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Abstract

The use of liposomes to release therapeutic agents has already been established. Howe-
ver, there lipid composition interacts with the plasma membrane of the cells resulting in
imprecise and poorly specific release of the drug. Recently, microbubbles with gaseous
core have been developed this microbubble can be manipulated by ultrasonic waves,
this provide a controlled and focused release. Consequently, we hypothesize that liposo-
mes as drug carriers attached to microbubbles can be used as carriers that his contents
can be released more precisely by the use of ultrasound. The objective of this work
was developed a coupled system of liposomes and microbubbles for the transport of hy-
drophilic and hydrophobic molecules with controlled release and with a biological effect
on vascular tissue. Unilamellar liposomes containing phenylephrine (0.1M) coupled to
microbubbles with a perfluoropropane core were prepared. The microbubble-liposome
complex was obtained by a biotin-avidin bridge. The size distribution, the polydisper-
sity index and the biotin-avidin linkage were analyzed and quantified by processing of
images acquired by a confocal microscope. The size of the microbubble-liposome com-
plex was on average 1.39 pum and the polydispersity index was 78.62 %. The release
of the drug from the complex proved by demonstrating the vasoconstrictor effect and
can be observed post-controlled release with ultrasound. When the phenylephrine was
encapsulated in liposomes and they were in contact with the artery rings producing
a spontaneous and slow vasoconstriction effect. However, phenylephrine encapsulated
in the microbubble-liposome complex did not produce vasoconstriction and only when
the complex was sonicated the vasoconstriction was generated by phenylephrine. The
microbubble-liposome complex was exposed to ultrasonic pulses for 30 minutes before
being added to the isolated organ bath. The contractile response of the aortic rings
released by the complex was 62.63 % compared to the control (1uM of phenylephrine)
and greater than the response to liposomes (21.6 %). In conclusion, we can say that our
system represents a carrier with controlled release very promising for therapeutic use.
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Resumen

El uso de liposomas para liberar agentes terapéuticos ya ha sido establecido. Sin em-
bargo, su composicién lipidica interactia con la membrana plasmatica de las células
resultando en la liberacién imprecisa y poco especifica del farmaco. Recientemente, se
han desarrollado microburbujas con ntcleo gaseoso que pueden ser manipuladas por
ondas ultrasénicas, facilitando asi una liberacién controlada y focalizada. Consecuen-
temente, nosotros planteamos la hipotesis de que liposomas como trasportadores de
farmaco unidos a microburbujas, pueden utilizarse como acarreadores que cuyo conte-
nido puede ser liberado en forma méas precisa mediante el uso de ultrasonido. El objetivo
de este trabajo fue el desarrollo de un sistema acoplado de liposomas y microburbujas
para el acarreamiento de sustancias tanto hidrofilicas como hidrofébicas con una libe-
racion controlada y con un efecto bioldgico en tejido vascular. Se prepararon liposomas
unilaminares conteniendo fenilefrina (0.1M) acoplado a microburbujas con un ntcleo de
perfluoropropano. El complejo microburbuja-liposoma se obtuvo mediante un puente
de biotina-avidina. Se evalué la distribucion de tamanos, el indice de polidispersidad
y el enlace biotina-adivina fueron analizados y cuantificados utilizando procesamien-
to de iméagenes adquiridas mediante un microscopio confocal. El tamano del complejo
microburbuja-liposoma fue en promedio de 1.39 pum y el indice de polidispersidad fue
de 78.62%. La liberacién del farmaco del complejo se comprob6 mediante la demos-
traciéon de que el efecto vasocontractil de fenilefrina y puede ser observado posterior
a la liberacién controlada con el ultrasonido. Cuando la fenilefrina fue encapsulada en
liposomas, estas al estar en contacto con los anillos de arteria produjeron un efecto
vasoconstrictor, espontaneo y lento. Sin embargo, la fenilefrina encapsulada en el com-
plejo microburbuja-liposoma no produce vasoconstriccion y solo cuando el complejo fue
sonicado se produjo la liberacién y consecuente vasoconstriccion por la fenilefrina. El
complejo microburbuja-liposoma se expuso a pulsos ultrasonido por 30 min antes de
agregarse al bano de 6rgano aislado. La respuesta contractil de los anillos adérticos a
la fenilefrina liberada por el complejo fue de 62.63 % comparada con el control (1M
de fenilefrina) y mayor que la respuesta a los liposomas (21.6 %). En conclusién, pode-
mos decir que nuestro sistema representa un acarreador con liberacién controlada muy
prometedor para uso terapéutico.
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1

Introduccion

Cuando un farmaco es administrado, inicialmente debe de ser absorbido por el or-
ganismo para posteriormente ser distribuido a través del torrente sanguineo, mediante
esta forma llega al 6rgano o tejido blanco y se genera el efecto farmacologico deseado,
sin embargo, al estar el farmaco libre en el torrente sanguineo llega a otros sitios pro-
duciendo efectos no deseados, por lo que dichos efectos pueden ser relacionados con la
toxicidad del farmaco, adicionalmente cabe resaltar que el farmaco al estar en torrente
sanguineo llega a ser metabolizado principalmente por el higado (via hepéatica) o es
secretado por el rindén a través de la orina por lo que las concentraciones del farmaco
se ven afectadas!™?.

Por lo que podemos sugerir que los procesos normales de un fairmaco son: la biodistribu-
cion, su farmacocinética y su degradacion, estos procesos pueden dificultar el uso de un
farmaco, tratando de disminuir estas dificultades se han desarrollado diversos sistemas
de administracién de los farmacos que modifican la biodistribucion y la farmacocinéti-
ca, para ofrecer tal funcion el sistema de liberacién necesita tener una selectividad muy
elevada, asi como una alta especificidad al sitio de accion en la célula o en el tejido, esto
se ha logrado gracias a los avances en los sistemas biolégicos y gendmicos los cuales han
podido identificar nuevos sitios de accién!®*.

Estos disenos tecnoldgicos son denominados sistemas de liberacion de drogas, estos
acarreadores son disenados basados en diferentes propiedades que presentan diversas
méleculas tales como lipidos!®), polimeros!® y nanoparticulas!”.

En este trabajo nos enfocaremos a los sistemas de liberaciéon de drogas de pequena esca-
la conformados por fosfélipidos (liposomas y microburbujas), cabe destacar que el uso
de los fosfolipidos es debido a la biocompatibilidad y la baja toxicidad con el organismo

en las diversas vias de administracién y también debido a la practicidad que muestran
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los fosfolipidos de formular productos farmacolégicos que son facilmente adaptables a
diversas patologias, modificando por ejemplo el tiempo de estabilidad, la capacidad de

acarreo del sistema de liberacién, entre otras caracteristicas!®.

