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1. Resumen

En la actualidad uno de los grandes problemas del tratamiento de la enfermedad de
Parkinson con L-Dopa radica en la aparicion de discinesias. Estas se deben al alto
grado de denervacion dopaminérgica, a los cambios fisiopatoldgicos en los nucleos
cerebrales que controlan el movimiento, asi como a la actividad oscilatoria de este
sistema de control motor debida a una estimulacion variable provocada por los niveles
fluctuantes de L-Dopa en el sistema nervioso central durante la terapia. Estas
discinesias generalmente comienzan con estadios en los que el efecto del farmaco
disminuye y posteriormente se produce la aparicion de los movimientos involuntarios
gque ademas de ser incapacitantes pueden ser dolorosos. Algunas hipoétesis han
sugerido que para resolver este problema es necesario un cambio de esquemas de
administracion. Es por ello que en este proyecto ideamos una formulacién de L-Dopa en
nanoparticulas, cuyo objetivo final es transportar al farmaco al sistema nervioso central.
Nuestra estrategia estd enfocada en recuperar los niveles de Dopamina y mantenerlos
constantes por medio de un sistema de liberacién lento. Para poder cumplir con este
propdsito se cred un sistema de nanoparticulas menores de 400nm con base en
quitosano, capaces de encapsular L-Dopa y liberarla lentamente. A lo largo de este
trabajo se documentan los detalles de la elaboracién de este sistema de acarreo de L-
Dopa en nanoparticulas, asi como la evaluacion de la liberacion de L-Dopa en

condiciones fisiolégicas in vitro.



1.1 Abstract

Currently the main problem in the treatment of Parkinson’s disease with L-Dopa is the
development of incapacitating movements collectively known as dyskinesia. Dyskinesia
is directly related with the extent of dopaminergic denervation, pathophysiological
changes in cerebral nuclei related with motor control, and the oscillatory activity of this
motor control system induced by a variable stimulation, due to fluctuant levels of L-Dopa
in the central nervous system. These abnormal movements initiate when
pharmacological effects are diminished, and then incapacitating involuntary movements
are produced. In order to resolve this drawback, the administration schedule should be
changed. In this project we develop a new formulation of nanoparticles in order to
delivery this Dopamine precursor to the central nervous system to maintain
neurotransmitter levels constant, by means of a slow delivery system and in
consequence a less fluctuation in Dopamine levels. To this proposal we made chitosan
based nanoparticles of less of 400 nm, they incorporate L-Dopa and release slowly. In
this work we describe the elaboration method of this nanoparticle transport system and

its evaluation in a release model in physiological conditions.



2. Antecedentes

2.1 La enfermedad de Parkinson como como problema de salud, su fisiopatologia y

terapéutica.

2.1.1 Generalidades sobre la Enfermedad de Parkinson.

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo que se caracteriza por
afectar el control motor y que se produce por la pérdida progresiva de las neuronas
dopaminérgicas de la sustantia nigra pars compacta (SNc) La falta de dopamina lleva a
la aparicion de las manifestaciones clinicas clasicas, como son la bradicinesia, la rigidez
muscular y el temblor en reposo (1). A pesar de que los sintomas clasicos comunes de
la enfermedad estan relacionados con la pérdida del control motor, también hay
complicaciones que afectan otras funciones corporales llevando consigo el desarrollo
de otro tipo de sintomas. Dentro de las anormalidades que no tienen relacion con los
sintomas motores se encuentran problemas de suefio, ansiedad, depresion, deplecion
cognoscitiva, demencia, disfuncién olfatoria, dolor, alucinaciones, y alteraciones del
sistema nervioso autonomo incluyendo constipacidén e hipotension postural. Es
importante mencionar que estas complicaciones pueden aparecer poco antes de las
complicaciones motoras o0 pueden estar relacionadas con las alteraciones on-off
motoras durante el tratamiento y ser exacerbadas por un inapropiado ajuste de
farmacos anti-parkinsonianos, por lo cual pueden tener mayor relevancia en estadios

tardios de la enfermedad (1).

Hoy en dia las enfermedades neurodegenerativas se presentan cada vez con mayor
frecuencia en la poblacion, siendo la enfermedad de Parkinson la segunda enfermedad
con mayor prevalencia a nivel mundial, solo después de la enfermedad de Alzheimer.
Se estima que hay de 4.1 a 4.6 millones de pacientes mayores de 50 afios que padecen

la enfermedad de Parkinson. En México, se ubic6é como la cuarta causa de consulta en
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el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, con una prevalencia de 40 a 50

casos por cada 100 000 habitantes al afio (2).

La enfermedad de Parkinson debe su nombre al médico James Parkinson quien la
describié como “paralisis agitante” en 1817, debido a las complicaciones motoras que
caracterizan a los pacientes. Hoy en dia se sabe que estas complicaciones motoras, se
deben principalmente a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas en el cerebro,
particularmente en la SNc, lo que compromete la funcionalidad equilibrada de los

Ganglios Basales.

En ese sentido, en 1980 se establecié el modelo funcional clasico de los Ganglios
Basales, el cual se enfocé en la fisiopatologia del Parkinson y las discinesias. Dicho
modelo ayudé a comprender de manera importante la estrecha relacion entre los
Ganglios Basales y los movimientos anormales y gracias a él en los ultimos afios se ha
encontrado una gran cantidad de evidencia acerca de la intima interconexion de la
Corteza cerebral con los Ganglios Basales, a través de conexiones neuronales

segregadas, pero paralelas. (3)

2.1.2. Los Ganglios Basales y sus alteraciones en la enfermedad de Parkinson.

Para el desarrollo de nuevos abordajes con respecto al tratamiento de la enfermedad
de Parkinson, es imprescindible conocer anatomica y fisiolégicamente las estructuras
cerebrales involucradas en el desarrollo de la patologia, particularmente los Ganglios
Basales, para ello hay que resaltar el hecho de que antes de que se estableciera el
modelo clasico ya se habian elaborado algunas descripciones de las redes neuronales
gue conectan estos nucleos. Dentro de estas, habia una que describia el circuito como
una red que conectaba a la Corteza, el Estriado y los nacleos de salida. Dentro de este
modelo previo se proponia que el complejo estriado recibia aferentes glutamatérgicas
provenientes de la corteza y el tdlamo, estas aferentes convergian en el Estriado para

establecer sinapsis con las Neuronas Espinosas Medianas (NEMs). Se consideraba
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también que de las células de los nucleos de salida el 95% eran GABAérgicas y
representaban neuronas estriatales, neuronas no espinosas GABAérgicas e
interneuronas  colinérgicas largas. Otras aferentes neuromoduladoras eran
predominantemente dopaminérgicas que procedian de la SNc hacia el Estriado. Estas
proyecciones duales GABAérgicas y dopaminérgicas convergian en las espinas
dendriticas de un misma NEM. Aunado a esto, interneuronas estriatales recibian tanto
aferentes glutamatérgicas y dopaminérgicas, y la mayoria de las sinapsis de las
neuronas espinosas medianas, representando un punto de llegada desde aferentes

estriatales y neuronas de proyeccion estriatales (4).

Sin embargo, desde hace poco mas de tres décadas los ganglios basales son descritos
en la clinica moderna, debido a su intima conexion anatdbmica y funcional
principalmente, como el conjunto de nucleos cerebrales subcorticales que conforman un
circuito segregado que anatdémicamente involucra a la Corteza cerebral y al Talamo.
Clasicamente han sido descritos como 4 nucleos y sus subdivisiones: el Neoestriado en
sus segmentos Caudado y Putamen, el Globo Palido dividido en Globo Palido externo
(GPe) y Globo Pélido interno (GPi), la sustancia nigra dividida en pars compacta (SNc)
y pars reticulata (SNr), y finalmente el Nucleo Subtalamico (NST). La interconexién de
estos nacleos se puede explicar mediante tres circuitos con distintas tareas fisiolégicas,
un circuito limbico (control de emociones), un circuito asociativo (tareas cognitivas) y un
circuito motor (control de movimientos corporales), siendo el dltimo el circuito mas

afectado conforme progresa la enfermedad de Parkinson (5).

En la descripcion clasica del modelo funcional de los Ganglios Basales, la interaccion
entre las vias de neurotransmision glutamatérgicas y dopaminérgicas en el Estriado son
las que regulan la actividad de las vias directa e indirecta del modelo, las cuales son
consideradas con el mismo funcionamiento hipotético, una organizacién dual del
estriado y los nucleos de salida de los Ganglios Basales. De tal manera que el circuito
motor se origina en la Corteza frontal motora e involucra a las porciones motoras del
Estriado, GPe, STN, GPi, SNr y el Talamo, regresando a la Corteza frontal. Dentro de

este circuito el nucleo Estriado y el NST se consideran como los principales nucleos de
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entrada de informacion proveniente de la Corteza motora, mientras que el GPi en
conjunto con la SNr son los ndcleos de salida. Las aferentes de tipo glutamatérgicas
provenientes de la Corteza y el Talamo, llegan al Estriado y al NST en dos grupos
distintamente organizados. De tal manera que los nicleos de entrada y salida estan
conectados por dos vias principales: la via monosinaptica GABAérgica “directa” que
incluye solamente a las neuronas con soma en el ndcleo estriado y con proyecciones a
la SNr, y la via polisinaptica “indirecta” que incluye proyecciones GABAérgicas del
estriado al GPe y del GPe al NST, y proyecciones glutamatérgicas del NST hacia el
GPe, Gpiy SNr. (6)

Por lo tanto, de acuerdo con este modelo la activacién de las neuronas de la via directa
posee un efecto inhibitorio en la actividad del

GPi y la SNr, en contraste la activacion de a Physiological condition
las neuronas de la via indirecta tiene un T
efecto de excitacién sobre estos ndcleos. Asi

mismo las interacciones entre y dentro de Candate N~

ambas vias, presentan patrones de disparo _/_/ /

. . . Thalamus [ ) Putamen
neuronal independientes a su velocidad. Por (

su parte, tanto el GPi como la SNr envian SNQF&\'

proyecciones GABAérgicas al tadlamo y al
tallo cerebral, que de igual manera poseen
una comunicacién con la porcién ventral del
Talamo (VLa) la cual se conecta con las

Imagen 1. Via directa e indirecta cldsica de los ganglios

porciones motoras de la Corteza frontal basales, que representa la comunicacion inter nuclear para
el control motor. Imagen tomada de Calabresi et al 2014
(imagen 1). (6)

Es importante destacar que las NEMs estriatales se caracterizan por una expresion
diferencial de receptores a Dopamina. Los receptores del tipo D1 son expresados
predominantemente por las neuronas de la via directa, mientras que los receptores D2
se encuentran expresados mayormente en la via indirecta. Ambos tipos de receptores

forman parte de la familia de receptores acoplados a proteinas G; sin embargo, se
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acoplan a diferentes proteinas y por lo tanto activan distintas vias de transduccion de
sefales y producen respuestas bioquimicas diferentes después de su activacion. Por lo
tanto, se considera que esta segregacidn neuroquimica es la razon del efecto

dicotébmico de la activacion de ambas vias. (4)

El modelo clasico de los ganglios basales, en

b Parkinson's disease
afios recientes se ha considerado un poco
obsoleto para explicar en su totalidad la
G fisiopatologia de la enfermedad, sin embargo,
Caudate . .
Q / nos ayuda a tener un primer acercamiento y
_—— "---/(/Putamen generalizar ciertos estadios para el desarrollo
GPe . .
e \\\GPi [~ de estrategias farmacoldgicas ylo
SNpr V1 T “S¢H+ . .
=< \———\Q farmacéuticas. De igual manera, este modelo
SNpc ™~ = — WOy

—————

permiti6 dilucidar que algunas de las
principales afectaciones motoras del estado
parkinsoniano se deben a un incremento de la
Imagen 2. Esquema de los ganglios basales donde se actividad de los nucleos GPi Yy SNI’, los cuales

describe el desequilibrio del circuito motor de los . e, .
[levan a la excesiva inhibicion de los sistemas

ganglios basales en la enfermedad de parkinson (Imagen
tomada de Calabresi 2014) motores talamo-corticales; el modelo también
predice que la disminucién de dopamina reduce la activacion de los receptores
dopaminérgicos, resultando en una minima inhibicién de las neuronas de la via indirecta
y disminuyendo la actividad de la neuronas de la via directa. Una menor inhibicion de la
via indirecta lleva secuencialmente a una sobre inhibicion del GPe, desinhibicion del
NST e incremento de la actividad de las neuronas en el Gpi/SNr. Por otra parte, la
pérdida de dopamina ocasiona que las neuronas de la via directa disminuyan su
actividad causando una casi nula inhibicion de la actividad del GPi /SNr (Imagen 2). A
consecuencia de todo lo anterior, se produce una excesiva estimulacién de los nucleos
de salida de los ganglios basales acompafiada por una inhibicion de los sistemas del

control motor, llevando a los sintomas motores clasicos de la enfermedad (5).
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2.1.3 Tratamientos farmacolégicos para la Enfermedad de Parkinson.

El tratamiento de los signos y sintomas de la enfermedad de Parkinson se basa en
estrategias que tienen como objetivo recuperar o reemplazar el déficit de dopamina
ocasionado por la muerte de las neuronas dopaminérgicas. A 50 afios del
descubrimiento de la L-Dopa, su utilizacion por administracion oral ha sido el tratamiento
mas efectivo contra los sintomas motores; sin embargo, tiene una limitante para el
tratamiento de sintomas no motores, por lo que actualmente sigue siendo un reto el

tratamiento de estos ultimos.

La utilizacion de agonistas de receptores dopaminérgicos, inhibidores de la monoamino
oxidasa b (MAO B) y la catecol-O-metiltransferasa, son estrategias encaminadas a
mejorar las propiedades farmacol6gicas de la L-Dopa; sin embargo, después de varios
afios de progresion, el tratamiento comienza a complicarse con la aparicion de
discinesias y otras complicaciones motoras. Por otra parte, alternativas como la
administracion de L-Dopa intraduodenal y procedimientos quirdrgicos como la
estimulacién cerebral profunda (DBS por sus siglas en inglés: Deep Brain Stimulation),
promueven en los pacientes severas fluctuaciones motoras, inclusive algunos pacientes
desarrollan comportamientos anormales por tratamientos con farmacos dopaminérgicos

que incluyen trastornos o sindromes de desregulacién dopaminérgica.

El conocimiento de las limitantes que presentan los actuales tratamientos y el avance
en el desarrollo de nuevos farmacos depende de multiples y convergentes factores,
entre los que se incluyen descubrimientos que transforman el entendimiento de la
fisiopatologia de la enfermedad, la diversidad y calidad de los modelos animales de
Parkinson, que en conjunto afectan la transferencia de investigaciones preclinicas de
laboratorio a los hospitales de investigacion clinica. A pesar de lo anterior, la
investigacion de nuevos blancos farmacoldgicos que permitan aliviar la sintomatologia
tanto motora como no motora sigue en progreso, el principal reto es el desarrollo de
tratamientos que modifiquen la enfermedad y/o confieran neuroproteccion a los nucleos

cerebrales de interés, por lo cual un importante foco de investigacion es la generacion
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de nuevos tratamientos que puedan reducir la progresion de la muerte celular en
neuronas dopaminérgicas y no dopaminérgicas observada en la enfermedad. En este
campo, la utilizacion de farmacos o inmunizadores pasivos ha sido de gran utilidad para
el descubrimiento de nuevos blancos terapéuticos, tales como la a-sinucleina. Cabe
mencionar que, aunque el traslado de estos hallazgos a modelos de fases preclinicas
no ha dado resultados completamente satisfactorios, nuevas estrategias podrian ayudar
a superar numerosos retos en el desarrollo de tratamientos neuroprotectores para la
enfermedad de Parkinson, incluyendo el entendimiento de la etiologia y patogénesis de

la enfermedad (1).

2.1.4. L-Dopa, quimica de la molécula, tratamiento estdndar, ventajas, areas de

oportunidad, comportamiento Farmacocinético y Farmacodinamico.

En el caso de la utilizacion de L-Dopa para el tratamiento del Parkinson, para poder
llevar a cabo estrategias de reformulacién, es de vital importancia conocer su
estabilidad molecular, velocidad y vias de degradacion que pudieran modificar su
farmacologia, comprometiendo la eficacia terapéutica y a su vez llegar a producir
efectos toxicos. Precisando, la L-Dopa es un precursor natural de la dopamina presente
en las neuronas catecolaminérgicas; después de su administracién oral la L-Dopa se
transforma en dopamina por accion de la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(DCAA) en el cerebro, de esta manera se recuperan los niveles del neurotransmisor y
se restauran las funciones normales de las neuronas sobrevivientes. Sin embargo, solo
alrededor del 1% de la cantidad de L-dopa administrada por esta via llega hasta el
sistema nervioso central. Esta baja concentracion en el cerebro, se debe principalmente
a la sensibilidad quimica de la molécula, asi como a su degradacion a nivel periférico
por via enzimatica por accion de la DCAA periférica, la cual se encuentra en distintos
organos ademas del cerebro, como por ejemplo en las extensas paredes intestinales;
por lo tanto, dicha degradacién compromete la biodisponibilidad del farmaco. Por otra

parte, también se ha reportado que la L-Dopa puede presentar reacciones oxidativas a
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niveles de pH alcalinos, temperaturas elevadas, asi como en ambientes oxidantes,
formando compuestos que en solucién presentan coloraciones oscuras. La L-Dopa
ademas puede sufrir auto oxidacion y oxidacion enziméatica (catalizadas por tirosinasas)
que generan metabolitos toxicos, como quinonas y radicales libres, los cuales pueden
favorecer las condiciones de estrés oxidativo pre existente en la Sustancia nigra, que a

su vez llevan a la muerte neuronal en este nicleo.

