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Resumen

Introduccion

Morin hidrato (MH) es un flavonoide de origen vegetal, que ha
demostrado in vitro tener actividad frente a mecanismos de
neurodegeneracion asociados a la enfermedad de Alzheimer (EA), evitando
la hiperfosforilacion de la proteina Tau, disolviendo los agregados de
péptido B-amiloide que forman las placas seniles y reduciendo el estrés
oxidativo producido por las especies reactivas de oxigeno. Su potencial uso
en clinica estd muy limitado debido a su baja biodisponibilidad, rapido
metabolismo hepatico y escasa capacidad de atravesar la barrera

hematoencefalica (BHE).
Objetivo

El objetivo principal de esta tesis doctoral es incrementar la capacidad
de paso de MH a través de la BHE, potenciando asi su potencial interés en
el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas; como el Alzheimer.
Para ello, se desarrollan y caracterizan nanoparticulas (NPs) biodegradables
de PLGA, cargadas con MH y funcionalizadas con el dipéptido fenilalanina-
fenilalanina, empleado para favorecer la vectorizacion al lugar de accion en
sistema nervioso central. La funcionalizacidn se realiza, en primer lugar,
sobre las nanoparticulas ya elaboradas y, en segundo lugar, sobre el
polimero antes de la formacién de los nanosistemas. Una vez caracterizados
in vitro las NPs, se estudia su biodistribucion in vivo. Para la cuantificacion
de MH se han puesto a punto y validado métodos por HPLC y por

espectrofotometria UV.
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Parte experimental

Desarrollo y validacion de métodos analiticos para la

cuantificacion de MH: HPLC y espectrofotometria UV.

= Desarrollo y caracterizacion de nanoparticulas sin funcionalizar y
funcionalizadas con el péptido phe-phe, y cargadas con el

marcador de fluorescencia (rodamina-B).

= Desarrollo y caracterizacion in vitro de nanoparticulas de PLGA

cargadas con morin hidrato.

= Evaluacion in vivo de la biodistribucion de las nanoparticulas en

higado, rifidn, pulmon y bazo.

= Evaluacion in vivo del paso de las nanoparticulas a través de la

BHE.

Resultados y discusion

Desarrollo y validacion de métodos analiticos para la cuantificacion

de MH: HPLC y espectrofotometria UV:

Por HPLC se han puesto a punto y validado dos métodos tratando y sin
tratar las muestras con dacido clorhidrico, y un método por
espectrofotometria UV. Todos los métodos son lineales, exactos, precisos y
selectivos; permitiendo cuantificar el MH encapsulado en las NPs, y el

liberado en los estudios de cesion in vitro.
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Desarrollo y caracterizacion de nanoparticulas funcionalizadas con el
péptido phe-phe y sin funcionalizar, cargadas con el marcador de

fluorescencia (rodamina-B):

La elaboracidon de las nanoparticulas se ha realizado mediante
extraccion-evaporacion del solvente. La funcionalizacion sobre las NPs ya
elaboradas se realiza por activacion con NHS (N-hidroxisuccinimida)/EDC
(1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil]carbodimida hidroclorato) en tampdn MES
pH 4,7 (2(N-morfolino)etanosulfénico) y tampdén PBS pH 7,4. la
funcionalizacion del polimero PLGA, antes de formar las NPs, se realiza
mediante activacion con NHS en ausencia de oxigeno. Todas las
formulaciones de NPs presentan tamafos de particula de unos 190 nm vy
una encapsulacion suficiente del marcador fluorescente rodamina-B, como

para poder evaluar su comportamiento in vivo.

Desarrollo y caracterizacidon in vitro de nanoparticulas de PLGA

cargadas con morin hidrato:

Se han preparado NPs por nanoprecipitacion y extraccién-evaporacion
del solvente, siendo esta ultima la mas adecuada para la encapsulacion del
MH, y en la que la proporcién o6ptima MH:PLGA es de 1:10. Las
formulaciones de NPs presentan un tamafio medio particula de unos 190
nm, con un perfil de cesién de MH durante al menos 9 dias. La eficacia de
encapsulacion (EE) se ha visto influenciada por el proceso de
funcionalizacion. Asi, en la funcionalizacién PLGA-phe-phe, la EE aumenté
del 80% al 96% (antes y después), debido probablemente a la interaccion
entre el MH y el dipéptido. En la funcionalizacidn realizada sobre las NPs ya
formadas, hay una pérdida del 40-50% de MH, que puede ser atribuida a la

cantidad presente en la superficie de las NPs.
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Evaluacidon in vivo de la biodistribucion de las nanoparticulas en

higado, rifion, pulmoén y bazo:

Se han preparado tres formulaciones de NPs para su evaluacién in
vivo: NPs sin funcionalizar, NPs funcionalizadas con phe-phe después de su
elaboracién y NPs elaboradas con péptido unido al polimero PLGA. Todas
las formulaciones estan cargadas con el marcador de fluorescencia
rodamina-B. El estudio de biodistribucion se realiza en ratas macho Wistar
a las que se administra una dosis de 50 mg/Kg en suspension de las NPs en
la vena de la cola. El sacrificio de los animales se realiza a tiempos 1 hora 'y
2 horas después de la administracion. Al evaluar la fluorescencia del
marcador rodamina-B en los érganos, se obtiene que la funcionalizacion
incrementa la presencia de las NPs en bazo, cuando se realiza sobre la NPs
ya elaboradas. La tendencia de las formulaciones es a aumentar su
presencia en los drganos a las 2 horas, a excepcion del bazo, donde tiende
a disminuir. En el caso de las NPs con PLGA unido a phe-phe, los niveles en

bazo, aun siendo bajos, aumentan con el tiempo.
Evaluacion in vivo del paso de las nanoparticulas a través de la BHE:

Al medir la fluorescencia de la rodamina-B, tanto en cortes de cerebro
por microscopia como mediante fluorimetria, se obtiene que la unién de
phe-phe incrementa su paso a través de la BHE, si bien el procedimiento de
funcionalizacion afecta de diferente manera a los perfiles de distribucion

cerebral del marcador.




Resumen

Conclusiones

1. Los dos métodos de cuantificacién de morin hidrato desarrollados por
HPLC resultaron ser lineales, selectivos y precisos. El método que emplea
HCl en la preparacién de las muestras resultd ser mas exacto y sensible,

disminuyendo los limites de deteccion y cuantificacidon del flavonoide.

2. La union del péptido phe-phe a las NPs es capaz de aumentar su paso a
través de la barrera hematoencefalica, condicionando su biodistribucion

en otros organos.

3. Launion del péptido phe-phe ala superficie de las NPs supone la pérdida

de morin hidrato/rodamina-B en las capas superficiales de las NPs.

4.- La interaccidn del péptido phe-phe unido al polimero con los grupos
aromaticos de morin hidrato/rodamina-B forma un complejo altamente
lipéfilo que se internaliza en el nucleo de las NPs, incrementando

significativamente la eficacia de encapsulacion.
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Summary

Introduction

Morin hydrate (MH) is a flavonoid of plant origin, which has been
shown in vitro to have activity against neurodegeneration mechanisms
associated with Alzheimer's disease (AD), avoiding hyperphosphorylation of
the Tau protein, dissolving B-amyloid peptide aggregates that form senile
plaques and reducing oxidative stress produced by reactive oxygen species.
Its potential clinical use is very limited due to its low bioavailability, rapid

liver metabolism, and poor ability to cross the blood-brain barrier (BBB).
Objective

The main objective of this doctoral thesis is to increase the ability of
MH to cross the BBB, thus enhancing its potential interest in the treatment
of neurodegenerative diseases; like Alzheimer's. For this, biodegradable
PLGA nanoparticles (NPs) are developed and characterized, loaded with MH
and functionalized with the phenylalanine-phenylalanine dipeptide, used to
promote targeting to the site of action in the CNS. The functionalization is
carried out, firstly, on the NPs already prepared and, secondly, on the
polymer before the formation of the nanosystems. Once the NPs have been
characterized in vitro, their in vivo biodistribution is studied. For the
guantification of MH, methods have been developed and validated by HPLC

and UV spectrophotometry.
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Experimental

= Development and validation of analytical methods for the

guantification of MH: HPLC and UV spectrophotometry.

= Development and characterization of non-functionalized and phe-
phe functionalized nanoparticles, loaded with the fluorescence

marker (rhodamine-B).

= Development and in vitro characterization of PLGA nanoparticles

loaded with morin hydrate.

