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Resumen

Para que un farmaco genere el efecto deseado, inicialmente debe ser absorbido por el
organismo para luego ser distribuido hasta llegar al érgano o tejido blanco. Sin embargo,
ademds del efecto terapéutico deseado, todos los farmacos generan efectos téxicos y la
severidad de estos puede verse aumentada debido a la dosis administrada. Debido a esta
problematica se han desarrollado diferentes sistemas de entrega de farmacos dirigidos y
activados por estimulos externos, entre los que se encuentran la liberacién de farmacos a
partir de microburbujas (MBs) inducida por ultrasonido (US); se ha demostrado que con el
uso de este complejo se puede disminuir la dosis administrada y con ello sus efectos adversos
en sitios no deseados. Sin embargo, hasta la fecha no existen reportes que indiquen si el efecto
puede modificar toda la relacion dosis-respuesta de un farmaco.

Es por ello que en este trabajo realizamos un estudio a lo largo de la curva dosis respuesta de
un farmaco modelo (doxorrubicina), con el objetivo de demostrar que el efecto del complejo

MBS-US se presenta a lo largo de toda la curva dosis-respuesta.



Abstract

For a drug to generate the desired effect, it must initially be absorbed by the organism and
then distributed to the target organ or tissue. However, in addition to the desired therapeutic
effect, all drugs generate toxic effects and the severity of these can be increased due to the
dose administered. Due to this problem, different targeted drug delivery systems activated by
external stimuli have been developed , including the drug release from microbubbles (MBs)
induced by ultrasound (US); It has been shown that the administered dose and its adverse
effects at undesired sites can be decreased. However, to date there are not reports indicating
whether this effect can modify the entire dose-response relationship of a drug.

For this reason, in this work we performed a study along the dose-response curve of a model
drug (doxorubicin), with the aim of demonstrating that the effect of the MBs-US complex is

present along the entire dose-response curve.



Capitulo 1

Introduccion

Para que un farmaco genere su efecto en el organismo inicialmente debe ser absorbido por
el organismo, es por ello que independientemente de la forma de administracion, esta sus-
tancia debe atravesar diferentes barreras para llegar al torrente sanguineo a través del cual
se distribuird hasta llegar al érgano blanco donde debe generarse el efecto terapéutico; Este
proceso se encuentra condicionado por las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco y del
organismo, cualquier cambio puede modificar la magnitud del efecto farmacoldgico, asi como
el proceso de distribucién. Ademas del efecto terapéutico, todos los farmacos generan efec-

tos secundarios y la severidad de estos puede aumentarse debido a la dosis administrada [1-3].

Por esto se ha hecho necesario generar estrategias para la entrega de farmacos en los sitios
de accidn, con el fin de reducir las dosis administradas por medio de un transporte seguro y
mejorando la especificidad.[4-6]. Entre los sistemas acarreadores de fairmacos més promete-
dores se encuentra la liberacion de farmacos a partir de microburbujas (MBs) e inducida por

ultrasonido (US) [1, 4-9].

Las MBs son esferas de tamano micrométrico compuestas de un nicleo gaseoso (les per-
mite responder a ondas actsticas) que comprende la mayor parte del volumen de la microbur-

buja; Ademas, se encuentran estabilizadas por una coraza de lipidos, polimeros o proteinas



que actian como una barrera entre el gas encapsulado y el medio acuoso, al mismo tiempo,
funge como el componente que hace posible el acarreo de farmacos. La carga de estos se lleva
a cabo por la incorporacién del farmaco en la superficie de las MBs, por medio de inter-
acciones electrostaticas o ligandos especificos, farmaco contenido en vehiculos secundarios,
p. e. liposomas, que luego se une a la microburbuja [10]. Ademés, se ha reportado que las
cubiertas de fosfolipidos, particularmente si son conjugados con polietilenglicol (PEG), son
menos propensas a desencadenar respuestas inmunes adversas in vivo [11, 12] . El rango de
tamanos de microburbujas apropiado para uso clinico es D < 10um, asi se garantiza el uso
de frecuencias de resonancia en un rango tipicamente utilizado en ultrasonido de diagnostico

(1 a 15 MHz) [13, 14].

Cuando las MBss interaccionan con un campo de US entran en un proceso de expansiones
y contracciones periddicas, llamado cavitacion. Se pueden observar dos tipos de este compor-

tamiento: cavitacién estable (CE) y cavitacién inercial (CI) (Fig.1.1).

Presion baja

acustica

Presion

Cavitacion estable

Estimulacién '
con i .
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Presion alta
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T .. Rarefaccion Cavitacién inercial
Compresion

Figura 1.1: Tipos de cavitacién de una microburbujas dependiente del ultrasonido aplicado. Imagen

modificada de [15].



La CE se manifiesta cuando la estimulacion con US de baja intensidad desencadena un
movimiento periddico de las MBs, provocando la liberacién de vesiculas y la generacién de
microflujos. Ademds, mientras oscilan en las proximidades de la membrana celular se puede
estimular la endocitosis. Por otro lado, la CI se da bajo sonicacion de alta intensidad, que
hace que las MBs presenten oscilacion no lineal y genera fuerzas mecanicas violentas. Cuanto
mas cadticas y violentas se vuelven las oscilaciones, se inducen ondas de choque, microflujos,
tensiones tangenciales y de cizallamiento, que pueden provocar la poracién de la membrana
celular o incluso la muerte celular. Ambos comportamientos conducen a efectos mecanicos y
térmicos que resultan en el colapso de las MBs liberando la energia necesaria para inducir
sonoporacién (proceso que facilita el transporte de moléculas a través de la membrana celu-

lar) [8, 13, 16-21].
Aprovechando las ventajas de los nicleos de gas compresible y la dispersién inducida por

resonancia, las MBs se han usado para facilitar el paso de agentes terapéuticos a través de

la barrera vascular y la membrana celular [8, 9, 22].

Ultrasonido (US)

W’@M

Vet Mr/ By u

MBs en circulacién Destruccion de las Permeabilizacién a la
MBs con US membrana

Figura 1.2: Microburbujas en circulacién, aplicacion de US y ruptura del tejido endotelial. Imagen modificada

de [23].



Desde un punto de vista préactico, las MBs son administradas por via intravenosa y pasan
libremente a través de los vasos sanguineos hasta que se exponen al US; luego de ello, comen-
zard un proceso de cavitacion y, al mismo tiempo, la fuerza de radiacion actstica empujara

las MBs hacia la pared del vaso (Fig. 1.2) [6, 8, 13, 20].