Sitio de deposito Torrente sanguineo

Organo blanco Efecto deseado l

Otros 6rganos }——»{ Otros efectos l
Rifndn }—»‘ Excrecion l
Higado ‘—b{ Metabolismo ‘

Figura 1.1: Procesos Farmacocinéticos donde F: Farmaco libre.
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1.1. Liposomas

Al establecerse el modelo de sistemas de membranal” se descubrieron estructuras
conformadas por bicapas de fosfolipidos que inicialmente se denominaron “Banghaso-
mes” vy luego liposomas!'? estos son estructuras cerradas con ntcleo acuoso conformadas
por fosfolipidos organizadas en una bicapal''l. La técnica de fabricacién de los liposomas

12l ]a cual se ha ido modificando

multilaminares fue desarrollada por Bangham et al
para mejorar la eficiencia de captura y la homogeneidad. Un avance importante en la
modificacién de la homogeneidad fue el desarrollo de los liposomas unilaminares, los
cuales se logran mediante extrusion, es decir el pase de los liposomas multilaminares a
través de membranas de policarbonato con un tamaiio de poro de 100 o 200 nm!®.

Recientemente se ha empleado el uso de ultrasonido para desarrollar liposomas uni-

laminares de menor tamano (50nm) que el de los liposomas sometidos al proceso de

extrusién, brindando asi una mejor distribucién de tamafios en los liposomas!'®.
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ooda, ¥ DSPC
., %‘ ¢ DSPE-PEG2k
jﬁ\ ! DSPE-PEG2K-Biotin

- /-ooood'; @ Fenilefrina

Figura 1.2: Representacion de un liposoma "stealth” con un farmaco hidrofébico in-
corporado en el nucleo acuoso.

En las tiltimas décadas han surgido novedosas innovaciones en el desarrollo de los
liposomas como la modificacién de la carga agregando nanoparticulas™, asf como tam-
bién se ha logrado modificar la superficie de los liposomas a través de la incorporacion
de un carbohidrato (polietilenglicol (PEG)) y de colesterol, el resultado fue el incremen-
to de la vida media de los liposomas en el torrente sanguineo, estos liposomas fueron
denominados stealth liposomes!*!7.

Gregory Gregoriadis establecié que los liposomas son capaces de atrapar diversas sus-
tancias y que pueden ser usados como sistemas de liberacién de drogas!!*l. Cabe resaltar
que las propiedades bioldgicas méas destacadas de los liposomas son: Biocompatibilidad,
la captura de sustancias hidrofébicas entre sus membranas y la captura de sustancias
hidrofilicas en su ntcleo, lo cual le brinda proteccién al farmaco y a su vez proporcio-
nan un suministro de farmacos a las células o incluso dentro de los compartimentos
intra celulares!'®!. La tltima generacién de liposomas ha sido tan revolucionaria que
se ha podido incorporar numerosos elementos, tales como DNA| lipidos y/o polimeros
sensibles a estimulos, péptidos penetrantes de células, componentes virales y particulas
magnéticas!'3.

La liberacién del contenido de los liposomas se ha logrado tanto de forma local como

remota, la activacion de forma local se ha realizado a través difusion pasiva, orientaciéon

[14] [16] [17]

mediada por ligandos"* | enzimas como la fosfolipasa C"®' y cambios de pH!""!, de forma

remota la activacion se realiza por medio de luz'®, calor!’ y ultrasonido?%.



1. Introducciéon

1.2. Microburbujas

Con el auge del ultrasonido y su implementacién en la medicina para el diagnés-
tico clinico, se lograron captar imagenes de 6rganos, tumores e incluso mediciones del
flujo sanguineo, sin embargo, para visualizar vasos pequenos se requiere un aumento
de contraste en la imagen para poder discriminar la sangre de los tejidos para esto
se desarrollaron medios de contrastes. Uno de los mas recientes medios de contrastes
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) son las microburbujas, estas
micro esferas (1-10pm) de nicleo gaseoso estabilizadas por una monocapa de lipidos,

polimeros o proteinas®!.(Figura 1.3)

? DPPC

? DSPE-PEG2k-Biotin

Figura 1.3: Representaciéon de una microburbuja con ntcleo de perfluropropano
(C3Fy).

Debido al nticleo gaseoso, en presencia de ondas de ultrasonido presentan un feno-
meno de oscilaciones conocido como cavitacion, que se divide en dos tipos: la cavitacion
estable ocurre cuando la microburbuja oscila en frecuencias actsticas bajas generan-
do esfuerzos cortantes y micro corrientes, mientras que la cavitacién inercial ocurre en
frecuencias acusticas altas generando una rapida expansion y compresion de la micro-
burbuja propiciando asi un colapso abrupto de las microburbujas, dicho colapso genera
altas temperaturas y presiones locales que a su vez estan acompanados por fenémenos
secundarios tales como ondas de shock, microjets y generacion de radicales libres. Esta
destruccion de la microburbuja ayuda a mejorar el contraste de las imagenes obtenidas

por ultrasonidol??.
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Figura 1.4: Representacion esquematica de los efectos actsticos producidos en las
microburbujas. a) cavitacién estable b) cavitacién inerciall??).

Cuando la microburbuja es destruida cercana a una célula los microjets y ondas de
shock generan poros transitorios en la membrana celular y el resultado es un fenémeno

23] el uso de microburbujas combinado con ultrasonido

conocido como sonoporaciéon
ha generado un nuevo sistema de liberacion de drogas, cabe resaltar que el farmaco
estard inactivo hasta que este sea liberado. Adicionalmente se ha demostrado que las
microburbujas se pueden cargan con diversas moléculas y ser liberados a través de la
destruccion de la microburbuja, asi mismo el efecto del farmaco se ve incrementado de-

bido al fenémeno de sonoporacién facilitando la incorporacién del farmaco a la célulal?4.

1.3. Antecedentes

Tanto los liposomas como las microburbujas ya han sido estudiados como aca-
rreadores, Filipeanu y colaboradores evaluaron los efectos del acido araquidénico (AA)
encapsulado en liposoma comparado con el dcido araquidénico libre en anillos aérticos
de rata, ellos observaron que el adcido araquidonico encapsulado en los liposomas pro-
duce un efecto mayor que el Araquidénico libre. Esto sugiere que los liposomas favorece

el efecto biologico del AA y que los liposomas permiten una mejor incorporacién del
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AA en el tejido. Ellos demostraron que la contraccion generada por el AA modula la

activacion de la proteina kinasa CI?!. (Figura 1.5)

120 - O Fenilefrina 10uM

[] AA sin liposomas 100uM
A AA en liposomas T00uM

(% of control)

contraction

0 5 10 15 20
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Figura 1.5: Comparacién del AA libre contra el AA encapsulado en liposomas/?®!