= |n vivo evaluation of the biodistribution of nanoparticles in liver,

kidney, lung and spleen.

® |n vivo evaluation of the passage of nanoparticles through the

BBB.

Results and discussion

Development and validation of analytical methods for the

guantification of MH: HPLC and UV spectrophotometry:

Two methods have been developed and validated by HPLC treating
and without treating the samples with hydrochloric acid, and one method
by UV spectrophotometry. All methods are linear, exact, precise and
selective; allowing to quantify the MH encapsulated within the NPs, and

that released in vitro.
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Development and characterization of non-functionalized phe-phe
peptide functionalized nanoparticles, loaded with the fluorescence

marker (rhodamine-B):

The elaboration of nanoparticles has been carried out by solvent
extraction-evaporation. The functionalization on the NPs already prepared
is carried out by activation with NHS (N-hydroxysuccinimide) / EDC (1-Ethyl-
3- [3-dimethylaminopropyl] carbodimide hydrochloride) in MES buffer pH
4.7 (2 (N-morpholino) ethanesulfonic acid) and PBS buffer pH 7.4. The
functionalization of the PLGA polymer, before forming the NPs, is carried
out by activation with NHS in the absence of oxygen. All NPs formulations
have particle sizes of about 190 nm and enough encapsulation of

rhodamine-B to allow for evaluating their behaviour in vivo.

Development and in vitro characterization of PLGA nanoparticles

loaded with morin hydrate:

NPs have been prepared by nanoprecipitation and solvent extraction-
evaporation methods, the latter being the most suitable for encapsulation
of MH, and in which the optimal MH: PLGA ratio is 1:10. All NPs
formulations have mean particle sizes around 190 nm, with an MH release
profile for at least 9 days. Encapsulation efficiency (EE) is influenced by the
functionalization process. In PLGA-phe-phe functionalization, EE increased
from 80% to 96% (before and after), probably due to the interaction
between MH and the dipeptide. In the functionalization carried out on the
NPs already formed, there is a loss of 40-50% of MH, which can be

attributed to the amount present on the surface of the NPs.
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In vivo evaluation of the biodistribution of nanoparticles in liver,

kidney, lung and spleen:

Three NPs formulations have been prepared for in vivo evaluation:
non-functionalized NPs, phe-phe functionalized NPs after processing, and
NPs made with peptide bound to the PLGA polymer. All formulations are
loaded with the fluorescence marker rhodamine-B. The biodistribution
study is carried out in male Wistar rats to which a dose of 50 mg/Kg in
suspension of the NPs is administered in the tail vein. The animals are
sacrificed at times 1 hour and 2 hours after the administration. When
evaluating the fluorescence of the marker rhodamine-B in the organs, it is
found that functionalization increases the presence of the NPs in spleen,
when performed on the NPs already formed. The tendency of the
formulations is to increase its presence in the organs at 2 hours, with the
exception of the spleen, where it tends to decrease. In the case of NPs with
PLGA bound to phe-phe, the levels in the spleen, although low, increase

with time.
In vivo evaluation of the passage of nanoparticles through the BBB:

The fluorescence of rhodamine-B is measured in brain sections by
microscopy and fluorimetry- It is obtained that the binding of phe-phe
increases its passage through the BBB, although the functionalization
procedure affects differently the cerebral distribution profiles of the

fluorescence marker.
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Conclusions

The two methods of quantification of morin hydrate by HPLC are
linear, selective and precise. Treatment of samples with HCl lowers the
limits of detection and quantification and increase the accuracy. The
guantification method by UV spectrophotometry is linear, exact,

selective and precise.

Binding of the phe-phe peptide to NPs is able of increasing its passage
through the blood-brain barrier, conditioning its biodistribution in

other organs.

Binding of the phe-phe peptide to the surface of the NPs leads the loss

of morin hydrate/rhodamine-B in the surface layers of the NPs.

The interaction of phe-phe peptide bound to the polymer with the
aromatic groups of morin hydrate/rhodamine-B forms a highly
lipophilic complex that is internalized in the nucleus of the NPs,

significantly increasing the encapsulation efficiency.
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Introduccion: Enfermedad de Alzheimer

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La OMS define las demencias como “un sindrome, generalmente de
naturaleza crénica o progresiva, que se caracteriza por un deterioro de la
funcidn cognitiva mas alld de lo que podria considerarse consecuencia de
un envejecimiento normal” (OMS, 2013). En 1908, Alois Alzheimer
identificd una serie de afecciones en el tejido cerebral de sus pacientes que
le permitieron describir lo que hoy conocemos como Enfermedad de

Alzheimer (EA).

La EA es hoy en dia la patologia neurodegenerativa mas comun
(OMS, 2013). Representa entre el 50 y el 75% de los casos de demencia en
el mundo (Niu, et al, 2017; Alzheimer's Association, 2019),
ya que afecta a mas de 50 millones de personas sélo en 2019
(Alzheimer’s Association, 2019). La incidencia de esta enfermedad se
duplica cada 5 afios a partir de los 65 afios y se estima que mas del 30% de

las personas mayores de 85 afios la padecen.

La gradual pérdida de neuronas asociada a esta enfermedad supone
una progresiva reduccion de la calidad de vida para el paciente y su familia.
Debido al deterioro de las areas cognitivas del cerebro, responsables del
aprendizaje y la memoria, el paciente experimenta dificultades a la hora de
expresarse, organizar sus pensamientos o recordar eventos de su vida
diaria. A medida que la enfermedad progresa, los pacientes van requiriendo
cada vez de mas ayuda, incluso en las tareas mas sencillas, como pueden
ser atarse los cordones, vestirse, o ya en las ultimas etapas, comer. Debido
a este fendmeno de dependencia que llega a ser completa, esta

enfermedad supone un importante impacto econdmico y social. A menudo
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a las familias les supone un gran esfuerzo verse obligadas a requerir de
ayudas externas para poder ocuparse de un pariente que padece la
enfermedad y poder pagar, al mismo tiempo, los costes de una medicacion
crénica. A todo ello hay que sumarle el nada despreciable impacto

emocional que genera el deterioro cognitivo de un ser querido.

1.1. Anatomia patoldgica

Actualmente la EA se considera una enfermedad multifactorial vy, si
bien sus causas no estan del todo esclarecidas, su desarrollo si parece tener
una serie de factores comunes (Varma, et al., 2018). Entre las caracteristicas
propias de esta patologia neurodegenerativa podemos destacar la
acumulacion de péptido B-amiloide (AB) en el medio extracelular, la
formacién de ovillos de proteina Tau (p-Tau) en el citoplasma celular, el
incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la presencia

neuroinflamacién (O’Brien y Wong, 2011).
- Acumulacion de placas de péptido AB

La hipdtesis amiloide sugiere que el proceso de
neurodegeneracion se produce debido a la acumulacién del péptido
B-amiloide, que es insoluble en el medio extracelular. Este péptido
procede del metabolismo de la proteina precursora de amiloide

(APP), presente en la membrana de la célula.

APP presenta dos vias de metabolizacion: la via no
amiloidogénica, en la cual interviene una a-secretasa y da lugar a a-
amiloide (Aa) que es interiorizado y degradado por la propia

célula y la via amiloidogénica, en la cual intervienen
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BACE-1 (8-site-APP-cleaving enzime-1), una B y una y-secretasa, en la

cual se genera AB (Folch, 2015) (figura 1.1).

AB
Agregado
(Insoluble)

A\ sAPPB N — Eliminacién

APP
e AB (soluble)

S

—% B
' \ I B-Secretasa
v—Secr)e;s/ 1

Eliminacién

a-Secretasa

\ :
|

Ruta amiloidogénica Ruta no amiloidogénica

Figura 1.1. Rutas de degradacion de APP y formacidon de AB.

En condiciones fisioldgicas, el metabolismo se produce
principalmente por la a-secretasa, mientras que la producciéon de AB
se encuentra muy disminuida. AB es un fragmento soluble y puede
ser retirado por los astrocitos (O’Brien y Wong, 2011; Rajsekhar, et
al., 2015). El problema surge cuando durante la EA, BACE-1 se
encuentra sobreestimulada asi, el proceso se desplaza hacia la
formacion de AB. Grandes concentraciones de este péptido amiloide
dan lugar a agregados insolubles, que originan las conocidas como
“placas seniles”, responsables del dano y muerte celular de las

neuronas colindantes (Rajsekhar, et al., 2015).
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Ovillos neurofibrilares de proteina Tau

La p-Tau es, en ausencia de patologia, una proteina que
contribuye al normal mantenimiento de la estructura de las
neuronas. No obstante, durante la EA se produce un incremento en
la actividad de la glicdgeno-sintasa quinasa 3B (GSK3B) y la
calmodulin-quinasa Il (CAMKII), que introducen gran numero de
grupos fosfato en los residuos de serina de la proteina p-Tau
(Ebrahipour, et al., 2018; Varma, et al., 2018). Esta hiperfosforilaciéon
de la proteina genera un cambio en su conformacion hacia una B-
hélice insoluble (Tang, et al.,, 2013; Fitzpatrick, et al., 2017). La
acumulacion en el citoplasma de fibras de p-Tau insoluble altera y
dafia la membrana celular; se produce asi la activacion en la neurona

una via apoptética (Varma, et al., 2018).