Las condiciones de ultrasonido determinan el comportamiento de las MBs, que a su vez
determinan el efecto celular por el tamano de los poros generados. Diferentes tipos de células
pueden responder de manera diferente a las mismas condiciones de ultrasonido tanto en
términos de procesos de poracién como de resellado. Cuando se forman poros pequenos se
promueve la endocitosis de la membrana celular para sellar rapidamente el poro, mientras
que, con poros muy grandes se promueve la muerte celular; se ha mostrado que la reparacion
de los poros ocurre en el orden de milisegundos a segundos por lo tanto, en algunos casos, la

aparicion de estos es transitoria [24, 25].



Capitulo 2

Antecedentes

Investigaciones recientes han evaluado modelos para facilitar la accién biolégica de com-
puestos terapéuticos de forma eficiente mediante la destruccion de microburbujas por pulsos

de ultrasonido.

Navarro y colaboradores desarrollaron un sistema MBs-US como acarreador del péptido
antennapedia-caveolina-1 (Ap-Cav) para evaluar la permeabilidad intracelular a través de la
inhibicién del oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) en un modelo ex vivo de anillos aérticos
de rata [26]. Los segmentos de aorta fueron incubados con las MBs-Cav y fueron expuestos

a pulsos de US.

Con la intenciéon de inducir la contraccién vascular aplicaron un pretratamiento de
fenilefrina a los anillos adrticos. Luego al observar la contracciéon maxima administraron
acetilcolina la cual estimula la sintesis de oxido nitrico (ON), que tiene como efecto la
relajacion vascular. Ya que la Cav inhibe la actividad de la eNOS, la inhibicién de la relajacién
implica una disminucion en la sintesis de ON. Este sistema permitié aumentar la inhibicion
debido a la liberaciéon controlada de la Cav y reducir la dosis utilizada con respecto a la
liberacién no controlada (Fig.2.1), dados estos resultados ellos concluyen que el sistema MBs-

US aumenta la permeabilidad celular.
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Figura 2.1: Comparacién del efecto de la liberacién controlada de antennapedia-caveolina(AP-Cav) mediante

MBs-US y administracién libre en los anillos aérticos de rata. Imagen tomada de [26].

También se ha hecho uso de este sistema para el silenciamiento de la expresion genética,
Elisa Villa, evalu6 el impacto en la produccién de NO tras el silenciamiento de eNOS mediado

por el tratamiento con microburbujas y transfectado con Lipofectamina [27].

Como parte de su trabajo ella comparé el efecto inhibitorio del siRNA eNOS (small in-
terfering RNA, siRNA) en células transfectadas con lipofectamina y mediante MBs-US. La
eficiencia de transfeccién de siRNA eNOS asistida por MBs y US fue mayor en compara-
cién con Lipofectamina, dado que se requirié un menos de la cantidad de siRNA (Fig. 2.2).
Ella concluyé que, a partir de sus resultados, el sistema de entrega mediante MBs-US podria

ser un procedimiento especifico, seguro y prometedor para la administracién de siRNA eNOS.
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Figura 2.2: Comparaciéon de la inhibicién de la expresion de eNOS para las células transfectadas con
lipofectamina vs el complejo MBS-US. Se necesité aproximadamente el doble de la concentracién del siRNA
para que el efecto mediado por la transfeccién con lipofectamina fuera comparable con los resultados dados

por el sistema MBs-US. Imagen tomada de [27].

Por otro lado, pero con el desarrollo de un estudio in vivo, Sasaki y colaboradores (2014)
utilizaron Sonazoid (agente de contraste compuesto por una cubierta de fosfolipidos que en-
capsula gas perfluorobutano) en combinacién con US y cisplatino para retrasar el crecimiento
tumoral en ratones [28]. Para esto, inocularon células provenientes de una linea celular de
adenocarcinoma tiroideo por via subcutanea en la parte posterior izquierda de los ratones

hasta que los tumores alcanzaron los 5 mm de didmetro (dia 0).

Luego dividieron en diferentes grupos de tratamiento a los ratones: (1) sin tratamien-
to; (2) con inyeccion intratumoral de solucién salina sin US; (3) inyeccién intratumoral de
cisplatino sin US; (4) inyeccién intratumoral de MBs sin US; (5) inyeccién intratumoral de
MBs con exposicién a US; (6) inyeccién intratumoral de cisplatino con exposicién a US; y (7)
inyeccion intratumoral de cisplatino y MBs con exposicién a US. Los tratamientos se repitie-

ron cuatro veces en dias alternos (los dias 0, 2, 4 y 6) y el sitio de inyeccién se cambié cada vez.



Tras el monitoreo del tumor, se observo que la inyeccion intratumoral de MBs y cisplatino
+ US retrasé el crecimiento tumoral en comparacién con el grupo sin tratamiento (Fig. 2.3);
Sin embargo, los tumores continuaron creciendo pero el crecimiento tumoral en otros grupos
no se retrasé en comparacién con el grupo sin tratamiento. Por esto, ellos sugirieron que el

complejo MBs-US mejora los efectos antitumorales y citotéxicos del cisplatino.

700 r
=+- No Treatment
—== Saline
600 o Gisplatin
—=— MB
& 500 —&— Cisplatin+US
E -0 MB+US
o 400 —e— Cisplatin+MB+US
E
3
S 300
5
£
=200
100

Time (days)

Figura 2.3: Crecimiento tumoral. La combinacién de exposicién a US y la inyeccién intratumoral de MBs +
cisplatino retraso el crecimiento tumoral en comparacién con los demds grupos con los diferentes tratamientos

el mismo dfa. Imagen tomada de [28].
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Capitulo 3

Justificacion

A partir de los trabajos realizados previamente en nuestro laboratorio se puede sugerir
que al combinar la capacidad de las microburbujas de acarrear diversas moléculas y el poten-
cial del ultrasonido para liberar las moléculas contenidas en ellas, a través de la destruccion
de las MBs, conlleva a un aumento de la permeabilidad celular, sin embargo hacen falta mas

estudios para comprender los mecanismos involucrados en este proceso.
Con esta finalidad, el presente trabajo busca evaluar, a través de estudios in vitro, el

efecto potenciador que tiene la liberacién de un farmaco modelo a partir del sistema de

microburbujas-ultrasonido sobre la curva dosis respuesta de un farmaco.