En el esquema 1 se ilustran las reacciones de descarboxilacion y oxidacion que pueden
ocurrirle a la L-Dopa y que llevan a la formacion de dopamina o que dan paso a la
formacién de melanina como producto final, respectivamente. La estructura quimica de
la L-Dopa es similar a la hidroquinona, la cual tiene 2 grupos hidroxilo unidos a un anillo
bencénico. La hidroquinona puede oxidarse a quinona en presencia de agua, la L-Dopa
por su parte puede pasar por especies reactivas intermedias como la dopaquinona la

cual puede eventualmente reaccionar y formar oligémeros de melanina (7).

; HO. NH
WW Decarboxylation D/\/ 2
oH ————
HO' = Ho

L-DOPA Dopamine

Oxidason

o
HO 0 o o
o -
O — ; — - — —3» —3» Melanin
N HO : 0 HO N o
o = 2 "

Dopaquinone Leukodopachrome Dopachrome

Esquema 1: Reacciones quimicas de degradacion por descarboxilaciéon y oxidacion que puede sufrir la
L-Dopa. Esquema tomado de Zhi Zhou 2012 (7)
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Cuando la L-dopa se oxida, los atomos de hidrogeno de la estructura son eliminados.
Bajo condiciones acidas la oxidacion puede ser llevada a cabo por los protones H* que
se encuentran en abundancia. Debido a la participacion de los iones hidrogeno en esta
reaccion, la formacion de dopaquinona es dependiente de pH. Por otra parte, como la L-
dopa posee tres sustituyentes ionizables, tiene 3 constantes de disociacion que son
pKal = 2.3, pKa2=8.11, pKa3= 9.92. Por lo que cuando la L-dopa se encuentra en pHs
de entre 2.3 y 8.11 posee tanto una carga positiva como una negativa, lo que contribuye
a su baja solubilidad en estos rangos de pH. La administracion oral de L-Dopa lleva
consigo la interaccion de la molécula con distintos, pH y enzimas presentes en todo el
tracto gastrointestinal. Por lo que, en estudios de biodisponibilidad por administracion
oral del farmaco, es importante contar con un método analitico sensible y simple para
poder detectar la presencia de productos de degradaciéon tanto fisico-quimicos como

enzimaticos; por ejemplo, cromatografia de liquidos de alta resolucion (7).

En cuanto a los datos de farmacocinética reportados, después de una administracion
oral el tiempo de vida media de la L-dopa esta entre 1.54 a 2 horas, mientras que los
niveles maximos del farmaco en plasma se encuentran a 1 hora. Cabe mencionar que
el farmaco posee una impredecible absorcién, pues esta se ve afectada por distintos
factores, de tal manera que la concentracion plasmatica méaxima (Cmax) es variable
dependiendo principalmente de la dosis administrada, asi como del tiempo de
vaciamiento gastrico. Una vez que se administra L-Dopa concomitante con inhibidores
de DCAA 100/25 mg respectivamente, se alcanzan niveles plasmaticos entre 6-10
nmol/ml (1.18 — 1.97 pg/ml), mientras que con dosis de 200/50 mg se alcanzan niveles
de entre los 13 y 17 nmol/ml (2.56 — 3.35 pg/ml). EI umbral minimo de concentracién
plasmatica que debe alcanzarse para conseguir el efecto terapéutico es de 7 nmol/ml
(1.38 pg/ml); sin embargo, se ha observado que esta concentracion es entre 10 - 15
veces menor en fluido ventricular cerebro espinal. Por otra parte, se ha reportado que la
L-Dopa posee un porcentaje de unién a proteinas plasmaticas 25 — 50 %, dicha
variacion se debe a distintas metodologias utilizadas para su determinacion.

Finalmente, la L-dopa presenta una depuracion de 0.4L/min (8).
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Con el objetivo de mejorar la cinética de la L-Dopa, se han utilizado como estrategia
inhibidores de la Catecol-O-Metil transferasa (COMT); por ejemplo el Tolcapone, el cual
incrementa el Area bajo la curva cuando es administrada con L-dopa, pero no
incrementa la Cmax. Por otra parte, el uso de Entacapone puede incrementar el area
bajo la curva de un 20 a un 40 % y el tiempo de vida media casi un 40 %, sin cambios
en la Cmax o la Tmax. Cabe mencionar que este abordaje farmacoldgico resulta
efectivo; sin embargo, con el tiempo se produce la aparicion de efectos no deseados
relacionados con la utilizacion de estos inhibidores. En el caso de los inhibidores de la
mono amino oxidasa B (MAO B) que evitan la transformacion de Dopamina en Dopac,
se ha reportado que la selegilina modifica los parametros farmacocinéticos de la L-Dopa
incrementando el tiempo de vida media casi en un 90%, sin incrementar la Cmax. En lo
que respecta la rasagilina, ain no hay reportes de ensayos clinicos, pero en modelos
murinos esta molécula es capaz de incrementar las concentraciones de L dopa casi al
doble. (8)

2.1.5. Discinesias inducidas por L-dopa

Resulta hasta cierto punto impresionante que aun con toda la informacion
farmacoldgica disponible para L-Dopa, los esquemas de tratamiento que se pueden
disefiar con el farmaco y la administracibn concomitante de moléculas como
coadyuvantes, aln no sea posible evitar las discinesias producidas con el tratamiento
prolongado, por lo que esto nos lleva nuevas atmosferas de investigacién para mejorar

los tratamientos existentes.

Nuevamente, para poder proponer alguna novedosa estrategia de tratamiento es
necesario tomar en consideracién la descripcién del funcionamiento de los Ganglios
Basales, asi como de las alteraciones presentes en estos circuitos, ocasionadas

presumiblemente por un esquema de tratamiento con L-Dopa. En ese orden de ideas, el
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modelo clasico propone que los sintomas en enfermedades como coreas 0 el balismo
resultan de la disminucion de la actividad neuronal en el NST, GPiy SNr. Sin embargo,
estos efectos son opuestos a los observados en el Parkinson, donde se ha descrito un
aumento en la actividad de las neuronas del NST, SNr y GPi, asi como una disminucion

en la actividad del GPe.

b PARNBoR S desdee De acuerdo con lo anterior, el modelo predice
gue la L-Dopa puede causar las discinesias en
modelos animales o pacientes por una

e excesiva inhibicibn de las neuronas que

Caudate

/ proyectan desde el Putamen hacia el GPe,

Putamen
GPe

llevando secuencialmente a la desinhibicién
del GPe, la sobreinhibicion del NST y la
SNpc ~ inhibicion de los nucleos de salida, GPl'y SNr

Thalamus /

(imagen 3). Adicionalmente, este modelo
propone que la disminuciébn de aferentes
neuronales de los ganglios basales produce

Imagen 3. Representacion del estadio parkinsonico UNa reduccion de los efectos inhibitorios sobre

en el modelo clasiso de los ganglios basales.imagen

odificada de Calabresi 2014, las neuronas talamo corticales, lo que

conduce a un exceso de actividad en las
areas de la Corteza motora y la posterior aparicion de discinesias. Como sustento de
estas aseveraciones, diversos estudios electrofisiolégicos han mostrado el incremento
de la actividad neuronal en el GPe y una disminucién de la actividad eléctrica en el GPi
durante la induccién de discinesias con apomorfina en monos lesionados con MPTP y

en pacientes con Parkinson (5).

Para poder establecer nuevos abordajes farmacoldgicos, es necesario hacer una
revision de la informacion pertinente de lo que son las discinesias causadas por el L-
Dopa, bajo qué circunstancias del tratamiento se presentan, el tiempo que duran y que
tan frecuentes son, con la finalidad de reconocer los distintos escenarios desde los

cuales se puede abordar la problematica del tratamiento. Actualmente con la
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informacion recabada durante varios afios se ha vuelto casi una disciplina el estudio de
las discinesias, de tal modo que se han podido clasificar y hoy en dia se sabe que hay
desde discinesias leves hasta las que son completamente incapacitantes, en todos
estos casos es necesario modificar los esquemas de la administraciéon de L-Dopa

durante el desarrollo de la enfermedad.

Puntualizando, las discinesias debidas a la L-Dopa que se pueden presentar en los
pacientes son causadas por respuestas fluctuantes durante el tratamiento. En ese
sentido, aunque se ha descrito que se puede obtener una respuesta sostenida con
relativamente dosis bajas, con la progresion de la enfermedad este periodo ideal se
reduce y los pacientes experimentan episodios denominados “OFF”, donde se producen
los sintomas parkinsonianos que pueden ocurrir en cualquier momento del dia y
particularmente durante la noche, cuando el farmaco es metabolizado (bajo tiempo de
vida media). Aparte de las fluctuaciones del movimiento, los pacientes pueden sufrir
oscilaciones con sintomas no motores, como ansiedad, sudoraciones intensas, lentitud

de pensamientos, fatiga e irritabilidad. (9)

Otro factor comlUn que puede causar las discinesias es la pérdida de efecto de la L-
Dopa (wearing off), este se manifiesta como una incapacidad de controlar los
movimientos y comienza luego de algunos afios del inicio del tratamiento con L-Dopa. El
mecanismo fisiopatol6gico, se relaciona con la pérdida progresiva de terminales
presinapticas de células dopaminérgicas, que lleva a la concentracién de L-Dopa a
niveles sub-terapéuticos entre cada dosis. Por lo que se ha observado un patrén en el
qgue al principio hay una duracion adecuada del efecto terapéutico, el cual va siendo
progresivamente de menor duracion entre cada dosis. El deterioro que se presenta
cuando se va perdiendo el efecto de la L-Dopa, es generalmente predecible y mejora
con la modificacion del esquema de dosificacion mediante la potenciacién de su efecto
a través de un incremento en la dosis del farmaco o administrando conjuntamente

inhibidores de la MAO-B o de la COMT. Sin embargo, los pacientes con estas
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alteraciones presentan temblor en horas tempranas de la mafiana, inmovilidad nocturna

o distonia nocturna, sintomas que mejoran después de la primera dosis matutina. (9)

Otro tipo de respuesta causada por fluctuacion de L-Dopa es el denominado efecto
retardado (delayed on). Causado por una absorcion dispareja o atrasada después de la
administracion oral de L-Dopa, ya sea en el tramo inmediato proximal del yeyuno o a
través de la Barrera Hematoencefalica, donde los amino&cidos neutros compiten con el
farmaco por su absorcion (9). Otro factor que contribuye a este efecto es el vaciamiento

gastrico que se ve alterado en los pacientes con Parkinson.

Otro mecanismo que se ha conceptualizado sugiere que la perdida de células
dopaminérgicas conlleva la perdida de la capacidad de amortiguacion sinaptica
secundaria (9). El episodio OFF se refiere a esos momentos entre los intervalos de
administracion de L-Dopa y la induccion del subsecuente estado ON es retrasada o

ausente, hasta que el paciente tiene el efecto de la administracion anterior.

Por otra parte, se ha reportado que puede haber un comportamiento aleatorio entre
estados ON y OFF, los cuales dan paso a episodios discinéticos. Estas transiciones
entre los episodios ON y OFF son predecibles en estadios iniciales de la enfermedad,
se trata de un patrén de respuestas oscilatorias que pueden ser observadas durante la
progresion de la enfermedad y posteriormente de manera mas frecuente en los estadios
avanzados. Estas fluctuaciones pueden ser rapidas y al parecer no se encuentran
relacionadas con las dosis orales de L-Dopa. Aungque el mecanismo exacto aun no ha
sido descrito, se ha propuesto que la farmacodinamia y los cambios plasticos
neuronales de las neuronas espinosas medianas en el estriado y en el circuito de los

ganglios basales contribuyen a su generacion (9).
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Gracias a la gran cantidad de estudios realizados en pacientes con Parkinson, se ha
podido realizar una tipificacion de las discinesias causadas con L-Dopa, las cuales
pueden resultar de la suma de los tiempos en los cuales fluctia el efecto terapéutico, en
la tabla A se describen de forma resumida los tipos de discinesias, que regiones
anatdmicas son mas afectadas y si se encuentran asociadas o no al dolor. Es
importante resaltar que las estrategias mas comunes para abatir estos efectos son el
cambio de dosis, variacion en esquemas de administracion y suspension del
tratamiento. Dichas estrategias varian entre cada individuo, dependiendo del estadio de
la enfermedad, duracion del tratamiento y los momentos en que se presentan las
discinesias, por lo cual es necesario que los pacientes monitoreen sus episodios para

ajustar las dosis o comenzar a utilizar otras moléculas disponibles.

Most commonly Most common type of Aszociated
affected site movements pain

LID type

OFF-period dyskinesia Lower limbs Diystonic +++

ON period Extremities and neck | Choreic or chorecathetoid | -

Peak-dose dyskinesia

Square-wave dyskinesia

Diphasic Extremities and neck Choreic, chorecathetond, +

dystonic, or ballistic

Tabla A: Tipos y caracteristicas de las discinecias inducidas por L-Dopa. Tomado
de Fox 2014 (9)

2.1.6. Desarrollo farmacéutico de L-Dopa y otros compuestos anti parkinsonianos.

La L-Dopa sigue siendo el estandar de oro para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, debido a que es muy efectivo en etapas iniciales de la enfermedad, es mejor
tolerado, facil de dosificar, ademas de que es mas econémico que otros farmacos
nuevos en el mercado. Sin embargo, debido a las complicaciones que provoca el uso
prolongado de dicho farmaco, la investigacion para elaborar nuevos agentes
terapéuticos no se ha detenido. Es por ello que durante varias décadas se han

desarrollado distintas estrategias encaminadas a mejorar la absorcion, y por lo tanto la
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biodisponibilidad, para tratar de mejorar la cinética de la L-Dopa y mantener constantes

sus concentraciones plasmaticas (10).

Una de las primeras estrategias fue la de formular medicamentos en los cuales se
agregaba una combinacion de L-Dopa con un inhibidor de la DCAA ya fuese la
carbidopa (Sinemet®) o la benzeracida (Madopar®), con el fin de disminuir la
transformaciéon de L-Dopa a nivel periférico. Posteriormente se desarrollaron
formulaciones complementadas con inhibidores de la COMT utilizando Entacapone
principalmente, siendo el Stalevo® el Unico medicamento con los tres farmacos
combinados. Gracias al desarrollo de estas nuevas formulaciones fue posible realizar
investigaciones donde se observo que la fluctuacién de las concentraciones de L-Dopa
llevaba a incrementar la actividad dopaminérgica, haciendo que se modificaran las
dosificaciones; sin embargo, algunos estudios clinicos mostraron que en ocasiones

dichas modificaciones ocasionaron la pérdida de efecto terapéutico (11, 12).

Por otra parte, ademas de las combinaciones de farmacos, se han probado diversas
formulaciones de liberaciébn prologada, donde se observé que los pacientes
comenzaban a presentar mas sensibilidad y dependencia por concentraciones de L-
Dopa a nivel plasmatico, conduciendo a deficiencias terapéuticas. Dentro de dichas
formulaciones se pueden encontrar formas liquidas, tabletas dispersables, tabletas de
desintegracion oral, formulaciones de liberacién dual, es decir con dos liberaciones en
intervalos de tiempo en una sola dosis, liberacion mediante la formulacion de
infusiones, microesferas biodegradables, formas de liberacibn gastro-enterales,
matrices de liberacién controladas administradas por implantes que dependen de
concentraciones plasmaticas, estas ultimas con el fin de abatir los episodios on - off en
los pacientes, sistemas de liberacion pulmonar, via nasal y transdérmica. Sin embargo,
ninguna de estas formas farmacéuticas ha llevado a la desaparicion de las discinesias
causadas por la L-Dopa, dejando un campo abierto para la busqueda del mejoramiento

en las formulaciones (10).
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Como una alternativa a las diversas reformulaciones de moléculas que ya han sido
aprobadas para el Parkinson, se han propuesto otras estrategias terapéuticas como la
utilizacion de moléculas prescritas con otras indicaciones terapéuticas (isradipina,
antihipertensivo; topiramato o metil-fenidato, antiepilépticos) y el desarrollo de nuevas
moléculas pequefias que podrian ser aprovechadas en terapia génica. Sin embargo,
hay que resaltar que muchas de estas estrategias tienen como objetivo principal el
tratamiento y/o prevencion de las discinesias, mientras que existen pocos abordajes
dirigidos a la busqueda de mejorar los sintomas no motores, retrasar la progresion de la
enfermedad o con fines neuroprotectores. (1) En el caso del enfoque neuroprotector, la
eficacia de factores neurotréficos como el derivado de lineas celulares gliales (GDNF) o
la neurturina ya evaluados en fases clinicas 1 y 2, presentan una deficiencia en los
mecanismos de liberacion o de llegada de estos factores al cerebro, siendo esta un
area de oportunidad que puede ser aprovechada. Por otra parte, la identificacion de
genes relevantes correlacionados con la patologia puede llevar a la busqueda de
terapias que modifiquen la progresion de la enfermedad por medio de la caracterizacion
de nuevos blancos terapéuticos para la formulacion de farmacos especificamente
dirigidos. De igual manera, nuevas moléculas dirigidas como a-sinucleina, proteina
cinasa 2 (repetidos y ricos en leucina), y parkina prometen innovaciones terapéuticas, lo
gue hace suponer que estos descubrimientos son la primera parte de grandes avances

por venir (13).