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

La presencia de precipitados de proteina p-Tau en el citosol
produce al mismo tiempo una disfuncion en las mitocondrias y altera
la cadena de transporte de electrones, por ello incrementa la
produccidn de especies reactivas de oxigeno en el medio intracelular
(Chen y Zhong, 2014). El crecimiento intracelular de ROS aumenta a
su vez la actividad de la BACE-1 y de GSK3B, asi los niveles de AB y
p-Tau se incrementan también. Esto, unido a la peroxidacién de los
fosfolipidos de las membranas celulares, consecuencia de la
presencia de ROS, produce un mayor dafio en la mitocondria y se
genera un bucle positivo en la formacién de especies reactivas

(Tonnies, et al., 2017) (figura 1.2). Este ciclo de acumulacién de ROS
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termina por producir dafio en el ADN celular e induce la apoptosis

celular por la via de la caspasa-3 (Tavakkoli, et al., 2019).

P-TAU

- Hiperfosforilacion

Fibras de
P-TAU

1 Peroxidacién
de
Y Neurotoxicidad 4§ lipidosde
AB ) ROS membrana
BACE-1
PPA | Dafio
mitocondrial

Déficit de
neurotransmisores

Figura 1.2: Esquema de distintas rutas que llevan a la muerte neuronal en el Alzheimer.

Neuroinflamacion

La neuroinflamacién es una respuesta en el SNC caracterizada
por la acumulacion de células de la glia, evento que aparenta tener
gran importancia durante la EA. Tradicionalmente, el cerebro se ha
considerado como un 6érgano con “privilegios inmunes”, es decir,
debido a la existencia de la barrera hematoencefdlica (BHE) el
cerebro parecia estar aislado de una respuesta inmune convencional
(Carson, et al., 2006). No obstante, en la década de 1990 se observd
gue los farmacos antiinflamatorios podian tener un efecto protector

frente a la progresién de la EA (McGeer, et al., 1996).
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Como se ha podido ver, ninguno de los procesos destacados en la
EA sucede de manera aislada, sino que todos ellos se ven entrelazados y

son a la vez causa y consecuencia de los demas (figura 1.2).

1.2. Diagnostico de la EA

La EA se caracteriza por ser un proceso que, en general, tiene una
progresion bastante lenta y pueden pasar afios hasta que se manifiestan los
primeros sintomas. Esto se debe a que al principio del proceso el cerebro
es capaz de suplir la pérdida de algunas de sus neuronas mediante la
actividad de las supervivientes. Este dato, que aparenta ser positivo, tiene
sin embargo un lado muy negativo: cuando los sintomas de la EA son

evidentes el daiho cerebral es ya muy avanzado.

Actualmente el diagndstico de la EA se basa principalmente en la
aplicacién de criterios clinicos, ya que hasta la fecha no se han establecido
marcadores bioldgicos que permitan su identificacion con la fiabilidad y
especificidad necesarias (Valls-Pedret, et al., 2010). Esto conlleva dos
importantes problemas: el primero, la enfermedad no se puede
diagnosticar hasta la aparicion de los primeros sintomas, de modo que se
presenta un periodo subclinico durante el cual el paciente permanece sin
tratamiento; y el segundo, la posibilidad de diagnosticar erréneamente otro
tipo de demencia u afeccidn que se corresponda con los sintomas iniciales

de la EA (Valls-Pedret, et al., 2010).
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1.3. Tratamiento de la EA

La EA carece hoy de un tratamiento eficaz que permita su curacion,
razéon por la cual los que se emplean estan orientados a reducir su
progresién, disminuir sus sintomas y mantener en lo posible la calidad de
vida los pacientes. El tratamiento de la EA puede abarcar desde una terapia
de rehabilitacién y fisioterapia hasta un tratamiento farmacolégico. Dada la
tematica de esta memoria, abordaremos los tratamientos farmacoldégicos

mas habituales.

u Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Los inhibidores de la colinesterasa son en la actualidad los agentes
terapéuticos mas utilizados en el tratamiento sintomatico de la
enfermedad. La acetilcolina es sintetizada en las neuronas presinapticas
a partir de sus precursores; colina y acetil-coenzima A que, por accién del
enzima acetilcolinesterasa, dan lugar a la acetilcolina. Durante la EA la
disfuncién neuronal, al igual que la reduccidon del niumero de estas
células, da lugar a una disminucidon de este neurotransmisor (NT), ello

origina gran parte de los sintomas asociados a la enfermedad.

El uso de inhibidores de la acetilcolinesterasa busca aumentar los
niveles sinapticos de este NT, al disminuir su eliminacion mediante la

acetilcolinesterasa y la butilcolinesterasa.

Este tipo de terapia, si bien obtiene unos buenos resultados
iniciales, presenta dos problemas de gran importancia: en primer lugar,
se produce un fendmeno de tolerancia y requiere un incremento

progresivo de la dosis. En segundo lugar, presenta un elevado indice de
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abandono, ya que son muy numerosos los efectos adversos que ocasiona
su administracion crdnica, principalmente efectos extrapiramidales

(Sicras, et al., 2004).

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa estan principalmente
indicados para los primeros estadios de la EA, cuando su actividad
permite la reduccién de los sintomas. A medida que el dafo neuronal
progresa, los beneficios de este tipo de terapia se van reduciendo. A este
grupo de farmacos pertenecen la tacrina, el donepezilo, la rivastigmina y

la galantamina.
Tacrina

Tacrina es un inhibidor de la colinesterasa a nivel del SNC capaz de
actuar como agonista colinérgico indirecto al incrementar, también, la
produccién de acetilcolina. Fue el primer inhibidor de la colinesterasa
aprobado para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, bajo el
nombre comercial COGNEX® (Jarrot, 2017). Aunque presenta cierta
selectividad por la colinesterasa a nivel central, este farmaco también

inhibe la butilcolinesterasa y da lugar a bastantes efectos adversos.

El clorhidrato de tacrina sufre en el organismo un importante efecto
de primer paso después de su administraciéon lo que supone una
biodisponibilidad del 5-30%, que aumenta de forma lineal con la dosis.
Su semivida de eliminacién oscila de 1,5 a 4 horas, y se metaboliza por la

enzima CYP1A2 del citocromo P-450 (Samuels y Davis, 1997).

Junto con sus efectos adversos, el principal inconveniente de este
farmaco ha resultado ser su toxicidad hepatica y la sospecha de poder

resultar carcinogénico. Aunque no hay muertes registradas por dafio
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hepatico asociado a tacrina, si se ha observado que incrementa los
niveles de enzimas hepaticas entre un 60 a un 90% en tratamientos
prolongados. De hecho, la biopsia del higado de un paciente de 76 afios
sin antecedentes de hepatitis B o C en tratamiento de 8 semanas con este

farmaco mostré hepatitis lobular (Samuels y Davies, 1997).

Actualmente la tacrina esta aprobada para su uso por la FDA, pero

no se comercializa en Espafa.

Donepezilo

Es un derivado de piperidina que actua como inhibidor reversible de
la colinesterasa. A diferencia de otros inhibidores, donepezilo actua
principalmente sobre la colinesterasa presente en el SNCy su afinidad es
1.000 veces mas potente por esta enzima que por la butilcolinesterasa,
que esta presente en el sistema nervioso periférico.
A diferencia de lo que ocurre con la tacrina, el donepezilo no presenta
toxicidad hepatica. Este farmaco ha demostrado la misma eficacia clinica
gue otros inhibidores de la colinesterasa y no es capaz de frenar el avance
de la enfermedad, aunque si retrasa la progresion de sus sintomas

(LiverTox, 2012).

