente usados en farmacia como

indicadores de fluidez de los polvos (88, 103).

Las medidas de fluidez de los polvos de las formulaciones F1 y F2 se describen a partir del
angulo de reposo, el indice Carr (IC) y la Relacién Hausner (RH), obtenidos estos dos

altimos por la relacion entre la densidad aparente y compactada (Tabla 17).
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Tabla 17. Propiedades de fluidez de las microparticulas obtenidas por secado por aspersion

(media + SD, n = 3)

A Densidad Densidad o i
Angulo de . Indice de Relacion
Muestra aireada o compactada
reposo 3 3 Carr, IC (%) Hausner, RH
aparente (g/cm?) (g/cm?)

F1 48,25+090a 0,24+0,003a 035+0,004a 2920+161la 141+003a

F2 3590+062b 0,32+0,003b 0,42+0,004b 23,33+0,27b 1,30+0,005b

Letra distinta en la misma columna indica que son significativamente diferentes p < 0,05

Como se observa en la Tabla 17, el angulo de reposo de las microparticulas de F2 estuvo
entre 35° y 45°, lo cual indica que las particulas presentan fluidez con algo de cohesividad;
diferente a las microparticulas de F1, con un angulo entre 45° y 55° que representa

cohesividad y pérdida de fluidez libre (104).

Basado en los resultados del indice de Carr y la Relacion Hausner, la formulacion F2 se
define como un polvo con fluidez pasable segun los rangos de IC: 21% - 25% y RH: 1,26 -
1,34; caso contrario con F1, que se considera como un polvo con pobre fluidez bajo el

criterio de IC: 26% - 31% y RH: 1;35 - 1,45 (105).

Con relacion a la densidad compactada, una investigacion de encapsulacion de doxiciclina
a partir de polimeros mucoadhesivos, encontré que este parametro varié de 0,20 g/cm? a
0,502 g/cm?® y se vio afectado en gran medida por la morfologia de las particulas. De este
modo, las particulas hundidas y colapsadas fueron estadisticamente menores que las

particulas esféricas y lisas (22). En este trabajo, la densidad compactada fue similar a la del
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estudio descrito y las microparticulas de la formulacion F2 mostraron un mayor valor que
las microparticulas de F1. Esta ultima y como se describe a continuacién (seccion 3.3.2.5.)
se caracterizo por presentar particulas de superficie porosa y con grietas, lo cual influyo en

la densidad.

Adicionalmente, dicha diferencia puede asociarse al tamafio de particula, siendo menor para
las particulas de F2 (Tabla 15). De esta forma, cuando las particulas son mas pequefias se
puede reducir el espacio entre estas. Este comportamiento permite obtener un mayor valor
en la densidad compactada, ya que hay una mejor organizacion de las microparticulas y se

aumenta la cantidad de polvo para ocupar un mismo volumen (106).

La importancia de caracterizar los polvos en términos de fluidez, es que estas propiedades
mecanicas se pueden combinar con condiciones ambientales como humedad y temperatura
y, con propiedades del producto, como tamarfio de particula y composicién quimica, con la
finalidad de agrupar los problemas fisicos y quimicos relacionados con el producto durante

la fabricacion y distribucion (104).

3.3.2.5. Morfologia de las microparticulas. En la Figura 2 se muestra las micrografias SEM de
las formulaciones F1 y F2. Se observa que la mezcla de agentes encapsulantes influye en
la morfologia de las microparticulas, ya que se visualiza diferencias entre ambas

formulaciones.
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Figura 2. Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las microparticulas obtenidas por secado por

aspersion: (A) F1 Gel:Sac (B) F2 Gel:Sac:CMC

Las microparticulas de F1 presentaron grietas, poros, roturas e irregularidades en la
superficie. Estos resultados estan de acuerdo con el trabajo de Xie et al. que utiliz6 una
mezcla de gelatina y sacarosa para encapsular vitamina A y la superficie de las

microparticulas presentd iguales caracteristicas (45).

Contrario a F1, las microparticulas de F2 se caracterizaron por tener una superficie continua
y suave, sin fisuras o grietas aparentes. A partir de lo reportado por Su y colaboradores, la
formacion de una superficie externa lisa se atribuyd a la adicion de CMC, ya que este

polisacarido actta como plastificante y puede retener moléculas de agua unidas a su propia
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estructura, de esta forma llena los espacios internos vacios de las microparticulas
preservando la hidratacion, evitando las depresiones en la superficie y asegurando asi una

pared méas uniforme y lisa de las microparticulas (83).

Asimismo, tanto en F1 como en F2 se observaron aglomeraciones entre las microparticulas,

lo cual es relativamente comun en polvos producidos por secado por aspersion (96).

Por Gltimo, cabe resaltar que la integridad de la pared es importante para asegurar una mejor
retencion del activo; ademas, una superficie suave es una caracteristica deseable para
garantizar una menor permeabilidad del vapor de agua y de oxigeno, generando mayor
protecciéon de la sustancia encapsulada frente a condiciones ambientales (96). En este
mismo sentido, es importante que para futuras investigaciones se analicen y caractericen
estas propiedades, con la intencion de identificar posibles asociaciones entre su morfologia

(incluyendo las deformaciones de las microparticulas) y la liberacién del farmaco.

Ahora bien, es importante sefialar que para poder realizar una comparacion precisa entre las
micrografias aqui presentadas, es importante homogeneizar las escalas de medicién en la

captura de las imagenes, una labor que debe realizarse en un estudio posterior.

3.3.3. Rendimiento y eficiencia de encapsulacion

El rendimiento del polvo recuperado en ambas formulaciones fue mayor al 50% (Figura 3A). Este

resultado se encuentra dentro de lo esperado, ya que otros estudios que han empleado la técnica de

secado por aspersion para la encapsulacion de doxiciclina obtuvieron valores de rendimiento desde

20,62% hasta 86,80% (22, 24, 23).

55



Una de las variables que tiene un impacto en el rendimiento es la viscosidad del liquido de
alimentacion porque afecta el proceso de atomizacion; ademas hay mayor probabilidad que la
suspension quede adherida a las paredes en su transcurso hacia la boquilla (107). Teniendo en
cuenta esto, el rendimiento de F2 fue menor en comparacion a F1 porque partié de una suspension

de alimentacion con una viscosidad de 325,53 cP + 3,33 cP mayor a la de la formulacion F1 (246,50

cP + 5,80 cP).
A B
90, a b 70
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~ 704 b _ E
S 60 B Cantidad total Cantidad total
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<
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Figura 3. (A) Rendimiento y eficiencia de encapsulacion en el proceso de microencapsulacion de doxiciclina por
secado por aspersion (B) Cantidad total de doxiciclina por cada 100 g de polvo. Se muestran resultados promedio +
desviacién estandar (n = 3). Letra diferente en la barra de igual color indica que son significativamente diferentes p <

0,05

Dentro del analisis de la eficiencia de encapsulacion se identifico que es comudn que las
investigaciones no hagan diferencia entre el activo libre y el encapsulado y hacen el calculo de este
parametro teniendo en cuenta toda la cantidad del agente en el polvo. Partiendo de esto, en varios
estudios de encapsulacion de doxiciclina usando polimeros mucoadhesivos por secado por
aspersion, la eficiencia de encapsulacion total del farmaco obtenida estuvo entre 43,51% hasta
69,00%, lo cual se asemeja a los resultados de F1 y F2 con eficiencias de 34,80% + 1,57% y 57,91%

+ 6,40%, respectivamente (23, 21).

Ahora bien, al momento de establecer la cantidad de producto a administrar para el tratamiento de
infecciones intracelulares, se deben tener en cuenta dos puntos: 1) la cantidad de principio activo

en los sistemas microparticulados (Figura 3B) y 2) la dosis requerida de doxiciclina base.

Frente a ello, es importante destacar que la dosis diaria de doxiciclina base que se usa en el
tratamiento de enfermedades infecciosas puede ser facilmente administrada con las formulaciones
F1y F2. Estas formulaciones contienen aproximadamente entre 14 y 41 veces mas principio activo
por cada 100 g, que la dosis maxima empleada en los tratamientos infecciosos (200 mg) (30). Estas
concentraciones permiten ofrecer una mayor cantidad de farmaco por formulacion, lo cual puede

ayudar a proponer otras formas de presentacion final del producto.
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3.3.4. Liberacion in vitro
Con el fin de describir y comparar el proceso de liberacion de doxiciclina no encapsulada (libre) y
encapsulada en microparticulas obtenidas por secado por aspersion, se utilizé un modelo cinético

de primer orden que sigue la Ecuacion 10:

Ecuacion 10

Y = VYinax * (1 - e_K*X)

Donde:

Y: contenido de doxiciclina liberada expresado en mg doxiciclina/mL de la solucién

Ymax: estimacion del contenido de doxiciclina liberada a tiempo infinito, expresado en mg
doxiciclina/mL de la solucién

K: constante de velocidad de liberacion (horas™)

X: tiempo (horas)

En la Tabla 18 se indican los parametros anteriormente mencionados segun el modelo aplicado
para describir la liberacion de doxiciclina, tanto libre como a partir de las microparticulas, bajo los
dos valores de pH estudiados. Todas las formulaciones presentaron un buen ajuste al modelo de
acuerdo con los valores de R? obtenidos por cada una de ellas. Adicionalmente, los residuales
siguen una distribucion Gaussiana (test de normalidad D’ Agostino-Pearson) y la curva se acerca a

los puntos de los datos.

Tabla 18. Pardmetros cinéticos de liberacion de doxiciclina (primer orden), coeficiente de

determinacion (R?) y suma de cuadrados de los residuos (SCE)
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Formulacién

PH Parametros Doxiciclina libre F1 F2

K 1,370 1,070 1,493

19 Ymax 1,956 2,0660 1,574
' R? 0,9815 0,9743 0,9922
SCE 0,08481 0,1286 0,02281

K 2,002 2,642 1,972

6.8 Ymax 0,7927 0,6560 0,7013
' R? 0,9998 0,9994 0,9994
SCE 0,005280 0,02645 0,01433

El test de normalidad D’ Agostino-Pearson de residuales para cada formulacién en los dos valores de pH (acido y
bésico), arroj6 un valor-P mayor a 0,05, por consiguiente, indica que los datos son consistentes con los supuestos de
regresion