11



Capitulo 4
Hipoétesis

El uso del sistema microburbujas-ultrasonido (MBS-US) como acarreador de agonistas

biolégicos puede modificar la relacion dosis-respuesta de un farmaco.

12



Capitulo 5
Objetivos

Objetivo general

Demostrar que el efecto potenciador del complejo MBS-US se presenta a lo largo de toda

la curva dosis respuesta de un farmaco.

Objetivos particulares

» Caracterizar las propiedades de las microburbujas.
= Determinar los efectos del farmaco en el complejo MBS-US y en administracion libre.

= Comparar el efecto del complejo MBS-US en la curva dosis respuesta del farmaco.
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Capitulo 6

Metodologia

6.1. Fabricacion de microburbujas(MBs)

Para la sintesis de microburbujas se inicia con una preparacién previamente desa-
rrollada en el laboratorio [29]. Esta consiste de una mezcla de tres fosfolipidos: 1,2-
dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC'), 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
(amino(polietilenglicol)-2000) (DSPE-PEG2000) (Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL, USA)
y 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3- fosfoserina (DPPS) (Sigma-Aldrich Corp, St Louis, MO, USA),

con una relacién molar 95:5 y 0.6 mg/mL para este ultimo.

6.1.1. Preparacion de peliculas de lipidos

1. Se pesan DPPC, DSPE-PEG2000 y DPPS por separado en viales ambar de 20 mlL,

para una relacién molar 95:5 y 0.6 mg/mL:

= DPPC: 13.3 mg
= DSPE-PEG200: 2.7 mg

= DPPS: 2.4 mg

2. Se disuelven el DPPC y DSPE-PEG200 con 1 mL de cloroformo cada uno, mientras

que el DPPS se disuelve con 1 mL de una mezcla de cloroformo y metanol (50:50).
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3. Una vez disueltos, se mezcla la solucion de DPPC con la soluciéon de DSPE-PEG2000, se
agitan durante un minuto, haciendo uso de un sistema de agitaciéon magnética. Pasado

este tiempo se agrega la solucién con DPPS y se repite el procedimiento.

4. La mezcla se distribuye en 8 viales &mbar y se evapora el solvente mediante corrientes
de nitrégeno en agitacién magnética constante a temperatura ambiente, obteniendo

una pelicula delgada de la mezcla.

5. Con el fin de eliminar totalmente los solventes utilizados, los viales ligeramente tapados

se colocan en un desecador al vacio durante dos horas.

6. Por 1ltimo, los viales que contienen las peliculas se cierra, sellan y se les inyecta una

atmosfera de nitrégeno con el fin de evitar la oxidacion y se almacenan a -20°C.

6.1.2. Hidratacion de la pelicula de fosfolipidos y formacién de las

microburbujas

Para hidratar la pelicula de fosfolipidos se hace uso de un buffer de hidratacién ( solucién
salina fosfato (PBS):glicerol: propilenglicol (80:10:10 v/v)). El procedimiento se detalla a

continuacién:

1. Se agregan 500 uL del buffer de hidratacién a un vial con mezcla de lipidos.

2. Luego la mezcla se somete a agitacion magnética constante a 400 rpm a una temperatura

de 60°C, con el fin de formar liposomas multilaminares.

3. La suspension de liposomas obtenida se coloca en un vial ambar de 1.5 mL
(PTFE/Silicone septum), con el fin de evitar la entrada y salida de gases, el vial se

sella con Parafilm.

4. Se generd vacio al vial durante 2 min para extraer el aire y se sustituyé con gas

perfluoropropano (C3Fy), el cual fue inyectado durante 5 min a una presién de 5 psi.
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5. Para obtener las microburbujas, la mezcla se somete a agitacion mecédnica por 46 s a

4500 osc/min en un amalgamador (Ultramat S, Effingham, IlI, USA).

6. Finalmente, las MBs se centrifugan dos veces a 300 g a 24 °C durante 20 min, con el
fin de eliminar los lipidos que no contribuyeron a su formacién y se resuspenden en 600

L de buffer de hidratacion.

6.1.3. Distribucion de tamanos y concentracién

Una vez obtenidas las microburbujas es necesario realizar su caracterizacién y cuanti-
ficacién, para ello se obtienen imagenes de las MBs por microscopia confocal (Leica TCS
SP5, Germany, objetivo de 63x + zoom digital de 3x). Para realizar la caracterizacién de
la distribucién de tamanos y concentracion de la suspension inyectando las MBs diluidas en
buffer de hidratacién (1:10 v/v) en una camara microfluidica de PDMS ( geometria cuadrada,

1 x1x0.02mm) Fig.6.1.

Se tomaron cuatro imégenes diferentes por camara del dispositivo, se evaluaron tres
preparaciones de MBs independientes. Las imagenes se analizaron con el software ImagelJ
(NIH, Bethesda, MD, USA) y el histograma de distribucién de tamanos fue graficado con el
software OriginPro (Northampton, Massachusetts, USA).

| ’\_' D

[&—h%20 pm

Figura 6.1: Dispositivo microfluidico para la caracterizacion de microburbujas. Diseno con dimensiones de

las camaras microfluidicas.
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6.2. Incorporacién y cuantificaciéon del farmaco a las
microburbujas

Después de caracterizar las microburbujas, se incorporé doxorrubicina (dox) mediante la
incubacién de 5.21x10% MBs y 50 uL de dox en rotacién constante durante 30 minutos, a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. Una vez que termina el tiempo de incu-
bacion se procede a a centrifugar dos veces a 300 g, durante 5 minutos con el fin de eliminar

el farmaco que no se adhiri6 a las MBs y se resuspenden en 600 pL. de buffer de hidratacion.

Para cuantificar la concentracion de dox en las MBs se realiza la destruccion de los 600
pL de M Bsgo, por exposiciéon al US (1 MHz, 50 % del ciclo de trabajo, 3 W/cm? 2 min),
se centrifuga el tubo contenedor y se transfiere el subnadante a una placa de 96 pozos para
medir la absorbancia de la muestra en un espectrofotémetro de placas (Elx800, Biotek). Se
realizd una curva estandar de la absorbancia a 590 nm dada por diferentes concentraciones
de dox y en ella se interpolé el valor dado por las M Bsy,., se evaluaron tres preparaciones

de MBs independientes.