Se espera que el descubrimiento de nuevas moléculas y blancos celulares, en conjunto
con la evolucion de la tecnologia en gendmica y protedmica, llevara a una nueva etapa
de desarrollo de moléculas para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson. En ese
sentido, estas nuevas moléculas del tipo bioldégico como proteinas, genes, e incluso
células requeriran de nueva tecnologia para su liberacion y/o acarreo a sus distintos
blancos terapéuticos (13), es ahi donde la nanotecnologia ha estado teniendo una
participacion cada vez mas relevante en las ultimas dos décadas, proponiendo nuevos

sistemas de acarreo o transporte denominados nanoparticulas.
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2.2 NANOPARTICULAS

2.2.1. Tipos de nanoparticulas, caracteristicas generales, ventajas, utilidades.

La nanotecnologia es un campo de investigacion que se ha expandido rapidamente,
siendo las ciencias de la salud uno de ellos. Tomando en cuenta que la nanotecnologia
hace referencia a aquellos materiales elaborados por el humano que tienen un rango de
dimensiones de entre los 5 y los 1000 nm. Esta dimension es menor que algunas
macromoléculas o proteinas. Dentro de las definiciones clasicas de nanoparticulas que
se pueden encontrar en enciclopedias farmacéuticas hay una elaborada hace ya casi
40 afios que las define de la siguiente forma: las nanoparticulas con propdésitos
farmacéuticos son particulas sélidas coloidales que tiene un tamafio que va de 1 a 1000
nm (1pm) que consisten en materiales macromoleculares en los que el principio activo,
es disuelto, entrampado, encapsulado, o para que el principio activo se adsorba. La
definicion anterior difiere de las elaboradas por los fisicos o los cientificos del area de
materiales que limitan el tamafio de las nanoparticulas a dimensiones no superiores a
los 100 nm. Aunque la nanotecnologia ha servido principalmente para obtener grandes
avances y aplicaciones en areas de comunicacion, ingenieria, fisica, quimica y robdtica,
también ha sido utilizada en medicina con distintos fines, como lo es la liberacion de
farmacos con fines terapéuticos y/o diagndésticos para el tratamiento de enfermedades,

sindromes o trastornos.

Las nanoparticulas ofrecen la oportunidad de conferirles propiedades para ser
compatibles con distintos equipos o blancos biologicos. Por lo cual, debido a las
caracteristicas de tamafo y forma de las nanoparticulas, es posible controlar sus
pardmetros fisicos para conferirles alguna funcién especifica o modificar parametros
farmacoldgicos para volverlas blanco-selectivas y que puedan ayudar a tratar

enfermedades o sugerir mecanismos de accion, interaccion y/o absorcion extracelular e
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intracelular. En ese orden de ideas, debido a que para poder tratar enfermedades del
sistema nervioso central es necesario que los farmacos atraviesen la barrera hemato-
encefalica, se han propuesto nuevos sistemas acarreadores para llevar a cabo esta
tarea.

Las terapias modernas dirigidas a pacientes y enfermedades particulares se estan
desarrollando con formulaciones y/o activos farmacéuticos para un tipo celular o tejido,
debido a que es necesario que estos activos sean liberados en sitios de accion
especificos para alcanzar efectos terapéuticos mejorados. Por ejemplo, los mecanismos
de liberacion citosolica serian mas adecuados para principios activos que habitualmente
son expulsados de las células por medio de transportadores como los MDR que son
transportadores de resistencia contra farmacos, lo que reduce la efectividad de dichos
activos, por lo que las nanoparticulas con la capacidad de penetrar células podrian
actuar como reservorios de farmaco intracelulares. Adicionalmente, los avances
nanotecnoldgicos podrian mejorar las terapias de farmacos dirigidas, establecer perfiles
de liberacion sostenida y proveer una proteccion a los activos de su expulsion y/o

degradacion (14).

Cabe mencionar que, aunque el tamafio de las nanoparticulas es ideal para poder
distribuirse por circulacion sistémica, no todos los materiales resultan adecuados para
este propdsito; por ejemplo, los polimeros naturales (proteinas y polisacaridos) no son
muy utilizados debido la gran variabilidad en su pureza, ademas de requerir un
entrecruzador que puede desnaturalizar el farmaco embebido o encapsulado. Por el
contrario, los polimeros sintéticos tienen una mayor presencia y aceptacion en esta
area. De manera patrticular, dentro de los polimeros mas utilizados estan el poli-¢-
caprolactona (PCL), el poli acido-lactico (PLA), poli (acido-glicdlico) (PGA) y sus co-
polimeros, poli (acido lactico-coglicolico) (PGLA). Ademas, la utilizaciéon de co-polimeros
en bloques de PLA o polietilenglicol (PEG) y poli-aminoacidos, que se han utilizado para

elaborar nanoparticulas y estructuras micelares. Estos materiales son conocidos por su
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biocompatibilidad y capacidad de ser absorbidos a través de vias naturales; ademas de
poseer una taza de degradacion acorde a la velocidad de liberacion que puede ser
manipulada con base en la relacion de PLA o PCL, incrementar su hidrofobicidad para
el PGA, e incrementar su hidrofilicidad. En otro plano de materiales, nanoparticulas
basadas en sistemas de alta compatibilidad biolégica como Liposomas, micelas,
micelas con forma de gusano, polimerisomas y vesiculas se han propuesto como

prometedores vehiculos, por su tamafio pequefio e hidrofilicidad del recubrimiento.

Claramente la versatiidad de los materiales disponibles permite formular
nanoacarreadores con diversos activos y explorar distintas vias de administracion a
regiones especificas como puede ser sistema linfatico, cerebro, paredes arteriales,
pulmones, higado, bazo, o para presentar una larga duracion en torrente sanguineo.
Existen gran variedad de protocolos de sintesis de nanoparticulas que normalmente
son disefiados con base en ruta de administracion o el principio activo o ambos, una
vez elegidas estas, se deben encontrar las condiciones de sintesis mas adecuadas
para obtener las mejores caracteristicas de particula, dentro de las cuales las mas
importantes son la dimension de la particula, eficiencia de encapsulacion o
entrampamiento, potencial Z (carga eléctrica superficial) y caracteristicas para la
liberacién del activo (15).
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2.2.2. Tipos de nanoparticulas

Nanoparticulas poliméricas: son particulas con una dimension generalizada < 1 um que
pueden ser preparadas con polimeros sintéticos o naturales, son muy importantes en
investigacion pues permiten o confieren la habilidad, de liberar una amplia gama de
farmacos a distintas areas del cuerpo en periodos prolongados de tiempo. Durante la
década delos 80 y 90s, los sistemas de liberacion eran desarrollados para mejorar la
eficiencia y minimizar los efectos tdxicos. Las primeras nano y macroparticulas eran

regularmente formuladas de poli ciano alquilacrilatos (14).

Nanoparticulas Inorganicas: consisten en materiales inorganicos como silica y alumina,
algunas metalicas, 6xidos metalicos, sulfuxidos metéalicos. La variedad en estructuras,
tamafio, forma y porosidad de este tipo de nanoparticulas permite la adiciéon superficial
de varios acidos carboxilicos saturados e insaturados, tioles, aminas y alcoholes, lo cual
les puede conferir selectividad. Ademas, son relativamente estables a distintas
temperaturas y pH, aunque hay aun dudas sobre su utilizacion debido a que su lenta
disolucién puede comprometer cuestiones de seguridad, especialmente si se requieren

para administraciones en tiempos prolongados (14).

Nanoparticulas Sélido lipidicas: basadas en acarreadores coloidales sub micrométricos,
fueron inicialmente desarrollados en la década de los noventas. Presentan mejor
estabilidad que los sistemas liposomales y su centro relativamente rigido consiste de
lipidos hidrofobos sélidos a temperatura ambiente y corporal, rodeados por una
monocapa de fosfolipidos, estabilizados por surfactantes en altas concentraciones.
Debido a su facil biodegradacion son menos toxicos que las particulas poliméricas o

ceramicas (14).

Liposomas: son vesiculas con bicapas concentradas y rodeadas de una membrana

fosfolipidica, su naturaleza anfifilica hace facil su modificacion superficial, poseen un
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buen perfil de biocompatibilidad que ayuda a mantener en circulacion moléculas
proteinicas y peptidicas. De igual manera, permite la formulacion de moléculas
hidrofébicas e hidrofilicas. Estos pueden ser disefiados para acarrear activos entre
membranas o liberarlos por fusibn membranal. Sin embargo, a pesar de todas sus
ventajas, los liposomas no han tenido un gran impacto en las formulaciones con
finalidades terapéuticas debido a su baja estabilidad, ademas de que al no ser

modificados tienen una gran inespecificidad por tejidos (14).

Dendrimeros: son macromoléculas basadas en la polimerizacion de monémeros u
oligbmeros que forman capas o ramificaciones que van duplicando o triplicando el
namero periféricamente. Generalmente son de estructura simétrica, y se les puede
crear un espacio destinado para ser un sitio activo con una adecuada funcionalizacion.
El espacio vacio entre estructuras, la longitud de entramado, su facil modificacion,
preparacion y la facilidad de elegir el tamafio le dan gran potencial para formular
activos. Sin embargo, los dendrimeros requieren mayor investigacion para mejorar sus

perfiles de toxicidad, biocompatibilidad y biodistribucion (14).

2.2.3 Caracterizacion de la nanoparticula: tamafio, y potencial Z

El objetivo inicial de las formulaciones con base en particulas de tamafio micrométrico
era que pasaran de la luz intestinal a sistema linfatico después de una administracion
oral; sin embargo, el efecto terapéutico de estas formulaciones resultaba pobre, debido
a que, al ser administrado intravenosamente, las particulas sufrian una rapida
depuracion por fagocitosis. Esta fue una de las razones que detond el disefio de
nanoparticulas, las cuales, por su menor tamafio, son mejores candidatas para ser
administradas y poseer una liberacion intravenosa, tomando en cuenta que los
capilares sanguineos mas pequefios del cuerpo oscilan entre los 5y 6 um de diametro,

por lo que particulas de significativamente menor tamafio pueden ser distribuidas de
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manera mas uniforme sin formar agregados y evitar embolismos. Aunado a esto, se
sabe que varios mecanismos celulares de internalizacion de sustancias se llevan a
cabo mediante la formacién de vesiculas de diversos tamafios que pueden ir de 0.5-5
pm para la pinocitosis, de 60 — 80 pm y de 100 a 200 pum para mecanismos de
endocitosis por caveolas o mediado por clatrinas respectivamente, por lo cual las

nanoparticulas pueden atravesar entre distintos tejidos (14, 15,16).

Ademas de sus dimensiones, para poder predecir de mejor manera el comportamiento
de las nanoparticulas en los sistemas bioldgicos es necesario conocer si presentan
agregacion o aglomeracion, su morfologia, porosidad, area superficial, carga superficial
(eléctrica), formas cristalinas del material con el que son elaboradas y propiedades de
disolucién (17). Mientras mas informacion se posea acerca de estas caracteristicas, se
podrian hacer mejores predicciones y también se podrian realizar modificaciones

posteriores a la formulacion.

2.2.4 Potencial Z

El potencial Z es un término utilizado cientificamente en los sistemas coloidales para
referirse a un potencial electro-cinético, un potencial eléctrico en una doble capa
interfacial es localizado de un plano de deslizamiento desde la interface, hasta un punto
en el fluido que rodea la particula, el termino expresa la diferencia del potencial entre el
medio de dispersion y la capa estatica del fluido en contacto con la particula dispersa.
Este potencial se genera ademas por las interacciones de tipo coulombicas generadas
por fuerzas fisicas entre dos 0 mas objetos (18). Por lo tanto, el potencial { se define
como el promedio del potencial electrostatico existente desde un plano hidrodinamico
de deslizamiento, que se encuentre entre el plano popa y el final de la capa difusa,
normalmente considerado cerca de los 0.2 nm desde la superficie de la particula. La

medida de la potencial zeta resulta ser muy simple y es una manera sencilla de
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caracterizar la superficie de las particulas o coloides cargados, las conclusiones
determinadas a partir del andlisis de los datos obtenidos en estos ensayos son se
pueden correlacionar con concentraciones, distribuciones, adsorciones, ionizaciones y
exposicion o proteccion de restos cargados, regularmente las unidades de esa

determinacion se dan en miliVolts (mV).

Cabe destacar que el potencial Z puede afectar de manera directa las propiedades
farmacocinéticas de nanosistemas en el cuerpo, (18, 19) por lo cual este parametro
debe ser considerado al momento de formular un sistema con un blanco especifico, ya
sean tejidos o tipos celulares. En ese sentido, las nanoparticulas convencionales con
carga negativa sin medicamento o modificacion superficial, una vez dentro del torrente
sanguineo pueden ser rapidamente opsonizadas y captadas rapidamente por
macrofagos, de igual manera se sabe que el sistema reticulo endotelial (RES) presente
en el higado y bazo, es el mayor obstaculo para dirigir las formulaciones por tener una
gran habilidad de reconocimiento de estos sistemas y removerlos de la circulacion

periférica. (19)

Por otra parte, una vez que la nanoparticula es captada por las células en sistemas
biolégicos, se puede dividir el proceso en dos pasos, el primero es un paso de contacto
y unién de la particula con la membrana y el segundo paso es la internalizacién. El
primer paso que conlleva el contacto del sistema se ve prioritariamente afectado por la
carga eléctrica de la particula, por lo que la variacién de la carga superficial puede
ayudar a controlar la unidon a tejidos, de tal manera que las particulas con altas
densidades eléctricas superficiales poseen una alta tasa de captacion celular, lo que
facilita su llegada a compartimentos celulares que pueden ser evaluados tanto in vitro

como in vivo. (18, 19)
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En lo que respecta a magnitudes o valores de carga eléctrica, se considera un potencial
Z adecuado u 6ptimo cuando este se aleja en mayor proporcion a la neutralidad (0 mV).
En ese sentido, se ha observado que también particulas con potencial Z negativo (
alrededor de los -43 mV) presentan una elevada captacion celular, a pesar de que las
membranas celulares presenten una alta densidad en cargas anionicas, se ha teorizado
que las particulas tienen una alta interaccion con sitios catiénicos que forman clusters o
huecos en la superficie celular por la alta tasa de repulsion por estas cargas
promoviendo asi que la absorcion de las nanoparticulas se dé por una interaccion
electrostatica llevada por una neutralizacion de cargas, favoreciendo asi la insercion de
la particula. (18, 19) Una vez dentro de las células, las propiedades eléctricas, también
influyen en el blanco intracelular que pueden ser lisosomas, mitocondria, citoplasma, los

cuales pueden ser modificados, cambiando la carga superficial.

2.2.5.- Nanoparticulas dirigidas al SNC: Mecanismos de transporte a través de Barrera
Hemato-encefélica

Una parte importante que se debe tomar en cuenta para disefiar una nanoparticula es
determinar el sitio de llegada o blanco al cual esta dirigido, si debe atravesar barreras
bioldgicas después de su administracion y de ser asi, que barreras biolégicas son estas
y que caracteristicas poseen. En el caso de las nanoparticulas dirigidas a Sistema
Nervioso Central, uno de los mayores obstaculos con los que se enfrentan es con el
paso a través de la barrera hemato-encefalica. La barrera hemato-encefalica es una
estructura formada por un complejo sistema de células endoteliales, astrocitos, pericitos
y mastocitos perivasculares. El grosor de esta barrera es atribuido al tejido vascular
cerebral, cuyas células se encuentran conectadas de lado a lado por uniones estrechas
gue esta conformadas por proteinas como ocludinas, claudinas, moléculas de adhesion,
gue permiten el paso de linfocitos, neutréfilos y células dendriticas necesarias para la
respuesta inmune y uniones adherentes que proveen de fuerza mecanica a las células

adyacentes y las conforman caderinas y cateninas.
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La principal caracteristica de la barrera hemato-encefalica es que es selectivamente
permeable, por lo que discrimina que compuestos pueden pasar a sistema nervioso
central. Debido a esta permeabilidad selectiva el paso de pequefios compuestos
lipofilicos de entre los 400 y 500 Da es sencillo, mientras que el acceso de agentes
terapéuticos como antibidticos, anticancerigenos y moléculas hidréfilas suele ser
limitado. Aunado a lo anterior, se ha descrito de la presencia de transportadores y
enzimas expresados por las células en la barrera que transportan los agentes externos
de regreso al lado apical. Por lo tanto, si se desea que macromoléculas de interés
puedan pasar a través de la barrera hemato encefalica, se deben activar mecanismos
celulares, de manera que tales sustancias pasen a través de la barrera sin alterar las
proteinas de membranas celulares del espacio apical y el basolateral, conservando sus
propiedades particulares. (20, 21)

Entre los mecanismos o rutas de transporte celular para macromoléculas través de la
barrera hemato-encefélica que pueden ser aprovechados por formulaciones con
nanoparticulas se incluyen: el transporte mediado por acarreadores, mediado por

receptores, por adsorcion y endocitosis de fase fluida.