Al evaluar el valor de K de cada formulacion a pH acido, se esperaria que la velocidad de liberacion
de las formulaciones microparticuladas fuera menor a la de la doxiciclina libre, pero F2 mostré un
mayor valor en la constante de liberacion. Sin embargo, en la Figura 4A se observa una liberacion
mas abrupta cuando el farmaco se encuentra libre. La liberacion de doxiciclina desde F1 empieza
a ser estadisticamente diferente de F2 (p < 0,05) a partir de la primera hora y desde este punto
comienza a ser mas sostenida en F2. Este cambio en la liberacién y la mayor retencién del activo
en la matriz es posible asociarlo con la morfologia de las microparticulas, lo que se podria
comprobar a través de otros modelos matematicos que incluyan parametros de los cambios fisicos
que sufre el sistema, y de esta forma, se lograria una mayor aproximacion en la descripcion de la
concentracion del farmaco en el tiempo. Entre algunos de estos modelos se encuentran: 1) el
modelo cinético de la raiz cubica de Hixson-Crowel; 2) el modelo de Higuchi basado en la
linearizacion de la raiz cuadrada del tiempo; 3) el modelo de langenbucher y; 4) el modelo de la
ley del exponente de Korsmeyer-Peppas, el cual permite determinar si tiene lugar o0 no un proceso

de difusion que obedezca la ley de Fick (108).
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La microparticulas que componen la formulacidn F2 se caracterizaron por presentar una superficie
lisa y sin grietas, lo cual puede generar una mayor proteccion del activo en el medio. A esto se le
suma que una investigacion realizada por Calvo y colaboradores, mostré que el uso de CMC como
material de pared, proporciond proteccion a las microparticulas contra la condicion de digestion
acida gastrica y controlo la liberacion del agente del nacleo en un fluido intestinal simulado (50).
En cuanto a la formulacion F1, se consiguio disminuir la velocidad de liberacion del activo que se
refleja por un menor valor de K comparado con el de doxiciclina libre; no obstante, la cantidad
final liberada luego de 2 horas, que normalmente es el tiempo empleado para realizar estudios de
liberacion de farmacos en condiciones que simulen el medio gastrico (50, 109), es similar a la de
doxiciclina libre. Por lo tanto su desempefio en términos de reduccion de efectos secundarios es

inferior frente a la formulacion F2.
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307 == Doxiciclina libre === Formulacion 1 Formulacion 2

Doxiciclina liberada acumulada
(mg Dox / mL solucion)

8 10 12 14 16 18 20 22 24

Tiempo (horas)

Figura 4. Perfil de liberacién de doxiciclina libre y microparticulas obtenidas por secado por aspersion: (A) pH 1,2

(B) pH 6,8

Si se compara el valor de Ymax de los modelos cinéticos de cada formulacién, obtenidos de la
evaluacion en medio acido (pH 1,2), los valores de F1 y doxiciclina libre son similares, mientras
que para F2 se obtuvo el menor valor de los tres. Esto es importante, porque al haber una menor
cantidad de doxiciclina liberada durante el paso en el sistema gastrico previo al intestino, se puede
mejorar la biodisponibilidad del farmaco al disminuir los problemas de absorcion, como la
formacion de quelatos, que es una caracteristica propia de este principio activo (30). De igual modo,
cuando la doxiciclina estd mas protegida en medio acido, se consigue mitigar la aparicion de efectos
adversos al atenuar la irritacion del tracto digestivo. Es comun que luego de una administracion
oral de doxiciclina se produzca una irritacion del estomago y del eséfago, con riesgo de producir

ulceraciones y vomito, que se acenttan durante administraciones prolongadas (31, 110).
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Con el aumento de pH, la formulacion F1 tiene una rapida velocidad de liberacion (mayor valor de
K) y a partir de 8 horas alcanza una concentracion constante y aproximadamente de 2,6 mg/mL
(Figura 4B). Aungque F2 presentd un perfil similar a la doxiciclina libre, sin diferencias
significativas (p > 0,05) en la concentracion liberada desde 5 horas de transcurrido el proceso; al
hacer un andlisis total, es decir, teniendo en cuenta las condiciones previas a las que fue sometida
la formulacion (pH &cido), se podria verificar que hay un cambio en el modo de liberacion de la
doxiciclina encapsulada en esta formulacion ya que la cantidad de farmaco disponible en medio
acido fue menor en F2 y, por tanto, la cantidad de doxiciclina que llega a intestino para ser
absorbida sera mayor. Como ya se sefialo, esto reduce la exposicion de la mucosa gastrica al
farmaco, disminuyendo dolencias asociadas a la administracion de doxiciclina. Lo anterior podria
ser verificado a través de un estudio in vitro de digestion gastrica e intestinal, empleando soluciones

gastricas e intestinales simuladas, como el realizado por Calvo y colaboradores (50).
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3.4. CONCLUSIONES

El disefio de un sistema microparticulado de doxiciclina por secado por aspersion permitio
establecer una posible formulacion, con potencial farmacéutico, a partir de su
caracterizacion y evaluacion del perfil de liberacion. La formulacion F2 tiene el potencial
de ser empleada para el tratamiento de enfermedades intracelulares a través de una
administracion oral porque presentd caracteristicas deseables en cuanto a propiedades de
fluidez, morfologia, eficiencia de encapsulacion y proteccion del farmaco durante su paso
por un pH &cido y los materiales empleados para su elaboracion son biodegradables y de

facil consecucion.

El proceso de secado por aspersion resultd adecuado para el desarrollo de la formulacion,
ya que permitié obtener sistemas microparticulados de doxiciclina con porcentajes de

rendimiento superiores al 50% y eficiencias de encapsulacion entre 34% y 58%

El proceso de optimizacion de las condiciones de preparacion de la suspension de
alimentacion permitio establecer las condiciones ideales con sélidos en 33% y velocidad de

homogeneizacion de 6000 rpm.

Los datos obtenidos de la caracterizacion fisicoquimica de las microparticulas mostraron la
influencia de las caracteristicas fisicas de la suspension y el tipo de agente encapsulante
empleado sobre las propiedades finales de las microparticulas. El tamafio de particula del

sistema coloidal de la suspension influy6 en la formacion de la gota durante la atomizacion,
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afectando de forma directa el tamafio de las microparticulas. Asimismo, la viscosidad del
liquido de alimentacion afect6 el rendimiento del proceso de secado, donde a una mayor

viscosidad, el porcentaje de rendimiento disminuyod.

Las caracteristicas del agente encapsulante influyeron en las propiedades de rehidratacion
y fluidez. Se observo que una mayor proporcion de gelatina disminuye el porcentaje de
solubilidad, favoreciendo que los polvos formen suspensiones en agua y la CMC posibilit6

la formacidn de superficies lisas y contribuy6 a una menor cohesividad entre las particulas
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4. ENCAPSULACION DE DOXICICLINA EN UN SISTEMA LIPOSOMAL:

APROXIMACION A UNA FORMULACION CON LIBERACION INTRACELULAR

4.1. MARCO CONCEPTUAL

4.1.1. Vectorizacion de medicamentos para el tratamiento de infecciones intracelulares

En los sistemas tradicionales de administracion de farmacos, como la administracion oral o la
inyeccidn intravascular, el medicamento se distribuye por todo el cuerpo a través de la circulacion
sanguinea sistémica y solo una pequefia parte del medicamento llega a los compartimentos
intracelulares. EI suministro directo y especifico de farmacos dentro del compartimento intracelular
podria facilitar la concentracién del farmaco dentro de los focos de infeccion y, por lo tanto, podria

actuar como un mejor agente terapéutico (111).

Entre las estrategias para la liberacion dirigida del principio activo a la diana, se encuentran los
nanovehiculos cargados de farmaco los cuales representan una alternativa prometedora. Diferentes
transportadores farmacéuticos han sido comunmente estudiados y su funcionalidad se puede
modificar con el fin de producir particulas de larga circulacion en sangre, otorgar especificidad
para que se acumulen en los tejidos o tener la habilidad de responder a estimulos. Algunos de estos
transportadores son: nanoparticulas metalicas, dendrimeros, nanoparticulas a partir de péptidos,

liposomas, nanotubos de carbono y «quantum dots» (112).
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4.1.2. Liposomas como sistema de transporte de farmacos

Dentro del amplio grupo de sistemas de liberacion de farmacos, aparecen los liposomas como
sistemas lipidicos de liberacion. Estas vesiculas fueron descubiertas a inicios de los afios 60 por
Bangham y colaboradores (113) e inicialmente fueron utilizadas como modelos de membrana
bioldgicas (114). Sin embargo, por su variada versatilidad estructural, su caracter biodegradable y
biocompatible, se abrid paso a la utilizacion de estas vesiculas como sistemas de liberacion de
principios activos. Fue asi como a principios de la década de los 70, Gregory Gregoriadis descubrid

el potencial de los liposomas en esta area (115).

Una evidencia que da cuenta del amplio uso de los liposomas es la existencia de formulaciones

liposomales en el mercado (Tabla 19) (116).

Tabla 19. Formulaciones liposomales aprobadas para uso humano

Producto Fosfolipido Principio activo Afo de aprobacion
. - 1990 (Europa), 1997
Ambisome® HSPC y DSPG Anfotericina B (USA), 2000

1995, 1999, 2003 (Europa,
Canada) 2007
1996 (Europa), 1996

Doxil® HSPC y DSPG-PEG2000 Doxorrubicina

DaunoXome® DSPC Daunorubicina (USA)
Myocet™ EPC Doxorrubicina 2000 (Europa)
DepoDurt™ DOPC y DPPG Sulfato de morfina 2004
DepoCyt™ DOPC y DPPG Citosina arabinosida 1999
Lipo-Dox DSPC y DSPG-PEG2000 Doxorrubicina 2001 (Taiwan)
Marquibo ESM Vincristina 2012 (USA)

Tomado de Ref. 103. HSPC: Fosfatidilcolina de soya hidrogenada, DSPG: Distearoil fosfatidilglicerol, DSPC:
Distearoyl fosfatidilcolina, EPC: Fosfatidilcolina de huevo, DOPC: Dioleoil fosfatidilcolina, DPPG: Dipalmitoil
fosfatilglicerol, ESM: Esfingomielina de huevo, PEG: Polietilenglicol
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Los liposomas son vesiculas esféricas que tienen un centro acuoso encerrado por una 0 mas capas
de fosfolipidos (117). Estan compuestos de una bicapa lipidica con cadenas hidrofébicas de lipidos
y los grupos de las cabezas polares de los lipidos orientadas hacia la cavidad interior y hacia la

solucion extra vesicular (118).

4.1.2.1. Composicion de los liposomas. Los fosfolipidos, compuestos mayoritarios de los
liposomas, estan normalmente formados por un grupo fosfato, dos alcoholes y dos o0 méas
acidos grasos. En un extremo de la molécula se encuentra el grupo fosfato y un alcohol.
Esta zona es la cabeza polar, es decir, tiene carga eléctrica y es atraida por el agua (parte
hidrofila). El otro extremo esta formado por los &cidos grasos, es neutro, hidréfobo e

insoluble en agua, pero soluble en grasas (Figura 5) (119, 120).

Dependiendo de la fuente, los fosfolipidos se clasifican en sintéticos (obtenidos mediante
sintesis quimica) y en naturales, provenientes de plantas, principalmente aceites vegetales
(tales como soya, algodon y girasol) y de tejidos animales, como cerebro de bovino y yema
de huevo. En términos de produccion, la yema de huevo y la soja constituyen la fuente méas

importante de esta clase de fosfolipidos (116).