6.3. Cultivo celular

Con el fin de evaluar el impacto de los tratamientos de este proyecto se hizo uso de la
linea celular CACO-2 (ATCC HTB-37TM) correspondiente a adenocarcinoma colorrectal
humano. Las células se cultivaron con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
complementado con 10 % de Suero Fetal Bovino (FBS) y 1% de penicilina/estreptomicina
(Gibco, NY, USA) en una atmdsfera controlada y humidificada con 5% de COy a 37°C en

cajas de Petri con un diametro de 3.5 cm.
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6.3.1. Formacion de la monocapa y curva de crecimiento

Se realiz6 el monitoreo del crecimiento celular con el fin de conocer el porcentaje de
confluencia celular (porcentaje del area superficial del recipiente de cultivo cubierto por una
capa de células) y tener un mayor control sobre el nimero de células presentes respecto al

tiempo, para ello se realizo el siguiente protocolo:

Se sembro un indculo de 80000 células CACO-2 en cajas de Petri de 3 ecm de didmetro.

» Las cajas se incubaron durante 24, 48, 72 y 96 h con distinto nimero de pasajes y

sembrando por duplicado.

» Pasado este tiempo los nucleos célulares se tineron con 0.1% de Hoescht 33342

(Molecular Probes, NY, USA; 350 nm/461 nm Ex/Em) en medio DMEM.
» Luego las cajas se incubaron en la oscuridad a 37°C durante 30 min.

= Posteriormente, se tomaron 16 fotografias en posiciones aleatorias mediante microscopia

de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-U) con objetivo 10x.

= Finalmente, las imagenes obtenidas se analizaron con el software ImageJ.

6.3.2. Viabilidad celular

La viabilidad celular se midié para todos los grupos experimentales 24 h después del tra-
tamiento a través de la obtencién de imagenes por microscopia de fluorescencia de la misma

forma que en la seccion anterior.

Los cultivos en las cajas de Petri se incubaron durante 30 min en la oscuridad a 37°C
con Hoestch y Homodimero-1 de etidio rojo fluorescente (Thermo Fisher Scientific Inc., MA,
USA, Ex/Em 495/635 nm). Este dltimo es un indicador de muerte celular, se intercala entre

los acidos nucleicos y solo se difunde a través de las membranas celulares danadas; con esta
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tincion se logra diferenciar las células vivas de las muertas. La viabilidad celular y la muerte

celular se evalian con la siguientes relaciones:

dlulas totales — célul t
Células vivas (%) = ceas 1o a,ues ceas Thuertas x 100 (6.1)
células totales
Células muertas (%) = 100 — Células vivas (6.2)

6.4. Caracterizacion del efecto de la doxorrubicina en
administracion libre.

Para caracterizar la eficiencia de muerte celular del farmaco, las células se dividieron en
dos grupos: un grupo control (sin dox) y un grupo experimental expuesto a concentraciones
crecientes del farmaco (0.1 pM, 0.5 uM, 1.0 pM, 5.0 M, 10.0 uM y 100.0 M) prediluido en
medio DMEM sin suero. Se mantuvieron las células con el tratamiento incubadas durante 24

horas. Pasado este tiempo se evalué la muerte celular como se describe en la seccion 6.3.2.

6.5. Estimulacion con US.

Para establecer las condiciones de los pulsos de ultrasonido y cuantificar su efecto sobre la
viabilidad celular se utilizo un arreglo experimental previamente establecido en el laboratorio
[29]. Este consiste en el uso de un transductor plano con una superficie de 5 cm?, pertene-
ciente a un equipo comercial de ultrasonido (Chattanooga Group, TN, USA, modelo 2776)
acoplado en una apertura localizada en la zona inferior de una caja de pléstico (17 x 25 x 15
cm), Fig. 6.2; El ciclo de trabajo (% del total), intensidad de potencia (W/cm?), tiempo de

exposicién y frecuencia (1-3 MHz) se ajustan por el usuario.

Se agrega agua a 37°C, (el volumen suficiente para mantener una distancia de 2 cm entre
el transductor y la monocapa celular y permitir la propagacién de las ondas acusticas), 30
segundos de exposicién, con un ciclo de trabajo del 10 % y una frecuencia de 1 MHz; estas

condiciones se mantienen durante todos los experimentos. Para estimular la monocapa de

19



células adheridas en la base de la caja de Petri se llena la caja con medio DMEM sin com-
plementar y se sella con parafilm. La caja se coloca invertida a 1 cm de distancia de la base
del transductor (la caja tiene 1 cm de altura, de esta forma se obtiene una distancia total de

2 cm entre la base del transductor y la monocapa).

Ademas, previo a la estimulacién celular con el US se midieron los valores de la presién
acustica negativa maxima (NMP) generada por el transductor, medidos en ausencia del

cultivo celular, utilizando un hidréfono calibrado (HNR-0500, Onda, CA, USA).

foemememannana. 24 Ccm seseeemeaecnianaa.. 4
Caco 2
:
I Caja -
17 cm Petri =~ _ 5 \
: /// h=2 cm i
: - - . A
. - ~15¢cm
) v DlvéiEM
Transductor

Figura 6.2: Arreglo experimental del ultrasonido para cultivos celulares.

Para caracterizar el efecto del US sobre la viabilidad celular, las células se dividieron en
dos grupos: un grupo control (sin estimulaciéon de US) y un grupo experimental al cual se le
aplicaron estimulos crecientes de US (0.5 W/em? a 3 W/em? | cada 0.5 W/em? ) a los que se
les midi6 la viabilidad celular (seccién 6.3.2). A partir de los resultados de estos experimentos
fijamos el valor de la intensidad con la que estimulamos los cultivos celulares en los siguientes

experimentos.
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6.6. Estimulacion con MBs+US.

Para evaluar el impacto del estimulo de las microburbujas y el ultrasonido en la viabilidad
celular se estimul6 a las células con diferentes concentraciones de MBs.
A partir de la concentracién original (5.21x10° MBs/mL) se realizaron diluciones para ob-
tener una relaciéon burbuja-célula: 1:1 y 6:1, con base en una confluencia celular del 80 %
(alrededor de 1.28 x 10° células). Las células se dividieron en dos grupos: un grupo control
(sin US ni MBs) y el grupo de células tratadas con US+MBs. Las microburbujas se agregaron
a la caja de petri con medio DMEM sin suero, la viabilidad de la monocapa se midi6 con el

procedimiento antes mencionado (seccién 6.3.2).