Transporte mediado por acarreadores: este tipo de mecanismo es facilitado por
proteinas especificas de transporte que acarrean moléculas hidrofilicas pequefas,
como aminodcidos, nucledsidos o glucosa desde el torrente sanguineo al cerebro y
viceversa. Este transportador se encuentra presente en ambos lados de la barrera y su
funcionamiento bidireccional es dependiente de gradientes quimicos y eléctricos.
Dentro de estos transportadores se encuentran el de la glucosa GLUT 1, lactato MCT 1,

el de aminoacidos largos neutros LAT1 y el de adenosina CNT2 entre otros (20).
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Transporte de trancistocis mediado por receptores. Este tipo de transporte es mediado
por receptores presentes en la superficie luminal de los capilares endoteliales, los
cuales dirigen la endocitosis por unidn a receptor, seguida por un transporte con
endosomas y lisosomas o trancistosis a través de las células, para terminar con una
exocitosis en la superficie luminal o en capilares endoteliales. Este mecanismo es
utilizado para transportar proteinas como la insulina, la transferrina, lipoproteinas de

baja densidad y leptina.

Endocitosis adsortiva. Funciona de manera similar a la mediada por receptores, que
también se utiliza una vesicula como medio de transporte, la diferencia esta en que se
requiere de una molécula con una alta carga predominante ya sea cationica o anionica
gue promueve una interaccion inespecifica con la membrana celular, un ejemplo de

estas es la albumina cationisada (21).

Endocitosis de fase fluida. Es un mecanismo no especifico que se basa en las
invaginaciones de las células que dan lugar a la formacion de vesiculas. De tal manera
que el contenido en el fluido extra celular queda dentro de la vesicula y es internalizado
a las células (20).

Otros factores que son de importancia y que se deben tomar en cuenta cuando las
nanoparticulas se encuentran en sistemas biolégicos es que antes de que estas
comiencen a interactuar con barreras biolégicas, en primer lugar, entran en contacto
con todas las biomoléculas presentes en los fluidos vitales. Por ejemplo, una vez que
las nanoparticulas ingresan a torrente sanguineo hay varias fuerzas que se originan
entre esta y el medio que la rodea, esta energia que se presenta es similar a la de los
coloides, pero en escala nanométrica, dentro de estas se encuentran fuerzas
hidrodindmicas, electrodinamicas, electrostaticas, de solvatacion e interacciones

estéricas. Estas fuerzas se ven influenciadas a su vez por factores como el pH y

35



temperatura plasmaticos, iones, proteinas, y especies oxidativas, que son consideradas
por la teoria DLVO ((Derjaguin—Landau—Verwey—Overbeek) para el comportamiento de

las nanoparticulas (20.21).

Siendo mas precisos, una vez que las nanoparticulas ingresan por via intravenosa, las
proteinas plasmaticas, rapidamente interacttan con la superficie de ellas,
envolviéndolas en una capa denominada “Corona proteica”, esta corona afecta
principalmente el tamafio y carga eléctrica comprometiendo a su vez las demas
caracteristicas fisicoquimicas de la nanoparticula. Aunque, las caracteristicas de la
corona dependen directamente de la carga y tamafio de particula, la corona proteica
determina el tipo de interacciones que pueden surgir en el medio, y por lo tanto el
comportamiento y destino de la particula. Por ejemplo, si dentro de la corona hay
presencia de opsoninas (anticuerpos no especificos y complementos proteicos), estas
promoveran el reconocimiento de las células blancas sanguineas y macréfagos
llevando al proceso de opsonizacion que promueve la fagocitosis de macréfagos

comprometiendo la presencia de las particulas en el plasma (16).

2.2.6.- Nanoparticulas y L-Dopa

Hoy en dia los tratamientos para enfermedades como el Parkinson muchas veces se
encuentran rebasados por la complejidad de la enfermedad y/o el deterioro a causa de
la progresién del padecimiento, lo cual ocasiona que los pacientes sufran un gran
deterioro en su calidad de vida. Uno de los tratamientos que presenta este tipo de
dificultad es la L-Dopa, que como ya se ha sefalado anteriormente, el tratamiento en si
presenta algunas desventajas y/o complicaciones. Debido a esto, la busqueda de
nuevas alternativas terapéuticas y tradicionales se ha ido incrementando en afios
recientes. Sin embargo, debido a la capacidad de la L-Dopa para mejorar los sintomas

de los pacientes y su relativamente bajo costo, aun resulta ser una molécula muy
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atractiva para el tratamiento del Parkinson. Es por ello que diversos grupos
interdisciplinarios relacionados con las areas de la farmacologia, farmacéutica y las
neurociencias, estan investigando la causa de los efectos secundarios, la durabilidad
del tratamiento, las consecuencias de cambios de esquemas de dosificacion y como

prevenirlos o ayudar a mejorar los efectos terapéuticos de este principio activo.

Como se indico previamente, en lo que respecta al desarrollo farmacéutico y
farmacoldgico para el tratamiento del Parkinson una opcion para la mejora de los
tratamientos, es la de reformular las moléculas actualmente disponibles para el
tratamiento de los pacientes. Este tipo de planteamientos se basa en la modificacion
tanto de la farmacocinética y farmacodinamia de las moléculas mediante la elaboracién
de formas farmacéuticas mejoradas, para mejorarlas se hacen reformulaciones
buscando cambiar las vias de administracion o extender la vida media del farmaco,
adicionando activos y/o excipientes que ayuden a mejorar el efecto terapéutico. Debido
al auge de las nanociencias en las Ultimas décadas, la formulacion de activos en
microesferas y nanoparticulas esta recibiendo un gran impulso, lo que ha producido

resultados prometedores.

Mediante la busqueda de trabajos disponibles en las redes de informacion cientifica se
pueden encontrar algunos tipos de particulas basadas en diferentes tipos de materiales,
las cuales tienen formulada L-Dopa o derivados de esta como principio activo con el fin
de liberar de manera gradual y/o acarrear de manera mas eficiente el farmaco a su sitio
de accion. Dentro de las estrategias menos utilizadas se encuentran la formaciéon de
nanoparticulas configuradas en dendrimeros conformados por mondmeros de L-Dopa,
estas preparaciones (22) requieren un largo procedimiento para su obtencion y no se
encuentra mucha informacion acerca de su utilidad en modelos celulares o animales.
También se pueden encontrar particulas elaboradas con polimeros de metacrilatos con
quitosano, (23,) las cuales presentan cinéticas de liberacion prolongada, pero los

meétodos de preparacion que pueden resultar muy complejos. Otro tipo de particulas
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que ya han sido disefiadas para formular L-Dopa son las elaboradas con PGLA (Poli
acido lactico coglicolico), estas han sido formuladas con el profarmaco L-Dopa metil
ester (24,25) el cual requiere de la des-esterificacion de la molécula original en un paso
metabdlico para poder obtener L-Dopa y posteriormente convertirse en dopamina, dicho
paso podria ser mejorado con sistemas de liberacion que lleven la L-dopa a su sitio de
accion. Otras formulaciones basadas en PGLA se han elaborado para ser
administradas por via intranasal, (26,27) observandose que este tipo de formulaciones
mejoran bastante los efectos discinéticos con respecto al tratamiento con L-Dopa por
via oral. Por otra parte, el costo de los materiales y el método de preparacién son
factores que podrian ser una limitante en la formulacion; por ejemplo, el PGLA posee
potenciales Z con polaridad negativa, lo que podria ser mejorado utilizando materiales
gue inviertan esta carga para mejorar las interacciones con membranas celulares. Es
por ello que diversos grupos de investigacion han optado por utilizar materiales de base
lipidicas como la fosfatidil-colina, colesterol y triglicéridos (28,29); sin embargo, estos
tienen la desventaja de que poseen una compatibilidad muy alta con las barreras
biolégicas, por lo que tienen gran inespecificidad, o que conlleva a comprometer la
biodisponibilidad al ser absorbidos por multiples tejidos. Otros grupos reportan trabajos
en los cuales se valen de disefios experimentales basados en la estadistica (30) que
son de gran utilidad para explorar todas las condiciones de elaboracion que ayuden a
mejorar el rendimiento de los métodos para obtener las particulas. Gracias a todos
estos abordajes experimentales se han identificado algunas areas de oportunidad que
pueden ser aprovechadas para formular nuevas nanoparticulas para acarrear L-dopa a
sistema nervioso central. Uno de los materiales con los cuales se puede proponer una
formulacion y que presenta varias ventajas con respecto a otras materias primas es el

Quitosano, el cual es descrito de manera mas amplia en la siguiente seccion.
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2.2.7.- Quitosano, propiedades, ventajas y métodos de preparacion.

El quitosano, es un derivado de la quitina, uno de los polisacaridos mas abundantes en
la naturaleza, solamente después de la celulosa. La quitina es un homopolimero
compuesto por cadenas de N acetil glucosamina unidos por enlaces 3 1,4, (31,32) que
forma parte de la cuticula protectora (exoesqueleto) de crustdceos como los cangrejos,
camarones, langostas y de barreras celulares de hongos de genero aspergillus y mucor.

Para la obtencion del quitosano, la quitina es sometida a una des-acetilacién alcalina y
de manera comercial se encuentra en pesos moleculares promedio entre 3800 y 2000
KDa, en forma de hojuelas, polvo 6 en solucién con un 66 % a un 95% de
desacetilacion, de tal modo que el quitosano queda conformado por unidades con una
amino primario y dos grupos hidroxilo por cada anillo de 6 carbonos. El quitosano es
insoluble en agua y en solventes organicos, presenta solubilidad en soluciones acidas
de baja concentracién con un pH menor a 6.5 por lo que particularmente es disuelto en
soluciones acidas diluidas entre porcentajes de 1 — 3%, que convierte a las unidades de
glucosamina grupos R-NH3* solubles dejando al polimero en una estructura lineal. El
grado de des-acetilacion y peso molecular pueden definir la capacidad de formular
micro o nanoparticulas, asi como el tamafio de las particulas que pueden ser formadas,
(31-33)

Dentro de las ventajas que ofrece el quitosano se encuentra la facultad de ser
biocompatible con tejidos vivos, no causa reacciones alérgicas y el organismo no
presenta rechazo hacia el mismo. Ademas, su metabolismo produce compuestos
inocuos (como amino acidos) que son completamente absorbidos por el cuerpo humano
y se degrada por reacciones de fermentacién que no son toxicas y que se depuran con
facilidad del organismo sin causar efectos no deseados o reacciones adversas. De igual
manera tiene un cierto potencial antimicrobiano, absorbe metales como el mercurio y
cadmio, presenta una buena adhesion con habilidades de coagulacion y actividad

inmuno-estimuladora. Por otra parte, el quitosano permite obtener sistemas de
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liberacion modificada para el control de la administracion de principios activos, evitando
la utilizacion de solventes organicos que pueden resultar toxicos durante su
elaboracion. Adicionalmente, debido a sus funciones muco-adherentes permite
incrementar el tiempo en los sitios donde se absorbe. Por otra parte, la quitina y el
quitosano poseen una baja toxicidad, en pruebas de laboratorio se calculé una LD50 de
16g/kg de peso, cantidades similares al del azlicar. Por estas razones el quitosano se
ha empleado en aplicaciones de tipo clinico para la preparacion de formulaciones
mucoadhesivas, para mejorar la velocidad de disolucion de activos pocos solubles y

para dirigir y potenciar la absorcion de algunos péptidos. (31, 32)

El quitosano tiene capacidades de hidratacibn pH-dependientes, por lo que tiene la
propiedad de formar geles in situ. Para lograr este tipo de geles se adicionan otros
polimeros como el acido poliacrilico o se modifica su estructura por medio de tiolaciones
que pueden alterar ain mas las propiedades ionicas del polimero. Otra propiedad
atribuida al quitosano es la de mejorar la capacidad de transfeccion, esto se debe
probablemente a que los farmacos basados en DNA y siRNA tienen caracteristicas
polianiénicas y pueden conformar complejos estables con el quitosano, por lo que las
particulas formadas poseen un potencial Z positivo si la relacién del polimero respecto a

la molécula es lo suficientemente alta.

Una de las razones por las que el quitosano resulta una opcién atractiva para formular
nanoparticulas es porque al igual que otros polisacéridos, es capaz de inhibir a las
bombas de eyeccion celular (proteinas de resistencia a farmacos), siendo las moléculas
de quitosano de alto peso molecular las que presentan mayor inhibicion. (35).
Adicionalmente, el quitosano puede potenciar las capacidades de permeacion de
moléculas de interés. Dicha capacidad se debe al caracter electropositivo que posee el
polimero, lo que permite que durante la interaccién de las particulas de quitosano con
las membranas bioldgicas se produzca una reorganizacion de las proteinas de uniones

estrechas. Sin embargo, estas propiedades de interaccion dependen en gran parte del
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grado de acetilacion y de la masa molecular del quitosano, ya que a mayor
desacetilacion y peso molecular se produce una mayor permeabilidad. En estudios
realizados en modelos de membranas celulares se ha mostrado que gracias a las
propiedades del quitosano este se absorbe de mejor manera en las primeras porciones
del duodeno. Aunado a esto, también se ha evaluado la capacidad de interaccién con
modelos de capas fosfolipidicas, encontrandose una excelente interaccion del polimero
con este tipo de moléculas (34) lo que permitiria explorar distintas vias de

administracion.

En ese sentido, se han propuesto varias vias de administracion, en el caso de la via
oral se ha observado que las propiedades derivados tiolados del quitosano le confieren
un mayor caracter cationico, lo que puede mejorar la biodisponibilidad de activos que se
absorben en el duodeno. En el caso de la administracion ocular, se ha propuesto que
los sistemas de quitosano presentan una gran retencion y biodistribucion de los
farmacos aplicados topicamente en los ojos, por lo que aprovechando las propiedades
de gelacion in situ se pueden elaborar preparaciones como hidrogeles, nanoparticulas y
formulaciones de tipo coloidal, capaces de mejorar la eficacia terapéutica mediante el

incremento del tiempo de la formulacion y por de ende del activo en el ojo (38,39).

Otra via de administracion que en primera instancia pareciera no ser la mas adecuada
es la via nasal, ya que la nariz es un sitio donde hay mucha secrecién y por lo tanto el
tiempo que pueden estar los medicamentos suele ser muy limitado, lo que puede
comprometer la biodisponibilidad de los farmacos en el organismo. Sin embargo, si se
toma ventaja de las propiedades de quitosano como potenciador de la permeabilidad y
muco-adherente se puede explotar con mejor efectividad esta ruta de administracion.
Lo anterior ha sido sugerido por estudios clinicos llevados a cabo con una formulacion
de quitosano-polaxamerol88 (36), los cuales mostraron un incremento en la velocidad

de absorcion y biodisponibilidad de una formulacion en atomizador nasal de fentanyl
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comparando formulaciones de nanoparticulas con y sin quitosano, con una ruta de

administracion transmucosal oral (lozenge).

Otras vias de administracion exploradas como la bucal, la vaginal, la parenteral y la
intravesical también han mostrado algunos resultados que prometen mejorar la
dosificacion de distintos principios activos, tomando en cuenta que dichas
formulaciones son disefiadas con base en el tipo de via mas adecuado para el farmaco
asi como las modificaciones que pueden ser de ayuda para mejorar el efecto

terapéutico de los activos. (37)

En formulaciones farmacéuticas comerciales, el quitosano se ha utilizado directamente
como vehiculo de tabletas de compresion directa, como desintegrante, como adherente,
agente granulante y como acarreador en preparaciones de sistemas de liberacién. En lo
que respecta a los métodos de preparacion de nanoparticulas, se propone que este
polimero es capaz de ser procesado en distintas técnicas usualmente comunes, tales
como el método de emulsién y entrecruzador, método de precipitacion y método de
emulsion por goteo, entre otros. Por lo tanto, la seleccion del método a utilizar
dependera de varios aspectos como el tamafio de particula requerido, la estabilidad
quimica y térmica del principio activo a formular, la reproducibilidad de los perfiles de
cinética de liberacion, la estabilidad del producto final, asi como de su toxicidad una vez

obtenida la formulacion.

METODO DE EMULSION Y ENTRECRUZADOR. Este método se basa en el principio
de preparacion de emulsiones del tipo agua en aceite ademas de la utilizacion de un
surfactante adecuado, aprovechando las propiedades de entrecruzamiento entre los

grupos aldehido del Quitosano con algun agente entrecruzador.
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METODO DE PRECIPITACION COACERVACION. Este método se fundamenta en las
propiedades de insolubilidad del quitosano en medios de pH alcalino, debido a que se
produce una precipitacion por parte del polimero una vez que este comienza a estar en
contacto con soluciones de caracter basico. Las particulas se obtienen por medio de la
aspersion del quitosano en una solucion de NaOH, NaOH-EtOH, o de Etanodiamina,
utilizando un sistema de compresion de aire para formar gotas coacervadas, para su

separacion se filtran y centrifugan, seguido de lavados con agua fria y caliente.

METODO POR SPRAY DRY. Este método es ampliamente utilizado en la elaboracién
de polvos, granulados o aglomerados para la mezcla de principios activos y excipientes
para suspensiones. El método consiste en secar gotas atomizadas en una columna de
aire caliente, en el caso del quitosano, este es diluido en una solucion de acido acético
y el farmaco es disperso o disuelto en dicha solucion para posteriormente agregar el
entrecruzador mas adecuado para posteriormente atomizarlo y secarlo en la columna

de aire caliente.

METODO DE EMULSION POR GOTEO Y COALESCENCIA este método es un hibrido
del método por precipitacion y el método de emulsién con entrecruzador, en el cual se
forman gotas estables del quitosano con el entrecruzador y posteriormente se induce

una precipitacion mediante la coalescencia de gotas de quitosano y de gotas de NaOH.