Estas fuentes naturales se caracterizan por estar compuestas por diferentes tipos de
fosfolipidos; siendo la fosfatidilcolina, también conocida como lecitina, el fosfolipido mas
abundante. En la Tabla 20 se muestra la composicion de acidos grasos de dos

fosfatidilcolinas extraidas de aceite de soja y yema de huevo (120).
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Cadena alquilica
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Esqueleto de
glicerol

Cc4:0
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Figura 5. Estructura general de un fosfolipido. Tomado de Ref. (120)
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Tabla 20. Composicion de acidos grasos de fosfatidilcolina extraida de yema de huevo y

aceite de soja

Fosfatidilcolina
Composicion de 4cidos grasos

Yema de huevo Aceite de soja

16:0 Palmitico 32 12

16:1 Palmitoleico 1,5 <0,2
18:0 Estearico 16 2,3

18:1 Oleico 26 10

18:2 Linoleico 13 68

18:3 Linolénico <0,3 5

20:4 Araquidonico 4,8 <0,1
22:5 Docosapentaenoico 4,0 <0,1

Tomado de Ref. (120)

Desde el punto de vista econdmico, los fosfolipidos obtenidos por métodos sintéticos,
debido a su pureza, tienen un mayor costo que aquellos obtenidos por fuentes naturales

(116).

En el disefio de liposomas, como sistemas lipidicos de liberacidn controlada, es importante
una adecuada seleccion de los fosfolipidos, ya que estos compuestos tienen diferentes
propiedades de acuerdo al tipo de grupo de cabeza y las cadenas alquilicas que los
componen; lo que se vera reflejado en las caracteristicas finales de las vesiculas

desarrolladas.
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En términos de estabilidad quimica, la oxidacion de los fosfolipidos en los liposomas toma
lugar principalmente en las cadenas alquilicas de acidos grasos insaturados (121). A esto se
suma que algunos autores sefialan que los fosfolipidos saturados como
dipalmitoilfosfatidilcolina, forman una bicapa rigida e impermeable, mientras que la
fosfatidilcolina insaturada, de huevo o soja, proporciona bicapas mas permeables y menos

estables (122).

Otro aspecto a tener en cuenta en la seleccion de los fosfolipidos, es la temperatura de
transicion principal de fase (Tm), en la cual el fosfolipido pasa de un estado gel a una fase
liquida-cristalina. Hay varios factores que afectan esta temperatura entre los que se
encuentran: a) la naturaleza del grupo de la cabeza polar. En el caso de los fosfolipidos
fosfatidilcolina (PC) y fosfatidilglicerol (PG), si tienen una misma longitud de la cadena
alquilica su Tm sera igual, pero si se compara con fosfatidiletanolamina, la Tm de esta sera
mayor; 2) la longitud de la cadena alquilica, ya que los fosfolipidos con una mayor cadena
de acidos grasos presentan altas Tm; 3) el grado de saturacion de la cadena alquilica, puesto
que al comparar fosfolipidos con igual grupo de cabeza polar y longitud en las cadenas de
hidrocarburos, aquellos con una mayor saturacion, tendran una mayor Tmy 4) la pureza de
los fosfolipidos, debido a que los fosfolipidos de origen natural tienen un amplio rango de
Tm que se atribuye a la mezcla de componentes con diferente longitud de la cadena de

hidrocarburos; de esta forma, solamente los sintéticos tendran una Tm definida (116).

A continuacion, en la Tabla 21, se muestran la temperatura de transicion de algunos

fosfolipidos.
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Tabla 21. Temperatura de transicion principal de fase de fosfolipidos

Fosfolipidos Abreviacién Tm (°C)

Fosfatidilcolina de soja SPC -20a-30
Fosfatidilcolina hidrogenada de soja HSPC 52

Fosfatidilcolina de huevo EPC -5a-15
Dimiristoilfosfatidilcolina DMPC 23
Dipalmitoilfosfatidilcolina DPPC 41
Dioleoilfosfatidilcolina DOPC -22
Distearoilfosfatidilcolina DSPC 55
Dimiristoilfosfatidilglicerol DMPG 23
Dioleoilfosfatidilglierol DOPG -18
Distearoilfosfatidilglicerol DSPG 55
Dimiristoilfosfatidiletanolamina DMPE 50
Dipalmitoilfosfatidiletanolamina DPPE 60
Dimiristoilfosfatidilserina DMPS 38
Dipalmitoilfosfatidilserina DPPS 51

Tomado de Ref. (116). Tm: Temperatura de transicion principal de fase

4.1.2.2. Clasificacién de los liposomas. Los liposomas se pueden clasificar de acuerdo a su
tamarfio (vesiculas pequefias, grandes y gigantes), estructura (uni, oligo y multilamelares)

y carga de los fosfolipidos (neutro, anionico o cationico) (117).

Por tamafio y numero de lamelas
e Vesiculas multilamelares grandes (MLV, por sus siglas en inglés Multilamellar

Vesicles) miden entre 1.000 nm a 10.000 nm. Estan formadas por multiples bicapas
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concéntricas, separadas entre si por un estrecho espacio acuoso que mide
aproximadamente 5 nm de grosor. El volumen de liquido encapsulado por la membrana
lipidica o “volumen atrapado” es una importante caracteristica de los liposomas y
usualmente varia entre 0,5 y 5 umol de lipido, dependiendo de la composicion lipidica
y del método de preparacion del liposoma. Los volimenes de atrapamiento son altos,

oscilando entre 3 y 5 umol.

Vesiculas unilamelares grandes (LUV, por sus siglas en inglés Large Unilamellar
Vesicles) miden de 50 nm a 300 nm y su corteza solo est& formada por una sola bicapa

lipidica. Tienen volumen de atrapamiento de 1 a 3 umol de lipido.

Vesiculas unilamelares pequefias (SUV, por sus siglas en inglés Unilamellar Vesicles)
miden de 25 nm a 50 nm. Por ser tan pequefias tienen un radio de curvatura muy estrecho
que hace que los lipidos tiendan a ubicarse méas en la mitad externa que en la mitad
interna de la bicapa. El desbalance de lipidos a través de la bicapa los hace inestables,

ademas que el volumen de atrapamiento es muy pequefio (0,2 umol) (123, 124).

Por carga

La cabeza polar de los fosfolipidos es quien confiere la carga a los liposomas, por tanto, las

moléculas de caracter anfifilico pueden clasificarse segun la carga de la cabeza polar como

anionicos (cabeza polar cargada negativamente), cationicos (cabeza polar cargada

positivamente), zwiterionicos (la cabeza polar puede tener tanto carga positiva como

negativa dependiendo del medio) y no ionicos (119). En la Tabla 22 se muestran los

fosfolipidos cominmente usados con su respectiva carga neta a pH 7,0 (116).
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Tabla 22. Fosfolipidos cominmente usados y su carga neta a pH 7,0

Fosfolipido Abreviacion Carga netapH 7,0
Fosfatidilcolina PC 0
Fosfatidiletanolamina PE 0
Fosfatidilserina PS -1
Acido fosfatidico PA -1
Fosfatidilinositol Pl -1
Fosfatidilglicerol PG -1
Cardiolipina CL -2

Tomado de Ref. (116)

4.1.2.3. Métodos de preparacion. El uso de diferentes métodos de preparacion produce
liposomas de distintos tipos. El tamafio de los liposomas puede ser reducido por
sonicacion, extrusién u homogeneizacion (125). Los pasos basicos que se siguen en todos
los métodos son: a) eliminacion del disolvente organico en el que se encuentran disueltos
los lipidos; b) dispersion e hidratacion de los lipidos en medio acuoso; c) purificacion de

los liposomas resultantes; d) analisis del producto final (119).

Algunos de los métodos utilizados para la preparacién de liposomas se describen en la Tabla

23.
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Tabla 23: Métodos de preparacion de liposomas

Método de
Descripcién Tipo de vesicula Ref.
preparacion
Hidratacién mediante agitacion de una pelicula lipidica previamente
Hidratacion de Vesiculas MLV con una distribucion
formada por evaporacion de una solucion de los lipidos disueltos en (126)
pelicula heterogénea de tamafio y lamelaridad
un solvente organico
Inyeccion lenta, por medio de una jeringa, de una mezcla lipidica
Inyeccion de
(disuelta en etanol o éter) sobre una solucion acuosa caliente, Vesiculas SUV (120)
etanol
seguido de la evaporacion del solvente
Evaporacion en Formacién de una emulsion acuosa/organica por sonicacion y luego  Vesiculas LUV con un rango de tamafio
(127)
fase reversa los liposomas son obtenidos por evaporacion de la fase organica entre 150 nm a 450 nm
Obtencion de liposomas a partir de una mezcla de fosfolipidos y un
Dialisis de detergente de concentracion micelar critica alta, como sales biliares  Vesiculas tipo LUV con didmetros
(120)
detergente y octilglucoésido. La remocidn del detergente se hace con técnicas promedio de 100 nhm

como didlisis, cromatografia de columna o adsorcion en Biobeds
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4.1.3. Direccionamiento de liposomas hacia macréfagos

En particular, la capacidad fagocitica de los macrofagos para eliminar cuerpos extrafios y células
alteradas y la habilidad de los patdgenos para evadir esos mecanismos de defensa y residir dentro
de los macrofagos, ha hecho que desde afos anteriores diferentes investigadores hayan
direccionado su interés hacia estas células como objetivo terapéutico (128-130). Asi mismo, se ha
identificado que los sistemas de liberacion de farmacos hacia macrdéfagos constituyen una

estrategia potencial en el tratamiento de infecciones intracelulares (4, 131, 132).

El proceso de interaccion de los liposomas con el sustrato biolégico se puede llevar a cabo por 4
posibles mecanismos : 1) intercambio o transferencia de lipidos o proteinas entre el liposoma y la
membrana celular; 2) adsorcion del liposoma en la membrana celular, a la cual no sigue su
incorporacion al interior de la célula; este fendmeno modifica la permeabilidad tanto del liposoma
como de la membrana celular favoreciendo no sélo el paso del farmaco del liposoma al citoplasma,
sino también el intercambio de lipidos entre las dos membranas; 3) fusion del liposoma con la
membrana celular y posterior vertido del contenido al interior del citoplasma o la membrana, segun
la lipofilia del farmaco; 4) endocitosis, la cual se trata de una fagocitosis del liposoma intacto que,
una vez en el interior de la célula, se funde con los organulos subcelulares, y al ser atacados por la

accion de las fosfolipasas se libera el farmaco (133).

La ventaja que presentan los liposomas para el tratamiento de estas enfermedades es que al ingresar
en sangre son rapidamente captados por celulas del Sistema Mononuclear Fagocitico (SMF), como
los macrofagos (128). Sacando ventaja de la funcion de homeostasis y el papel como células
fagociticas, se usan los liposomas como “caballo de troya” para liberar farmacos en el interior de

los macrdéfagos (1).
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El uso experimental de liposomas en modelos in vitro o in vivo para varios tipos de enfermedades
infecciosas relacionadas con macrofagos, han sido revisadas por Alving (134), por Emmeny Storm
(135) y por Wasan y Lopez-Berestein (136). Estos autores recopilaron diversas investigaciones en
la que se emplearon liposomas como vectores de farmacos en el tratamiento de Leishmaniasis,
malaria, tuberculosis, infecciones fungicas, VIH e infecciones causadas por Brucella spp., Listeria

monocytogenes y Salmonella typhimurium.