Para las microburbujas Tlaxca y colaboradores demostraron la eficiencia de trans-

feccion en la incorporacion de plasmidos en células embrionarias de rinén humano (HEK
293), mediante el efecto de sonoporacion causado por pulsos de ultrasonido. Los resulta-
dos que obtuvieron demuestran que al incubar DNA con los lipidos de las microburbu-
jas se logra incorporar el DNA a las microburbujas, siendo mayor en las microburbujas
catiénicas?. (Figura 1.6 a)
Posteriormente para demostrar los efectos directos de la unién del plasmido con las
microburbujas compararon la eficiencia de transfeccién del plasmido incorporado a las
microburbujas mediante la expresiéon de GFP logrando una mayor transfeccion de DNA
en las microburbujas catiénicas en la cepa HEK-293 6 (Figura 1.6 b)

Con los avances tecnoldgicos se ha introducido un novedoso y prometedor siste-
ma acarreador basado en la unién de microburbujas y liposomas, Geers y colabora-
dores desarrollan un sistema microburbuja-liposoma unidos mediante enlaces sulfhi-
drilo, el resultado es un sistema acarreador efectivo capaz de resolver la problematica
de liberacién controlada del farmaco empleando pulsos de ultrasonido para fomentar
la liberacién de las moléculas encapsuladas, por lo que he aqui una base fuerte pa-

ra desarrollar un sistema acarreador a base de fosfolipidosi?¥ y evaltian la eficiencia de

6
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Figura 1.6: a) Medicién de la expresion de GFP b) comparacién de eficiencia de
transfeccién en diferentes lineas célulares, se emplea una [4x107 microburbujas/mlL]
de microburbujas a una frecuencia de 2.0 W/cm? por 3 min y se observa una mayor
transfeccion del material genetico en las células de rinon humano. donde: b.END.3 son
células endoteliales de cerebro de ratéon, SVEC4-10 son células del ganglio linfatico
axilar, SV-LEC son células endoteliales Linfaticas y HEK 293 son células embrionarias
de rifion humano!?%,
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muerte celular empleando una droga modelo (DOX), primeramente, los autores desarro-
llan las microburbujas a base de 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC),
1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphoethanolamine-Polyethylene Glycol-succinimidyl 3-
(2-pyridyldithio)propionate (DSPE-PEG-SPDP) mediante el método de hidratacién y
agitacion mecanica, con un nucleo gaseoso de decanofluorobutano. Los liposomas fue-
ron mediante el método de hidratacion y preparados por la siguiente composicion de
fosfolipidos: DPPC, DSPE-PEG-MALEIMIDE, finalmente para obtener una distribu-
cién homogénea en el tamano de los liposomas estos fueron extruidos a través de una
membrana de policarbonato (200um) a 60°C para posteriormente incorporar la droga
modelo. Por ultimo, la unién de las microburbujas y liposomas se enlazan a través de
un enlace covalente entre MALEIMIDE y SPDP!?4.

Los autores demostraron por medio de micrografia que el sistema microburbuja-liposoma
era posible de realizarse, asi mismo los autores emplearon un contador coulter para ob-
tener la distribucién de tamanos de su sistema microburbuja-liposoma, esta medicion se
realiz6 con los liposomas cargados (DOX) y sin cargar. Ellos observaron que el promedio
del tamano de los liposomas sin carga es de 3.6um mientras que el tamano promedio de
los liposomas cargados con DOX fue de 4.0um. Este incremento del tamano promedio
los autores lo atribuyen a la unién de los liposomas a las microburbujasi?¥. Finalmente
los autores evaluaron el efecto biolégico del sistema microburbuja-liposoma expuesto a
ultrasonido, para esto ellos estudiaron los efectos citotdxicos que produce su sistema
en células de melanoma y ellos encontraron que al exponer las microburbujas, la dro-
ga encapsulada en liposomas y el sistema microburbujas-liposoma sin ser expuesto a
ultrasonido observaron que la viabilidad celular no se modifico, sin embargo, cuando
el sistema microburbuja-liposoma es expuesto al ultrasonido el efecto de la droga se
potencializa, logrando asf un incremento en la mortalidad celular?¥.

Por todo lo anterior podemos inferir que los liposomas nos brindan una alta capacidad
de captura de cualquier molécula (hidrofébica o hidrofilica) sin embargo la liberacién

de estés es impredecible para que tenga un efecto.
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Figura 1.7: Micrografia y distribucién de tamanos del sistema microburbuja-liposoma
A) imagen confocal B) microburbuja-liposoma marcada con bodipy C) Distribucién
de tamanos del sistema microburbuja-liposoma en negro liposomas cargados con DOX
y en gris liposomas sin la drogal?¥.
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Por otro parte las microburbujas nos permiten la captura de sustancias hidrofilicas
y al ser expuestas a pulsos de ultrasonidos, las microburbujas son destruidas liberando
de manera controlada la molécula capturada. Por lo que al combinar ambos sistemas
acarreadores podemos lograr una mayor capacidad de acarreo de la molécula sin impor-
tar su naturaleza (hidrofébica o hidrofilica) y al ser expuestas a pulsos de ultrasonido

se obtendra una liberacién controlada.
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Figura 1.8: Medicién de la viabilidad celular de células de melanoma bajo diversos
tratamientos, la concentracién empleada de DOX fue de 0.5ug/ml1l?4,
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Justificacion

Investigaciones recientes que se han enfocado en el desarrollo y evaluacion de sis-
temas de liberacion de farmacos han propuesto un efectivo sistema de liberacion con-
trolada por medio de la unién de liposomas a microburbujas, este novedoso sistema
potencializa las ventajas individuales de cada acarreador y disminuye las desventajas
de cada uno, por lo que permite mejorar la entrega de diferentes moléculas hidréfobicas
y aumentar su efecto terapettico in vitro.

Por otro lado, existe un gran niimero de moleculas hidrofilicas utilizadas en el tratamien-
to de diferentes condiciones patologicas en las que la liberacion especifica y controlada es
deseada. Sin embargo, las microburbujas no permiten encapsular sustancias hidrofilicas
por lo que su uso terapéutico para la liberacion de este tipo de moleculas es imposible,
pero se pueden aprovechar las propiedades de los liposomas de encapsular sustancias
hidrofilicas y a través del ensamble de estos dos sistemas evaluar si es posible controlar
la liberacion del farmaco hidrofilico de la misma manera en la que ha sido demostrado
para las sustancias hidrofébicas.

Con todo lo anterior podemos resolver la problematica de focalizar y liberar de mane-
ra controlada una moélecula hidréfilica con actividad vascular a través de la unién de
liposomas y microburbujas permitiendo liberar el fArmaco ante un estimulo controlado
sobre un modelo de tejido in witro que nos ayude a evaluar de manera directa una

respuesta fisiolégica.
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Hipotesis

El uso de un acarreador que use microburbujas y liposomas permitird incorporar

y transportar moléculas hidrofilicas y facilitard su liberacién controlada.

13
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4

Objetivos

4.1. Objetivo General

Demostrar la liberacién de un farmaco utilizando un acarreador de liposomas y mi-
croburbujas lipidicas tienen efectos biolégicos predecibles en un sistema cardiovascular

mn vitro.

4.1.1. Objetivos Particulares

» Caracterizar el efecto bioldégico de un agonista vascular.
» Caracterizar el sistema microburbuja-liposoma.
o (aracterizacion de las microburbujas.
o Distribucién de tamafios.
o Indice de Polidispersidad (PDI).
o Comprobacién de la uniéon de los liposomas a las microburbujas.
e Distribucién de tamanos y PDI del sistema microburbuja-liposoma.
o (aracterizacion del efecto biolégico de los liposomas en un modelo in vitro.
= Caracterizar el efecto bioldgico del complejo microburbuja-liposoma en un modelo

mn vitro.

15
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Métodos

Los protocolos empleados en este trabajo fueron aprovados por el comité de ética del

Comité Interno para el Cuidado y el Uso de Animales de Laboratorio del CINVESTAV.