De forma independiente se realizo la observacion del efecto de cavitacion de las MBs por
el estimulo de US. Para ello se utilizé un dispositivo microfluidico de PDMS (Fig. 6.3) se
obtuvieron imégenes que representan este proceso con el uso de una cdmara rapida (Photron,
FASTCAM SA3) acoplado a un microscopio biolégico (Olympus BX51, objetivo 50%). Se
aplico ultrasonido (10 % ciclo de trabajo, 1 MHz de frecuencia, 1.5 W/cm?, durante 30 seg)
a una dilucién de microburbujas 50:50 (v:v), dada la concentracién obtenida en la seccién

6.1, en buffer de hidratacion.

Entrada

23 um T

2cm

1em /1=100 pm

Figura 6.3: Dispositivo microfluidico para la estimulacion de MBs con US. Diseno con dimensiones del

conducto microfluidico.
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6.7. Administracion de doxorrubicina en el complejo

MBs-US.

La administracién del farmaco cargado en las MBs a las células se realizo a partir de
suministrar diferentes concentraciones de las M Bsg,, obtenidas a partir de la dilucién de la

concentracion obtenida en la seccion 6.2 en medio DMEM, las concentraciones usadas fueron:

0.05 uM

0.1 uM

0.5 uM

1.7 uM

Las microburbujas se agregaron a la caja de Petri con medio DEMEM (Fig. 6.4), la
destruccion de las MBs se realizé con el arreglo y pardametros descrito previamente (la potencia
del ultrasonido fue fijada en 1.5 W/cm?); El tratamiento se mantuvo durante 24 horas, pasado
ese tiempo se tineron los nucleos celulares y se obtuvieron imégenes con microscopia de
fluorescencia. La tincion y el andlisis de las imagenes se realizé con los métodos ya descritos

(6.3.2).
Caco 2

\
\
\

& MBSdOX
A
DMEM

Figura 6.4: Representacion de la caja de Petri con el cultivo celular y MBS ..
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Para poder determinar la relacién en la combinacién de farmacos se calculé el indice de

combinacion: .
D], | [D]
(D)1 [Dy)2

donde [D]; 2 son la concentracion, en combinacién, de cada farmaco para obtener X %

IC =

de respuesta y [D,]12 son la concentracién, en administracién sola, de cada farmaco para

obtener el mismo X % de respuesta [30].
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Capitulo 7

Resultados

7.1. Microburbujas

Posterior a la sintesis de las microburbujas, se llevo a cabo la caracterizacion de las
mismas. En la Fig.7.1(a) se muestra una imagen de las microburbujas obtenidas, donde
se observa que poseen una morfologia esférica y no presentan aglomeraciones. A partir
del analisis de im&agenes, fue posible obtener el histograma de distribucién de tamanos
(Fig.7.1(b)), asociando a las MBs un rango entre 0.2 - 5.0 um de didmetro, una concentracién

de 5.21 £ 0.5 x 10 MBs/mL con un didmetro promedio de 1.09 um.
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Figura 7.1: Distribucién de tamanos de microburbujas. a) Imagen confocal representativa de una muestra
de microburbujas a una dilucién 1:10, se puede apreciar la geometria esférica de las MBs. b)Histograma de

distribucién de tamanos para una poblaciéon de microburbujas provenientes de 3 muestras independientes.
7.2. Microburbujas+dox

El siguiente paso fue la cuantificacién y adicién del farmaco a las microburbujas, dado
que la dox tiene propiedades de auto-fluorescencia (481 nm/570 nm, Ex/Em) se comprobé su
unién a las microburbujas mediante microscopia de fluorescencia (Nikon Eclipse TE2000-U),
objetivo 20X ), en la figura 7.2 a) y b) se puede apreciar el campo claro y el campo oscuro
de una imagen representativa de las M Bsgy,,, se realizé la caracterizacion de los tamanos de
estas MBs obteniendo un didmetro promedio de 2.4 ym (Fig.7.2 ¢)) y una concentracién de
9.8 10® MBs/mL. La curva estdndar de la absorbancia de la dox se realizé con la medicién de
8 concentraciones diferentes del farmaco entre 0 uM y 70 uM, se realizaron cuatro mediciones
independientes y los resultados se ajustaron a una linea recta (R* = 0.996), luego se midi6
la absorbancia de las M Bsg,, destruidas y se interpolé en la curva antes realizada (Fig.7.2

d)). El valor de la concentracién liberada por 2.084 x 10° MBs de dox es 64.76 4 8.061M.
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Figura 7.2: Incorporacién de doxorrubicina a las microburbujas, a) campo claro y b) campo oscuro, la
fluorescencia roja representa la adicién del farmaco a las MBs, se aprecia que las microburbujas mantienen la
geometria esférica y no se aglomeran; en c) se muestra el histograma de tamartios de las M Bsg,., se aprecia
un aumento en el tamano de los didmetros respecto a las MBs sin dox. En d) se aprecia la curva de calibracién
de la absorbancia dada por diferentes concentraciones de dox (0 pM - 70 pM), el cuadro azul representa el
valor interpolado de la concentracién liberada por las M Bsg,,. Los datos representan el promedio + el error

estdndar de la media (SEM) de 4 mediciones independientes.
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7.3. Formacion de la monocapa celular

Se monitoreo el crecimiento de la linea celular Caco 2 en el tiempo. Los resultados
obtenidos, Fig. 7.3(a) muestra claramente como a través del tiempo la poblacién celular
aumenta, teniendo que aproximadamente a los 4 dias, toda el area cubierta por células.
Mediante el analisis de imégenes, se construyd la curva de crecimiento celular, donde se
representa el nimero de células en funcién del tiempo para un inéculo de 80 mil células.
Estos datos experimentales fueron comparados contra el rendimiento tedrico reportado para
un area de crecimiento de 10 cm? correspondiente a una caja de Petri de 3.55 cm de didmetro,
donde la confluencia se alcanza a 1.6 x 10° células, lo cual segtin nuestros resultados obtenemos
aproximadamente a los 4 dias. Para cuantificar correctamente los ntcleos celulares y evitar
adquirir imagenes donde tengamos aglomeracién, todos los experimentos se realizaron con

un crecimiento celular de 3 dias (aproximadamente 70 % de confluencia celular).