Varias investigaciones han direccionado su estudio para determinar las condiciones dptimas de
captacion de los liposomas por los macréfagos, determinadas por factores como el tamafio, la
composicion y las propiedades de superficie de este mecanismo de transporte de farmacos. Algunos
autores han indicado que los liposomas cargados negativamente se asocian mas rapido y liberan su
contenido efectivamente en el interior de los macro6fagos en contraste con liposomas neutros y
cargados positivamente (137, 138). Liposomas pequefios pueden liberar los principios activos de
forma mas efectiva en comparacion con los grandes, ya que son mayormente internalizados (139).
En cuanto a la composicién, cierta clase de fosfolipidos son preferiblemente reconocidos por

macrofagos, como la fosfatidilserina (PS) (139, 140).

La versatilidad de los liposomas ayuda a que sean utilizados con otros compuestos. Por ejemplo,
ciertos cambios en la cubierta de los liposomas empleando ligandos o polimeros pueden mejorar
la especificidad, selectividad, mucoadhesividad y respuesta inmune de estas vesiculas (141). En
particular los carbohidratos pueden mediar las interacciones de los liposomas con las células diana.

Por ejemplo, se ha identificado que receptores de manosa se expresan abundantemente en
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macrofagos del higado, bazo y alvéolos (142). Estudios han empleado liposomas manosilados para

aumentar la efectividad en el direccionamiento de los mismos hacia los macréfagos (141-144).

Diversas estrategias se han utilizado para direccionar los liposomas hacia macrofagos, no solo en

el tratamiento de infecciones intracelulares, sino también hacia otras enfermedades donde estas

células estan involucradas (Tabla 24).
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Tabla 24. Empleo de liposomas en el tratamiento de enfermedades que involucran macréfagos

Formulacién Principio activo Tamafio Materiales Indicaciones Ref.
4 medicamentos anti TB (INH, Colesterol/1,2-diestearoil-sn-glicero-3-
NP-siRNA RIF, PZAy SM) y TGF-B1 265.1 nm fosfoetanolamina-N- Tratamiento de Tuberculosis (TB), (145)
Liposomas siRNA encapsulados en ' [amino(polietilenglicol) -2000](DSPE- Mycobacterium tuberculosis
liposomas pegilados PEG2000)
Sistema vacio (nanosistema
lipidico creado para tener una Capa externa: Esfingomielina de cerebro
aEnv-A-LUVs  buena circulacion en sangre y de porcino (BsM)/dioleoil
(Inmunoliposo  ligar particulas del virus y por N.R fosfatidiletanolamina (DOPE) Virus de Inmunodeficiencia Humana (146)
mas efecto flip-flop exponer la PS ' Capa interna: fosfatidiletanolamina (VIH)
asimétricos) para ser internalizados por (DOPE)/1-palmitoil-2-oleoil-
macréfagos, y asi eliminar el fosfatidilserina (POPS)
Virus)
Enoi?g:;ggrrazédcggésgscapsuIado 1,2—di_pa}lmitpiI-sn—glicero—3- Para infeccignes causada§ por
LE-doxy - . 3178 nm fosfatidilcolina(DPPC)/ colesterol y Mycobacterium smegmatis, el cual se (11)
negativamente por un sistema . e )
de gradiente de 4cido sulfdrico esfingomielina(SPH)/colesterol alberga en macré6fagos
Prototipo Ciprofloxacina encapsulado en _Tratamlento contrq el patogeno .
. . o . intracelular Francisella tularensis
liposomal de liposomas cargados N.R Fosfatidilcolina de huevo/colesterol 1:1 | ) Snica). Diriaid (147)
ciprofloxacina  negativamente ( aremia neumonica). Dirigido a
macrofagos alveolares
Liposomas Protefnas, péptidos y acidos Distea_lri_l fosfatidil_colina (DSPC)/dioleail Liberacién dirigida a células dendriticas
manolisados nucleicos encapsulados en N.R fosfatidiletanolamina (DOPE)/colesterol y macréfagos (141)
liposomas manolisados (CH)/mananoO-palmitoil (OPM)
Dexametasona  Dexametasona encapsulada en ggg nm, Fosfatilcolina de yema de Tratamiento de aterosclerosis. Liberacion
li m liposomas nmy huevo/colesterol/dicetilfosfato 7:2,1 hacia células espumosas y macr6fagos (148)
posomas p 70 nm ; P y g
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
Gentamicina - fosfatidiIcoIina_([_)PPC)/coIesteroI 55:4_5 _Tratamiento contra la bacte,riz_a
liposomas pH- Qentamlcma encap_sulada en NR DOPE-N-succinil-DOPE-PEG-ceramide mtrac_elula}r Salm_ope_lla enterlca} Serovar (149)
sensibles liposomas pH-sensibles 69,5:30:0,5 y 65:30:5 Typhimurium. Dirigido a macré6fagos del

DOPE-N-succinil-DOPE—chol-PEG-
ceramide 35:30:30:5 y 39,5:30:30:0,5

higado, rifién y bazo

NR: No reporta
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4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Reactivos

Fosfolipidos sintéticos dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidilserina (DMPS)
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, Estados Unidos). FluorSave™ reagent, Tween®20, cloroformo,
metanol y acido acético glacial grado analitico y, acetonitrilo y metanol grado HPLC (Merck,
Darmstadt, Alemania). Paraformaldehido (Carlo Erba Reagents, Milan, Italia). Medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), PBS (1X) pH 7,4 Gibco®, Tripsina (1X) y
marcador nuclear Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos).
Fluoroforo DIO Vybrant® solucion de marcacion celular V22886 (Thermo Fisher Scientific,

Carlsbad, Estados Unidos).

4.2.2. Preparacion de liposomas

4.2.2.1. Efecto de la solucion de hidratacién sobre el tamafio y carga superficial de liposomas
vacios. Los liposomas se prepararon por el método de evaporacion en fase reversa (REV),
segun lo descrito por Mertins y colaboradores con algunas modificaciones (150). Se
hicieron tres formulaciones independientes con el fosfolipido DMPC a una concentracion
de 6 mg/mL. Brevemente, en un bal6n de fondo redondo se formé una emulsion agua en
aceite (W/O) con la adicion de 25 pL de agua destilada a la solucién del fosfolipido en
cloroformo y sonicacién por 2 min a 40 kHz, 66% de potencia y 30 °C (Ultrasonido serie
DYT, Scientz, Ningbo, China). Posteriormente, el solvente organico fue evaporado en

rotavaporador (R114 Buchi, Alemania), con bafio de agua (B-480, Buchi, Alemania) por
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encima de la Tm (> 25°C) y con bomba de vacio (R 300, Boeco, Alemania) a 60 MPa,
hasta observar la formacion del organogel. A continuacion, los balones fueron cubiertos

con aluminio para protegerlos de la luz y se dejaron en desecador durante la noche.

Después de esto, los liposomas se obtuvieron adicionando al organogel tres tipos de
soluciones de hidratacion (buffer fosfato salino - PBS 10 mM pH 7,4 compuesta por 136,9
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,1 mM Na,HPOsy 1,5 mM KH:PO,; agua destilada y buffer
fosfato 10 mM pH 7,4 compuesta por 3,88 mM NaH2PO4 y 6,12 mM NaxHPO4) con el fin

de evaluar el efecto de estas soluciones en el tamafio y la carga superficial de las vesiculas.

Con laintencion de obtener LUV, las suspensiones de liposomas se sometieron a sonicacion
por 2 min. Acto seguido, y con la finalidad de producir poblaciones homogéneas de
vesiculas unilamelares e incrementar el volumen de atrapamiento, las suspensiones se
expusieron a tres ciclos de congelacion-descongelacion (freeze-thaw) en los que las
muestras fueron congeladas en nitrogeno liquido (-196 °C) por 10 segundos y
descongeladas en bafio maria a 50 °C por 1 min (151, 152). Finalmente, los liposomas
fueron homogeneizados por un proceso de extrusion en un mini-extruder (Avanti Polar
Lipids, Canada- Estados Unidos) utilizando membranas de policarbonato (Whatman) de

200 nm.

4.2.2.2. Efecto de DMPS sobre tamafio y potencial { de las vesiculas. Los liposomas vacios
fueron preparados a una concentracion de 6 mg/mL por el método de evaporacion en fase

reversa REV, empleando como solucién de hidratacién buffer fosfato (10 mM) pH 7,4.
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Con el fin de determinar el efecto de un fosfolipido anidnico sobre el tamafio de las
vesiculas y garantizar un valor de potencial { negativo (entre -60 mV a -30 mV) frente a
liposomas elaborados con un fosfolipido neutro, se evaluaron cuatro diferentes relaciones
molares de DMPC y DMPS; 7:3 que representa un incremento del 30,7%, 1:1 del 50,9%,

1:3 del 75,6% y 1:5 del 83,8% de DMPS en relacion masa/masa.

Para garantizar la disolucion del DMPS en el solvente organico, la mezcla de los

fosfolipidos fue disuelta en cloroformo:metanol 8:2

4.2.2.3.Capacidad de encapsulacién de doxiciclina en vesiculas lipidicas. Se prepararon
liposomas por el método REV utilizando los fosfolipidos DMPC y DMPC:DMPS 1:1

(59,9%), con la presencia y sin la presencia de doxiciclina (blanco).

Se evalu6 la capacidad de los liposomas neutros y aniénicos para incorporar cantidades
crecientes de doxiciclina (0,1 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM, y 15 mM) dejando constante la
concentracion de fosfolipidos a 6 mg/mL. Adicionalmente, se observé el efecto de esta

incorporacion sobre el tamafio y potencial ¢ de las vesiculas.

Es importante tener en cuenta que, al ser la doxiciclina hiclato un compuesto soluble en

agua, su adicion en el sistema liposomal, se debe hacer en la solucion de hidratacién, como

se implementé en la preparacion de los liposomas.
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4.2.3. Caracterizacion formulacion liposomal

4.2.3.1. Tamafio y potencial £. El tamafio y potencial { de los liposomas, se determiné utilizando
el procedimiento descrito en la seccion 3.2.5.3. La preparacion de las muestras consistio
en ladilucion de los liposomas (6 mg/mL) hasta alcanzar una concentracion de 0,3 mg/mL

en agua ultrapura. Cada suspension liposomal se ley por triplicado.

4.2.3.2. Eficiencia de encapsulacion. Para cuantificar la cantidad de doxiciclina encapsulada en
liposomas, se tom6 1 mL de la formulacion liposomal y se llevé a centrifugacién a 14000
rpm durante 1 hora a 4 °C. Posteriormente, se elimind el sobrenadante (material no
encapsulado) y los liposomas fueron desestabilizados por la adicion de 200 pL de solucion
de Tween®20 al 1,0% y sonicacion durante 5 min a 58 KHz y 99% de potencia.

Finalmente, el contenido de doxiciclina se cuantificé por HPLC-DAD (seccion 3.2.6.1).