5.1. Diseno del acarreador

Para el diseno del acarreador se desarrolla dos sistemas de liberacion a base de
fosfolipidos, el primero de ellos son: liposomas y el otro son las microburbujas dichos

acarreadores seran unidos mediante un enlace biotina-avidina.

5.1.1. Liposomas unilaminares

Para la fabricacion de los liposomas multilaminares se fabricaron de la siguiente ma-
nera: se prepara una mezcla de fosfolipidos 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine:
1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-(amino(polyethylene glycol)-2000):
(DSPC: DSPE-PEG2000: 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[biotinyl
(polyethylene glycol)-2000] (DSPE-PEG2000-biotin) con una relacién molar de 90:5:5
mol en cloroformo, luego el cloroformo es removido mediante una corriente de nitrogeno

a temperatura ambiente.

17
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a)

Figura 5.1: Procesos para la fabricacion de liposomas unilaminares. a) hidratacién del
film para la formacién de liposomas multilaminares b) Extrusion de los liposomas mul-
tilaminares a través de una membrana de policarbonato de 200 nm para la obtencién de
liposomas unilaminares ¢) Centrifugacién de los liposomas unilaminares para remover
el exceso de la molécula no encapsulada. d) Representacién grafica de los liposomas
unilaminares con una molécula encapsulada.

Posteriormente se hidrata la mezcla de fosfolipidos con fenilefrina resuspendida en
HEPES (20mM, 7.4) y se agita a 450 rpm a una temperatura de 60°C por 20 minutos
para facilitar su disolucion. La solucion de liposomas multilaminares se somete a extru-
sién mediante el equipo mini-extruder (Avanti Polar Lipids) siguiendo el procedimiento
establecido por el fabricante. Por 1ltimo, los liposomas unilaminares son centrifugados
5 veces a 14000 rpm para eliminar el exceso de fenilefrina no encapsulada y finalmente

son suspendidos en 1 ml de HEPES (Figura 5.1).

5.1.2. Microburbujas

Para la fabricacién de las microburbujas se fabricaron de la siguiente manera: se
prepara una mezcla de fosfolipidos (DPPC: DSPE-PEG2000-biotin) con una relacién
molar de 95:5 mol en cloroformo, luego el cloroformo es removido mediante una co-
rriente de nitrégeno a temperatura ambiente. Posteriormente se hidrata la mezcla de
fosfolipidos con HEPES (20nM pH 7.4) y se agita a 450 rpm a una temperatura de 55°C
por 20 minutos para facilitar su disolucién. Se aplica vacio al recipiente de los liposo-
mas multilaminares para luego ser sustituido por perflouropropano, posteriormente la
suspension es agitada a 4500 osc/seg durante 46 seg las microbrubujas resultantes son
resuspendidas en 500 pl de HEPES. Finalmente, las microburbujas son centrifugadas 2
veces a 470 g durante 5 minutos para eliminar los fosfolipidos que no formaron micro-

burbujas y son resuspendidas en 1 ml de HEPES. La caracterizacion de distribucién de

18
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tamanos, e indice de polidispersidad de las microburbujas se realiza a través de analisis

de imagenes. (Figura 5.2)

a)

Figura 5.2: Procesos para la fabricacion de las microburbujas. a) Hidratacion del film
para la formacién de liposomas multilaminares b) Aplicacion de vacio a los liposomas
multilaminares c¢) Sustituciéon del vacio con el gas perfluoropropano. d) Fabricacién
de las microburbujas por medio de agitacién mecanica. e) Centrifugacién de las mi-
croburbujas para remover el exceso de fosfolipidos f) Representacién grafica de las
microburbujas.

5.1.2.1. Caracterizacién de las microburbujas

La caracterizacion de las microburbujas se realiza de la siguiente manera: a través de
una dispositivo microfluidico se capturan una serie de imégenes (6 en total) empleando
el equipo de microscopia confocal se estima el tamano promedio de las Microbubujas y
el indice de polidispersidad (coeficiente de variaciéon) mediante andlisis de imagenes en

image;j.

Figura 5.3: Dispositivo microfluidico empleado para la caracterizacion de las micro-
burbujas
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5.1.3. Unién microburbuja-liposomas

La unién de ambos acarreadores se realiza mediante un puente de biotina-avidina,
dicho enlace no covalente estd caracterizado por una constante de afinidad de 10'° L.
mol~! siendo esta 10%-10° veces mds grande que la interaccién de ligando-receptor por
lo que teniendo una afinidad tan grande nos asegura que una vez formado la unién el
complejo no se vera afectado por cambios de pH y manipulaciones tales como multiples

27]

lavados'*”). Para determinar la uniéon biotina-avidina y corroborar la presencia de los

liposomas en la microburbuja se tomara imagenes de fluorescencia el cual tiene una

Abs/Em = 492/517 nm.

) b) 0 g
2 ‘ o ;
).» T = || LEEL™ (o

Figura 5.4: Procesos de fabricacién del sistema microburbuja-liposoma. a) Repre-
sentacién grafica de las microburbujas b) Incubacién de las microburbujas con avidina
conjugada con fluoresceina. c) Centrifugacién para remover el exceso de avidina. d) Re-
presentacién gréfica de los liposomas unilaminares. e) Incubacién de las microburbujas
con los liposomas unilaminares f) Centrifugacién para remover el exceso de liposomas
unilaminares g) Representacién grafica del sistema microburbujas-liposoma.

8 Avidina

Figura 5.5: Sistema microburbuja-liposoma, se observa la unién de los liposomas a la
microburbuja por medio del enlace biotina-avidina
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5.1.3.1. Caracterizaciéon de sistema microburbujas-liposoma

Se realiza la caracterizacion del sistema microburbuja-liposoma para el calculo del

didmetro medio de igual manera que en el apartado 5.1.2.1

5.1.3.1.1. Caracterizacion del enlace biotina-avidina El proceso de caracte-
rizacion del enlace Biotina-Avidina se realiza por medio de imédgenes de fluorescencia
tal y como se describe a continuacién: primero para la comprobar que la avidina esta
unida a las microburbujas se emplea avidina conjugada con fluoresceina, un fluoroforo
que emite alrededor de los 520nm en una tonalidad verde, para los liposomas estos se
incuban durante 30 min a temperatura ambiente con vybrant dil, su rango de emision es
alrededor de los 580nm en tonalidad roja. Por lo que si el enlace entre las microburbujas
y liposomas es satisfactorio se podra observar a la microburbuja en tonalidad verde con

una leve tonalidad roja.

5.2. Estudios funcionales

5.2.1. Preparaciéon de los anillos aérticos

Se emplean rata macho de la cepa wistar con un peso de 250-350grs se anestesia la
rata aplicando una dosis de pentobarbital y de heparina en una relacién de 100ul por
cada 100 grs de peso. Luego se administra isoflurano utilizando el equipo EZ-Anesthesia,
WPI, USA. Después se sacrifica disecando la aorta descendiente, desde su emergencia
en el cayado adrtico hasta la bifurcacion de las arterias iliacas. Inmediatamente después
se coloca en solucion Krebs (118 mM de NaCl, 4.7 mM de KCI, 1.2 mM de MgSO,7H-0,
2.5 mM de CaCl, 2H,0, 25 mM de NaHCO3, 11.7 mM de dextrosa) y bajo oxigenacién
con carbégeno (95% Oy y 5% COs.) para retirar el tejido conectivo circundante para
luego proceder a cortarlas en anillos de aproximadamente 3 mm de ancho. Para todos

los estudios se utilizan 4 anillos toracicos por cada animal.
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5.2.2. Montaje de los anillos aérticos en el sistema de 6rgano
aislado para tejido vascular.