La absorcion oral del donepezilo permite alcanzar los niveles
plasmdticos maximos a las 3-4 horas de su administracién (Rogers vy
Friedhoff, 1998). En su distribucién circula unida en un 95% a proteinas
plasmaticas, y presenta una semivida plasmatica de eliminacién
prolongada, de unas 70 horas. Se excreta en parte inalterado en orinay

también metabolizado por el citocromo P-450 (Tiseo, et al. 1998).
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La toxicidad del donepezilo se encuentra principalmente asociada a
la sobredosificacion y da lugar a crisis colinérgicas que cursan con
nauseas violentas, vomitos, salivacion, sudores, bradicardia, hipotension,

insuficiencia respiratoria, convulsiones y colapso.

Rivastigmina:

La rivastigmina es un carbamato con actividad inhibidora de Ia

colinesterasa.

Desde su introduccion al uso clinico se ha notificado al menos un
caso clinicamente relevante de dafio hepatico con ictericia leve. Por ello
se ha establecido que es un farmaco con potencial de causar dafios en el
higado. En la actualidad se desconoce el mecanismo por el cual se
produce el daiio hepatico: se ha descartado la posibilidad de que se deba
a un incremento en la actividad metabdlica y podria estar relacionado

con causas inmunes (LiverTox, 2012).
Galantamina:

La galantamina es un alcaloide que actia como inhibidor selectivo y
reversible de la colinesterasa y, ademas, como agonista indirecto al
estimular la accion de la acetilcolina sobre los receptores nicotinicos, al

unirse a un lugar alostérico.

La absorcion de la galantamina es relativamente rapida pues
permite alcanzar las concentraciones plasmaticas maximas pasada una
hora de su administracion oral, con una biodisponibilidad del 88,6%. Su

semivida es de 7-8 horas y se metaboliza en un porcentaje elevado
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(alrededor del 75%) por el CYP2D6 del citocromo P-450; otra parte se

excreta inalterada por orina.

En pacientes con insuficiencia hepatica moderada y grave su
semivida plasmatica de eliminacion se ve incrementada
significativamente. Puede presentar toxicidad hepdtica, que en
ocasiones conduce a hepatitis, al igual que se puede observar un

incremento en las enzimas hepaticas (LiverTox, 2012).

Memantina

La memantina es un antagonista no competitivo de los receptores
NMDA (N-metil-D-aspartato), con afinidad moderada. Su actividad se
centra en modular el efecto causado por el incremento de los niveles de
glutamato durante la patologia, responsables de causar disfuncion

neuronal.

Es un farmaco que estd indicado para el tratamiento de la
enfermedad en sus fases moderadas y avanzadas. Los efectos adversos
de la memantina son poco frecuentes y de caracter leve; entre los que se

incluyen confusién, mareos, dolor de cabeza y fatiga (Tariot, et al., 2004).

La biodisponibilidad oral de la memantina es practicamente del
100% y alcanza las concentraciones plasmaticas maximas entre las 3-8
horas. La semivida de eliminacion de este farmaco oscila entre las 60-100
horasy es excretada practicamente en su totalidad por via renal de forma

inalterada.

Esta descrito al menos un caso de hepatotoxicidad clinicamente

relevante. En él, un paciente en tratamiento con memantina durante 3
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semanas sufrid una hepatitis colestasica aguda de gravedad moderada.
La afeccion hepatica revertié rapidamente al suspender el tratamiento.
Dado que no hubo indicios de afectacién inmune y que el farmaco no
presenta practicamente metabolismo hepatico, se desconocen las causas

del dafio en este 6rgano (LiverTox, 2012).

Antiinflamatorios

Tras aceptarse la posibilidad de que el sistema inmune (SI) tenga un
importante papel mediador en el desarrollo de la EA, hay cada vez mas
estudios en los que se propone el uso de antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) para disminuir la neuroinflamaciéon durante la
patologia y también, para disminuir el riesgo de padecer la enfermedad
(Deardorff, et al., 2017). Se ha postulado también que ciertos AINEs son
capaces de reducir la produccidn del péptido AB y consigue disminuir la
formaciéon de las placas seniles (Prade, et al., 2015). No obstante,
estudios realizados con metaanalisis no mostraron mejoras significativas
entre los pacientes tratados con AINES (acido acetilsalicilico y otros) y los

pacientes que recibieron un placebo (Jaturapatporn, et al., 2012).

Neuroprotectores

Actualmente el tratamiento con neuroprotectores, el cual busca
reducir la progresion de la enfermedad al disminuir la muerte neuronal,
es uno de los objetivos diana en la investigacion para la EA. Esta
orientado principalmente a buscar moléculas con actividad contra la
produccidon del péptido AB, antioxidantes que puedan reducir el estrés
oxidativo en las neuronas o disminuir la hiperfosforilacion de p-Tau; de

forma que aumenta la supervivencia neuronal.
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2. BARRERA HEMATOENCEFALICA

El sistema nervioso central lo componen algunos los érganos mas
importantes del cuerpo humano, pero también de los mas delicados vy
sensibles a los xenobidticos. Pequefios cambios en las concentraciones de
iones Na*, K" o aminoacidos, pueden impedir el correcto funcionamiento de
las neuronas. Es por ello que el organismo ha desarrollado una serie de
barreras que impiden el acceso de sustancias potencialmente dafiinas a
estos tejidos y el paso de organismos patogenos. Estas barreras Unicamente
permiten el acceso de los nutrientes esenciales en las cantidades necesarias
para el funcionamiento del sistema. La barrera hematoencefdlica y la
barrera sangre-liquido cefalorraquideo (BSLCR) son las estructuras que se
encargan del mantenimiento de la homeostasis en el SNC y presentan
distintos grados de permeabilidad; la BHE es la mas restrictiva y la que

presenta una mayor superficie (Cipolla, 2009).

La principal caracteristica de la BHE, su selectividad al paso de
sustancias, es responsable de la dificultad y baja eficacia del tratamiento de
las patologias del SNC (Bhowmik, et al.,, 2017), ya sean procesos
neurodegenerativos (enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,

otras tautopatias), oncolégicos o infecciosos.
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2.1. Componentes de la BHE

Las principales funciones de la BHE son el mantenimiento de la
homeostasis en el SNCy la prevencién del acceso de sustancias téxicas para
el mismo (Farokhazad y Langer, 2006). Para entender como se realizan estas
funciones, se debe prestar atencidn a los componentes que constituyen la
BHE. En los capilares cerebrales (figura 1.3) se puede encontrar una capa de
células endoteliales rodeada de una membrana basal con pericitos;
ademas, la presencia de astrocitos que recubren aproximadamente el 99%
de su superficie, la existencia de células de la microglia y algunas

terminaciones neuronales (Helms, et al., 2016).

Terminaciones
de astrocitos

Pericito

Célula

endotelial Circulacién

sistémica

Figura 1.3: Esquema de un capilar cerebral
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2.1.1. Células endoteliales

Las endoteliales son las células que componen la primera capa de la
BHE y estan en contacto directo con la circulacién sistémica. A diferencia de
las células endoteliales del resto de capilares del organismo, éstas
presentan un mayor contenido mitocondrial, ausencia de fenestraciones y
una actividad pinocitica minima (Takakura et al., 1991; Oldendorf et al.,
1977), aunque la principal diferencia respecto a otros capilares es que estas
células se encuentran intimamente unidas por la presencia de uniones
adherentes (AJs), uniones estrechas (TJs) y uniones Gap (GJs) (Huber, et al.,
2001). Las TJs estan formadas por multiples proteinas de adhesion
transmembrana, dispuestas en paralelo, en forma de multiples barreras.
(Abbott, et al., 2010). Se pueden encontrar ocludinas y claudinas, proteinas
tipo 1gG, JAMs (Junctional adhesion molecules), entre otras, y es la
Claudina-5 el componente mayoritario en la TJs (Martin-Padura, et al.,
1998) Las TJs son las que tienen mayor importancia de cara a limitar el paso
de sustancias entre las células endoteliales (transporte paracelular), al
formar uniones fuertes proteina-proteina con las células adyacentes. Estas
uniones generan un gran impedimento al paso de sustancias por tamafo y
polaridad y una alta resistencia eléctrica, que restringe el paso libre de iones
y moléculas cargadas (Butt, et al., 1990; Abbot, et al., 2006). Por su parte,
las AlJs presentan una organizacion similar a las TJs pero se encuentran
formadas principalmente por proteinas transmembrana Ca®* dependientes,
las Cadherinas, que establecen uniones célula-célula por medio de
interacciones homotrépicas (Bazzoni y Dejana, 2004). El ultimo tipo de
uniones entre células endoteliales son las GJs, que estan formadas por

proteinas de la familia de las conexinas. Estas GJs estan implicadas en la
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comunicacion entre células adyacentes y permiten el paso de iones

(Langrée, et al., 2003).

u Pericitos

Los pericitos son células contractiles de tejido conectivo, planas y no
diferenciadas. No esta totalmente esclarecido, pero se postula que su
funcion en la BHE es la de ayudar a regular la proliferacion y supervivencia
de las células endoteliales (Lai y Kuo, 2005). Se ha observado que en
condiciones de hipoxia o trauma cerebral los pericitos migran de su posicion
natural en la BHE (Gonul, et al., 2002; Dore-Duffy, et al., 2000), lo que puede
estar relacionado con el aumento de la permeabilidad de la BHE en estas

situaciones.