Para el céalculo del porcentaje de eficiencia de encapsulacion se emple6 la Ecuacion 11:

Ecuacion 11

o » Cantidad de doxiciclina en los liposomas
Eficiencia de encapsulacién (%) = Cantidad de doxiciclina a encapsular x 100

4.2.4. Incorporacion de doxiciclina liposomal en macréfagos

4.2.4.1. Cultivo celular. Para esta investigacion se cultivaron macrofagos de la linea celular DH82

(ATCC® CRL-10389™) en frascos Falcon® T25, adicionando 50 mL de medio DMEM

82



y suplementados con 10 mM de HEPES y 5% (v/v) de FBS. El cultivo celular se mantuvo
en incubadora con CO2al 5% y 37 °C (Binder CB 150, Tuttlingen, Alemania). Luego de
alcanzar una confluencia mayor al 90%, las células fueron desprendidas con 1 mL de
tripsina 1X dejando actuar por 15 min en incubadora y, posteriormente, fueron lavadas
con 10 mL de DMEM (centrifugacion por 10 min a 1800 rpm). Una vez lavadas, se
procedié a sembrar las células en un plato de 24 pozos, en los cuales se agregaron 2 x 10°
células/pozo. Para la visualizacién de la captacion de liposomas por microscopia confocal,
previo a la adicién de células, a cada pozo se agreg6 un cristal de 0,16 mm de espesor y
12 mm de diametro. Acto seguido, las células se dejaron adherir en el plato durante 24
horas de incubacion, tiempo en el que se proyecta que se alcanzo6 una cantidad aproximada
de 3 x 10° células/pozo segin la tasa de crecimiento para esta linea celular (153). Los
grupos de tratamientos de macrofagos empleados fueron los siguientes: a) grupo control
(sin tratamiento); b) grupo de células con liposomas sin marcar DMPC-DOX o PCPS-
DOX; y ¢) grupo de células con liposomas marcados DiO-DMPC-DOX o DiO-PCPS-
DOX. Adicionalmente, se hizo un analisis en dos fases; en la primera, se incubd la
formulacion PCPS-DOX a cuatro diferentes tiempos (15 min, 30 min, 1 hora y 2 horas);
y en la segunda, se realizé la comparacion de internalizacion entre DMPC-DOX y PCPS-

DOX.

Los liposomas PCPS-DOX y DMPC-DOX, empleados para obtener DiO-PCPS-DOX y
DiO-DMPC-DOX, respectivamente, se marcaron con la sonda fluorescente DiO (perclorato
de 3,3'-dioctadeciloxacarbocianina) de acuerdo con lo propuesto por Claassen con algunas
modificaciones (154); 1 mL de la formulacion liposomal de doxiciclina se incubo con 3,62

ML de la solucién de DiO (1 M) a temperatura ambiente durante 10 min en oscuridad. El
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marcador no enlazado en la membrana de las vesiculas fue removido por centrifugacion a
14000 rpm por 1 hora a 4 °C, luego el sobrenadante fue retirado y 500 pL de buffer fosfato
(10 mM) pH 7,4 fueron adicionados sobre el boton, se agité a 3000 rpm en vortex por 1
min y nuevamente se procedio a centrifugar, este paso se repitio una vez mas para completar
un total de 3 lavados. La eficiencia de incorporacién de la sonda se verificé por analisis de
los sobrenadantes de cada lavado en espectrofluorémetro Synergy HT (Biotek Instruments
Inc, USA) a ex/em 485/528 nm, hasta no observar diferencias significativas (p > 0,05) en
la unidad relativa de fluorescencia (RFU) entre cada lavado. Finalmente, el boton fue
resuspendido en 1500 pL de buffer fosfato y a partir de esta suspension se hizo una dilucion
1/32 con medio de cultivo DMEM (concentracion final del fosfolipido de 0,125 mg/mL)
(155). Las formulaciones liposomales no marcadas PCPS-DOX y DMPC-DOX fueron

tratadas bajo las mismas condiciones sin la adicion del marcador DiO.

4.2.4.2. Fase 1. Una vez completadas las 24 horas de adherencia de las células en el plato, se hizo
un lavado con 500 pL de PBS en todos los grupos. A continuacion, se dejo al grupo control
con medio de cultivo, y en cada pozo de los grupos tratamiento b y c, se agregaron
separadamente 200 pL de las formulaciones liposomales anteriormente descritas (PCPS-
DOX y DiO-PCPS-DOX) y fueron incubadas en los tiempos ya sefialados. Cumplido el
tiempo de incubacion, se lavaron las células, del grupo control y de los grupos tratamiento,
tres veces con PBS y se agregaron 200 pL de solucion de paraformaldehido al 10% a cada
pozo y luego se dejaron en una atmoésfera humidificada con COz al 5% y 37 °C por 20
min. Acto seguido, se dejé el plato en refrigeracion a 4 °C hasta procesar los cristales y

rastrear la incorporacion por microscopia confocal.
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4.2.4.3. Fase 2. Para realizar la comparacion de internalizacion de las dos formulaciones
liposomales, se agregaron, de forma separada y por duplicado, 200 uL de DMPC-DOX 'y
PCPS-DOX (grupo tratamiento b); y DiO-DMPC-DOX y DiO-PCPS-DOX (grupo
tratamiento c). Luego se incubaron bajo las condiciones de cultivo anteriormente descritas
durante 1 hora. Cumplido el tiempo, las células se fijaron con paraformaldehido al 10 %,

y los cristales fueron tratados con Hoechst para la tincion del ndcleo.

El procesamiento de los cristales consistio en la tincion del nacleo con Hoechst, para lo
cual, el paraformaldehido fue retirado y las células fueron lavadas 5 veces con PBS, luego
se trataron con solucién de cloruro de amonio 50 mM en PBS, dejando en contacto durante
5 min. Se lavaron las células unas 5 veces mas y se aplico solucién de Hoechst 2 ppm en
PBS vy se dejo actuar por una hora y media a temperatura ambiente y en oscuridad. Por
altimo, los cristales fueron lavados y se pegaron de forma inversa en un portaobjetos con

FluorSave™,

Los portaobjetos se dejaron reposar por 24 horas a temperatura ambiente, antes de hacer la
lectura en el microcopio confocal. Las imagenes fueron capturadas en un microcopio
confocal laser de barrido Olympus FVV1000 acoplado a un software de andlisis de imagen
FluoView FV10-ASW2.1, con el objetivo 60X (PlanApo N 60x Oil NA 1.42 WD 0.15
mm). De cada cristal de las formulaciones DiO-DMPC-DOX y DiO-PCPS-DOX, se
capturaron dos fotos de diferentes campos y de cada una se calculd el perfil de la intensidad

de fluorescencia del canal verde (DiO 484/501 nm). Asi mismo se hizo un conteo visual del
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numero total de células por campo y se identificaron las células que contenian liposomas
marcados en su interior; esto con el fin de hallar el porcentaje de células positivas para la

incorporacion de liposomas.

Con la intencion de corroborar los resultados del andlisis por microscopia confocal, se
realizd un estudio preliminar por citometria de flujo siguiendo los mismos parametros de
preparacion de las muestras anteriormente descritos. Sin embargo, debido a las
caracteristicas de este ensayo, luego de la hora de incubacién, fue necesario desprender las
células antes de fijarlas con paraformaldehido al 10 %, y de esta forma obtener las células

en suspension.

Previo a la lectura, fueron mezcladas las suspensiones de las repeticiones de cada
tratamiento, grupo control y grupo tratamiento b y c. El andlisis se realizé en el citdmetro
de flujo LSR-Fortessa (BD Biosciences, Alemania), equipado con tres laseres. Las muestras
se excitaron a 488 nm con un laser de cristal de zafiro de fase solida y la fluorescencia fue
detectada con un filtro de 530/30 nm. Para cada muestra, fueron adquiridos 10.000 eventos
y los datos se analizaron en el programa FlowJo (Tree star, USA). Los pardmetros evaluados
fueron: dispersion frontal o forward scatter (FSC), dispersion lateral o side scatter (SSC),
intensidad mediana de fluorescencia (IMF) y comparacion del area bajo la curva en el

histograma.

4.2.5. Analisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software Graph Prad Prism 6.01 (GraphPad Software,

Inc. Estados Unidos). Los datos del efecto de la solucion de hidratacion en la formacion de
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vesiculas lipidicas y efecto de la concentracion de doxiciclina en el tamafio y potencial , se
sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de un factor con el fin de realizar el test de
diferencias significativas; posteriormente los resultados se sometieron al pos-test de Tukey.
Adicionalmente se usoé el test no paramétrico Mann-Whitney para comparar la captacion de dos
formulaciones liposomales de doxiciclina en células DH82. Los valores se consideraron

significativos para un valor p < 0,05.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. Preparacion de liposomas

4.3.1.1. Efecto de la solucién de hidratacion en el potencial {y el tamafio del liposoma Dentro
de las soluciones de hidratacién empleadas para la preparacién de liposomas se
encuentran: agua destilada, soluciones buffer, solucion salina y soluciones no

electroliticas como aquellas compuestas por azlcar (121).

Aunque el agua no cumple con la propiedad fisiol6gica (osmolaridad) para una preparacion
liposomal in vivo (156), se queria analizar si presentaba alguna diferencia con las soluciones
buffer evaluadas.

Propiedades fisicoquimicas como el tamafio del liposoma y la carga superficial, tienen una
gran influencia en la eficiencia del liposoma como “drug carrier” in vivo, en la liberacion

controlada y en la biodisponibilidad (125).
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Asi mismo, durante el proceso de preparacion de liposomas, la hidratacion influye en el
tipo de vesicula a formar (nimero de capas, tamafio y volumen de atrapamiento). Otros
factores que influyen en la velocidad de formacion del liposoma y en su morfologia es la
rata de adicion de la solucion de hidratacion, temperatura de agitacion y condiciones
i0nicas. Estas variables pueden generar diferentes tipos de preparaciones liposomales a
pesar de partir de una misma concentracion y composicion lipidica e igual volumen de

hidratacion (156).

El efecto del medio de hidratacion en el tamafio y potencial { es importante para determinar
la solucion a usar en la preparacion de liposomas con fines de uso in vivo. Al evaluar tres
soluciones de hidrataciéon (agua destilada, buffer fosfato salino (PBS) 10 mM pH 7,4 y
buffer fosfato 10 mM pH 7,4) (Tabla 25), se observa que no hay diferencias significativas
en el tamafio de vesiculas vacias (p > 0,05) y los valores promedio del indice de
polidispersidad, para cada suspension, indican que en todos los casos se formd una

dispersion monodispersa (PD < 0,3) (95).

Tabla 25. Efecto de la solucién de hidratacion en la carga y tamafio de liposomas vacios

tipo LUV, (media + SD, n = 3)

Solucién de Potencial § Ts:;gzalge PD*
hidratacion (pH) (mV) (nm)
Agua destilada -11,027 + 1,824 a 162,433+ 2,750 a 0,089 + 2,173
Buffer fosfato
10 mM (7,4) -8,370 + 2,503 b 157,233 +9,811a 0,109 + 0,037
PBS 10 mM (7,4) -2,350 + 0,368 ¢ 154,367 + 5,558 a 0,119 + 0,013

*PD: indice de polidispersidad. Letra distinta en la misma columna indica que son significativamente
diferentes p < 0,05. Las lecturas de tamafio y potencial ( se realizaron a 25 °C
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En cuanto al potencial {, las cargas de las vesiculas para los tres casos es neutra (valores
alrededor de -10 mV y +10 mV) (99). El fosfolipido DMPC se caracteriza por tener una
carga neutra a pH 7,0; sin embargo, es la orientacion de los grupos que hacen parte de la

cabeza del liposoma quienes determinan la carga superficial de la membrana (157).