Cada anillo se monta en dos ganchos de acero inoxidable en forma de “L” para
después colocarlos en una camara de érgano aislado con capacidad de 10 ml, la cama-
ra contiene solucion Krebs y estd se mantiene a 37°C con un burbujeo constante de
carbégeno (95% Oz y 5% CO,.). Uno de los extremos de los ganchos estd conectado
a la camara mientras que él otro esta conectado a un transductor de tensiéon mode-
lo MLT0201 de ADINSTRUMENT este transductor esta conectado a un amplificador
FE224 de ADIINSTRUMENTS, el amplificador esta conectado a un médulo PowerLa-
b/4sp que transforma la senal analégica a digital para poder ser visualizado en tiempo

real a través del programa LabChart v7 en entorno Windows.

5.2.3. Estabilizacion de tension en los anillos adriticos

Cada anillo se le aplica una tension inicial de 2 gramos, posteriormente se realiza
3 lavados (1 cada 10 minutos, nos referimos a lavado al cambio de la solucién Krebs en

las cdmaras de érgano aislado). Por dltimo, el valor basal es reiniciado a 0.

5.2.4. Prueba de viabilidad

Una vez que el valor basal es colocado a 0, a los anillos adrticos se le aplica un esti-
mulo de fenilifrina (1x10~% M), posteriormente se realiza 3 lavados (1 cada 10 minutos)
para remover la fenilifrina presente en la cAmara de 6rgano aislado, finalmente el valor
basal es colocado a 0. Se repite 3 veces la prueba de viabilidad y los anillos aérticos

cuyo valor sea menor a 0.8grs (tras finalizar la prueba de viabilidad) son descartados.

5.3. Procotolo experimental

5.3.1. Procotolo experimental 1: Curva dosis respuesta de un
vasoconstrictor

Una vez montado los anillos adérticos y realizada la prueba de viabilidad, se realiza

una curva dosis-respuesta acumulativa de fenilefrina iniciando con una dosis minima de
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1X107°M hasta una dosis maxima de 1X107°M, esta curva se realiza en incrementos
de 0.5 en unidades logaritmicas.

De los datos obtenidos se toma como méxima respuesta (100 %) los gramos de tensién
obtenidos con la dosis maxima y con respecto a esta respuesta se normaliza cada dato
es decir el valor maximo de la respuesta entre cada dato obtenido. Se calcula por medio

de un ajuste no lineal (Michaelis-menten) las dosis eficientes 50 y dosis eficiente 80.

Montdje del anillo adrtico Fenilefrina 1uM. Curva Fenilefrina (-9M->-5M)

l l
| NN 1]

Ajuste de fension a 2g. Lavado cada 10 minutos. Lavado cada 10 minutas.

.

Repetir tres veces.

Figura 5.6: Protocolo experimental 1.- Curva dosis respuesta de fenilefrina.

5.3.2. Protocolo experimental 2: Respuesta biolégica de los
anillos adérticos generada por los liposomas

Una vez preparada la suspension de los liposomas unilaminares cargados con fe-
nilefrina se toma 500 ul, se colocan en un bafio ultrasénico utrasonic cleaner marca
Fisher Scientific modelo FS30 a una frecuencia de 42khz durante 30 minutos esto para
liberar la fenilefrina encapsulada en los liposomas. (Figura 5.7) Una vez realizada la
liberacion por ultrasonido de la fenilifrina se procede a observar la respuesta generada
en los anillos adrticos de las diferentes condiciones (sin sonicar y con sonicar) para esto
primeramente se montan los anillos aérticos en la cAmara de 6rgano aislado seguido de
la prueba de viabilidad, debido a que desconocemos la concentracion de nuestra solucion
de liposomas utilizamos el mismo volumen requerido para la prueba de viabilidad (10ul)
por lo que agregamos 10ul de la solucién de los liposomas sin sonicar y observamos la
respuesta generada en un periodo de tiempo de 10 minutos. Se realiza 3 lavados para
eliminar los restos de farmacos y tras esto se agrega a la camara de 6rgano aislado 10 ul
de la solucion de liposomas expuestas a ondas de ultrasonido y se observa la respuesta

generada durante un periodo de 10 minutos.
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—— Suspension de
| Liposomas

\
2
Exposicion a Sin exposicion a
ultrasonido ultrasonido
(42Khzj30Min) @
Liberacién del No Liberacion del
agonista agonista

NI

Prueba biologica

Figura 5.7: Liberaciéon controlada del acarreado a través de pulsos de ultrasonido.

Liposomas expuestos a US

Montaje del anillo adértico Fenilefrina 1TuM. . ; :
Lipesomas sin sonicar

I
Il |1

Ajuste de fension a2g.  Lavado cada 10 minutos. Lavado cada 10 minutos.

.

Repetir fres veces.

Figura 5.8: Protocolo experimental 2.- Disefio del protocolo experimental para la
respuesta bioldgica generada por los liposomas
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5.3.3. Protocolo experimental 3: Respuesta biologica de los
anillos aérticos generada por el sistema microburbuja-
liposoma

Una vez preparada la suspension del sistema microburbuja-liposoma se toma 200
1l v se colocan en un bano ultrasénico utrasonic cleaner marca Fisher Scientific modelo
FS30 (42khz) durante 30 minutos esto para liberar la fenilefrina encapsulada en el

sistema. (Figura 5.9)
= Suspension
| sMB-LP

2

Exposicion a Sin exposicion a
ultrasonido ultrasonido
(42Khz,30Min)

4

Liberacion del No Liberacion del
agonista agonista

NI 74

Prueba biologica

Figura 5.9: Liberacién controlada del sistema a través de pulsos de ultrasonido.

Una vez realizada la liberacién controlada de la fenilifrina se procede a observar la
respuesta generada en los anillos aérticos de las diferentes condiciones (sin sonicar y con
sonicar) para esto primeramente se montan los anillos aérticos en la cdmara de 6rgano
aislado seguido de la prueba de viabilidad, debido de igual manera como se desconoce
la concentracion de nuestra solucién del sistema utilizamos el volumen requerido para
la prueba de viabilidad (10ul) por lo que agregamos 10ul de la solucién del sistema sin
sonicar y observamos la respuesta generada en un periodo de tiempo de 10 minutos. Se
realiza 3 lavados para eliminar los restos de farmacos y tras esto se agrega a la camara
de 6rgano aislado 10 ul de la solucién del sistema expuesto a ondas de ultrasonido y se

observa la respuesta generada durante un periodo de 10 minutos
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. ; - Lo Sisterna MB-LP expuestos a US
Montaje del anillo aértico Fenilefrina TuM. Sisterna MB-LP sin sonicar

| l
L1 1]

Ajuste de fension @ 2g. Lavado cada 10 minutos. Lavado cada 10 minutos.

.

Repetir tres veces.