= Astrocitos

Los astrocitos son el tipo de célula mas abundante en el SNC pues
componen la mayor parte de la sustancia gris. Ademas, presentan
morfologia distinta en funcién de su localizacion en el SNC (Abbot, et al.,
2006). En la BHE, los astrocitos recubren cerca del 99% la superficie luminal
de las células endoteliales (Helms, et al., 2016). En la superficie de estas
células se encuentran distintos transportadores, como la glicoproteina P
(gp-P) que les permite secuestrar sustancias potencialmente daninas, que
pudiesen haber atravesado la capa de células endoteliales (Ronaldson y
Davis, 2012). También pueden disminuir la concentracién de
neurotransmisores u otras sustancias producidas en el SNC que, en altas
concentraciones, pudiesen suponer un riesgo para el mismo, como puede
ser el caso del glutamato. Los astrocitos expresan en su membrana

transportadores de glutamato EAAT1 y EAAT2 que permiten secuestrar este
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aminodcido (aa) si se encuentra en exceso, lo que previene que cause

excito-toxicidad en el tejido nervioso (Yi y Hazell, 2006).

- Microglia

Las células de la microglia son las células inmunitarias encargadas de
la respuesta inmune primaria en el SNC. Se encuentran distribuidas por
todo el tejido y se activan en respuesta a traumatismos, inflamaciones
sistémicas y distintas patologias del SNC. La activacion de estas células, en
respuesta a una situacion de estrés, altera su morfologia y adoptan un
aspecto ameboide con ramificaciones (Kattenmann, et al.,, 2011). Estd
activacion genera una respuesta por parte de las células de la microglia en
la que se liberan gran cantidad de mediadores proinflamatorios, como TNF-
a y distintas interleuquinas (Ronaldson y Davis, 2012). Estos mediadores
pueden a su vez generar dafo celular y muerte neuronal y por ello se
asocian a la neuroinflamacién en distintas patologias como la EA

(Labus, et al., 2014).

2.2. Transporte a través de la barrera

La BHE supone un impedimento excelente al paso de sustancias al SNC
aunque, debido a su elevada demanda metabdlica, ya que consume
alrededor del 20% de las necesidades de oxigeno del organismo (Rolfe y
Brown, 1997), debe incorporar mecanismos selectivos que permitan el

acceso de los nutrientes esenciales.

Las células endoteliales de la BHE, a diferencia de las periféricas
presentan un elevado nimero de uniones estrechas, escaso transporte por

pinocitosis o vesiculas y muchas menos fenestraciones. El transporte de
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sustancias desde el torrente sanguineo al tejido cerebral depende
principalmente del tamafio de la molécula, su liposolubilidad, carga
eléctrica o la presencia de transportadores especificos (Moody, 2006). A
diferencia de lo que ocurre en la circulacién periférica, las caracteristicas
uniones entre las células endoteliales de la BHE dificultan enormemente el
paso de sustancias hidrofilicas a través de los espacios intercelulares. Por
ello, tradicionalmente se ha empleado el coeficiente de reparto
octanol/agua para predecir el comportamiento de una sustancia frente a la
BHE. Por ejemplo, la dihidramina, con un elevado coeficiente de reparto,
pasa facilmente la barrera, mientras que la loratadina, con un coeficiente
bajo, practicamente no accede al SNC (Kay, 2000). No obstante, a medida
gue se ha avanzado en el estudio de la BHE, se ha podido observar que esta
aproximacion es inexacta, ya que no se ha tenido en cuenta la presencia de

transportadores especificos y bombas de eliminacion.

Asi podemos diferenciar distintos mecanismos de paso a través de la
BHE (Figura 1.4): transporte paracelular, difusién pasiva, transporte a través
de proteinas transmembrana o canales de transporte, transcitosis, y

transcitosis mediada por receptores o a través de bombas de eliminacion.
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Figura 1.4: Resumen de los tipos de transporte a través de la BHE.
2.2.1. Transporte paracelular

Esta via de paso implica el acceso al liquido cefalorraquideo (LCR) a
través de los espacios entre células epiteliales de la BHE. Como ya se ha
comentado, esta barrera se caracteriza por presentar espacios
intercelulares muy reducidos, y la presencia de TJs en ellos le confiere una
elevada resistencia eléctrica al paso de moléculas cargadas, e impide el
acceso a moléculas de gran tamaiio (Butt, et al., 1990). Por ello, esta via la
pueden emplear sélo sustancias de muy bajo peso molecular y elevada

liposolubilidad.
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2.2.2. Transporte transcelular

=  Transporte por difusion pasiva

El acceso al SNC por difusidn pasiva esta casi exclusivamente reservado
a gases, como 0,0 CO,, que son capaces de atravesar la membrana celular
por simple diferencia de gradientes, o a fdarmacos muy especificos, como la

morfina (Abbott et al., 2010; De Gragori, et al., 2012).

=  Transportadores especificos

La mayor parte de las moléculas cargadas, de tamano elevado o
hidrofilicas que son capaces de alcanzar el tejido cerebral, emplean
proteinas transmembrana especificas para lograrlo. Es el caso de la glucosa,
gue emplea el canal GLUT-1, ya que su elevada hidrofilia y tamano impiden
gue pueda acceder de cualquier otra forma, pese a su elevada demanda por
parte del SNC (Persidsky et al., 2006). Otros elementos esenciales emplean
también canales similares. Asi, aminoacidos como la fenilalanina, la tirosina
o la isoleucina emplean el transportador de aminoacidos largos de tipo 1
(LAT-1) para atravesar la BHE. Los aminoacidos acidos, como el acido
glutamico o el aspartico, asi como los precursores de acidos nucleicos,
emplean canales diferentes, menos expresados. Los aminodcidos neutros
de pequeio tamafo utilizan canales en el polo abluminal de estas células

gue solamente permiten la circulacién de salida.
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- GLUT-1

La glucosa es esencial para el correcto funcionamiento de las
neuronas, ya que es casi su Unica forma de obtener energia. En el tejido
cerebral se pueden encontrar al menos 3 isoformas del canal de transporte
de glucosa, GLUT: GLUT-5, presente en la microglia; GLUT-3, expresado en
las neuronas; y GLUT-1, muy expresado en las células epiteliales de la BHE
(Mooradian et al., 1997). GLUT-1 es una proteina codificada por el gen
SLC2A1, con 12 segmentos a-hélice transmembrana, agrupadas para

formar un canal polar a través del cual puede difundir la glucosa.

Durante el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer, se ha podido
observar que la expresion de estos transportadores se reduce
significativamente (Mooradian et al., 1997; Keaney y Campbell, 2015). Esto
parece estar relacionado también con una disminucion en el aclaramiento

de AB en el SNC (Keaney y Campbell, 2015).
- LAT-1

El transportador de aminoacidos de tipo 1, es un complejo proteico
transmembrana que consta de dos subunidades: una cadena ligera
(SLC7A5) y una cadena pesada CD98. Se trata de un transportador
independiente de NA" y pH, el cual permite el paso de L-aminoacidos
grandes, neutros, aromaticos o ramificados (leucina, fenilalanina,
isoleucina, triptéfano, tirosina, metionina o histidina) de la circulacién
sistémica al SNC a través de la BHE. Este canal no sélo es capaz de permitir
el paso de estos aminoacidos, sino también de farmacos como la L-DOPA o

la gabapentina (Huttunen, et al., 2019).
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Este transportador se expresa tanto en la superficie luminal como
abluminal de las células epiteliales de la BHE y en las células que componen
su segunda capa (astrocitos, células de la glia y neuronas primarias)
(Huttunen, et al., 2019; Boado, et al., 1999). Dado que esta proteina, a
diferencia de otros transportadores, no ve reducida su expresion como
consecuencia de los procesos inflamatorios en la EA e incluso se puede ver
sobreexpresada en otras patologias, como algunos tumores, resulta una
diana atractiva para conseguir que distintos profarmacos puedan, no sélo
atravesar la BHE, sino también acceder al interior de las células
cerebrales o emplearse para facilitar la llegada de nanosistemas al

SNC (Ong, et al., 2017; Gynther, et al., 2019).