METODO DE FORMACION MICELAR REVERSA las micelas reversas son mezclas de
agua, aceite y surfactantes termodinamicamente estables. A simple vista son
homogéneas e isotropicas, pero a nivel microscopico el agua y el aceite se encuentran

separados por capas formadas por surfactantes.
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METODO POR TAMIZADO, este método se basa en la elaboracién de un hidrogel de
quitosano con un entrecruzador, posteriormente este gel se pasa filtra a través de un

tamiz para obtener asi particulas micrométricas. (31,37)

METODO DE GELACION IONICA O IONOTROPICA. Es uno de los métodos mas
utilizados dentro de la bibliografia, esta técnica fue acufiada en los afios 90 por Calvo et
a(39)l, aunque con el paso del tiempo se han ido realizando modificaciones para
mejorarlo. EI método se basa en el principio de una interaccion de tipo electronica entre
los grupos amino protonados que confieren cargas positivas a lo largo del quitosano en
soluciones de pH acido, con contraiones que se denominan entrecruzadores que son
principalmente compuestos anionicos que pueden ser clasificados en tres categorias,
contraiones de bajo peso molecular, entre los cuales se encuentran el pirofosfato,
tripolifosfato, tetrapolifosfato, octapolifosfato, hexametafosfato, Fe(CN6)-4 -3,
contraiones hidrofébicos como el alginato, k-carragenina, poli 1 hidroxi 1 sulfonato 2
propeno, acido poliakdehido carbonico) y contraiones de alto peso molecular como el
octil- sulfato, lauril sulfato, hexadecil sulfato, cetil- estearil sulfato.(31, 32) Dependiendo
de la finalidad de la formulacion, el tamafio de particula deseado, asi como de las
caracteristicas del activo y/o del equipo disponible para su elaboracion, el
procedimiento para llevar a cabo la reaccién de entrecruzamiento para la sintesis de
particulas varia. De tal manera que se pueden elaborar soluciones de distintas
concentraciones de quitosano en soluciones de acidos organicos o soluciones de
contraiones a distintas concentraciones, posteriormente a una agitaciébn constante se
vierte ya sea el quitosano en las soluciones de contraion o de manera inversa las
soluciones del contraion al quitosano. Una vez terminada la reaccion, las particulas son
separadas por centrifugacion para su posterior caracterizacion, cabe mencionar que
tanto el tamafio como carga eléctrica superficial (potencial Z) depende principalmente
de la cantidad de quitosano y de contraion utilizado. Particularmente uno de los
contraiones mas socorrido para la sintesis de nanoparticulas es el tripolifosfato de
sodio, el cual debe estar en la formulacién en una relacién de 3:1 — 6:1 con respecto al

quitosano (quitosano:TPF). De acuerdo con diversos reportes al mantener esas
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relaciones con este método se pueden encontrar tamafos de particula en dimensiones
nanometricas. Sin embargo, es necesario controlar factores como el pH de las
soluciones, la velocidad de agitacion, la velocidad de goteo de la soluciones, la
dimension de las gotas, altura del goteo y temperatura a la cual se elaboran las

particulas, s para optimizar las condiciones de la formulacion deseada. (31,32, 40, 41).

2.2.8.- Nanoparticulas de quitosano para Sistema Nervioso Central y enfermedad de

Parkinson.

Con respecto a nanoparticulas de quitosano dirigidas al sistema nervioso central, se
han elaborado algunas formulaciones en conjunto con polisorbato 80 (42) y con PLGA
(43), para la liberacion de inhibidores de colinesterasas por via nasal, la cual resulta ser

muy conveniente para mejorar el transporte de farmacos a sistema nervioso.

En el caso particular de la enfermedad de Parkinson, algunos grupos han reportado
formulaciones elaboradas con base en quitosano para acarrear bromocriptina (44) un
agonista de receptores dopaminérgicos, con efectos terapéuticos positivos. También se
han elaborado otras formulaciones donde se ha utilizado como principio activo a la
propia dopamina (45), el neurotransmisor deficitario en el Parkinson. A pesar que estas
formulaciones han sido evaluadas en modelos murinos con resultados positivos, dicha
formulacién no esla ideal, puesto que la dopamina es facilmente degradada, lo que

puede comprometer su efectividad.

Debido a que la L-Dopa sigue siendo el tratamiento estandar para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson y a las propiedades del quitosano para funcionar como
acarreador para el sistema nervioso central, proponemos que una formulacion de L-
Dopa en nanoparticulas de quitosano podria ser una opcion viable para el tratamiento

de la enfermedad de Parkinson.

Este abordaje ha sido poco explorado y solo unas pocas formulaciones han utilizado L-

Dopa como principio activo. Algunos grupos de investigacibn han propuesto
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formulaciones a base de geles para su administracion intranasal (46), elaborando
nanoparticulas que encapsulen al farmaco; otros grupos, han propuesto la adsorcion de
farmaco como alternativa para el entrampamiento del activo. Es importante destacar
que dentro de estos pocos trabajos solo se han realizado algunos analisis in vitro que
describen un comportamiento de liberacion lenta desde la formulacion (46), algunos
hacen pruebas de viabilidad celular (48), o inclusive se han determinado las
concentraciones de L-Dopa en el cerebro por medio de homogenados (46). Por lo tanto,
es necesario realizar mas investigaciéon para poder establecer una formulacién de
nanoparticulas con caracteristicas adecuadas para el tratamiento farmacologico de la

enfermedad de Parkinson.

3. Planteamiento del Problema

La estrategia principal para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson es la de
restablecer los niveles de dopamina a nivel de los ganglios basales, siendo la L-Dopa el
farmaco de referencia; sin embargo, los niveles de dopamina después de un tiempo
comienzan a ser intermitentes y pulsatiles conforme a las dosis administradas de L-
dopa, lo que ocasiona complicaciones motoras involuntarias. El desarrollo de sistemas
de liberacion modificada basados en nanoparticulas podria ayudar a resolver este
problema, debido a que el disefio de nanoparticulas basadas en biopolimeros, que
posean un tamafio de particula y carga eléctrica adecuados ayudaria a optimizar la
dosificacion del farmaco por medio de una liberacibn mas uniforme del activo con

respecto al tiempo.
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4. Hipotesis

La formulacion de L-Dopa en un sistema de nanoparticulas basadas en quitosano, con
un tamafo de particula, carga eléctrica, una eficiencia de entrampamiento y una
funcionalizacion adecuados permitira la liberacion del principio activo de manera

gradual, continua y prolongada.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general.

Elaborar, optimizar y caracterizar una formulacién de nanoparticulas con base en

quitosano para el transporte de L-Dopa a sistema nervioso central.

5.2 Objetivos particulares.

*Elaborar una nanoparticula, que permita la mejor carga de L-Dopa para obtener una

liberacién prolongada.

«Caracterizar la nanoparticula, evaluando sus dimensiones, su carga (potencial Z) y la

cantidad de L-Dopa que puede acarrear.

*Determinar el perfil de liberacién de L-Dopa y analizar si se ajusta a algiin modelo de

liberacion aplicable a formas farmacéuticas solidas.
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6.- Materiales y Métodos

6.1 Estrategia experimental.

Gelacidn idnica

Estandarizacion -pH, Temperatura

de Método de Velocidad de Agitacidn,
Preparacion Cantidad de polimero

-Tamafio de particula
.Carga eléctrica (potencial z)
.Eficiencia de entrampamiento

Caracterizacion

Fisico -Quimica

Perfil de

liberacion

6.2 Materiales
6.2.1 Reactivos

Quitosano de bajo peso molecular (Sigma-Aldrich), tripolifosfato sédico (Sigma-Aldrich),

acido acético glacial, L-Dopa (Sigma-Aldrich).

6.2.2 Equipos

Nanodrop 2000 (Thermo Lab), Nanosier N4 (Coulter), Zetasizer Nano ZS (Nano series.
Malvern Intruments.), Balanza Analitica (OHAUS). Placa de agitacion y calentamiento
con indicador digital (JAENWAY 1103), Centrifuga (Beckman Coulter Allegra 64R),
Balanza doble platillo, Microscopio Electronico de Transmision.
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6.2.3 Material General.

Celdas para Nanosizer y Zetasizer. Barras magnéticas de agitacion 22 x 5

_ ) mmy 2 de 25 X 8 mm
Discos de cobre con pelicula de carbono

de 300 mesh. Bolsas de dialisis de 0.12 KDa.

Soporte Universal Perilla de seguridad.

Gradillas Papel Kimwipes

Pinzas de 3 dedos con Nuez Filtros de PVDF 0.22 um de 2y 1 cm de
diametro.

Pinzas para Bureta

6.3 Método

6.3.1 Validacién del Método de determinacion de L-Dopa.

Se realiz6é la determinacion de los pardmetros de: Selectividad, Linealidad, Precision
inter-dia y Exactitud, Limite de Cuantificacion y Limite de Deteccion como paradmetros
basicos de validacién para corroborar que nuestra técnica de cuantificacién de L-Dopa
contaba con la confianza y viabilidad para el proceso de elaboracién y optimizaciéon de

la formulacion.
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6.3.2 Preparacion de la soluciéon de quitosano [0.6% m/v]

Se prepararon 100 ml de solucion de CH3COOH al [1% v/v] para disolver 0.6 g de
quitosano para obtener una concentracion de [0.6% m/v] (6 mg/ml), esta solucion se
coloco en agitacion a temperatura ambiente por un tiempo de 8 horas, posteriormente
se filtré por gravedad en papel convencional de poro cerrado, para ser finalmente
colectado en su totalidad en frascos ambar. Se hicieron los ajustes necesarios para
poder preparar volumenes menores 0 mayores a conveniencia de la cantidad de lotes

por elaborar.

6.3.3 Solucion de tri-polifosfato de sodio (TPF) (3 mg/ml)

Se pesaron aproximadamente 0.180 mg de TPF y se disolvieron por agitacion en 60 ml
de agua des-ionizada hasta completar la disolucién, posteriormente se filtr6 por
gravedad en papel convencional poro cerrado, para conseguir una concentracion final
de 3 mg/ml; con este mismo procedimiento se elaboraron las soluciones utilizados en
cada experimento, los cuales se modificaron en base a la conveniencia de los lotes a

elaborar.

6.3.4 Elaboracion de Nanoparticulas.

En primer término se hizo la mezcla de la solucién de quitosano con una solucion de
CH3COOH en un vaso de precipitados a 700 rpm, para la formacion paulatina de las
nanoparticulas se adicioné la solucion de TPF gota a gota a una velocidad continua de
2ml/min  hasta alcanzar una relacion 3:1 quitosano:TPF respectivamente,
posteriormente la solucion se mantuvo en agitacién durante 60 minutos mas. Una vez
transcurrida la hora de agitacién continla después de la reaccion de entrecruzamiento,
la solucion fue sometida a un procedimiento de sonicacién con una sonda a una

amplitud de 10 KHz durante 2.5 minutos (esquema 1). Un indicador fisico de la reaccion
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de entrecruzamiento y de que por lo tanto se estan formando las particulas es el cambio

de aspecto de la solucion de Quitosano de un aspecto cristalino a uno opalescente.

6.3.5 Elaboracion de Nanoparticulas y encapsulamiento de L-Dopa.

Para encapsular L-Dopa en las nanoparticulas se probaron dos métodos (esquema 2),
en el primero se hizo la mezcla de la solucidn de Quitosano con una solucion de
CH3COOH en un vaso de precipitados en la cual se encontraba disuelta la L-dopa,
mientras que en el segundo se agregd la L-dopa en polvo y se dejé homogenizando a
700 rpm. En ambos casos se adicion6 posteriormente la solucion de TPF gota a gota a
una velocidad continua de 2 ml/min para la formacion paulatina de las nanoparticulas
las cuales entrampan la L-Dopa contenida en la mezcla, la cual se mantuvo en agitacién
constante durante 60 minutos mas. Todo el proceso se realiz6 manteniendo la agitacion
a 700 rpm y los volumenes de quitosano y TPF se mantuvieron a una relacion 3:1
respectivamente. Una vez transcurrido la hora de agitacion continla después de la
reaccion de entrecruzamiento, la mezcla fue sonicadacon una sonda a una amplitud de

10 KHz durante 2.5 minutos.

6.3.6 Determinacion de tamafio de particula.

El tamafio de particula fue determinado mediante la técnica de dispersion de luz
dinamica (DLS, por las siglas en inglés Dinamyc Ligth Sactering), para ello se toma una
pequefia muestra de la suspension de nanoparticulas, aproximadamente de 250 L,
posteriormente esta muestra es diluida en agua desionizada para llenar celdas de vidrio

de 3ml. Las lecturas en el equipo se realizaron por triplicado.

51



6.3.7 Determinacion de Potencial Z.

La determinacion del potencial Z se llevo a cabo mediante la técnica de Electroforesis
de Laser Dopler. Para esto se colectdé una muestra de 1 ml de cada lote a determinar,
las muestras se depositaron en celdas de plastico de 3 ml y se introdujeron electrodos
del dispositivo Deep Cell procurando no derramar la muestra y secando el exceso para
hacer la determinacion en el equipo. Cada lectura se realizo por triplicado.

6.3.8 Determinacion de condiciones de temperatura, pH y potencia de sonicacion.

Con la finalidad de encontrar las condiciones de temperatura, pH y potencia de
sonicacion mas adecuadas para obtener el mejor tamafio de particula, se propuso
implementar un disefio experimental 2K. Este disefio permite evaluar K nimero de
factores a dos niveles cada uno, para esto se eligieron dos niveles de cada factor,
teniendo un nivel alto y bajo como se indica en la siguiente tabla (tabla b). Para darle
validez al disefio, este fue realizado por triplicado y se obtuvieron 24 series de cada
combinacion con los distintos niveles de cada factor, una vez completados los datos,
estos se introdujeron al programa Statgraphics Centurion XVLII, con el cual se
obtuvieron gréficas de interaccion y andlisis de varianza para elegir las condiciones con

mejores resultados.
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Temperatura pH Potencia Sonicacion
[ 1=10=C] [2=25°C] [1=3.2] [2=4.T] [1=10Khz] [2= 20 kHz]
1 1 1

1 1 2

1 2 1

1 2 2
2 1 1
2 1 2
2 2 1
2 2 2

Tabla b. Notacién de disefio 2°, de los factores
Temperatura, pH, Potencia de sonicacion.

6.3.9 Eficiencia de entrampamiento,

Para determinar este parametro se realizaron diluciones 1:2 de los lotes para disminuir
la viscosidad de la preparacion y facilitar la separacion, las diluciones fueron
centrifugadas a 18000 rpm durante 40 minutos, una vez transcurrido el tiempo se tomo
el sobrenadante y se centrifugd a 21000 rpm durante 60 minutos. Se tomaron alicuotas
de estos Ultimos sobrenadantes, las cuales fueron filtradas para determinar la cantidad
de L-dopa por medio de la relacién de la absorbancia respecto a la concentracion, a una
longitud de onda de 281 nm en el nanodrop interpolando la absorbancia en una recta.
La eficiencia de entrampamiento se determiné con ayuda de la siguiente ecuacion:
_ Farmaco total — Farmaco libre

E = x 100
Farmaco total

Donde; EE= eficiencia de entrampamiento. Farmaco total= cantidad de farmaco
utilizado para la elaboracion de las nanoparticulas, Farmaco libre= farmaco cuantificado

en el sobrenadante después de la separacion de las nanoparticulas.
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6.3.10. Perfil de Liberacion.

Para los ensayos de perfil de liberaciébn se tomaron nanoparticulas contenidas en los
botones obtenidos en la centrifugacion, las cuales se colocaron dentro de una bolsa de
didlisis con didmetro de poro de 0.12 kDa, asegurada con hilo nylon para evitar fugas.
Las bolsas con la formulacién dentro fueron sumergidas en solucién de PBS a pH de
7.4 para simular un ambiente fisiologico. Durante los ensayos la temperatura de las
soluciones se mantuvo a una temperatura de 36 + 1 °C, en agitacion continua de 200
rpm. Se propuso un esquema de toma de muestras con recuperacion de volumen de
PBS, para cuantificar mediante absorbancia la concentracién de L-Dopa interpolando en
una curva de calibracién. Para la toma de muestras se propusieron intervalos de tiempo
al minuto 5,10, 20, 30, 40, 60, 80, 100, 120 minutos, 3, 4, 5, 6,7, 8 y 9 horas. Para
obtener curvas de % de L-Dopa liberada, con respecto al tiempo. Posteriormente se

analizaron los datos para describir un ajuste de cinética de liberacion.

7. Resultados

7.1 Validacibn del método analitico para la cuantificacion de L-Dopa por

espectrofotometria

7.1.1 Determinacién del pico maximo de absorcion.

Para la validacion se determiné el pico de maxima absorcibn en el espectro
electromagnético, mediante un barrido realizado en el espectrofotometro. Para este
procedimiento se utilizé una solucion de [1.0 mg/ml] de .-Dopa en CH3sCOOH [1% v/v],

de esta manera se encontré que a una A= 281 nm se registr6 el mayor pico de
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absorcion; sin embargo, la sefial mostrada saturaba el equipo por encima de 1.0 de
absorbancia (Figura 1), por lo que se procedié a realizar una dilucién y determinar el
pico de maxima absorcion con una solucién de L-dopa en &cido acético a una
concentracion de [0.5 mg/ml]. Las lecturas mostraron consistentemente que el pico de
maxima absorcion fue a una A= 281 nm (Figura 2). Porlo que alos 281 nmeslaAala

cual se cuantificé L-Dopa a lo largo del proyecto.