Figura 5.10: Protocolo experimental 3.- Diseno del protocolo experimental para la
respuesta bioldgica generada por el sistema microburbuja-liposoma

5.3.4. Protocolo experimental 4: CDR del sistema microburbuja-
liposoma

Una vez montado los anillos adrticos y realizada la prueba de viabilidad, se rea-
liza una curva dosis-respuesta a fenilefrina generada por la suspension del sistema
microburbuja-liposoma expuestos a ultrasonido, puesto que desconocemos la concen-
traciéon de nuestra solucién emplearemos volimenes conocidos para posteriormente a
través de un ajuste no lineal (michaelis menten) estimar la concentracién de nuestra
suspension de microburbujas-liposomas. Los volimenes empleados para generar la cur-
va dosis-respuesta son los siguientes: 1ul, 2ul, 5ul, 10ul y 20u1. Posteriormente los datos
obtenidos se normalizan contra la respuesta maxima promedio obtenido en el apartado
5.3.1 es decir el valor maximo de la respuesta entre cada dato obtenido. Finalmente se
estima por medio de un ajuste no lineal (Michaelis-menten) las concentraciones par-
tiendo de -9M hasta -5M, esto con la finalidad de poder comparar contra una curva

dosis-respuesta estandar de fenilefrina.

. . . e Volimenes del Sistema MB-LP
Montaje del anillo adrtico Fenilefrina TuM. (1uL, 2uL, SuL, 10uL y 20pL)

l I
TN |1

Ajuste de tensidn a 2g. Lavado cada 10 minutos. Lavado cada 10 minutos.

.

Repetir tres veces.

Figura 5.11: Protocolo experimental 4.- Disefio del protocolo experimental para esti-
mar la concentracion del sistema microburbuja-liposoma
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5.3.5. Analisis estadistico de los resultados

Se utiliza la prueba de ANOVA, se considera como diferencia significativa cuando
p<0.05. Para el andlisis de datos y el ajuste no lineal se emplea MATLAB y para las

graficas se emplea OriginPro8.

5.3.6. Farmacos

Los farmacos se obtuvieron de Sigma-Aldich: (R)-(-) fenilefrina. %
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Resultados

6.1. Curva dosis respuesta de fenilefrina

Para entender la respuesta biolégica generada en los anillos adrticos por la fenile-
frina, se realizaron curvas dosis-respuesta. En la figura 6.1 se aprecia un trazo tipico
de una curva dosis-respuesta, como podemos observar a dosis pequena existe cambios
muy pequenos en la contraccién del tejido, sin embargo, al llegar a una concentracion
logaritmica de -7.5M se observa un incremento significativo en la tensién de la arteria.
Al seguir incrementando las dosis se produce un incremento en la respuesta contractil
hasta llegar a una concentracién en la cual no produce cambios en la respuesta del
tejido aortico, al llegar en este punto se considera que hemos llegado a una respuesta
maxima. Dicha respuesta maxima se toma como el 100 % de la respuesta contractil,
para las respuestas intermedias se dividiran entre el valor maximo obteniendo asi su

porcentaje correspondiente.

6.2. Calculo de la dosis Eficiente 50 y dosis Eficiente
80

Para estimar la Dosis Eficiente 50 y Dosis Eficiente 80 se implement6 un ajuste
no lineal utilizando el modelo cinético de Michaelis-Menten, este ajuste se elabor6 en
MATLAB, los resultados obtenidos son los siguientes: la media (n=18) de la Dosis
Eficiente 50 fue de 55.92nM =+ 0.071M y de la Dosis Eficiente 80 fue de 223.68nM =+
41.2nM. La figura 6.3 nos muestra el ajuste implementado a los datos experimentales,
los circulos son los datos experimentales obtenidos en el laboratorio con su respectivo

EEM. La linea de color rojo es el ajuste no lineal aplicado a los datos experimentales.

29



6. Resultados

1.5 T T T T T T T

[

>
Lh

Contraccion (g)

00 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo (min)

Figura 6.1: Curva dosis-respuesta a fenilefrina, Contraccion expresada en gramos

en funcién del tiempo del musculo liso vascular inducido por fenilefrina (1X107°M

~ 1X107°M). La concentracién estd dada en forma logaritmica en dosis crecientes de

0.5 unidades.
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Figura 6.2: Curva dosis-respuesta normalizada con respecto al valor méaximo. El
porcentaje de contracciéon producido por fenilefrina en dosis creciente (1X107°M -
1X107°M) a los anillos adrticos. Los datos corresponden a la media + EEM, N=18.
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Figura 6.3: Estimacion de la dosis eficiente 50 y dosis eficiente 80. Fue ajustada por
medio de una regresién no lineal (Michaelis-Menten) y calculada en MATLAB. Los
datos corresponden a la media = EEM, N=18

6.3. Caracterizacion del sistema microburbuja lipo-
soma

6.3.1. Caracterizacion de las microburbujas

En la figura 6.4 podemos apreciar un histograma tipico de las microburbujas ob-
teniendo un tamano medio promedio de 1.09 pm.
Una vez obtenido la distribucién de tamafos se procede a calcular el indice de po-
lidispersidad (PDI), para esto se emplea la siguiente férmula PDI=c/Dm*100 dénde:
PDI: es el indice de polidispersidad, o: desviacion estdndar y Dm: didmetro promedio.

El PDI de nuestra poblacién de microburbujas es de 56.16 %.

6.3.2. Caracterizacion del enlace de union entre las microbur-
bujas y liposomas.

Primeramente, se comprob6 que la avidina se estuviera uniendo a las microburbu-
jas, para esto se empled avidina conjugada con fluoresceina, en la figura 6.5 se observa
una microfotografia confocal de fluorescencia donde se aprecia en tonalidad verde la avi-
dina conjugada con fluoresceina unida a las microburbujas. De igual manera se analiza

la distribucion de tamanos y el PDI tal y como se realiza en el apartado 5.2.1 obtenien-
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Figura 6.4: Distribucion de tamaifios de las microburbujas.

Figura 6.5: Micrografia de las microburbujas con avidina conjugada.
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Figura 6.6: Distribucion de tamanos de las microburbujas unidas a avidina conjugada
con fluoresceina.

do de resultado un tamafno promedio de 1.47 ym y un PDI de 85.06 %, en la figura 6.6
se muestra un histograma tipico de la distribucién de tamanos de las microburbujas
unidas con avidina.

El siguiente objetivo fue comprobar la unién de los liposomas a las microburbuja con
avidina. La figura 6.7 nos muestra una imagen de microscopia confocal, en ella po-
demos observar en tonalidad verde a la microburbuja, ya que como se mencion6 con
anterioridad dicha tonalidad es transmitida por la avidina, en tonalidad roja se obser-
va a los liposomas, esta tonalidad estd dada por el fluoroforo Vybrant Dil, mediante
esta imagen podemos asegurar que el enlace de las microburbujas y liposomas es via-
ble y satisfactorio. Por ultimo, se analiz6 la distribuciéon de tamafio y PDI siguiendo
el procedimiento del apartado 5.2.1, como resultado tenemos un tamamno promedio de
1.39pm y un PDI de 78.62 %, la figura 6.8 muestra un histograma tipico del sistema

microburbuja-liposoma.
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Figura 6.7: Imagen de microscopia confocal del sistema microburbuja-liposoma, en
tonalidad verde se observa a la microburbuja y en tonalidad roja a los liposomas.
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Figura 6.8: Histograma del sistema microburbuja-liposoma.
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6.4. Respuesta bioldgica de los anillos aérticos ge-
nerada por los liposomas.