=  Transcitosis y transcitosis mediada por receptores

Son vias reservadas a aquellas moléculas de mayor tamaifo
imprescindibles para el correcto funcionamiento de las neuronas, como
pueden ser la insulina, la transferrina, el colesterol y algunas proteinas
sanguineas (Fu, 2018). Su mecanismo se puede emplear tanto como medio
de ingreso al SNC o como sistema de expulsion de este. La transcitosis no
mediada por receptores o transcitosis por adsorcion se produce cuando una
proteina de carga positiva de adhiere a la superficie de la célula epitelial
(con carga negativa). A continuacién, se produce la invaginacion de esta
membrana y el proceso de transcitosis. La transcitosis mediada por
receptores es un proceso similar pero que involucra la unién previa de la
sustancia a un receptor especifico: la figura 1.5 esquematiza el proceso. El
inicio se produce cuando un ligando proteico o una molécula vectorizada se
une a un receptor especifico de la membrana apical de las células epiteliales

de la barrera (figura 1.5-1). Como consecuencia de esta unién se produce
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una invaginacion de la membrana (figura 1.5-2), que forma una vesicula y
completa el mecanismo de endocitosis. Esta vesicula con el complejo
ligando-receptor en su interior puede dirigirse hacia distintos destinos: en
algunos casos la vesicula se reincorpora a la membrana apical, el ligando se
expulsa asi de nuevo a circulacion sistémica (figura 1.5-3). En otros casos, la
vesicula serd transportada a la membrana basolateral de forma que permite
el acceso del ligando al SNC, proceso conocido como transcitosis (figura 1.5-
4). La ultima posibilidad radica en la migracién de la vesicula al lisosoma,
donde su contenido sera degradado por la célula (figura 1.5-5). (Lajoie y
Shusta, 2015; Tashima, 2020). Actualmente esta es una prometedora via de
vectorizacion de farmacos al SNC, bien sea mediante moléculas como la
transferrina o al emplear anticuerpos anti-RTf (receptor de transferrina)

para mejorar este proceso de transcitosis (Lajoie y Shusta, 2015).

Figura 1.5: Esquema del proceso de transcitosis mediada por receptores
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Los receptores mas importantes que median esta via son el receptor
de transferrina, el receptor de insulina y el receptor de lipoproteinas de baja

densidad (LDL):

Receptor de transferrina (RTf)

El receptor de transferrina fue uno de los primeros receptores
estudiados para la vectorizacion a través de la BHE. Se trata de un receptor
expresado ampliamente en la superficie de las células epiteliales de Ila
barrera y su funcidn es la de modular el acceso de los iones de hierro al
cerebro, al unirse a la proteina de transporte de hierro, transferrina (Tf)

(Moos y Morgan, 2000).

Actualmente es una de las dianas mas empleadas para la vectorizacion
de farmacos y nanosistemas al tejido cerebral. Un estudio realizado por
Sharma, emplea liposomas pegilados con un péptido de transferrina y
poly-L-arginina unido como ligando para este receptor; consiguio
incrementar el acceso de estos sistemas al SNC (Sharma et al., 2013). No
obstante, se ha podido observar que en contra de lo que se podria pensar,
la Tf no es un ligando 6ptimo para este receptor. Esto se debe a que esta
proteina se encuentra en altas cantidades en la circulacidn sistémica y sélo
accede al tejido cerebral la cantidad necesaria, por ello su afinidad por su
receptor es baja. Para suplir este inconveniente, actualmente los ligandos
por eleccidn para la vectorizacion a este receptor son los anticuerpos anti-
RTf, ya que resultan mucho mas especificos y con alta afinidad por la diana.
Un ejemplo de estos estudios son los realizados por Ulbrich, que emplea
nanoparticulas de albumina con anticuerpos monoclonales anti-RTf (OX26

y R17217) (Ulbrich, et al. 2009).
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Receptor de insulina (RI)

El receptor de insulina de la BHE es el encargado de permitir la llegada
de esta hormona hasta el tejido cerebral. El transporte de la insulina hasta
el SNC se lleva estudiando desde mediados del siglo pasado. Y, a pesar de
ser un receptor similar al RTf, no se trata de una buena diana de
vectorizacion por dos razones principalmente: la insulina no es un buen
ligando, ya que su administraciéon puede dar lugar a una situacion de
hipoglucemia (Lajoie y Shusta, 2015) y a que es un receptor cuya actividad
es saturable (Rhea, et al., 2018). A pesar de esto hay diversos estudios que
han empleado ligandos, principalmente anticuerpos, de este receptor para

vectorizar distintos sistemas a través de la BHE (Lajoie y Shusta, 2015).

Bombas de eliminacion:

Desde que la BHE es objeto de estudio, se ha podido comprobar como
sustancias que, por su pequeno tamafio y elevado coeficiente de reparto
octanol/agua deberian ser capaces de atravesarla sin problemas, en la
practica apenas lo hacen. Este fendmeno hoy en dia se asocia a ciertas
proteinas que actian como bombas de eliminacion. El caso mas
representativo y relevante desde un punto de vista terapéutico es el de la
gp-P. Esta proteina se expresa en varios tejidos del organismo, como puede
ser el higado, el pancreas, los tubulos proximales del rifidon, la placenta
(Juliano y Ling, 1976), asi como en las células endoteliales y astrocitos de la
BHE (Schinkel et al., 1996). Es una proteina transmembrana de la
superfamilia de las ABC (ATP-binding cassette), que presenta una longitud
de 1280 aa, distribuidos en dos secciones homodlogas de 6 dominios
transmembrana cada una, formado entre ellas un canal. La funcién de la

gp-P en el SNC es de proteccion frente a sustancias potencialmente
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neurotoxicas, ya que actia como bomba de salida y expulsa dichas

sustancias del SNC (Gottesman, et al., 1955).

A consecuencia de esta actividad se han descrito numerosos
inhibidores de esta proteina (Boesch, et al., 1991; de Gooijer, et al., 2018),
con los que se logra aumentar la permeabilidad de farmacos, como la
domperidona o el haloperidol al SNC, pero se incrementa de forma
sustancial los efectos téxicos sobre estos tejidos (Schinkel, et al., 1996).
Debido a ello, una estrategia interesante podria ser vectorizar con
sustancias que no sean sustrato de esta gp-P o emplear inhibidores

reversibles.

2.3. Alteraciones en la BHE en la EA

Muchos estudios sugieren que la acumulacién de péptido AB en el
cerebro produce alteraciones cerebrovasculares (Kawarabayashi, et al.,
2001; Hardy, 2009). En condiciones fisioldgicas, la proteina P y el LRP (low-
density lipoprotein receptor-related protein) son responsables de la
disminucion de las cantidades de AB, mientras que RAGE (receptor for
advanced glycation end products) es el encargado de permitir su acceso al
cerebro (Zolezzi e Inestrosa, 2013). En la EA, las altas cantidades de AB
producen a su vez una hiperexpresion de RAGE y se genera de esta manera
un bucle positivo, que incrementa aun mas los niveles de AB y al mismo
tiempo genera una respuesta inflamatoria (Deane, et al., 2003). En la EA
ademas, se produce una disminucion de la actividad de la gp-P (van Assema,
et al., 2012), como se ha podido comprobar en modelos animales, esto

favorece el bucle positivo. El proceso inflamatorio resultante produce
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alteraciones que dafian las TJs. En este sentido, los modelos en ratén
muestran atrofia cerebrovascular y elevados niveles de RAGE que
claramente alteran la BHE y modifican su permeabilidad (Hafezi-

Moghadam, et al., 2006).

3. FLAVONOIDE MORIN

En los ultimos afios los flavonoides estan siendo objeto de un
importante numero de investigaciones biomédicas por su potencialidad en
el tratamiento de diversas patologias, debido a sus propiedades

farmacolodgicas.