Makino y colaboradores propusieron un modelo para la orientacion de los grupos de cabeza
de lipidos a partir de un estudio con liposomas preparados con fosfatidilcolina y analizaron
la dependencia del potencial { con la temperatura y la fuerza ionica (158). De esta forma, a
baja fuerza idnica, el potencial  es mas negativo debido a que el plano del grupo colina se
encuentra por debajo del plano del grupo fosfato, mientras que a mayor fuerza ionica, el

potencial  es mas positivo debido al cambio de orientacion de la cabeza polar (127).

El valor menos negativo en la carga superficial de las suspensiones liposomales se obtuvo
a partir de la solucion de hidratacion PBS. Esto se puede explicar porque se neutralizan las
cargas de la superficie por las sales que se estan adicionando (NaCl y KCI) y los iones se
pueden adsorber sobre la superficie del liposoma. Adicionalmente, se podria pensar que
este medio provoca una inclinacion del plano colina-fosfato hacia afuera de la bicapa, con

lo cual las vesiculas adquieren un potencial { mas positivo.

Los valores de potencial { en agua destilada demuestran la presencia de una carga
superficial, lo que podria explicarse por la reorientacion de los grupos de cabeza lipidica
(157). El potencial ¢ es un factor importante que confiere estabilidad a las nanoparticulas:

valores altos favorecen la repulsion entre las particulas y aumentan la resistencia a la
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agregacion (159). Con el agua destilada se obtuvo el valor mas negativo en potencial ¢, lo
gue genera un sistema coloidal més estable. Sin embargo, cabe recordar que el agua no es
una alternativa adecuada para la preparacion de una formulacion liposomal inyectable y que
las soluciones buffer estudiadas son compatibles con el medio fisiolégico (160). De esta
forma, entre las dos soluciones buffer, por sus resultados en potencial ¢, la mejor opcién en

este caso es el buffer fosfato pH 7,4.

4.3.1.2. Efecto de DMPS sobre tamafio y potencial { de las vesiculas. Como se observa en la
Figura 6, la adicion de fosfatidilserina a liposomas neutros de DMPC reduce el tamafio de
las vesiculas lipidicas, probablemente debido a la mayor posibilidad de empaquetamiento
de estos fosfolipidos. Este resultado es consistente con lo reportado por Makino et al.,
quienes sefialaron que al aumentar la concentracion de PS desde 0,7% mol a 14,0% mol
en un sistema compuesto por fosfatididilcolina y colesterol, se reduce el tamafio de la

vesicula desde 180,0 nm a 128,6 nm (140).

Es bien sabido que la carga superficial en los liposomas depende de la composicion de los
fosfolipidos, especificamente del tipo de cabeza polar, pues existen fosfolipidos
zwiteronicos, cationicos y anidnicos, dependiendo de la funcion quimica unida al fosfato.
En este sentido, la adicion del fosfolipido anidnico PS produjo un cambio significativo en
el potencial ¢ de vesiculas neutras, haciendo que la carga superficial fuera mas negativa.
Cuando se hace la adicion del 50,9% de PS, se evidencia una saturacion, ya que la carga
del liposoma comienza a disminuir (se acerca mas a cero) respecto a las concentraciones de

75,6% y 83,8% PS.
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Figura 6. Efecto de la composicién de fosfolipidos (DMPC:DMPS) sobre la carga superficial y el tamafio de

liposomas vacios.

Desde la perspectiva de la teoria DLVO, la cual se considera como un punto de partida util
para intentar comprender los sistemas coloidales complejos como emulsiones, espumas y
suspensiones, se pueden emplear unas “reglas empiricas” para dar una estimacion del grado
de estabilidad de un sistema coloidal a partir del valor del potencial ¢ de las particulas
dispersas. Siendo asi, las particulas coloidales son mas estables cuando el potencial  es —
30 mV 0 mas negativo; e inestables, debido a una aglomeracion, cuando el potencial  se

encuentra entre -5mV y +5 mV (69).

Igualmente, la fuerza de repulsion que surge del solapamiento de las dobles capas eléctricas

que rodean a los liposomas cargados, es la razén principal de su estabilidad y la forma de
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prevenir la fusion de las bicapas. Esta fuerza de repulsion actta contra cada superficie y lo

hace en oposicion a cualquier intento de disminuir la distancia de separacion (69, 127).

En este sentido, la adicion de 50,9% PS, que equivale a una relacion molar PC:PS 1:1, hace
que el potencial { sea mas negativo en comparacion con la relacion 7:3 (30,7% de DMPS),
pasando a -50,33 mV + 2,73 desde -29,60 mV + 1,39 mV y ademas, a partir de este punto,
cantidades superiores de PS producen una saturacion del sistema. Por esta razon, se
establecio la relacion molar PC:PS 1:1 como el sistema liposomal anidnico para los

siguientes ensayos.

4.3.1.3. Capacidad de encapsulacion de doxiciclina en vesiculas lipidicas. El estudio del efecto
de la incorporacion de cantidades crecientes de doxiciclina sobre el tamafio de liposomas
neutros (DMPC) y anionicos (DMPC:DMPS 1:1), mostrd que para el caso del fosfolipido
DMPC hay una relacién inversa entre la concentracion de doxiciclina y el tamafio. Se
observo una disminucion desde 166,1 nm + 2,9 nm (liposomas vacios) hasta 122,9 nm +
9,18 nm (liposomas con 15 mM de doxiciclina), cambio que se empieza a evidenciar a
partir de la concentracion de 1 mM. Por el contrario, con el sistema mixto DMPC:DMPS
1:1, solamente la mayor cantidad de doxiciclina adicionada (15 mM) produjo un leve
incremento en el didmetro promedio de los liposomas. Estos cambios se pueden atribuir a
diferencias en la organizacién molecular (empaquetamiento) de los fosfolipidos en la
membrana, causada por la interaccion farmaco-lipido que tiene lugar durante la formacién

de la vesicula (Figura 7) (161).
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Figura 7. Efecto de la incorporacion de cantidades crecientes de doxiciclina sobre el tamafio de liposomas

compuestos de DMPC y DMPC:DMPS 1:1

Una aproximacion a la interaccién entre doxiciclina y vesiculas lipidicas fue realizada por
Malekar y colaboradores, quienes encontraron que la adicion de doxiciclina a una
concentracion de 2 mM en liposomas compuestos por DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina),
no altera significativamente la temperatura de transicién principal (pasé de 42,96 °C a 41,86
°C). Esto sugiere que la doxiciclina no se asoci6 con la bicapas lipidicas y, en cambio, se

incorporo en el nicleo acuoso o se adsorbid parcialmente en la superficie de la bicapa (19).

De este modo, los cambios en el tamafio de las vesiculas con el aumento de la concentracion
de doxiciclina, va estar marcado principalmente por la ubicacién de la doxiciclina y su

interaccion con la cabeza polar. Ademas, la diferencia entre ambos sistemas liposomales,
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radica en el grupo terminal de la cabeza polar, ya que en los liposomas mixtos tienen ademas

de la colina por el DMPC, la serina del DMPS.
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Figura 8. Efecto de la incorporacion de cantidades crecientes de doxiciclina sobre la carga superficial de

liposomas compuestos de DMPC y DMPC:DMPS 1:1

En cuanto al efecto en la carga superficial de las vesiculas, el incremento en la cantidad de
doxiciclina adicionada no generd una variacion en los sistemas de DMPC vy el valor del
potencial { se mantiene dentro del rango de neutralidad (+10 mV y -10 mV). En el caso de
los liposomas de DMPC:DMPS 1:1, se observo que hay pequefios cambios con el aumento
de doxiciclina, se hace méas negativo y a partir de 10 mM comienza a ser mas positivo; sin
embargo, estas diferencias no son estadisticamente significativas con respecto a los

liposomas vacios (p < 0,05) (Figura 8). La doxiciclina es una molécula que tiene tres valores
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de pKa (3,02, 7,97 y 9,15) (162) y en un medio con un valor de pH 7,4 se va a encontrar en
su forma zwitterionica (Figura 9B), lo cual podria explicar que no hubo modificaciones en

la carga de la superficie con aumentos de la concentracion de doxiciclina.

Figura 9. (A) Estructura quimica de doxiciclina; (B) lonizacion de doxiciclina a pH 7,4, informacion obtenida

de Chemicalize.

Ademas, basado en lo descrito por Malekar y colaboradores, la doxiciclina a pH fisiolégico,
no afecta la orientacion de los fosfolipidos o el entorno de los grupos fosfato de la cabeza
polar de vesiculas lipidicas de DPPC, ya que el analisis por espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de fosforo-31 (3:P-RMN) mostré que no hubo cambios en el espectro de
liposomas vacios frente al espectro de liposomas con doxiciclina (19). Esto también explica
que para los dos sistemas lipidicos propuestos (DMPC y DMPC:DPMS 1:1), no se
encontraron diferencias significativas en el potencial { con aumentos en la concentracion
de doxiciclina, porque el grupo fosfato se mantiene expuesto hacia la superficie, sin

modificacion en la orientacion de la cabeza polar.
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No obstante, se necesitan mas estudios para comprender el efecto de atrapamiento de
doxiciclina en las vesiculas compuestas por DMPC y DMPC:DMPS 1:1. Algunas técnicas
que permitirian investigar los cambios en las propiedades dinamicas de diferentes regiones
de los liposomas y que han sido empleadas en otros estudios, son: calorimetria diferencial
de barrido (DSC), resonancia magnetica nuclear (RMN) y espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier (FTIR) (163, 164).

En términos de la capacidad de encapsulacion de los liposomas, se puede apreciar en la
Tabla 26 que, en ambos sistemas, al aumentar la cantidad de doxiciclina a encapsular, el
contenido incorporado también incrementa, aunque en el caso de DMPC a una
concentracion de 15 mM hay una saturacion, que puede deberse a la interaccion especifica
de este farmaco con el grupo terminal colina del fosfolipido DMPC durante la ubicacion
del activo en el centro acuoso o en su adsorcidn en la superficie de la vesicula. Dicha
interaccion va a ser diferente con el sistema liposomal mixto por la presencia del grupo

terminal serina que lo aporta el fosfolipido DMPS.

Asimismo, cuando se preparan liposomas con cantidades bajas de doxiciclina, esta se
incorpora mejor en las dos formulaciones. De tal manera que en el sistema de DMPC a una
concentracion de 0,1 mM se logra incorporar 0,0060 mM que representa una eficiencia de
5,98%, mientras que para DMPC:DMPS 1:1 a una concentracion de 1 mM se encapsula

0,0417 mM que equivale a una eficiencia de 4,17%.

Al comparar los dos sistemas, el neutro (DMPC) tiene una mayor capacidad para encapsular

doxiciclina con el incremento de la concentracion y, en cada valor evaluado, se observaron
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diferencias significativas (p < 0,05) con respecto al sistema anionico (DMPC:DMPS)

(Tabla 26).