En la figura 6.9 se aprecia un trazo representativo en el cual podemos observar la
contraccion generada en respuesta a la adiccion de los liposomas en los anillos aérticos
en el sistema de 6rgano aislado, los liposomas sin sonicar (color magenta) generan una
respuesta lenta y gradual, sin embargo, cuando los liposomas son expuestos a pulsos
de ultrasonido (color rojo) la respuesta generada en los anillos aérticos es rapida y de
mayor amplitud que la de los liposomas sin sonicados. Este experimento se realizé en

18 anillos provenientes de 5 animales diferentes.

L5 T T l |

Contraccion (g)

00 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min)

Figura 6.9: Respuesta de los anillos aérticos a los liposomas sin sonicar (magenta),
sonicados (rojo).

6.5. Respuesta biolégica generada por el sistema
microburbuja-liposoma

En la figura 6.10 se aprecia un trazo representativo en el cual podemos observar
la respuesta generada por el sistema microburbuja-liposoma en los anillos aérticos, al
agregar la suspension de microburbujas-liposomas al bafio de érgano aislado podemos

observar que no se produce una respuesta contractil en el tejido adrtico (color verde).
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Sin embargo, cuando el sistema microburbuja-liposoma fue roto mediante la exposi-
cién a pulsos de ultrasonido (color cyan) se produce una contraccién en los anillos
aorticos. Se cuantificaron los siguientes tratamientos: primeramente se emplea como
control 1uM de fenilefrina generando una respuesta contractil del 100 %, para el la-
vado 5 es decir, el dltimo sobrenadante de la ultima centrifugacion de los liposomas
observamos que producen una respuesta contractil de: 3.65 %, mientras que para el
sistema microburbuja-liposoma la respuesta contractil fue de: 2.03 %, interesantemente
la respuesta contractil producida por los liposomas fue de: 21.17 %, para los liposomas
sonicados fue de: 52.28% y por tltimo la respuesta contractil generada por el siste-
ma microburbuja liposoma expuestos a ultrasonido fue de: 62.63 %, los resultados se
muestran en la figura 6.11. Este experimento se realizé en 18 anillos provenientes de 5

animales diferentes.
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Figura 6.10: Respuesta de los anillos aérticos producida por la fenilefrina encapsula-
da en el sistema microburbuja-liposomas. Los anillos fueron incubados con el sistema
microburbuja-liposoma sin sonicar (verde) o con el sistema microburbuja-liposoma ex-
puestos a ultrasonido sonicados (cyan).
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Figura 6.11: Cuantificacion de la fenilefrina presente en cada uno de los com-
ponentes del sistema mmicroburbuja liposoma. FE: Fenilefrina; L5: Lavado b5;
MBs:Microburbujas; LP: Liposomas; US: Ultrasonido. Los datos representan el pro-
medio + EEM, n=5. P<0.05, x fvs d, x x f vs e
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Figura 6.12: Curva dosis respuesta de la contraccion de las arterias aorticas producida
por la Fenilefrina liberada del sistema microburbuja-liposoma

6.6. Curva dosis-respuesta del sistema microburbuja-
liposoma

Al ir agregando volimenes crecientes (1pl, 2ul, 5ul, 10ul y 20p1) de la solucién de
microburbujas-liposomas que fueron expuestos al ultrasonido observamos que se genera
una respuesta contractil en los anillos aérticos dependiente de la dosis (volumen agre-
gado), la figura 6.12 muestra un trazo representativo de los resultados obtenidos. Una
vez que observamos que la suspension de microburbujas-liposomas expuestos a ultra-
sonido tiene un comportamiento dependiente de la dosis podemos comparar nuestros
resultados experimentales contra una curva dosis estandar promedio y asi estimar la
concentracion de farmaco. En la figura 6.13 observamos la estimacién de la concen-
tracion del farmaco de la suspension de microburbujas-liposomas dicha estimacion se
realizo a través del ajuste no lineal mencionado con anterioridad obteniendo una dosis

eficiente 50 de 47.3 nM y una dosis eficiente 80 de 185.90 nM.
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Figura 6.13: Comparaciéon y céalculo de la dosis eficiente 50 y dosis eficiente 80 del
sistema microburbuja-liposoma (linea negra) vs curva dosis-respuesta estandar de feni-
lefrina(linea azul).
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Discusion

En la literatura se hayan diversos estudios que han desarrollado acarreadores a

25 v las microburbujasi?? tal y como se

base de fosfolipidos, por ejemplo, los liposomas
mencion6 cada uno de ellos nos brindan ciertas ventajas y desventajas individuales.
Paskaloglu et al.*®!, Nak doo kim et al.?) determinaron el efecto contractil generado
por fenilefrina en anillos adrticos de rata, por medio de curvas dosis respuesta emplean-
do concentraciones desde -9M hasta -5M y observamos comportamientos similares entre
los resultados obtenidos en la literatura con los resultados obtenidos en este proyecto.
En el proceso de caracterizacion del sistema microburbuja-liposoma se observo que el ta-
mano promedio de las microburbujas, microburbujas-avidina y microburbujas-liposoma
cumplen con el rango de tamano reportados en la literatura para poder ser utilizadas
en aplicaciones biomédicas, asi como la distribucion de tamanos establecidos por la
FDABY. De igual manera el indice de polidispersidad de las microburbujas fabricadas
por agitacion mecanica concuerda con el reportado en la literatura (mayores al 50 %),
incluso tras el desarrollo del sistema microburbuja-liposoma el indice de polidispersidad
sigue estando dentro de lo reportadol®!.

Al igual que Geers, et al.l?| Kheirolomoom, et al.’?l observamos resultados similares
en las imagenes de confocal del sistema microburbuja-liposoma, observando la fluo-
rescencia en el contorno de la microburbuja y la fluorescencia de los liposomas en la

microburbuja.
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Autores como Filipeanu et al.?”l, Betageril®® lograron encapsular moléculas en li-
posomas y liberar el contenido de estos. Catalin observé una respuesta biologica en
anillos adrticos de rata generada por AA, respuesta similar a la generada por los liposo-
mas preparados en este proyecto, nosotros suponemos que al interaccionar el liposoma
con la membrana plasmatica genera una liberaciéon paulatina del farmaco provocando
asi un incremento en la tensién en los anillos adrticos, sin embargo, desconocemos el
mecanismo de como la fenilefrina encapsulada en los liposomas producen una respuesta
contractil en el téjido adrticol?.