Los flavonoides son compuestos fendlicos que se originan durante los
procesos del metabolismo secundario de los vegetales; en concreto a través
de la ruta del 4cido shikimico (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009). En
esta ruta, la fenilalanina (Phe) sufre una reaccién de desaminacion
catalizada por la enzima fenilalanina-amonio-liasa (PAL)y da lugar al 4cido
cinamico. A partir de esta molécula, por adicidon de grupos hidroxilo y otros
sustituyentes, y mediante la accion de varias enzimas; se generan los acidos
trans-cindmico y para-cumarico. Este ultimo, se conjuga con el acetil
coenzima A (acetil-CoA) y genera a su vez cumaril-CoA. Es aqui donde
comienza la primera etapa de la sintesis de los flavonoides: una molécula
de cumaril-CoA se condensa con 3 moléculas de malonil-CoA, en una
reaccion mediada por la calcona-sintasa, esto da lugar a la naringenina-
calcona (figura 1.6), que es la molécula precursora de los flavonoides. La
accion de una isomerasa sobre esta calcona origina las flavonas y a partir

de estas, los distintos flavonoides (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009).
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Figura 1.6: Resumen de las primeras etapas de la sintesis de flavonoides.

En funcion del grado de oxidacion, asi como de los sustituyentes del
anillo C pirano, los flavonoides pueden clasificarse en antocianidinas,

flavanoles, flavonas, isoflavonas y flavonoles:

Las antocianidinas se caracterizan por presentar un hidroxilo en
posicion c3 y dos insaturaciones entre c3-c4 y entre el oxigeno del piranoy
el c2. Esto confiere a dichas moléculas una carga positiva, debido a estas
insaturaciones. Cuando las antocianidinas presentan un azucar conjugado
con el hidroxilo en c3, se les denomina antocianinas. Los flavanoles, como
la catequina, se caracterizan por presentar el c3 hidroxilado, pero carecen

de insaturaciones en el anillo C. Las flavonas, por su parte, se presentan un
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carbonilo en ¢4 y no presentan hidroxilaciones en el pirano. Esta
caracteristica es comun a las isoflavonas, que se distinguen de las anteriores
por la posicion del anillo B, el cual esta unido por c3 en lugar de c2. Por
ultimo, los flavonoles representados por la quercetina, entre los que se
encuentra el morin, presentan tanto un grupo carbonilo en c4 como una
hidroxilacién en c3. En muchos casos presentan ademas, un doble enlace

entre c2=c3 (figura 1.7) (Martinez-Fldrez, et al., 2002).

Antocianidina

Flavanol

(0]

Flavona Isoflavona Flavonol

Figura 1.7: Estructura general y tipos de flavonoides.

El morin, que normalmente encontramos como morin hidrato (MH) se
clasifica como flavonol y presenta una estructura base comun con el resto
de flavonoides: 15 carbonos ordenados en un difenilpirano (c6-c3-c6). Esta
estructura se compone de dos anillos fenilo (A y B) unidos a través de uno
pirano (C) conjugado (figura 1.7). El anillo B suele estar unido al carbono 2
(c2) del heterociclo, salvo en el caso de las isoflavonas, que se encuentra
unido al ¢3. En esta estructura, los carbonos del heterociclo (A-C) se
numeran del 2 al 8; mientras que los carbonos del anillo B se numeran del

2’ al 6’ (figura 1.7) (Kihnau, 1976).
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EI MH (3,5,7,2’,4’-pentahidroxiflavona) (figura 1.8) es un flavonoide de
origen natural que se encuentra presente en un gran numero de plantas,
principalmente pertenecientes a la familia moraceae (Abbad, et al., 2015).
Normalmente se obtiene en forma de morin hidrato (MH) por extraccién
hidroalcohdlica de las especies Maclura pomifera, Maclura tinctoria y
Psidium guajava. Su estructura quimica permite formar quelatos con iones
metadlicos di y trivalentes (Panhwar y Memon, 2014) y origina compuestos
fluorescentes (Song, et al., 2000). A demas de ello, recientemente se ha

comprobado que presenta numerosas actividades farmacoldgicas.

Figura 1.8: Estructura del flavonoide Morin.

Este compuesto presenta una elevada capacidad antioxidante.
Ademas, ha demostrado en diferentes estudios tener actividad
antiinflamatoria, antineoplasica (Francis, et al., 1989), neuroprotectora,
nefroprotectora y hepatoprotectora (Fang, et al., 2003; Zhang, et al., 2010;
Hannasaki, et al., 1994; Ola, et al., 2014; Abbad, et al., 2015). Algunas de
estas caracteristicas han convertido al MH en un candidato interesante con
potencialidad para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas,
tales como la enfermedad de Parkinson (Zhang, et al., 2010; Waddad, et al.,
2013) o distintas tautopatias (Gong, et al., 2011), entre las cuales se

encuentra la EA.
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3.1. Caracteristicas fisico-quimicas:

Morin se presenta como un sdélido de color amarillento con punto de
fusion de 303,5 °C y peso molecular de 302,23 g/mol. Presenta una baja
solubilidad en agua (28,7 ug/mL) a valores de pH inferiores a 7. Para valores
de pH superiores a 7,4, aumenta ligeramente (54,86 ug/mL), y a partir de
un pH de 9 la solubilidad aumenta acusadamente, hasta valores en torno a
500 pg/mL. A valores de pH de 11, la solubilidad de morin se incrementa
hasta los 3 mg/mL (Li, et al., 2019). Este incremento de la solubilidad a pH
elevado puede explicarse por la ionizacion de morin, al producirse la
desprotonacién de c7-OH del anillo de benzoilo en medio basico (Kumar, et

al, 2018).

Al igual que ocurre con otros bioflavonoides, la solubilidad y
reactividad de morin aumenta con el pH de la solucion, debido a una mayor
desprotonacién de grupos hidroxilo en el anillo de benzoilo. Sin embargo,
el flavonoide, en medio basico (pH 9), se hidroliza con facilidad,
degradacién que es minima a pHs acidos y neutro. Por otra parte, la
estabilidad de morin se ve también afectada por la luz (Zhang et al, 2011;
Abbad et al, 2015; Bark et al, 2015; Ghosh et al, 2017; Jangid et al, 2018;
Kumar et al, 2018; Li et al, 2019; Alonso et al, 2020).
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3.2. Caracteristicas farmacocinéticas

Pese a las prometedoras caracteristicas farmacoldgicas de morin, su
uso como agente terapéutico se ve condicionado por su baja solubilidad en
agua y sus caracteristicas biofarmacéuticas. La solubilidad es un parametro
muy importante en el desarrollo de nuevos medicamentos, ya que puede

condicionar la via de administracion y la forma farmacéutica mas adecuada.

En el caso de morin, en estudios realizados en cultivos celulares se ha
demostrado que la concentracidn necesaria obtener un efecto
antiinflamatorio, anticancerigeno o antioxidante es de aproximadamente
10-100 puM, por lo que necesitan ser mas elevadas en plasma y tejidos para

obtener dichos efectos in vivo (Jin et al, 2014; Kuo et al 2007).

Sin embargo, la escasa solubilidad en agua de morin es un factor que
condiciona su biodisponibilidad por via oral. Asi, la biodisponibilidad por via
oral de MH es muy baja, con valores que oscilan entre el 0,45% y el 5,28%,
debido fundamentalmente a esa limitada solubilidad en fluidos acuosos y
escasa permeabilidad a través de membranas biolégicas y ademas, sufre un

acusado efecto de primer paso intestinal (Li et al 2019).

La escasa permeabilidad intestinal de morin esta condicionada por la
accion de transportadores de salida como es el caso de la gp-P, hecho que
se ha puesto de manifiesto tanto en estudios realizados en cultivos
celulares como en animales de experimentacion (Li et al., 2019; Yeon et al,

2015).
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La glicoproteina P es un sistema de transporte activo celular
perteneciente a la superfamilia de ATPasas tipo ABC, que es capaz de
transportar metabolitos endégenos y farmacos al exterior celular mediante
un mecanismo de transporte dependiente de ATP. Se localiza en la
membrana apical de hepatocitos, células de la corteza adrenal, en la
superficie luminal de las células del tubulo proximal renal, en el pancreas
rifones y enterocitos, y constituye una barrera frente a la entrada de
farmacos y toxinas, por ello puede condicionar la absorcién intestinal de

compuestos como ocurre con morin (Choi, et al., 2015).

Por otra parte, como les ocurre a todos los flavonoides, morin sufre un
extenso metabolismo hepatico (Singh, et al., 2018), mediante reacciones de
Fase | en las que incorporan mas grupos polares y de Fase I, en las cuales
se conjuga con glucurdnico, sulfatos o glicina; se generan de esta manera
metabolitos mas polares que son facilmente excretados en orina (Martinez-
Florez, et al., 2002). La semivida plasmatica (ti2) tanto de morin como de
sus metabolitos es corta, con valores descritos que oscilan entre 30 minutos

(Li, et al., 2018; Li et al., 2019) y 2 horas (Jangid et al, 2019).