Tmm Absorbance
o
X

Figura 1: Curva obtenida con el barrido del
espectrofotométro de una solucion de L-

e Dopa [1 mg/ml], a 281 nm se encuentra el
a4 pico maximo de absorcidon con un valor de
as 1.211 de absorbancia, indicativo de

saturacién del sistema.

0.8

200 250 300 350 400 450 B00 BS0 GO0 B50 700 750 800
‘Wavelength [nm]

ls

281nm 1.2114hbs

Figura 2. Barrido en el espectro

Tmen Absoibance

electromagnetico en el us ‘
espectrofotémetro con una solucién 03 ) f
de L-Dopa [0.5 mg/ml], a los 281 nm 04 \
se observa el pico de absorcién con - f”-,‘

un valor de 0.617 nm sin saturar el arl ‘:' \
sistema. A los 281 nm es la A a8 "\_ \
selccionada para cuantificar L-Dopa. 03 "u"

200 220 2i0 260 260 300 20 340 360
‘Wavelength fnm] 1
281nm 0.617Abs [
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7.1.2 Linealidad del método de deteccion de L-Dopa.

Para el parametro de linealidad se realiz6 la determinacion de las absorbancias de una
serie de disoluciones seriadas, a partir de una solucion stock de 1 mg/ml para obtener
a partir de esta, soluciones de 0.725, 0.5, 0,25, 0.125, 0.062, y 0.031 mg/ml. Las
determinaciones mostraron una respuesta proporcional entre las absorbancias respecto
a las concentraciones con una relacion lineal, con un coeficiente de correlacion
r2=0.999. (Tabla 1 Figura 3). Ademas de encontrar en una relacién de factores de
respuesta un coeficiente de variacion < 2% y un promedio cercano al valor de la

pendiente, que dan soporte al comportamiento lineal encontrado en la recta.

Linealidad del método Parametros

o A max. 281 nm

ho ’ Linealidad rango 0.750-0.063 mg/ml
2 M0 . Pendiente 1.342
'E .60 Interseccion 0.003
< 0400

' . Coeficiente r?
9200 . 0.999
£,000) Limite de cuantificacion
0000 0,100 0, 0,300 0,400 0,506 i1, ) 0,00 0,500
L-dopa mg/mil 0.062 mg /ml
Limite de Deteccion

Tabla 1 (der): Resumen de los que comprueban la 0.031 mg/ml

relacién lineal entre las concentraciones de L-Dopa y

la respuesta en absorbancia a 281 nm. \SUAREERIENEETS L N RN TS £

Promedio 1.353
Figura 3 (arriba): Grafico de la recta construida con g 0.025
los datos obtenidos para evaluar la linealidad del 1.865

método. En la tabla 1 se encuentran los valores de la
pendiente, ordenada al Origen y coeficiente r?
correspondientes a la ecuacién punto pendiente.
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7.1.3 Limites de cuantificacion y deteccion

Para los limites de deteccion y de cuantificacion se realizaron curvas a concentraciones
desde 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156, 0.0078, 0.00390 mg /ml, evaluando el CV en
cada nivel. A concentraciones menores de 0.0312 mg/ml se encontré una alta
variabilidad entre los valores de absorbancias, lo cual compromete la confianza en las
lecturas. Por lo tanto, se determind que el limite de cuantificacibn estd en una

concentracion de 0.0625 mg/ml, y el limite de deteccion es de 0.0312 mg/ml. (Tabla 1).

7.1.4 Precision y Exactitud

Para evaluar la precision y exactitud del método se escogieron aleatoriamente 3 de los
puntos incluidos en la curva de linealidad: uno alto [0.680 mg/ml], uno bajo [0.090
mg/ml] y uno intermedio [0.380 mg/ml]. Se elaboraron soluciones de L-Dopa a estas
concentraciones y mediante un analisis por triplicado de cuantificaciones en él
espectrofotometro, se obtuvieron los coeficientes de variacion (CV) donde observamos
los siguientes datos: CV = 2.856 % nivel alto, CV = 2.541% nivel intermedio y CV =
2.141% nivel bajo, siendo una constante un CV < 3% en todos los niveles propuestos, y
un % de Recobro del 95.9%, 97.4% y 100.1 % de los niveles alto, intermedio y bajo
respectivamente (Tabla 2). Con estos valores, se puede confiar en que los datos
obtenidos durante un andlisis por triplicado para determinar una concentracion de
desconocida de L-Dopa por triplicado tienen una alta fiabilidad pues presentan poca
dispersion y una buena aproximacion a datos propuestos tedricamente. Siendo un
meétodo adecuado para la cuantificacion de L-Dopa. Estos resultados comprueban que
el método empleado cumple con los parametros de validacion de Precision y Exactitud,

acorde con guias de validacion.
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C teorica mg/ml C calculada mg/ml (% recobro)

Promedio 0.653

0.680 Desvest 0.019 95.969
Ccv 2.856
Promedio 0.370

0.380 Desvest 0.009 97.419
cv 2.541
Promedio 0.090

0.090 Desvest 0.002 100.129
cv 2.141

Tabla 2. Datos obtenidos para la evaluacion de la presicion y la exactitud del método de
cuantificacion de L-Dopa por espectroformetria. Todos los valores de CV > 3%, lo que
indica baja dispersion de los valores al cuantificarlos por triplicado en tres niveles distintos.
Y porcentajes de recobro cercanos al 100% que indican una gran proximidad de los datos
a los datos tedricos propuestos

7.1.5 Selectividad

Para el parametro de selectividad se realizaron barridos en el espectrofotdmetro con
soluciones de los materiales utilizados para la elaboracién de las nanoparticulas,
quitosano vy tripolifosfato de sodio a concentraciones de 0.2% y 1.1 mg/ml
respectivamente, dichas concentraciones son aproximadas a las que se utilizan en el
procedimiento de elaboracion de las particulas. Se determinaron las absorbancias de
las soluciones por separado, en combinacion, en nanoparticulas elaboradas y
combinadas con L-dopa; en estos ensayos se observdé que en ninguna de las
condiciones propuestas ninguno de los materiales present6 respuesta A = 281 nm, que
es la longitud a la cual la L-Dopa requiere ser detectada para su cuantificacion. En las
Figuras 4 y 5 se observa claramente que la sefial es encontrada Unicamente en las
condiciones donde la L-Dopa [0.5 mg/ml] se encuentra presente, siendo esta respuesta

conservada al evaluarse en condiciones con un ensayo de formacién de nanoparticulas.
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Figura 4. Barrido de
soluciones: quitosano 0.2%,
Tripolifosfato Sédico 1mg/ml,
y L-Dopa 0.5 mg/ml. La curva
en rojo corresponde a la :
solucion de L-Dopa |y 3
absorbancia de 0.627 a una '
A = 281nm, donde no hay

tarc

presencia de los
componentes  para las 0]
nanoparticulas. Sobre 2|

posicion de los 3 barridos o
realizados, y utilizando como
blanco CH3zCOOH 1% o P & E " MRE " % W & @ w ® o %)

Figura 5. Ensayo de barrido
de una muestra de
- | = nanoparticulas (quitosano +
‘| ; tripolifosfato), y mezcla de

3 nanoparticulas con L-Dopa

5 0. 5 mg/ml, en la que se

(-
@
Ab

esf \ observa una sefial a A =
04 k‘;, 281 nm cuando @ se
al X encuentra presente la L-
- —— e e Dopa. Indicativo de que los

materiales no interfieren de
manera significativa en la
detecccion de la L-Dopa.

Wavelengh jrend

7.2 Elaboracién de las nanoparticulas

7.2.1 Tamafio de particula

Como primer paso se propusieron una serie de experimentos con el objetivo de obtener
nanoparticulas sin L-Dopa, para comprobar que la utilizacién del polimero bajo las
condiciones del método general generaba particulas de tamafio adecuado.

Adicionalmente, se evalué si someter a un proceso de sonicacion en la elaboracion
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tenia repercusion significativa sobre el tamafio de las particulas. Se encontréo que al
someter a una sonicacion de 10 khz durante aproximadamente 2.5 min es posible
encontrar particulas de un tamafio < a los 400 nm, con dimensiones aproximadas entre
los 257 - 324 nm, por el contrario, cuando las particulas no son sonicadas sus

dimensiones se encuentran por arriba de los 400 nm oscilando entre los 718 - 816 nm

)

Lotes sin sonicacion Tabla 3: Lotes de nanoparticulas elaborados

para evaluar el efecto de la sonicacion, 3 lotes

1 816.8 136.7 16.7 de cada condicion propuesta. Se indica en la
parte inferior de la tabla los lotes sometidos a

2 780.7 155.1 19.8 sonicacién, en los cuales se encontraron

tamafos de particula < 400 nm, es decir con un
3 718.8 140.7 19.5 Laorggﬁo aceptable para ser formuladas con L-

Lotes con sonicacion

1 3241 128 3.9
2 312.5 395 126
3 257.5 534 20.7

(Tabla 3). El resultado sugirié que para cumplir con el objetivo de obtener particulas con
dimensiones menores a los 400 nm, se debia de adoptar la medida de sumarle un paso

de sonicacién al procedimiento de elaboracion de las nanoparticulas.

7.2.2 Potencial Z

Una vez que se determinaron las condiciones para obtener nanoparticulas de tamafo
adecuado, se procedio a explorar el valor del potencial Z de dichas particulas. Para
determinar el potencial Z se elaboraron lotes por triplicado ya con el proceso de
sonicacién incorporado al método de elaboracién. Las mediciones mostraron que las
nanoparticulas tuvieron un tamafio de entre los 286 - 295 nm, con potenciales Z en un

rango de 25.9 — 28.4 mV (Tabla 4). El resultado sugiri6 que con este método de
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elaboracion se pueden obtener nanoparticulas con un tamafo < 400 nm y una carga

eléctrica que seguramente mantendra una estabilidad constante evitando la fusion de

éstas, lo que llevaria a incrementar sus dimensiones.

295.1 199 6.7 09 338
2 290.5 67.0 23.0 27.1 0.2 0.7
) 286.9 1.4 05 28.4 0.2 09

Tabla 4: Determinacién de la carga eléctrica de nanoparticulas de Quitosano n=3, cada lote
elaborado independientemente y bajo las mismas condiciones presenta cargas superiores a
los 20 mV.

7.2.3 Morfologia.

La morfologia de las nanoparticulas fue analizada por microscopia electrénica de
transmision (TEM por sus siglas en inglés), para ello se tomaron muestras
aleatoriamente de 2 de los 3 lotes empleados para la determinacion del potencial Z.
Mediante la técnica de TEM se corroboré que las particulas presentaban un tamafio
adecuado (Figura 5). En la figura 5A se muestra un ejemplo de las particulas
observadas, la cual tiene un tamafio < 200 nm. Mientras que en la figura 5B se
observa una particula de un tamafio de entre los 200 — 300 nm. Ambas particulas
presentaron una morfologia dificil de definir, con patrones irregulares; sin embargo,
cumplieron con uno de los objetivos principales, poseer dimensiones menores a los 400

nm.
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Figura 5: Negativos obtenidos por microscopia electrénica de transmision, negativo A (izq) se
observa una nanoparticula de quitosano de = 150 nm, en el negativo B (der) una
nanoparticula de quitosano de = 250 nm.

7.3 Determinacion de condiciones Optimas de temperatura, pH y potencia de sonicacion

para elaborar nanoparticulas con tamafio de particula <400 nm.

Una vez encontrado un método base para la elaboracién de particulas con tamafio y
potencial Z adecuados, se procedid a investigar si cambiar condiciones como la
temperatura, la potencia de sonicacion y pH de la solucién de quitosano previo a la
adicion del tripolifosfato y podian afectar de manera significativa el tamafio de particula,

para alcanzar este objetivo nos valimos de un disefio experimental 2K, con tres réplicas.

Mediante este disefio experimental se obtuvieron graficos de interaccion de los factores
puestos a prueba. Como se puede observar en la Figura 6, el tamafio de particula es
notablemente afectado por la temperatura a la cual se elaboran las particulas, siendo la
temperatura mas adecuada de aproximadamente 25 °C. En esta figura también se
observa que a un pH = 3.2 al inicio del proceso de elaboracion, en ambas temperaturas
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da como resultado un tamafo de particula cercano a los 200 nm, indicando que se

obtiene un mejor tamafo de particula con esta condicion.

Por otra parte, en la figura 7, se puede observar que hay una mayor influencia del pH
sobre el tamafo de particula, con respecto a la potencia de sonicacion, pues ambas
condiciones de sonicacion se comportan de manera muy similar, asi mismo la
utilizacion de un pH mas acido aun a una potencia alta de sonicacién resulta en

tamafos de particulas < 400 nm.

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD Interacciones y 95.0% de Fisher LSD

1000 = pH 800 r b jn:ilcado

— 1 L 1
600 - \ .

400 i B 200 (- B
200 - . — ]
i ] ok 3

ot m PH
1 2
Temperatura

400 [~ -

Tamafio de particula

Tamafio de particula

Figura 7: Grafico de interaccién. pH, Sonicacion,

Figura 6: Grafico de interaccion, Temperatura, pH VS Tamafo de particula. Es claro que la influencia
vs Tamafio de Particula, la combinacion de delpH en el tamafio de particula es mayor que el

temperatura 25 °C y un pH =3.2 antes de agregar de la sonicacion. Se obsera que a un pH de =3.2

TPF, permiten obtener el mejor tamario de particula Previo al TPF es una condicion donde se
=~ 200 nm. Gréaficas obtenidas con el programa o©btienen tamafios < 400 nm. Graficas obtenidas

Statgraphics Centurion XVL.II. con el programa Statgraphics Centurion XVL.II.

Finalmente, al evaluar el efecto de la temperatura y de la potencia del sonicacién, se
puede observar un tamafio de particula menor a los 400 nm a una temperatura de
aproximadamente 25 °C, observandose un efecto poco significativo en las dimensiones
de la particula por parte de la sonicacién Figura 8. Este resultado pone de manifiesto

que la temperatura a la cual se elaboren las particulas puede resultar determinante.
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Interacciones y 95.0% de Fisher LSD

820 - - sonicado

L ] —1
720 4 2
620 -

520 ]

Tamafio de particula

420 - —

320 =

220 & 3
1 2
Temperatura

Figura 8. Grafico de Interaccion, Temperatura,
potencia de sonicacion vs tamarfo de particula. En lo
que respecta a la interaccion de estas dos variables, la
influencia de la temperatura con respecto a la
sonicacion es predominante, por lo que la elaborar
nanoparticulas de quitosano a 25°C resulta mas
conveniente, pero se puede utilizar una potencia de
sonicacion de 10 o 20 kHz indistintamente Graficas
obtenidas con el programa Statgraphics Centurion
XVLIL..

Ademas de los graficos de interaccion, se
realiz6 un andlisis de varianza para
las
El

corroborar estadisticamente

aseveraciones hechas sobre ellos.
analisis de varianza comprobé que la
temperatura y el pH inicial, pueden influir
en la obtencién de tamafos de particula
por debajo de los 400 nm; sin embargo, el
pH parece tener una mayor influencia que

la temperatura (tabla 5).

Anilisis de Varianza para Tamaiio de particula - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Temperatura 513718. 1 513718. 39.55 ).00
B:pH 748184, 1 748184, 57.60 ).0000
C:sonicado 222833 1 222833 1.72 0.2077
INTERACCIONES

AB 80910.1 1 80910.1 6.23 0.0231
AC 34998.8 1 34998.8 2.69 0.1191
BC 67320.6 1 67320.6 5.18 0.0360
RESIDUOS 220803. 17 129884

TOTAL (CORREGIDO) 1.68822E6 23

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Tabla 5: Analisis de varianza hecho con el programa Statgraphics Centurion XVLII., destaca en
rojo los factores que tienen una influencia significativa sobre el tamafio de particula con un 95%
de nivel de confianza,asi como las interacciones de los otros factores evaluados con el disefio

experimental.

Por lo tanto, las condiciones optimas para la elaboracién de las particulas son a una

temperatura de 25 °C, con un pH = 3.2 en la solucion inicial del quitosano, ya que bajo

estas condiciones se produce un tamafio de particula < 400 nm cercano a los 200 nm.

Por otra parte la potencia de sonicacidon no tiene un efecto significativo en este
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Interacciones y 95.0%de Fisher LSD

12 ] pH

02 4

AN

08 ]

Temperatura

Figura 9: Grafica de interaccidn: temperatura, pH vs PDI. En
este grafico se observa que al elaborar las particulas a
25 °C hay menor dispersion de tamafio, y aparentemente
utilizar el ajuste de pH en el nivel alto, hay menos
variabilidad, sin embargo al hacer el analisis de interaccidn
con la temperatura, este no tiene una diferencia
significativa.  Graficas obtenidas con el programa
Statgraphics Centurion XVL.II.

parametro, es decir, someter a una

sonicacion de 20 o 10 kHz no afecta

significativamente el tamafio de
particula Figuras 6, 7y 8.
Adicionalmente, usando el mismo

abordaje del disefio 2K y los datos
obtenidos con los equipos de DLS, se
analizd6 si estos factores afectan el
indice de polidispersion (PDI). El PDI es
un dato por debajo de la unidad que nos

permite saber si hay gran dispersion

entre las dimensiones de las particulas analizadas, es decir, durante la obtencién de las

particulas puede haber variabilidad en los tamafios, siendo un PDI lo mas cercano a

0.1 lo mas adecuado. Es importante analizar el PDI de la formulaciéon porque utilizando

este dato se pueden hacer modificaciones al proceso de elaboraciéon para optimizarlo y

disminuir dicha variabilidad en tamafios. Como se puede observar en la Figura 9, con

un pH ajustado a 4.5 previamente a la adicién del tripolifosfato y con una temperatura

de 25 °C, se obtienen PDIs mas

convenientes. Sin embargo, el

Interacciones y 95.0%de Fisher LSD

12—

grafico de interaccion sugiere que
la temperatura no afecta tanto el
PDI,

temperaturas evaluadas, mientras

0.4~

PDI

pues no varia a las dos

0.4F

gue el pH parece una determinante

-0.8

= sonicado
— 1

— 2

de la uniformidad de las particulas.

pH

Figura 10: Grafica de interaccion: sonicacion, pH vs PDI. El
efecto debido al pH sobre el PDI es claramente mayor que el
que puede ejercer la sonicacion a 10 o 20 kHz. Le

Por otra parte, al evaluar el efecto

elaboraciéon de particulas con un pH en el nivel superior

claramente presenta en promedio una menor dispersion.

de la sonicacion junto con la

XVLIL

Graficas obtenidas con el programa Statgraphics Centurion
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temperatura, se encontré que la elaboraciéon de las particulas a una temperatura de 10

°C produce una uniformidad de tamafio mejor en comparacién con una elaboracion de

particulas a 25 °C, en lo que respecta a la sonicacion, parece ser un factor que no tiene

mucha influencia sobre este pardmetro (Figura 10).