De igual manera que Geers y colaboradores?* lograron encapsular una mélecula hidro-
fobica en su sistema microburbuja liposoma y liberarla ante un estimulo de ultrasonido
sobre un cultivo célular, nuestros resultados confirman que es posible encapsular una
molecula hidrofilica en el sistema microburbuja liposoma y liberarla de manera contro-
lada mediante pulsos de ultrasonido. Sin embargo, Geers y colaboradores trabajaron en
un modelo simple (cultivo célular) y se sabe que estos modelos aportan conocimientos
fundamentales tinicamente sobre la interaccion célula-microburbuja. Por lo tanto, se
requiere seleccionar modelos mas complejos que proporcionen informacion fisioldgica
relevantel®. De acuerdo con esto, en nuestro proyecto utilizamos un modelo in vitro
montado en un sistema de érgano aislado bajo condiciones fisiologicas que nos permite
evaluar directamente una funcién biolégica y con ello acercarnos mas a lo que ocurriria
en un escenario in vivo.

Diversos estudios indican que al exponer las microburbujas a pulsos de ultrasonido
el farmaco encapsulado en estos es liberado de manera controlada, cuando aplica-
mos pulsos de ultrasonido tanto a los liposomas cargados con fenilefrina como al sis-
tema microburbuja-liposoma observamos que efectivamente la liberacion del farmaco

e.2426] Interesantemente la liberacién del farmaco es mayor en el sistema micro-

ocurr
burbuja liposoma puesto que de acuerdo con la teoria existen numerosos fenémenos que
se generan al exponer las microburbujas a pulsos de ultrasonidos dichos efectos ya han
sido observados por diversos autores tales como Tlaxca® y Geers®¥ estos fenomenos
afectan directamente a los liposomas adheridos a las microburbujas destruyéndolos y
liberando el contenido de ellos.

Por el contrario, al exponer los liposomas a pulsos de ultrasonido la molécula es liberada
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en menor cantidad, esto se debe a que existe una destruccién parcial de los liposomas
0 a una reestructuracion y formacion de liposomas unilaminares de menor tamano esto
lo sustentamos ya que en la literatura se ha reportado la fabricacion de liposomas por
sonicaciéon sin embargo se necesitaria realizar estudios de medicién de particulas em-
pleando el equipo Zetasizer para poder determinar concretamente esta sugerenciall>39.
Dado que nuestro sistema tiene un comportamiento dependiente de la dosis se puede rea-
lizar una comparacion entre la curva dosis-respuesta del sistema microburbuja-liposoma
contra nuestra curva dosis estandar de fenilefrina lo cual dicho comportamiento sugiere

que el farmaco no ha sufrido modificaciones durante todo el proceso de fabricacion del

acarreador dado que las respuestas de las curvas son similares.
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Conclusion

Se ha desarrollado un sistema acarreador funcional empleando liposomas unidos a

microburbujas.

Los liposomas son capaces de encapsular un agonista vascular y permiten la libe-

racién controlada del mismo solo si son expuestos a pulsos de ultrasonido.

Dicho sistema acarreador genera una accién bioldgica en condiciones mas especificas

de tiempo y sitio de accion.
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Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, en un futuro se pretende
realizar y mejorar nuestros protocolos experimentales de la siguiente manera:
= Mejorar la caracterizacién del sistema microburbuja liposoma
o Estimar pardmetros 6ptimos para la fabricacion de microburbujas (Presion
de inyeccién de gas, tiempo de agitacion).
e Determinar tamanos y PDI con los nuevos parametros estimados.
o Estimar los pardmetros de ruptura del sistema microburbuja liposoma (fre-
cuencia, intensidad de potencia, tiempo de exposicion).
= Demostrar y caracterizar el sistema microburbuja liposoma encapsulando una
molecula con efecto vasodilatador.
= Disenar un arreglo experimental para aplicar el ultrasonido directamente al tejido
en el sistema de o6rgano aislado y provocar de manera instantanea la liberacién
del farmaco. Esto nos permitira evaluar si el tejido no presenta danos funcionales

cuando esta en presencia de las ondas ultrasonicas.
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A

Apéndice 1

A.1. Cébdigo de programaciéon

Y%programa para ajuste de curvas signmoideas
clear all;

close all;

cle;

RT=100;

=[-9,-8.5,-8,-7.5,—-7,-6.5,—6,—5.5,—5];
[—1.669667788,4.657149165,19.79779211,46.07300456,69.79197054 ,

21548273 .,91.97139486,97.86178494.99. 47865278

1. 1900901271 ,2.79034829 .4 545307493 .4.005081802,2.788590245 |

11955194 .1.323727656,0.478042707 0. 222197363];

[1,3.1,10,31,100,310,1000,3100,10000], %m

o ® o< W &
I

l\D
TR

RL=Q(KD,L) RT.*L./(L4KD);

x0=[100];

[xunc,~|=1sqcurvefit (RL,x0,L,y);

figure (1);

F1=Q(L) RT.*L./(L+xunc);
semilogx (L,y, ko’ );

hold on

errorbar (L,y,e, kd”)

semilogx (L,F1(L), r")

xlabel ([ Fenilefrina] nM’,’ FontSize ’,20)
ylabel ('Respuesta (%)’, FontSize’, 207)

EC1=((80/(100—-80))"(1/h))*xunc; %50 para EC50 y 80 para ECS80
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Apéndice 2

B.1. Soluciones Empleadas

B.1.1. Krebs-Heinselt (10X)

’ Reactivo ‘ Cantidad ‘
Cloruro de Sodio (NaCl) 69.2 gr
Cloruro de Potasio (KCI) 3.54 gr
Fosfato de Potasio monobasico (KH2PO4) 1.63 gr
Sulfato de Magnesio (MgSO4) 1.34 gr
Sulfato de Magnesio hepta hidratado (MgSO47H20) * | 2.94 gr
Cloruro de Calcio (CaCl) 2.80 gr
Cloruro de Calcio dihidratado (CaCI2H20)x 3.66 gr
Dextrosa (C6H1206) ® 2.00 gr
Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) ® 2.10 gr

Mezclar uno a uno los reactivos en aproximadamente 500 ml de agua ultrapura.
Mezclar en agua por separado el CaCl, hasta disolverse por completo, verter poco a
poco en la disolucién anterior. Aforar a un litro, y proceder a filtrar la soluciéon para
llevarla a esterilizar. En caso de ser necesarios sustituir los reactivos marcados con *
en caso de no contar con los reactivos no hidratados. Los reactivos marcados con ® se

emplearan sélo cuando se prepare solucion 1X y se vaya a emplear inmediatamente.
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B. Apéndice 2

B.1.2. Buffer HEPES 20mM pH 7.6
’ Reactivo \ Cantidad ‘
HEPES buffer 1M 10 mL
Agua ultra pura 490.0 mL

Disolver HEPES buffer y ajustar el pH con Hidroxido de sodio | gotas

B.2. Farmacos empleados
B.2.1. (R)-(-) Fenilefrina 0.1M
’ Reactivo \ Cantidad \ Compania ‘
(R)-(-) Fenilefrina 20.36 mg | Sigma Aldrich
HEPES (20nM pH 7.6) | 1 mL Sigma Aldrich
B.3. Fosfolipidos empleados
’ Reactivo ‘ Numero de catalogo H Compaiiia ‘
DPPC P0763 Sigma Aldrich
DSPC P1138 Sigma Aldrich
PEG2000 880160 Avanti Polar Lipids
DSPE-PEG(2000) Biotin | 830129 Avanti Polar Lipids

IV
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