Tabla 26. Incorporacion de doxiciclina en liposomas neutros y aniénicos, (media + SD, n =

3)

Doxiciclina Doxiciclina incorporada (mM) Doxiciclina incorporada (%)

adicionada DMPC:DMPS DMPC:DMPS

(mM) DMPC 11 DMPC 11

0,1 0,0060 + 0,0006 a  0,0019 +0,0004b 598+0,60a 2,06 +0,550b
1,0 0,0166 + 0,0007 a 0,0417 +0,0066b 1,66+0,07a 4,17+0,66b
5,0 0,1435+0,0164a 0,0879+0,0026b 2,87+0,34a 1,76 + 0,05 b
10,0 0,6028 + 0,0665a 0,1248 +0,0080b 6,02 + 0,66 a 1,25+0,80 b
15,0 0,2719+0,0481a 0,2028 +0,0489b 1,81+0,32a 1,35+0,33b

Concentracion y porcentaje se analizaron separadamente. Se hizo la comparacién entre la misma
concentracién de doxiciclina para los dos sistemas liposomales, letra distinta en la misma fila indica que son
significativamente diferentes p < 0,05

En la Figura 10 se hace evidente que la cantidad de doxiciclina incorporada en los dos
sistemas aumenta conforme se incrementa la cantidad de principio adicionado durante la
preparacion. Se observa que los liposomas compuestos por DMPC:DMPS no han llegado
al punto de saturacion, en tanto que el sistema de DMPC se logra saturar con cantidades

por encima de 10 mM.
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Figura 10. Doxiciclina incorporada en liposomas construidos con DMPC y DMPC:DMPS 1:1

Los resultados de eficiencia de encapsulacion obtenidos en los dos sistemas liposomales se
pueden contrastar con otros estudios, los cuales también usaron liposomas para encapsular
doxiciclina (Tabla 27). En estos trabajos se obtuvieron mayores eficiencias en comparacion
con las dos formulaciones desarrolladas; sin embargo, estas diferencias se atribuyen al tipo
de fosfolipido, la concentracién de lipidos empleada y al tamafio de las vesiculas. Para el
caso 1, a pesar de utilizar concentraciones de fosfolipido y doxiciclina similares a las de la
presente investigacion, 2 mg/mL y 0,264 mM respectivamente, se alcanz6 una eficiencia
de encapsulacion mayor e igual a 16,29% + 1,53%; sin embargo, se resalta que el tipo de
liposoma elaborado fue MLV, lo cual puede favorecer para este tipo de farmaco la
interaccion con la membrana y el atrapamiento. Por otro lado, en el caso 2 se desarrollaron
vesiculas de tamafio inferior a 100 nm, pero la concentracion de fosfolipidos es 10 veces
mayor a la del presente estudio, de esta forma se modifica la curvatura y el

empaquetamiento en la membrana, que se refleja en un aumento en la eficiencia.
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Finalmente, el caso 3 y 4 tienen en comun el tamafio de particula que es superiora 1l umy,
como se menciond anteriormente, este tipo de vesiculas al parecer favorecen la

encapsulacién de doxiciclina.

De forma general, se destaca que las investigaciones de la Tabla 27 emplearon DPPC, que
es un fosfolipido con cadena alquilica de 16 carbonos (Cie) Yy colesterol que otorga fluidez
a la membrana. Esto se relaciona con los descrito por Budai y colaboradores, quienes
sefialaron que la estructura fluida de lecitina permite que la doxiciclina se sumerja (mas

profundamente) en la membrana liposémica (27).
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Tabla 27. Liposomas como sistemas de encapsulacion de doxiciclina en publicaciones indexadas

No.
Caso Metodc_J’ Fosfolipido Concen'grguon Conce_nj[re_lcmn Spluuon_c,ie Eficiencia  Tamario Potencial Ref.
de preparacion fosfolipido Doxiciclina  hidratacion d
estudio
., Hidratacién OPPC 2mg/mL  0.1354 mg/mL foffggerH 1629% %\ gamyv (@)
de pelicula (2,95 pmol) (0,264 mM) 70 P 1,53%
Lecitina de
huevo- 28,68%+
Estearilamina- 6,41%
. . Chol (7:2:1) Agua
Hidratacién o 2 mg/6rmL ; 50-100
2 de pelicula _ Le_C|t|na- 90 pmoles (0,650 mM) destllla.da 49.17% + nm NE (28)
dicetilfosfato- estéril 6.75¢
Chol (7:2:1) (970
Lecitina:Chol 21,06 +
(7:1) 0,84 %
. . Buffer
Hidratacion DPPC-Chol 0 1,38 + 0,52 +
3 de pelicula (1:1) NE NE fOSf;ltZ PH 37,6% 0,01 um 0,11 mV (165)
Gradiente 80 pumoles ?1%5(3%/]?/:5 Solucién 97,77%
4 con &cido DPPC-Chol DPPC + 40 ' . 3178 nm NE (12)
sulfarico pmoles Chol 33 mg/mL salina 14,77%
(635,84 mM) ’

NE: No se especifica
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A pesar de la baja eficiencia de encapsulacion obtenida, las dos formulaciones, a las
diferentes cantidades de doxiciclina incorporada, lograron encapsular una concentracion de
doxiciclina por encima de la MIC de tratamientos con este farmaco para infecciones
intracelulares causadas por Staphylococcus aureus (MIC 11,2 ug/mL), Ehrlichia spp. (MIC
0,03 pg/mL) y Brucella melitensis (MIC 0,5 pg/mL) (15, 166, 167). Esto es importante
porque el sistema de transporte liposomal debe suministrar doxiciclina a las
concentraciones terapéuticas deseadas en el sitio de accién, para que esta actle durante el
proceso de la infeccion, lo cual se conseguiria con las formulaciones desarrolladas en este

estudio.

Para finalizar, los liposomas preparados con una concentracion de doxiciclina de 10 mM
fueron seleccionados para el estudio in vitro de captacion por macréfagos debido a que, a

ese valor de concentracion, ambos sistemas presentan un tamafio de particula similar.

4.3.2. Incorporacion de doxiciclina liposomal en macréfagos

La mayoria de infecciones intracelulares ocurren en células con alta actividad fagocitica como

macrofagos y células dendriticas (6). La linea celular DH82 empleada para este estudio, histiocitos

provenientes de células neoplasicas de un Golden Retriever diagnosticado con histiocitosis

maligna, aun conserva la actividad fagocitica y por esta razon fue utilizada para evaluar la

capacidad de direccionamiento del sistema liposomal hacia macrogafos (153).

En una primera instancia se hizo un ensayo piloto con 5 x 10° células/pozo y se incubaron durante

1 hora con DiO-PCPS-DOX a una dilucion de 1/4 (concentracion final de fosfolipido de 3 mg/mL).

Luego se verifico la captacion de los liposomas al interior de las células en microscopio invertido
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de fluorescencia Axio Vert.Al (Zeiss, Oberkochen, Alemania), encontrandose que la formulacion
de doxiciclina liposomal DiO-PCPS-DOX es incorporada al interior de las células fagociticas

DH82 (Figura 11).

Pese a que este primer ensayo sirvid para verificar la vectorizacion de los liposomas, presentd
algunos problemas, que fueron de utilidad para las posteriores lecturas (fase 1 y fase 2), como: a)
la alta densidad celular que impedia una correcta cuantificacion y b) la excesiva concentracion de

liposomas que dificultaba la comparacion entre las dos formulaciones.

Por esta razén, se disminuy6 el nimero de células sembradas por pozo a 2 x 10° células y la
concentracion del sistema liposomal fue reducida a 0,125 mg/mL, para atenuar la intensidad de

fluorescencia.

Figura 11. Captacion de doxiciclina liposomal DiO-PCPS-DOX en macrofagos de la linea celular DH82 evaluados

por microscopia de fluorescencia luego de 1 hora de incubacién. Los ndcleos se tifieron en azul con Hoechst (A),
doxiciclina liposomal marcada con DiO (B), imagenes superpuestas canal azul y verde (C). Las micrografias fueron
capturadas con un aumento de 60X.

102



4.3.2.1. Fase 1. A partir del registro visual en los tiempos estipulados, se encontré que con el
tiempo se aumenta la internalizacion de los liposomas (aumento en la aglomeracién de
puntos verdes al interior de los macrofagos). De esta manera, también se observé que se
aumento la intensidad de la fluorescencia por la acumulacién de liposomas dentro de las

células (Figura 12).

Este resultado coincide con lo reportado por Raz y colaboradores, quienes observaron un
aumento en la radioactividad de liposomas que contenian *2°1-BSA con respecto al tiempo

de incubacién (137).

A partir de este ensayo se establecid el tiempo de incubacion para desarrollar la fase 2. El
tiempo seleccionado para realizar la comparacion entre las dos formulaciones fue el de 1
hora, ya que es el momento en que se puede establecer mas claramente las diferencias entre

los dos casos.
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15 minutos 30 minutos 1 hora 2 horas PCPS-DOX

Figura 12. Imégenes de microscopia confocal laser de barrido (CLSM) de células DH82 incubadas con doxiciclina liposomal DiO-PCPS-DOX a cuatro diferentes
tiempos (15 min, 30 min, 1 hy 2 h). El nicleo se representa en azul (Hoechst) y los liposomas en verde (DiO). Se muestra la superposicién de imagenes: (A) canal
azul y verde; (B) canal azul y luz transmitida. Imagenes de células con liposomas sin marcar se presentan en la quinta columna (de izquierda a derecha). La ganancia

y el nivel de negro fueron ajustados con el control (células sin tratamiento) y se mantuvieron iguales para todas las muestras evaluadas
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4.3.2.2. Fase 2. Los resultados muestran que las dos formulaciones, DiO-DMPC-DOX y DiO-
PCPS-DOX, se han internalizado en el citoplasma de las células DH82. (Figura 13A 'y
13B). No se detecto incorporacion de liposomas en el nicleo, lo cual se comprueba por la

ausencia de colocalizacion entre la sonda DiO (liposomas) y el marcador Hoechst.

Se observa que la morfologia de las células con tratamiento es similar a las células control
(Figura 13A), lo cual indica que la interaccion de los liposomas (marcados y no marcados)
con las células no caus6 ningun dafio en la membrana celular. Esto se soporta con los
resultados obtenidos por citometria de flujo, ya que la comparacion univariada de los
histogramas de dispersion frontal (FSC) y de dispersion lateral (SSC) entre el grupo control
y los grupos tratamiento (analizados separadamente cada tratamiento versus el control) por
medio del algoritmo de sustraccion de Overton (168), mostraron que no hay diferencias
significativas en el tamafio y granularidad de las células luego de ser expuestas a las

formulaciones liposomales.
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Figura 13. Analisis Control DMPC - DOX PCPS - DOX i DIO-DMPC-DOX i  DIO-PCPS-DOX
comparacion de
internalizacion entre las
formulaciones
liposomales DMPC-DOX
y PCPS-DOX en células
DH82, luego de 1 hora de
incubacion. (A)
superposicion de
imagenes de CLSM, canal
azul y verde, de células
sin tratamiento (control), :
células con liposomas sin 4
marcar (DMPC-DOX y i 53 i H contl
PCPS-DOX) y células con Contrel _Cﬂh'm}_ . Co_mf?l Conteol —— DiO-PCP5-DOX
liposomas marcados i B i o i T DoBMREDOX i

(DiO-DMPC-DOX y .
DiO-PCPS-DOX); (B) =
histogramas de intensidad 5
de fluorescencia de DiO
colectada en FL1(FITC) i i i i

obtenidos por citometria N T e T T PR T T H | AR
de flujo; (C) porcentaje de

células con liposomas del 150
total de células por campo
evaluado (dos repeticiones

por formulacion, de cada

una dos campos); (D) C
valores de RFU de DiO

por campo evaluado para

cada formulacion,

obtenidos a partir del o
nerfil de la intensidad de

fluorescencia. Los datos obtenidos de CLSM se representan como un promedio + SD (n=4); (E) Intensidad mediana de fluorescencia (IMF) de las formulaciones marcadas con DiO y
el control.
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Adicionalmente, si se hace un analisis desde el punto de vista del modo de internalizacion
de los liposomas en el citoplasma, se podria pensar que siguen un patrén clasico de
captacién mediada por endocitosis, en concordancia con lo descrito por Raz (137). Esto
también se puede justificar porque se visualizan puntos verdes en el citoplasma,
correspondientes a la sonda fluorescente DiO, la cual se intercala facilmente entre los
fosfolipidos de la membrana del liposoma (154), ademas no se observa fluorescencia en la
membrana celular y nuclear; por tanto, no hubo un proceso de intercambio o transferencia
de lipidos y tampoco una fusion del liposoma con posterior vertido del farmaco (133). Todo
esto sugiere que la principal via de captacion es por endocitosis, donde ocurre la fagocitosis

del liposoma intacto.