1.2x10° 1100

1.0x106 4

T
®
o
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e

C
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T
=
=)
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2.0x10° | r20
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24 48 72 96
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o
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Figura 7.3: Caracterizacién del crecimiento de la linea celular CACO 2. (a) Imdgenes representativas de los
nucleos celulares tenidos con Hoechst 33342 a las 24, 48, 72 y 96 h de crecimiento. (b) Cuantificacién del
crecimiento de las células CACO 2 en funcién del tiempo. Los datos representan el promedio + SEM de 3

experimentos independientes.
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7.4. Cuantificacion de la eficiencia de muerte celular de
doxorrubicina en administracion libre.
Una vez establecidas las condiciones de cultivo celular, lo siguiente fue realizar el analisis

correspondiente a la eficiencia de muerte celular del farmaco en administracion libre.

Los resultados obtenidos, Fig. 7.4 muestran claramente como conforme la concentracién
de dox aumenta, el porcentaje de células muertas (representadas por los ntcleos en color

rojo) manifiesta un comportamiento similar.

Control

Figura 7.4: Respuesta celular de la administraciéon libre de doxorrubicina. Imagenes representativas de la
monocapa celular post-tratamiento (los nicleos celulares tenidos con Hoechst 33342 (azul) y las células

muertas con Homodimero de etidio (rojo)).

A partir del andlisis de estas imagenes se obtuvo la grafica de dosis-respuesta (Fig. 7.5 a))
con ella estimamos que para la concentracién de 100 uM del farmaco, alrededor del 90 % de
la poblacién celular se encuentra muerta. Ademas, para obtener el valor de la concentracion
efectiva 50 C'Ej5y se realizo el ajuste no lineal de la respuesta de las células CACO-2 a la

dox usando el modelo cinético de la ecuacién de Hill, este ajuste se realizé con el programa

28



OriginPro y se obtuvo el valor de CE5p = 32.43 £8.9 uM (Fig. 7.5 b)).
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Figura 7.5: Curva dosis-respuesta de la dox en células CACO-2. Concentraciones crecientes de dox aumentan
la muerte celular, en b) se muestra el ajuste no lineal (Eq. Hill) realizado con OriginPro; El cuadro azul

representa el valor de la C'E5g. Los datos representan el promedio = SEM, N=3.

7.5. Caracterizacion del campo acustico

Se realizd la caracterizacion de los pulsos de ultrasonido generados por el transductor
dentro del dispositivo en ausencia de la caja de Petri. Con esta medicion se obtuvo la pre-
sion actstica generada por las amplitudes maximas negativas de las ondas de ultrasonido. A

partir de estos datos se estimo el indice mecanico al que se expondrian a los cultivos celulares.

Para obtener los valores de la presion acustica (Fig.7.6 a)) se midié con una distancia
de 2 cm entre el transductor y el hidréfono la amplitud de la senal de presién pico negativa
(PNP) dados por el US. Se aprecia que la presién acistica es directamente proporcional
a la intensidad del US, el rango de presién acustica al cual se puede someter a las MBs,
para los pardametros antes mencionados, estan entre 0.11-0.31 MPa. También se cuantificd

el valor del indice mecanico (IM), este valor se utiliza para describir la cavitacién inercial y
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predecir el riesgo de generar dano biolégico debido a la energia mecédnica [31]. En la Figura
7.6 b) se grafican los valores del IM correspondientes a los valores de las presiones acusticas
obtenidos en la Figura 7.6 a); los cuales se encuentran dentro del rango de 0.1 a 0.3 que son
indices aceptados dentro del rango permitido por la FDA (Food and Drug Administration:

Administracién de Medicamentos y Alimentos).
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Figura 7.6: Caracterizacion de la presion acustica generada por el ultrasonido y detectadas por el hidréfono.
a) Presion acustica en funcién de la intensidad de las ondas de ultrasonido. b) Indice mecénico en funcién
de la intensidad del ultrasonido, los colores corresponden a la escala de riesgo de dano mecanico. Todas las
mediciones se realizaron con un ciclo de trabajo del 10 %, frecuencia de 1 MHz y 2 cm de distancia entre el

transductor y el hidréfono. Los datos representan el promedio += SEM, N=3.

7.6. Microburbujas+ultrasonido

Se realiz6 la exposicién de las MBs a US ( 2 MHz, 10% ciclo de trabajo, 1.5 W/cm?, 30
s) , la Figura 7.7 muestra imdgenes secuenciales de una grabacién de la explosién de MBs en
una seccién recta del dispositivo microfluidico ( Fig. 6.3 ), la insonacién se realizé desde la
parte superior del canal.

En la figura 7.7 (1) se aprecia la concentracién total de MBS, sin flujo, y sin US. A partir de la
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figura 7.7 (2) se comienza a aplicar US, conforme pasa el tiempo las MBs que tienen ondas de
resonancia natural igual a la resonancia aplicada explotan y las demés oscilan; Sin embargo,
todas se ven empujadas por la presion actstica en direccion paralela con la direccion en la

que se esta aplicando.
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Figura 7.7: Microburbujas insonicadas. De arriba a abajo y de izquierda a derecha se muestran cuadros de
imagen de alta velocidad del estallido de las MBs debido a la presién acustica ( 2 MHz, 10 % ciclo de trabajo,

1.5 W/cm?, 30 s) en un dispositivo microfluidico.

7.7. Efecto de la presion acustica sobre la viabilidad

celular.

Una vez caracterizada la eficiencia del farmaco se procedié a cuantificar el impacto de la
estimulacion con ultrasonido en la viabilidad celular. Basados en estudios previos realizados

en el laboratorio, se ajustaron los siguientes parametros para el uso del equipo de US:
= Frecuencia: 1 MHz
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» Ciclo de trabajo: 10 %
» Tiempo de exposicion: 30 s
= Distancia entre la base del transductor y la monocapa celular: 2 ¢cm

Luego se aplicaron estimulos crecientes de US (0.5 W/cm? - 3 W/em?) a los cultivos celulares
y para medir el efecto de la presion generada por las ondas acusticas se aplico el protoco-
lo de viabilidad antes descrito. La tincién de los niticleos celulares permitio la estimacion de

la viabilidad celular a partir de las células muertas y vivas después de la exposicién (Fig. 7.8).

Control

2.0 W/cm? 2.5 W/em? 3.0 W/cm?

Figura 7.8: Respuesta celular del efecto de la presién generada por las ondas acusticas. Iméagenes
representativas de la monocapa celular post-tratamiento (tincién de los nicleos celulares realizada con Hoechst

33342 (azul) y los nucleos de las células muertas con Homodimero de etidio (rojo).