Interacciones y 95.0%de Fisher LSD

11

05

PDI
o
()

T

01

04+
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Temperatura

Figura 11. Grafico de

interaccion:

sonicado
— 1

—— 2

temperatura,

sonicacién vs PDI. La eleboracion de nanoparticulas a
una temperatura menor aprentemente resulta en una
menor dispersion, sin embargo la varaibilidad de la
dispersion en ambas condiciones no es significatvamente
distinta, sin embargo tiene una mayor influencia sobre el

PDI que la sonicacion.

programa Statgraphics Centurion XVL.II.

Graficas obtenidas con el

Adicionalmente, cuando se evalud
el efecto del pH y la potencia de
sonicaciéon, se puede apreciar que
la obtencion de particulas, cuando
la solucion de quitosano se ajusto
a un pH de 4.5, produjo una menor
dispersion en el tamafio, mientras
gue se confirmo que la potencia de
sonicacion no impacta en el PDI, el
cual es practicamente igual al
aplicar ya sea 10 o 20 KHz a las

nanoparticulas (Figura 11).

Finalmente, el andlisis de varianza mostr6 que el Unico factor que tiene efecto

significativo sobre la dispersion del tamafio de las particulas es el pH, ademas de que

aparentemente no hay

una interaccion

considerable entre los
factores analizados sobre
dicha dispersion (Tabla

6).

Analisis de Varianza para PDI - Suma de Cuadrados Tipo III

Fuente Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Falor-P
EFECTOS FRINCIFALES

A Temperatura 1.93234 1 193234 311 0.0560
B:pH 48151 1 48151 774 0.0128
C:zonicado 0.0135375 1 00135373 0.02 0.8845
INTERACCIONES

AB 1.5963 1 1.59635 257 0.1276
AC 0.0247042 1 0.0247042 0.04 0.8444
EC 0.00510417 1 0.00310417 0.01 0.9289
RESIDUOS 10.577 17 |0.622173

TOTAL (CORRFEGIDO) 18.9643 23

Todaz las razones-F se bazan en el cuadrado medio del error residual

Tabla 6: Analisis de varianza obtenido con el programa Statgraphics Centurion XVLII.
Con esta prueba se puede presumir que la variacion del PDI depende significativamente
con un 95% de confianza del pH al cual se elaboren las particulas, pero que no tiene
una interaccion con otro de los factores, es decir que hay un efecto abatido por los

otros dos factores.

66



Los datos obtenidos con el disefio experimental permitieron definir las condiciones para
implementar un método base para obtener tamafios de particula menores a los 400 nm,
un tamafo que es importante tomar en cuenta, pues resulta un factor relevante para
que las nanoparticulas puedan llegar a sistema nervioso central. Dichas condiciones
incluyen elaborar las particulas a 25 °C, a un pH inicial previo al TPP de
aproximadamente de 3.2, y con una potencia de sonicacion de 10 KHz durante 2.5

minutos.

7.4 Eficiencia de Entrampamiento (EE)

Una vez concluido el disefio experimental, se comenzo a trabajar con las condiciones
establecidas para estudiar distintos parametros. En primer término, se exploré la
capacidad de las particulas para entrampar L-Dopa, para ello se emplearon
concentraciones del farmaco por debajo de su limite de solubilidad, en su limite de
solubilidad y por arriba del limite de solubilidad. Dicho Ilimite se evalud
experimentalmente en el laboratorio, estableciéndose en 2.6 mg/ml a 25 °C, en
CH3COOH al 1%.

En la Tabla 7 se resumen las series que mostraron las mejores eficiencias de

L- Dopa (mg) Concentracion (mg/ml) % EE
21.990 0.733 11.922 + 1.381 | Tabla 7: Resumen de los niveles de L-
Dopa para evaluar la Eficiencia de
43.960 1.465 15.307 + 1.026 Entrampamiento. Las cantidades vy
- concentraciones de L-Dopa en esta tabla
fueron utilizados para dilucidar que a
59.550 1.985 16.560 + 2.026 partir de los 69 mg, se pueden obtener
eficiencias de entrampamiento de 46.980
60.000 2.000 16.899 + 8.294 | + 20.802 %, donde la concentracion final
de L-Dopa en el procedimiento de
69.900 2330 46.980 + 20.802  elaboraciéon es de 2.33 mg/ml, llegando
al punto de sobre saturacion de la L-Dopa
122.100 3.881 19.683 +3.715 €N CHsCOOH [1%], dato evaluado
' ' ' - durante el procedimiento
181.860 5.982 17.212 £5.087
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entrampamiento, en niveles crecientes de mg de L-Dopa utilizada, a partir de 21.9 mg
hasta 181.8 mg. Como se puede apreciar las mayores eficiencias se encuentran a partir
de los 2.3 mg/ml hasta concentraciones de saturacién y sobresaturacion de L-Dopa.
Cabe destacar que la mejor eficiencia se encontré utilizando una masa de 69.9 mg de -
dopa, aunque la variabilidad entre las réplicas es muy elevada, ya que se obtuvieron
porcentajes de entrampamiento en un intervalo de 26 - 66%. Por lo tanto, los resultados
sugirieron que la capacidad de entrampamiento de las particulas puede estar limitada,
pues a pesar de que se incrementd la cantidad de L-dopa, éstas ya no son capaces de

encapsular mas principio activo una vez que llegan a estar saturadas.

7.5 Perfil de liberacion

Tiempo h % L-Dopa Liberada S Ccv c luida la b da de | idad d
nclui nti
0,083 10.803 0353 3268 oncluida la busqueda de la cantidad de
0.167 14.948 1104 7383 | L-dopa que deber ser utilizada para una
0.333 21.767 0515 2367 | aceptable eficiencia de entrampamiento,
0500 23.254 2667 114701 g6 realizaron una serie de experimentos
0.833 27.336 2459 8.994 _ _ y
para evaluar el tipo de liberacién que
1.000 39.347 1061 2.697
1333 42033 3154 7468 Ppresentaban las particulas, esperando
1.667 43.814 2574 5875 | hipotéticamente la obtencién de curvas
2.000 50405 0724 14371 de liberacion lenta. Para explorar la
3 57.110 1629 2.853 o _ y
cinética de liberacion se elaboraron lotes
4 61.627 1532 2.486
5 64.209 2a28 3782 de nanoparticulas y se seleccionaron
6 64.960 3644 5610 muestras conteniendo aproximadamente
! 66315 3574 5389 | 5932 + 0.901 mg (n=3) de L-dopa
8 67.084 4383 6534
encapsulada. Las muestras fueron
9 68.572 3.487 5085

concentradas por centrifugacion y se
Tabla 8: Tabla de tiempos de muestreo y . 3
porcentaje de L-Dopa Liberada. En esta tabla se ~ Obtuvieron las curvas de % de farmaco
detallan los 16 puntos de muestreo hechos para la
construccion de las curvas de liberacion (n=3). El
punto con mayor variacion es el del muestreo a los
30 minutos, los demas muestran un CV < al 10%,
indicio de poca variabilidad entre los lotes
elaborados

liberado con respecto al tiempo en horas.
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En la Figura 12 se muestra la representacion grafica de los perfiles de liberacion,
conforme a los datos obtenidos en la Tabla 8. Se realizé un muestreo continuo durante
9 horas, durante este tiempo se alcanzé la liberacion de alrededor del 70% de la
cantidad de farmaco con respecto a la cantidad de farmaco nominal. Los datos
obtenidos mostraron una desviacion estandar variable en los distintos puntos, siendo a
los 30 minutos donde hay mayor variacion con un CV del 11.4%, el cual va
disminuyendo conforme transcurre el tiempo, a las 2 horas se alcanzé el 50% de la

liberacion que continud con un comportamiento de meseta desde la tercera hora.

Perfil de Liberacion
80.0

70.0
60.0
50.0
40.0

30.0

% LDopa Liberada

20.0

100 P

0.0 C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 )
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0

tiempo (h)

Figura 12. Curva de liberacion de L-Dopa desde nanoparticulas de quitosano. EL grafico se construy6
con el promedio de 3 curvas independientes. El comportamiento de las curvas tuvo poca varibilidad entre
los 16 puntos de los que esta constituida en 9 horas de ensayo. En cada una de las curvas se describié
una liberacion veloz durante las primeras 2 horas, seguido de una liberacion con una velocidad
significativamente mas lenta, llegando al 68% de liberacién durante la duracién del experimento.
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7.6. Ajuste de la cinética de liberacion.

Una vez que se obtuvieron los perfiles de liberacion, se analizé si la relacion del
porcentaje de farmaco liberado podia comportarse de manera lineal. Para ello los datos
obtenidos fueron ajustados a distintos modelos de liberacion, los cuales son aplicados a
las formas farmacéuticas sélidas como tabletas y/o cépsulas; con él fin de poder
discernir el tipo de cinética que pudieran estar siguiendo y obtener mas informacién
acerca de las nanoparticulas y su comportamiento in vitro, simulando condiciones

fisiologicas.

Para poder explorar el tipo de cinética al que se ajustaban mejor las nanoparticulas, los
datos fueron tratados para buscar el mejor coeficiente de determinacién r? en 4 modelos
bésicos de cinética, el de Orden cero, Orden uno, Hixon - Crowel (ley de la raiz cubica)

y Higuchi. Tabla 9.

Modelo Orden Cero Orden 1 Raiz Cubica Higuchi
Ecuacion M = Mo + kd*(t-to) M=Mo*(1-e™"“*) M=Mo-[YMo-Kd*t-to)° M =kd * \(t —to)
r‘ 0.777 0.617 0.677 0.919
m 5.953 0.153 0.170 21.755
b 26.664 3.201 2.937 11.726

Tabla 9: Pruebas de ajuste a modelos de cinética de liberacién. Los datos obtenidos en la curva
fueron tabulados para ser ajustados a los 4 tipos de modelos de liberacién expresados en la
modalidad de férmula de la recta punto pendiente, donde se acepta que el modelo en el cual el
coeficiente de determinacion r? sea el mas cercano a 1 es el que describe mejor el comportamiento de
liberacion, que en el caso de esta formulacion es el modelo de Higuchi.
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Figura 13. Grafica de la recta del modelo de cinética
Higuchi. La Liberacion de farmaco a partir de las
nanoparticulas presenta un comportamiento lineal al tratar la
variable del tiempo como raiz del mismo, lo que nos da un
coeficiente de determinacion de r2= 0.9191, con una
pendiente positiva m=21.755, siendo que con estos datos el
modelo de Higuchi el que mejor puede describir la cinética de
liberacién

8 Discusion de resultados

8.1 Validacion

Tal y como se muestra en la tabla
9, el modelo de cinética al cual se
ajusta mejor el perfil de liberacién
es al modelo de Higuchi al
de
determinacion mas cercano a la
unidad (de r2= 0.9191,). A pesar

de que dicho coeficiente no tuvo

presentar un coeficiente

un valor ideal, la recta trazada en
la Figura 13 ayuda a describir
este comportamiento lineal, el cual
puede ayudar a explicar la manera
en la que el activo se desprende
de

de la formulacion

nanoparticulas

La validacion del método analitico de cuantificacion de L-dopa por espectrometria UV en

el equipo nanodrop 2000 se realizé con la finalidad de tener datos documentados

acerca de la confiabilidad del

método. Actualmente tener

una validacién es

practicamente obligatorio en cualquier tipo de ensayo, pues con ello se asegura que el

método sea confiable y cumpla con el propdsito para el cual es empleado. Los

pardmetros de validacion evaluados en esta parte del proyecto son los mas importantes

y le dan sustento a las pruebas posteriores realizadas a lo largo de la investigacion.
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Cabe resaltar que las guias de validacion encaminan al cumplimiento de normas
oficiales que son requeridas para la venta de medicamentos, tanto en México como a
nivel mundial. Por lo tanto, a pesar de que este proyecto se realizé con fines
académicos y de investigacion, el contar con un método validado puede llegar a dar
sustento a futuros procesos que pudieran ser adoptados por trabajos basados en el

presente proyecto.

En el ensayo de eleccion del pico maximo de absorcion en el espectro electromagnético
para cuantificar L-Dopa de concentracion de [1 mg/ml] en CH3COOH 1%, se
encontraron dos picos que saturaban el sistema, uno a 281 nm y otro por arriba de los
240 nm; sin embargo, diversos autores reportan que la L-Dopa presenta absorcion a los
280 y 220 nm (49), en medio acuoso Yy acido respectivamente. Con esta premisa, bajo
nuestras condiciones experimentales, la eleccion del mejor pico de absorcion fue a la
longitud de 281 nm encontrado en el barrido de una solucion de L-Dopa a 0.5 mg /ml.
En este ensayo la transicion de la L-Dopa a A =220 nm mostr6 sefales de absorbancia
dificiles de correlacionar con las concentraciones, lo que complica la cuantificacién de L-
dopa a esta longitud de onda, haciéndola menos fiable e imprecisa. Lo anterior podria
indicar una saturacién, probablemente debida a impurezas del solvente o del propio

farmaco.

Para asegurar que la respuesta a los 281 nm se comportaba de manera proporcional se
procedié a hacer la determinacion de la linealidad encontrando que los cambios en las
lecturas debidas al analito correlacionaron con las concentraciones utilizadas, con poca
variacion en cada nivel CV < 3%, encontrando un rango de linealidad entre
concentraciones de 0.750 — 0.063 mg/ml, con un coeficiente de determinacion de
0.999, por lo que dentro de este rango de concentraciones las lecturas en el

espectrofotometro pueden predecir una concentracion desconocida de L-Dopa.

Para evaluar la capacidad del método de cuantificacion para determinar

concentraciones bajas de L-Dopa, se elaboraron varias curvas a partir de una
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concentracion de 0.126 mg/ml hasta 0.0015 mg/ml, con esta evaluacién se puedo
determinar el limite de cuantificacion (0.062 mg/ml), y el de detecciéon (0.031 mg/ml)
donde el coeficiente de variacion en el limite de deteccion se incrementa por arriba del
10% de variacion lo que pone en tela juicio la confiabilidad de las determinaciones a

partir de esta concentracion y en menores a ella.

Con el parametro de linealidad obtenido, se procedié a evaluar la precision y exactitud,
con este parametro esperando que la respuestas para determinar la concentracion de
soluciones a un nivel alto, intermedio y bajo interpolando dentro de la curva de
linealidad, estuvieran cerca de un valor nominal estimado mediante el calculo
matematico, evaluado esto por el porcentaje de recobro y que a su vez la variacion
entre un nimero de determinaciones del mismo punto no variase mas alla de un CV <
3%.

Por ultimo y no menos importante se puso a prueba la selectividad del método para
verificar que los materiales empleados durante la elaboracion de las nanoparticulas no
interfieran con la determinacion de la L-Dopa al momento de su cuantificacion. De tal
manera que se evaluaron soluciones de los materiales a utilizar, el tripolifosfato y el
quitosano, los cuales fueron analizados mediante un barrido en el equipo, donde no se
encontré una sefial que interviniese en lecturas a una longitud de onda de 281 nm.
Aunado a esto, se hizo un ensayo de elaboracién de nanoparticulas para observar si
éstas podrian interferir con la determinacion. Durante esta ultima prueba la solucién con
nanoparticulas no presentd sefial de absorbancia a 281 nm, posteriormente con la
mezcla de esta solucion y una de L-Dopa, la sefial a esta longitud de onda aparece, lo
que nos llevo a la conclusion de que el método muestra selectividad para poder analizar

L-Dopa.
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8.2 Elaboracion de Nanoparticulas

Al llegar al punto en el que se comenzé a plantear la metodologia de elaboracion de
nanoparticulas, a pesar de que ya se tenia la eleccion del método de gelacion ionica, al
indagar mas acerca del método, se encontraron algunas variantes que podrian ser
opcion en la elaboracion, que van desde la utilizacion de diferentes equipos para
realizar la mezcla utilizando un ultraturax, la barra magnética, o una propela, sin
embargo se ha reportado que hay un impacto dependiente de la utilizacion de estas
tres opciones en el tamafio de particulas, siendo una agitacion con barra magnética
convencional la mejor opcién (50) por lo cual este tipo de agitacion fue seleccionado

para el proyecto.