Sin embargo, para confirmar la via de internalizacion del sistema liposomal, se pueden
hacer estudios que incluyan temperaturas de incubacion diferentes (4 °C y 37 °C) para
determinar si la captacion ocurre por un proceso pasivo (fusién) o activo (endocitosis);
asimismo, incluir inhibidores de las vias endociticas y verificar si el porcentaje de captacion
se ve afectado. Estos andlisis fueron empleados en la investigacion realizada por Di Marzio
et al. para caracterizar el mecanismo de interaccion de vesiculas lipidicas y no lipidicas con

macrofagos (169).

En principio, todo material particulado tiene altas posibilidades de ser capturado por células
fagociticas (170). En el caso de los liposomas, se ha comprobado que son facilmente
reconocidos como material particulado por los macréfagos y, ademas, aquellos de menor

tamario liberan mas eficiente su contenido en macrdgafos (132).
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Sin embrago, en este caso se queria determinar si la adicion de fosfatidilserina en la
membrana lipidica, por ser un marcador de reconocimiento durante el proceso de muerte
celular por apoptosis, ejerce un cambio significativo en la captacion de la formulacion de
doxiciclina liposomal (171). De esta forma e iniciando el analisis en términos de la cantidad
de células que incorporaron liposomas en su citoplasma (Figura 13C), se observé que no
hay diferencias significativas (p > 0,05) entre ambas formulaciones, lo cual indica que los
dos sistemas vesiculares tienen la misma capacidad de reconocimiento por las células para
ser incorporados. No obstante, por la variabilidad visual de cada campo es aconsejable
aumentar el numero de muestras. También es relevante determinar la cantidad promedio
incorporada de liposomas, porque de esta manera se asegura una mayor concentracion del
farmaco al interior de la célula y se disminuye la aparicidn de resistencias bacterianas. En
este sentido, el sistema DiO-PCPS-DOX fue mayormente internalizado en promedio por
célula en comparacion a DiO-DMPC-DOX (p < 0.05) (Figura 13D). Esto es congruente con
los resultados de citometria de flujo, porque al comprar los valores de la intensidad mediana
de fluorescencia (IMF) obtenidos de las células incubadas con las formulaciones marcadas
con DiO, el sistema DiO-PCPS-DOX tuvo un aumento de 2,2 veces sobre el control y el

sistema DiO-DMPC-DOX de 1,2 veces (Figura 13E).

De igual manera, al contrastar los histogramas de fluorescencia, se observa un
desplazamiento con los dos sistemas DiO-DMPC-DOS y DiO-PCPS-DOX, siendo mayor
con este ultimo (Figura 13B), y al someter estas distribuciones al algoritmo de Kolmogorov-
Smirnov (K-S), el cambié encontrado con DiO-PCPS-DOX es del 67,6% y con DiO-
DMPC-DOX es del 24,0% frente al control, lo cual corrobora que la formulacion anionica

compuesta por la mezcla de DMPC y DMPS tiene una mayor captacion por los macrofagos
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de la linea celular DH82. Este resultado es consistente con lo reportado por Raz et al.
quienes hallaron que liposomas de carga negativa compuestos por fosfatidilserina,
fosfatidilcolina y lisolecitina son fagocitados por macréfagos peritoneales murinos a una

mayor velocidad (12 veces mas rapido) (137).

Tambien resulta pertinente tener en cuenta el estudio realizado por Makino y colaboradores,
en el cual se buscaba comprender el efecto de las propiedades de superficie de liposomas
en la captacion por células HL-60RG. Ellos encontraron que la internalizaciéon es
independiente de la carga superficial, ya que liposomas de PC-Chol con diferentes
contenidos de PE (neutro) o PA (aniénico) no fueron eficientemente capturados en
comparacion con liposomas con PS (anionico), concluyendo de esta forma que el
fosfolipido PS es especificamente importante para la actividad fagocitica de macrofagos

(140).

El hecho que el sistema mixto compuesto por DMPC y DMPS se acumule mas al interior
de las células, se puede explicar porque la distribucién normal de fosfolipidos en la
membrana plasmatica de las células se caracteriza por tener fosfatidilcolina (PC) y
esfingomielina en la cara externa de la membrana, mientras que la mayor parte de la
fosfatidiletanolamina (PE) y toda la fosfatidilserina (PS) estan ubicadas hacia el interior de
la membrana (171). Durante un proceso de apoptosis se produce un cambio en la asimetria
de fosfolipidos de la membrana, lo cual genera la translocacion de PS a la superficie y la

celula es eliminada por macrofagos y monocitos (140, 172).
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4.4. CONCLUSIONES

En esta investigacion se desarrollaron dos sistemas nanoparticulados, neutro y aniénico,
utilizando liposomas que dirigieron exitosamente doxiciclina hacia células fagociticas.
Partiendo de la MIC y el direccionamiento del farmaco, el tratamiento de infecciones
intracelulares, mediado por liposomas como vehiculos lipidicos de doxiciclina, es factible.
Esto se debe a que se lograron concentraciones encapsuladas por encima de la MIC de
varias bacterias intracelulares y el estudio bioldgico demostrdé que estos sistemas son

facilmente detectados por macréfagos.

El estudio de internalizacion de los liposomas en los macréfagos demostro que los sistemas
presentan una captacion dependiente del tiempo y que, segun los resultados del perfil de
intensidad de fluorescencia e intensidad mediana de fluorescencia, los liposomas anionicos

son mayormente internalizados.

La evaluacién de mezclas de DMPC y DMPS en diferentes relaciones molares, permitié
establecer el sistema liposomal anionico, a partir de los resultados del potencial {, como
DMPC:DMPS 1:1, con un tamafio promedio de 113,5 nm + 0,35 nm y carga superficial de

-49,25 mV + 4,86 mV.

De acuerdo a los resultados del ensayo de capacidad de incorporacion de doxiciclina, se
establecio que este farmaco fue facilmente incorporado en ambos sistemas cuando se

prepara a bajas concentraciones, en DMPC 1 mM (5,98%) y DMPC:DMPC 1 mM (4,17%);
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y que los liposomas neutros compuestos por DMPC encapsulan cantidades de doxiciclina

significativamente mayores que liposomas aniénicos de DMPC:DMPS.

111



5. CONCLUSIONES GENERALES

En esta investigacion se desarrollaron dos formulaciones, cada una para una via de
administracion diferente, microparticulas para uso oral y liposomas para via intravenosa,
ambas con el potencial de ser implementadas en el tratamiento de enfermedades

intracelulares en las que la doxiciclina tenga una accion terapéutica.

Las microparticulas compuestas por 13,64% gelatina, 85,86% sacarosa y 0,50% CMC
presentaron las siguientes caracteristicas que permiten considerarlas para ser
potencialmente utilizadas como sistemas de liberacion de doxiciclina: 1) indice de Carr
23,33% Yy Relacion Hausner 1,30; 2) morfologia suave y superficie externa lisa; 3)
eficiencia de encapsulacion 57,91%; y 4) menor cantidad de principio activo liberada a pH

acido.

Se identificd que el sistema liposomal anidnico, compuesto por DMPC:DMPS en una
relacion molar de 1:1, tamafio menor a 200 nm, carga negativa y, que al mismo tiempo se
comporté como marcador de reconocimiento por células fagociticas (reflejado en una
mayor tasa de incorporacion), cumplié con las condiciones necesarias para ser empleado
como un sistema de transporte de doxiciclina que deposite el principio activo en macréfagos
y mostro tener las mejores caracteristicas como sistema selectivo dentro de las
formulaciones liposomales evaluadas en este trabajo, abriendo la posibilidad para futuras

investigaciones.
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6. PERSPECTIVAS

En la preparacion de microparticulas, para lograr aumentar el porcentaje de eficiencia de
encapsulacion y el rendimiento del proceso de secado, resulta interesante evaluar y
optimizar condiciones operativas del proceso, tales como temperatura de entrada, velocidad
de alimentacion, porcentaje de aspiracion y el impacto de estas sobre el rendimiento y la

eficiencia.

Este trabajo se encuentra dentro del marco de un proyecto financiado por Colciencias con
el convenio 22833. Dicho proyecto cuenta con el aval del Comité de Etica para
experimentar con animales-CEEA Acta N°8 del 2013 de la Corporacion Universitaria
Lasallista, para realizar un estudio clinico en perros. Por lo anterior, seria interesante llevar
a cabo un estudio farmacocinético de una dosis Gnica en modelo canino, en el cual se pueda
estudiar los cambios de la doxiciclina microencapsulada referentes a su absorcion,

distribucion, metabolismo y excrecion.

Como la formulacién F2 mostr6 tener potencial aplicacion farmacéutica, seria la elegida
para continuar con el estudio in vivo y de esta forma analizar los parametros
farmacocinéticos versus un control de doxiciclina sin excipientes. Con esto se podria
indicar si puede haber un cambio en la dosis o en el régimen de administracién de la
formulacidn, asegurando que la concentracion en sangre del farmaco se encuentre entre la

concentracion minima efectiva y la concentracion minima téxica.
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En el disefio y desarrollo de productos farmacéuticos es importante garantizar la estabilidad,
inocuidad y seguridad de los productos en estudio y mas aun cuando se trata de sistemas
innovadores. Por tanto, es necesario complementar el andlisis para las dos formulaciones
propuestas, microparticulada y liposomal, en términos de control microbiol6gico y estudio

de estabilidad acelerado y natural.

En cuanto a la formulacién liposomal, la cual va a tener un contacto directo con la célula
diana, es importante evaluar la citotoxicidad por ensayo in vitro en linea celular o cultivo
primario. Asimismo, al tratarse de un sistema inyectable, se deben hacer pruebas de

esterilidad y endotoxinas bacterianas.

Con el fin de aumentar la eficiencia de encapsulacién de doxiciclina en el sistema liposomal
anionico, el cual demostré mayor potencial de captacion por células fagociticas, se podria
aumentar la concentracion de fosfolipido en la preparaciéon y de esta forma aumentar el

volumen de atrapamiento.
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