La cuantificacién de la respuesta en la viabilidad celular (Fig. 7.9) nos muestra que la
presién generada por las ondas acusticas no causa un dano significativo sobre las células, ya
que el valor de la viabilidad se mantiene arriba del 95 % incluso cuando se utilizo la intensidad
méxima de 3 W/cm? . A partir de estos resultados fijamos el valor de la intensidad con la

que estimulamos los cultivos celulares en los siguientes experimentos en 1.5 W/cm?
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Figura 7.9: Respuesta a la presién acustica sobre la viabilidad celular con 6 diferentes intensidades a partir
de contabilizar las células vivas en la monocapa. El equipo de US se ajusté a 1 MHz de frecuencia y un ciclo

de trabajo del 10 %. Los resultados representan el promedio +=SEM, N=3.

7.8. Efecto de la estimulacion con MBs+US en la
viabilidad celular.

Después de haber cuantificado el efecto de la presion actstica sobre la viabilidad celular
y haber establecidos los parametros del ultrasonido se realizé la exposicion de los cultivos
celulares (por duplicado) a US+MBs para evaluar el impacto del estimulo sobre la viabilidad
celular. La figura 7.10 a) muestra imagenes representativas de los cultivos obtenidas mediante
microscopia de fluorescencia después del tratamiento con MBs+US con dos concentraciones
diferentes, se puede apreciar que el estimulo no genera dano significativo sobre la monocapa.
Al analizar estos resultados podemos apreciar que la viabilidad celular se reduce 5% y 7%
24 horas después del tratamiento con concentraciones correspondientes a las relaciones MBs-

Célula 1: y 6:1, respectivamente (Fig. 7.10 b)).
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Figura 7.10: Efecto de la exposicién a US+MBs en células CACO-2. a) Imdgenes representativas de la
monocapa celular obtenida por microscopia de fluorescencia después del tratamiento. b) andlisis de la

viabilidad celular post-tratamiento. Los resultados representan el promedio +SEM, N=3.
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7.9. Efecto de la administracion de doxorrubicina con

el complejo MBs-US.

Una vez que se midieron el efecto del complejo MBs-US, la respuesta celular a la presion
acustica y la eficiencia de muerte celular de la doxorrubicina en administracién libre, final-
mente se evaluo el efecto de la administracién de doxorrubicina con el complejo MBs-US.
Al tratar a las células CACO-2 con volimenes crecientes de M Bsg,;, 10 que da como resul-
tado la estimulacién con concentraciones crecientes de dox en las MBs, y reventadas por US.
Se aprecia una eficiencia de muerte celular creciente dependiente de la concentracion admi-
nistrada. En la Fig. 7.11, se muestran imégenes representativas 24 horas post-tratamiento
obtenidas por microscopia de fluorescencia, claramente se aprecia como conforme la concen-
tracién de dox aumenta, el porcentaje de células muertas (representadas por los nicleos en

color rojo) también lo hace mientras que en el grupo control hay ausencia de células muertas.

Control 0.05 uM/mL 0.1 uM/mL

1. 7uM/mL

Figura 7.11: Respuesta celular de la administracion de doxorrubicina en el complejo MBs-US. Imaégenes
representativas de la monocapa celular post-tratamiento (los nicleos celulares tenidos en rojo representan las
células muertas, concentraciones crecientes del firmaco aumentan la muerte celular).

A partir del anélisis de estas imagenes se obtuvo la gréfica de dosis-respuesta (Fig. 7.12,
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a)) con ella se estimd, que para la concentracién de 1.7 uM del farmaco, alrededor del 90 %
de la poblacién celular se encontraba muerta. Ademads, se realizo el ajuste no lineal de la
respuesta de las células CACO-2 a las M Bsgy,, usando el modelo cinético de la ecuacion de
Hill para obtener el valor de la concentracién efectiva 50 (C'Exg), este ajuste se realizé con el

programa OriginPro y se obtuvo el valor de CFs5y = 0.34 £ 0.14u M (Fig. 7.12 b)).
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Figura 7.12: Curva dosis-respuesta de la estimulacién de la dox en el complejo MBs-US en células CACO-2.
Concentraciones crecientes de dox aumentan la muerte celular, b) ajuste no lineal (Eq. Hill) realizado con

OriginPro, el cuadro azul representa la interpolacién de la C' Egg. Los datos representan el promedio + SEM,
N=3.

En la figura 7.13 se observa la comparacion de las curvas dosis-respuesta obtenidas
mediante la administracion de libre del farmaco (curva verde) vs la curva de la administracién
mediante el complejo MBs-US (curva roja). Se aprecia un claro desplazamiento hacia la
izquierda de la curva correspondiente a la liberacién controlada con el complejo MBs-US, lo
cual muestra una clara potenciacion del efecto del farmaco ya que fueron necesarias dosis
menores para obtener una respuesta de parte de las células. Es mas, al calcular las dosis

efectivas 50, hay una diferencia significativa entre ellas.

Adm. libre | MBsg,,+US

CEso (u M) | 32.43 £8.9 | 0.37 & 0.14
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Figura 7.13: Ajustes de las curva dosis-respuesta de la estimulacién de la dox en el complejo MBs-US (linea
verde) y de la respuesta de la administracién de la dox de forma libre (curva roja) en células CACO-2.
Concentraciones crecientes de dox aumentan la muerte celular, es més, se aprecia un claro corrimiento de la
curva correspondiente a la administracion del firmaco en el complejo MBs-US hacia la izquierda dado que
la muerte celular es mayor con este método con menores concentraciones del farmaco. Los datos representan

el promedio + SEM, N=3.

Para poder determinar si la combinacién del complejo MBS-US con el farmaco tienen como
respuesta un efecto de sinergia o aditividad, se calculé el IC, a partir de nuestros resultados

obtuvimos un CI = 0.13. Como C' < 1 entonces hay sinergismo farmacoldgico.

37



Capitulo 8
Discusion

En este proyecto implementamos el uso del sistema microburbuja-ultrasonido como aca-
rreador de farmacos, para ello partimos de una formulacion previamente desarrollada en el
laboratorio [26]. Cargamos las microburbujas lipidicas con un farmaco modelo (dox) y eva-
luamos la respuesta en células CACO-2 en diferentes escenarios. Dado que la dox es es un
antibidtico antraciclino con actividad antitumoral (altamente usado para tratar varios tipos
de cancer) y las CACO-2 son una linea de células de adenocarcinoma colorrectal humano,
un aumento en la eficiencia de muerte celular nos indicaria una potenciacion del efecto far-

macologico.