Una vez seleccionado el sistema de agitacion, se evalué si la adicibn de un paso de
sonicacion en el método de elaboracion podria repercutir a favor o en contra del
objetivo buscado, en lo que respecta al tamafio de particula. Esta evaluacion se realizé
debido a la falta de consenso en la literatura, pues en el método base de gelacién iénica
(40) asi como en varios de los trabajos donde se trabaja con nanoparticulas de
quitosano por este método no se reporta la utilizacién de algun tipo de sonicacion en el
proceso de elaboracion; sin embargo, en un trabajo reciente reportan la sonicacién con
sonda como un paso con el cual se llegan a obtener hasta nanoparticulas con
dimensiones menores a los 200 nm (46). De manera interesante, la utilizacion de una
sonicacion en nuestro método de elaboracién impacté de manera significativa en el
tamafo de particula determinado por la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS).
Con esta prueba se comprobé que la formacion de las particulas no se veia
comprometida por la sonicacion; sin embargo, esto ayudo a disminuir drasticamente el
tamafo de particula y a su vez tener lotes mas homogéneos entre repeticiones, siendo
asi un paso que suma en lo que respecta a la obtencion de un tamafio de particula

pequefo.
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Al tomarse la decision de utilizar la sonicacion como paso dentro del método de
elaboracion, se comenz0 a sospechar si este proceso no comprometia la estabilidad de
las particulas, una manera de evaluar esto es mediante la determinacion del potencial
Z, en esta prueba encontramos que lotes con un tamafio de particula menor a los 400
nm, mostraron cargas eléctricas con valores mayores a los 20 mV. Este valor es un
indicio de las interacciones electrostaticas las cuales se teoriza obedecen la ley de
cargas de Coulomb, permiten fuerzas de repulsidon entre particulas, evitando asi la
fusion entre ellas, lo que impacta directamente en el tamafio de particula. En el
presente trabajo se observo que en lotes con particulas de dimensiones cercanas a los
1000 nm, se presenta una evidente division de fases mediante la precipitacion de las

particulas, lo cual hizo que se descartasen para posteriores evaluaciones.

Con la obtenciébn de un tamafio y carga eléctrica aceptables, nos dispusimos a
corroborar el tamafio de particula mediante la captura de imagenes de las particulas por
microscopia electronica de transmision (TEM). Para ello se elaboraron dos
preparaciones para ser observadas, y se obtuvieron dos imagenes de particula por lote,
sospechamos que probablemente habia una gran dispersién en las preparaciones,
pues se esperaba como en algunos otros trabajos encontrar conglomerados de
particulas (40, 50 , 51, 52), los cuales contribuyeran a tener mejor idea de la
homogeneidad de los lotes, sin embargo ambas particulas capturadas en escala de 100
nm, cumplen con la particularidad de poseer dimensiones por debajo de los 400 nm, lo

cual es un acierto mas en la blusqueda de los objetivos planteados.
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8.3 Optimizacion del tamafio de particula

Durante la revisidén de distintos trabajos de elaboracion de nanoparticulas, se encontrd
gue no habia una homogeneidad en los métodos de elaboracién, a pesar de que en la
mayoria de los reportes se menciona el método de gelacion idnica (40) como el
empleado en este proyecto, se observéd que este procedimiento era el inicial y que en la
mayoria de los proyectos después ajustan las variables de temperatura a la cual se
elaboran las particulas, el pH, velocidad de agitacion, velocidad a la cual se adiciona el
entrecruzador, temperatura de elaboracién, buscando los mejores resultados. Por este
motivo se decidié investigar las condiciones que favorecerian la obtencion de mejores
resultados en lo que respecta al tamafio de particula. Con esta finalidad, se consideré
que algunos ensayos realizados por otros grupos, donde se reportan distintas
condiciones de temperatura y pH. Sin embargo, ningln grupo reportaba el impacto o la
relacion de utilizar distintas potencias de sonicacién, por esto se decidid incluir esta
variable para nuestros estudio. En lo que respecta a la temperatura hay métodos
realizados a temperaturas de 2-4 °C (49), asi decidimos evaluar a 10 °C una
temperatura promedio en un cuarto frio y otros a temperatura ambiente
aproximadamente de 25 °C (39, 45, 52) otra condicion es el grado de acides bajo el
cual se hace la reaccién de entrecruzamiento, pues ésta depende principalmente del
grado de protonacion de polimero en medios acidos que en el caso de quitosano la
utilizacién de acido acético al 1% para disolver el polimero es un comun denominador
en varios trabajos (39, 45, 52), pero solo algunos equipos de trabajo describen un
ajuste de pH a 4.5 previa a la reaccion de entrecruzamiento (51) mientras que otros no
ajustan el pH y realizan la reaccion al pH que presenta el polimero en la solucion de
acido acético al 1% que es de aproximadamente de 3.5 (45, 48). Para la eleccién de la
potencia de sonicacion solo se encontré un trabajo con el dato del tiempo (46) que
transcurren las particulas bajo esta condicion, por lo que se eligieron dos porcentajes
de potencia ajustados en el equipo, que fueron al 50 y 100% esperando encontrar una

diferencia en cada condicién seleccionada.
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Para poder analizar estas variables nos valimos de un disefio experimental 2¢ donde
K=3 (47) , por lo que se evaluaron las 3 variables a dos niveles cada una, lo que nos dio
un nuamero considerable de experimentos, que sin ser una cantidad exagerada pero
representativa, nos permitié concluir que las mejores condiciones para obtener un
tamafio de particula mejor eran las de llevar el procedimiento a una temperatura
aproximada de 25 °C, con un pH de la solucion de quitosano en acido acético 1% sin
modificarse a pHs menos acidos, y que la sonicacion durante un tiempo de 2.5 minutos
a 100 o a 50 % de la potencia de la sonda no tenia un efecto significativo, es decir que

aplicar una u otra potencia afecta de igual manera el tamafio obtenido.

Por lo que siendo el pH y la temperatura variables con mayor impacto. Se puede
sospechar que la temperatura al ser un factor que afecta la viscosidad de todo tipo de
fluido, en el caso de la solucién de quitosano, cuando se elaboraron las particulas a
temperatura baja, probablemente la viscosidad de la solucion se incremento,
promoviendo una menor movilidad y dispersion del polimero en la solucion lo que
puede acarrear una menor eficiencia de mezclado con la potencia de agitacion utilizada.
Por lo tanto, al adicionar el entrecruzador este quiza no se distribuyé de manera
uniforme, por lo que la reaccion de entrecruzamiento habria involucrado mas polimero
en los puntos donde se concentra el polianién, lo que resulta en la obtencion de
particulas mayores a los 400 nm, y que aun con la sonicacion estas no disminuyan su

dimensién por debajo de este valor.

Por otra parte se sabe que muchas reacciones quimicas pueden verse afectadas por la
temperatura, debido a que las temperaturas bajas disminuyen la energia cinética de las
moléculas, y una temperatura elevada la incrementa, sin embargo tampoco se hizo un
ensayo subiendo la temperatura, debido a que se podia sospechar que al elevar la
temperatura, se podria comprometer la estabilidad del polimero, pero con un mayor
impacto sobre la estabilidad de la L-Dopa que es una molécula sensible a los cambios

de temperatura y que se oxida con facilidad, ademas de ser fotosensible; por lo que se
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tenia que tomar en cuenta que los procesos deben estar en condiciones donde se

proteja la molécula de la luz a una temperatura no muy elevada.

Asi de manera mas sistematizada con un plan de trabajo se logré obtener resultados
contundentes; aunado a esto con la utilizacion del software Stathgraphics Xl se
obtuvieron graficos en los cuales, claramente se observa el efecto debido a los
tratamientos, ademéas de un andlisis de varianza que nos permiti6 darle sustento a

nuestros resultados. Para poder proseguir con las evaluaciones pertinentes.

En lo que respecta a la variabilidad del tamafio de particula parametro indicado por el
PDI, cuyos valores fueron evaluados aprovechando el disefio experimental, durante el
andlisis de los datos obtenidos en las condiciones de temperatura seleccionadas,
detectamos que esta variacion de tamafo incrementa de manera considerable
dependiendo en gran parte si se elabora a temperatura de 10 °C o de 25 °C. Sin
embargo ésta es mejor a temperatura ambiente. En lo que respecta al pH, se encuentra
una menor dispersion de los lotes donde se utiliz6 un pH menos acido, sin embargo el
tamafio de particula es mayor a 400 nm en estas condicione, por eso el elaborar
particulas a ese margen de pH nos alejaria de las dimensiones de particula buscados.
En estas series experimentales encontramos que la potencia de sonicacion evaluada
tampoco tiene un efecto significativo en lo que respecta al valor del PDI, pues como se
observa en los gréficos obtenidos es que las variables de temperatura y pH poseen un
mayor influencia sobre este parametro que deriva del tamafio de particula que se puede

obtener en estas condiciones.

Como se hizo en el tamafio de particula con la obtencion del analisis de varianza, se
puede corroborar que la variabilidad del tamafio es afectado principalmente por la

temperatura, sin embargo el pH es el factor que mas influye sobre la variacién siendo
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la potencia de sonicacion la que presumiblemente afecta en menor magnitud la

variacion del tamaiio.

8.4 Eficiencia de entrampamiento (EE)

Para determinar la eficiencia de entrampamiento bajo las condiciones que mejores
resultados se obtuvieron de tamafio de particula, se evaluaron distintas
concentraciones de L-Dopa que son menores y mayores al limite de solubilidad de L-
Dopa en CH3COOH [1%]. Para este fin se realizaron ensayos variando la manera de
adicionar la L-Dopa en la reaccién, primero se agreg6 L-Dopa disuelto (46) a la solucién
del quitosano previo a la adicidén del entrecruzador, sin embargo, al hacer el ensayo no
se lograron resultados adecuados. Por lo tanto, se diluyd el principio activo en la
solucion de TPF, sin embargo la estabilidad de la L-Dopa se vio afectada, pues el pH
de la solucion de TPF es demasiado alcalino, lo que promueve una reaccion que
modifica la L-Dopa (7) cambiando el aspecto de la solucién de traslucida a turbia en
aproximadamente 1 minuto. Tomando en cuenta que la adicién de la solucion de TPF
se lleva a cabo paulatinamente durante un lapso de 5 — 6 minutos, es posible que
ocurra una degradacion antes de quedar atrapada dentro de las nanoparticulas, por lo

gue se descarté la adicidon del principio activo de esta manera.

Después de las experiencias anteriores, se propuso la adiciéon de L-Dopa en polvo,
haciendo pesadas individuales de cada repeticién, con la misma premisa de evaluar
concentraciones que fueran menores y superiores al limite solubilidad del principio
activo. Con esta serie de ensayos se encontré que las nanoparticulas son capaces de
entrampar a partir de concentraciones de 0.733 mg/ml que se obtiene desde una masa
de 21.9 mg en ensayos de volumenes finales de 30 ml, en una relacién 3:1 de
quitosano Yy tripolifosfato (56,51), que corresponde a la relaciéon que distintos grupos de

trabajo han reportado como adecuada para la obtenciéon de tamafos de particula
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menores a los 400 nm. A partir de estos niveles de L-Dopa se logré entrampar a partir
de un 11% de eficiencia de entrampamiento, siendo a partir de los 69 mg condiciones
en las que se alcanza hasta el 40% de entrampamiento. A pesar de que se llegan a
encontrar eficiencias de entrampamiento mejores con otros materiales poliméricos
como PGLA, (30) se puede apelar a que el quitosano presenta mejor biocompatibilidad.
Por otra parte los trabajos que llegan a encontrar entrampamientos cerca del 50% (45),
no precisan las condiciones que favorezcan la reproduccion de dichos resultados. Sin
embargo, con las condiciones trabajadas durante el desarrollo de esta formulacion se
encontraron datos relevantes que pueden encaminar a la busqueda de modificaciones
que permitan mejorar los resultados hasta ahora alcanzados por nuestro grupo de

trabajo.

8.5 Perfil de liberacion.

Con el objetivo de conocer el perfil de liberacion de L-Dopa y determinar si esta nueva
formulacién permite una disposicién prolongada para evitar los efectos adversos de la L-
Dopa, se empled un sistema para perfiles de disolucién de formas farmacéuticas solidas
(55, 56) que considera un sistema de agitacién con calentamiento a 36° C, en un medio
con amortiguador y pH fisioldgico = 7.4, en condiciones Sink para no superar el 20% de
la solubilidad de la L-Dopa en el medio (57). Se tomaron alicuotas a determinados
tiempos considerando el tiempo que ocupa entre cada administracion de L-Dopa en los
pacientes, para después cuantificar mediante interpolacion en una curva de calibracion

la cantidad de L-Dopa presente en el medio.

En estos ensayos se encontré que las nanoparticulas son capaces de liberar cerca del
68% de L-Dopa incorporado en su interior, lo cual corresponde a 5.932 + 0.901 mg, en
un lapso de 9 horas. Se determin6 un 50% de liberacion de L-Dopa después de 2 horas

de iniciado el ensayo, esta parte se puede considerar como una liberacion rapida
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debida principalmente a la desorcion de L-Dopa que puede estar presente en la
superficie de la nanoparticula. Posteriormente, se observa un comportamiento de
liberacibn mas lento desde la segunda hasta la novena hora que completa los 16
muestreos. Considerando que esta prueba se realizd con el fin de describir el tipo de
liberacion desde las nanoparticulas, se sugiere que la incorporacion de esta formulacion
en una forma farmacéutica, complementando tal vez con algun recubrimiento y/o la
combinacion con otros polimeros como el Poli-etilenglicol, esta liberacion pueda ser aun
mas lenta desde las primeras dos horas, ademéas de conferirle otras propiedades que
mejoren la internalizacién de la particula o disminuyan su degradacion siendo estas

altimas propiedades evaluadas con otros métodos experimentales.

Con este resultado se tiene un panorama del tipo de liberacién de L-Dopa desde las
nanoparticulas y el posible efecto en un sistema in vivo; en este proyecto, considerando
una liberacion de aproximadamente la mitad del activo en 2 horas, se esperaria que el
efecto terapéutico se llegue una vez establecido el comportamiento de meseta,
esperando que la admiracién de la siguiente dosis sea posiblemente dos horas antes de
que termine la liberacion de la administracion anterior, para buscar que las
fluctuaciones de la L-Dopa por administracion desaparezcan, y a su vez la discinesias
causadas por L-Dopa. Cabe mencionar que esto tendria que verificarse en un sistema

in vivo.

8.6 Ajuste de la cinética de liberacion

De manera complementaria al perfil de liberacion, los resultados obtenidos se ajustaron
a un modelo de cinética de liberacién con el objetivo de describir el tipo de mecanismo
de difusion del farmaco a partir de las nanoparticulas. En el caso de nuestro sistema de
liberacion, en la evaluacion de ajuste a los modelos de cinética mas comunes, se
encontré que el modelo de cinética de Higuchi fue el que mostré un coeficiente de
correlacion mayor en el ajuste de los datos a una ecuacién de la recta. Esto significa

qgue la liberacién de -Dopa desde una formulacion ocurre por desorcion desde la
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superficie y posteriormente por erosion de la matriz de la nanoparticula, permitiendo la
disolucion del principio activo, descrito también como una velocidad de transferencia de
masa desde una superficie solida hacia el medio se disolucion, bajo condiciones
estandar de interfase solido-liquido, temperatura y composicién del medio de disolucion.

Como se describe en la seccion de resultados, el modelo se ajusta a una cinética de
Higuchi, quien desde los afios 60s describié que en la disolucion estan involucrados
uno o hasta 3 mecanismos, uno basado en la formacion de una capa de difusion, el
segundo denominado de barrera interfacial (o interfase), y otra denominada modelo de
Danckwert que precisa de la existencia de paquetes de disolventes que al alcanzar el
plano de interface y que al entrar en contacto con el solido se desprende el soluto y es
remplazado por otro paquete de solvente (lo cual corresponderia a la etapa de erosion
de la matriz de la nanoparticula) (58). Pero lo que el modelo matematico de Higuchi
predice que la liberacion del farmaco desde una matriz insoluble, que en este caso son
las nanoparticulas, es un proceso dependiente del tiempo y en procesos de difusion
correspondientes a la ley de Fick (59). Consideran que hay un envolvimiento y
penetracion simultadnea del liquido en la matriz, disolucion del farmaco y lixiviacion a
través de poros o canales en la matriz donde se encuentra el farmaco, siendo éstos los
posibles mecanismos de disolucién a los cuales se ajusta o responde la liberacion del

farmaco desde las particulas de quitosano.
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9 Conclusion

Se logré obtener una formulacién de nanoparticulas con base en quitosano capaz de
capturar L-Dopa. Dichas nanoparticulas poseen caracteristicas deseables en la
particula que tienen como fin el acarrear activos a sistema nervioso central, en este
caso L-Dopa. Dentro de estas caracteristicas se encuentran que la dimension de las
particulas en promedio no es mayor a los 400nm, el potencial Z se encuentra con una
carga positiva por arriba de los +20 mV. Se les suman a estas caracteristicas un perfil
de liberaciéon lento de L -Dopa por pruebas in vitro en condiciones de simulacion de

condiciones fisiolégicas.

10. Perspectivas.

e Comparar el perfil de liberacion desde una muestra de L-Dopa en solucion salina.
e Reanalizar el tamafio de particula por Microscopia

e Pruebas para funcionalizacion de las particulas

e Ensayos de esterilizacion

e Ensayos de toxicicidad en cultivos celulares

e Pruebas in vivo en modelos de Parkinson experimental en roedores.
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