Se ha demostrado que el sistema de administracion de farmacos dirigidos MBs-US pue-
de aumentar la acumulacién del farmaco especificamente en los sitios especificos. [32-35]. La
ventaja dada por el ultrasonido al ser una técnica no invasiva y no ionizante pero que permite
un alto control temporal y una alta resolucion espacial, junto con las caracteristicas de la

microburbuja hacen de este complejo una técnica muy prometedora.
La seguridad y eficiencia de los tratamientos basados en MBs se evaltia mediante el con-

trol de la cavitacion. La dindamica de cavitacién depende de la dindmica de oscilacion, y esta

a su vez depende del diametro de las MBs, la presion actstica negativa maxima y la frecuen-
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cia del US. En el proceso de caracterizacion del sistema MBs-US se observé que el tamano
promedio de las microburbujas cumple con el rango aceptado para poder ser utilizadas en
aplicaciones biomédicas (D < 10uM) [36]. De igual forma, al caracterizar los pulsos de US
encontramos que el IM cumple con los valores establecidos por la misma institucion; es mas,
las caracteristicas de US y la PNP registrada en nuestra caracterizacion nos muestran que
estos valores son adecuados para generar sonoporacién sin producir efectos negativos segin
datos reportados en la literatura [31, 37, 38]. Al utilizar un ciclo de trabajo del 10 % y que
el tiempo de exposicién sea de 30 s, se asegura que la exposiciéon a US sea suficiente para
explotar las MBs y que las ondas de ultrasonido no provoquen dano sobre la viabilidad celular

(Fig. 7.9).

Si bien, con los parametros aplicados en este trabajo se observé una eficiencia de muerte
celular mayor en la administracién dirigida, se deben mejorar algunas caracteristicas de las
MBs, que para nuestro caso este valor fue del 17.07 % vy, por otro lado, la polidiversidad de
tamanos. Esto con el fin de que se administre una concentracion mayor del farmaco y que se
asegure que todas las MBS en presencia del US caviten con un comportamiento similar, ya
que, cuando hay multiples microburbujas cerca unas de otras, la fuerza de radiacién actstica
secundaria puede hacer que se muevan unas hacia otras y formen agregados; cuando la pre-
sion acustica es lo suficientemente alta, las microburbujas pueden fusionarse y formar una
gran burbuja (coalescencia) o generar un agregado de burbujas. Estos cambios de microbur-
bujas dan como resultado cambios en su respuesta y efectos sobre las células, lo que afecta

significativamente la administracién mediada por ultrasonido.

Dado que nuestras MBS presentan una carga negativa y el farmaco usado (dox) tiene una
carga positiva, se favorece la adicién en la coraza por medio de interacciones electrostaticas.
Ademas, observamos la presencia de la dox en el contorno de la MBs dada por su autofluo-
rescencia de forma similar que Mohan, et al. [39], indicador de la presencia del farmaco en
nuestras MBS. Las MBs no solo son buenos transportadores de farmacos, sino que también

mejoran la permeabilidad de las células, tejidos y, en algunos casos, puede haber potenciacion
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farmacoldgica como la que se muestra en nuestros resultados y en la literatura [40, 41]. Esto
podria sugerir que la potenciacion observada se deba a que se mejora el transporte de la
dox a su sitio de accién, en este caso el nucleo (se intercala en el ADN y altera las repa-
raciones mediadas por la topoisomerasa II [42]), sin embargo en la literatura hay evidencia
de que este efecto ocurre con otros farmacos con diferente sitio de accion, ejemplo de ello es

el proyecto de Navarro, quien utilizé un farmaco que actia a nivel de la membrana celular [26].

Todo farmaco produce un efecto y, por lo tanto, una relacién dosis-efecto. Para hablar
de una potenciacion farmacolégica, debe darse la circunstancia en la cual la accién de un
farmaco A aislado, en nuestro caso la administracién de dox en forma libre, es superada
por la interaccion de A con un agente B cambiando la curva dosis-efecto, en este caso la
administracion en el complejo MBs-US. Estas relaciones se rigen por el principio fisico-
quimico de la ley de accién de masas (La relacién entre la cantidad de farmaco [A] y la
cantidad de complejo farmaco-receptor [AR]), entonces debe de haber una constante de
asociacién K; y una de disociacién K, [43]. En términos de la curva dosis respuesta: un
incremento del efecto es producido por un incremento en la concentracién del farmaco [44].
En los resultados de este proyecto, se aprecia un evidente incremento en la respuesta al
farmaco pero una disminucién en la concentracion administrada por el complejo MBs-US
y, como ya se ha mencionado, este sistema eficientiza la entrega del farmaco debido a la
sonoporacion. Sin embargo, desde el punto de vista de la ley de accién de masas, ya que ni el
receptor o la molécula del farmaco han cambiado, se podria estar generando algiin cambio que
tenga consecuencias en K. Los principales factores que afectan la constante de disociacion
son la temperatura y la presiéon que pueden producirse por la presencia de un catalizador [45],
en nuestro caso las presion actstica y la cavitacién podrian estar alterando los mecanismos
fisico-quimicos de la interaccién farmaco-receptor, sin embargo hacen falta més estudios para

poder determinar esta sugerencia.
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Capitulo 9

Conclusiones

A partir del uso del complejo microburbuja-ultrasonido como acarreador de doxorrubi-
cina, administradas en un modelo in vitro se logré modificar la relacién dosis-respuesta en
celulas CACO-2, logrando un efecto de potenciacién sinérgica a lo largo de toda la curva

dosis respuesta.
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Capitulo 10

Perspectivas

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, ain hay un gran campo de in-
vestigacion considerable en lo que concierne a la liberacién controlada de farmacos a partir

del uso del complejo microburbuja-ultrasonido.

En este sentido se propone involucrar estudios sobre la alteraciéon del mecanismo intra-
celular realizado por la sonoporacion,la relacién con la potenciacion del efecto del farmaco y
cuantificar la concentracion intracelular de este a partir de la liberacién controlada contra la

liberacion libre.
Posteriormente, se propone realizar estudios in vitro que se acerquen mas a la realidad

biolégica con la implementacion de un co-cultivo con células endoteliales y evaluar la admi-

nistracion del farmaco en el complejo MBS-US en estas condiciones.
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