Todas estas caracteristicas dificultan de manera significativa la
posibilidad de su uso como agente activo en administracién por via oral, y
limita su potencial terapéutico. (lkeuchi-Takahashi, Ishihara y Onishia,

2016)
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3.3.

Actividad frente a la Enfermedad de Alzheimer

Aunque el morin ha demostrado tener potencial actividad terapéutica

frente a diversas patologias, resulta especialmente interesante su posible

utilizacidon para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, ya que

puede actuar sobre distintos factores caracteristicos de esta enfermedad:

Disminucién de las placas AB

La acumulacion y formacidn de depdsitos extracelulares o placas del
péptido B-amiloide es una de las lesiones caracteristicas de la EA
(Hooper, et al., 2008; Igbal y Grundke-lgbal, 2008). Pues bien,
estudios realizados in vitro han puesto de manifiesto que morin es

capaz de reducir la formacion de estas placas (Hirohata, et al., 2007).

Por otra parte, este flavonoide es capaz de desestructurar las placas
AB ya formadas, debido a que se interpone en el nucleo hidrofdbico
de laldaminay la desestabiliza y favorece que se solubilice en el medio
(Lemkul y Bevan, 2010). El tratamiento de cortes cerebrales de
ratones APPswe/PS1dE9 (modelo de ratdn que genera placas AB de
forma acelerada) con anti-AB ha demostrado que los ratones
tratados con este flavonoide presentaban una cantidad
significativamente menor de AB tanto en cdrtex cerebral como en

hipocampo (Du, et al., 2016).
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Inhibicion de BACE-1

BACE-1 es una B-secretasa cuya importancia en la EA radica en ser la
principal responsable de la escision del APP y la formacion a partir del
mismo de AR, el cual sale al medio extracelular y precipita; se forman
de esta manera las placas amiloides. Estudios realizados en cultivos
celulares con MH han puesto de manifieste que es capaz inhibir esta
enzima e impide su accion sobre el péptido APP (Shimmyo, et al.,

2008).

Inhibicion de a-sinucleina

La proteina a-sinucleina es el componente principal de las inclusiones
filamentosas que constituye una de las caracteristicas de diversos
procesos neurodegenerativos, como la EA. Esta proteina se
encuentra muy expresada en cerebro, fundamentalmente en
terminaciones nerviosas presinapticas. Pues bien, la conversion de
una pequena cantidad de esta proteina en filamentos insolubles se
cree que es el principal evento en la patogenia de las enfermedades
neurodegenerativas mas comunes (Goddert, et al., 1998; Prusiner,
2001). Varios estudios han demostrado que morin presenta
concentraciones inhibitorias (IC50) de la agregacion de los filamentos
de, entre otras, la proteina a-sinucleina en el rango de

concentraciones de 1 a 2 uM (Masuda, et al., 2006).
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Disminucion de los depodsitos de Tau hiperfosforilada

La proteina Tau, en su forma fosforilada, contribuye a la estabilidad
estructural de las neuronas. No obstante, en la EA, la
hiperfosforilaciéon de esta proteina causa agregados insolubles de la
misma, que conducen finalmente a muerte celular (Karran, et al.,
2011). El enzima responsable de este proceso de hiperfosforilacion
es principalmente la GSK3pB. Asi, Kim y col. (Kim, et al., 2005) han
demostrado que MH es capaz de inhibir de forma competitiva la
actividad de este enzima en cultivos celulares (células HT22 de
neuroblastoma murino), a consecuencia disminuye la formacién de

los ovillos de p-Tau.

Entre las quinasas que fosforilan la proteina Tau, GSK3B por tanto
estd fuertemente implicada en la patogénesis de la EA. Pues bien,
estudios realizados tanto in vitro (Kim, et al., 2018) como in vivo
(Gong, et al., 2011), han puesto de manifiesto que morin es capaz de
inhibir esta enzima, mediante la unién del flavonoide al bucle rico en

glicina (Gly) de la proteina.

Por otra parte, MH al igual que otros polifenoles con estructura
similar, como la miricetina, presenta IC50 de la agregacion de los
filamentos de la proteina Tau en el rango de concentraciones 1-2 uM
(Masuda, et al., 2006; Alberdi, et al., 2018). Otros estudios realizados
en animales de experimentacion (ratones JNPL3 que expresan la
proteina tau humana mutada P301L), han demostrado que morin es
capaz de disminuir las cantidades de p-Tau hiperfosforilada insoluble,
con un incremento en los niveles de la fraccidén soluble de esta

proteina, debido posiblemente, a que MH se une a p-Tau
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hiperfosforilada, la estabiliza y previene su agregacién y precipitacion

en forma de ovillos (Yu, et al., 2018).

=  Proteccion frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS):

En la EA las neuronas se ven sometidas a un incremento del estrés
oxidativo causado por una mayor presencia de ROS (Chen y Zhong,
2014). Numerosos estudios han demostrado que MH es capaz de
incrementar la supervivencia de los cultivos celulares sometidos a
estrés oxidativo causado por ROS (Zhang, et al., 2010; Alberdi, et al.,
2018; Hannasaki, et al., 1994). Ademas, es capaz de estabilizar la
membrana mitocondrial de la célula dafada y dar lugar a una

reduccion en los niveles de ROS (Campos-Esparza, et al., 2009).

m Reduccion de la neuroinflamacion:

Otro de los factores responsables de la muerte neuronal durante la
EA es la inflamacién. MH es un flavonoide que ha demostrado en
estudios realizados en cultivos celulares un efecto antinflamatorio
(Fang, et al., 2003), que en el caso de su potencial uso en el
tratamiento de la EA, puede estar basado en su actuacion a nivel de

varias vias:

e Modula los niveles de los mediadores de la inflamacion a
través de la via de NF-kPB (Heeba y Mahmound, 2014; Sinha, et
al., 2015).

e Reduce de manera indirecta la activacion de los astrocitos de
la glia al reducir la presencia de AB soluble en el medio

extracelular (Du, et al., 2016).
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3.4. Morin y barrera

La capacidad de paso a través de la BHE del MH resulta controvertida.
Muchos ensayos, principalmente en modelos celulares, defienden que este
flavonoide si es capaz de alcanzar la barrera hematoencefalica. Por
ejemplo, Youdim et al (Youdim, et al., 2004) defienden que los metabolitos
conjugados con glucurdnico de este flavonoide son perfectamente capaces
de alcanzar el SNC, asi son capaces de ejercer su accidon neuroprotectora.
Efectivamente, el morin es un flavonoide que puede acceder a través de los
transportadores de aniones organicos, presentes en la BHE. No obstante,
este tipo de transportador es mucho mas frecuente en los rifiones por ello
este es el destino principal de los metabolitos del MH (Sekine, et al., 2006).
Este hecho explicaria por qué estos metabolitos no exhiben una mejora de
las condiciones farmacocinéticas respecto al compuesto original, puesto
gue prensentan una ti2 de 2h 30min (Hou, et al., 2003). Al igual que explica
gue para alcanzar concentraciones cuantificables y farmacolégicamente
activas, sea necesario el administrar dosis de 30mg o 50mg/Kg de animal
(Singht, et al., 2018). Esto resultaria en que el morin es un flavonoide que
en la practica no es capaz de atravesar la BHE por si mismo
(Waddad, et al. 2013) o por lo menos no en cantidades terapéuticamente

relevantes (Singht, et al., 2018).

56



Introduccién: Flavonoide morin

3.5. Morin como hepatoprotector

En este capitulo se ha hablado del papel que presenta el flavonoide
morin en el tratamiento de la EA. No obstante, el tratamiento directo de |la
enfermedad no es el Unico beneficio que este compuesto puede ofrecer.
Como se ha mencionado en el apartado anterior de la EA, la mayor parte
de los tratamientos actuales para esta patologia presentan un metabolismo
hepatico. Al tratarse de tratamientos crénicos, pueden suponer un estrés
para este higado a largo plazo. Es mas, algunos de estos tratamientos han

demostrado presentar posibles complicaciones por hepatotoxicidad.

En este sentido, el MH podria ser capaz de mitigar los problemas
asociados. Ya se ha visto que el MH tiene un efecto antioxidante que es de
por si una caracteristica hepatoprotectora. Esto ha sido confirmado con
estudios in vivo, en los cuales tratamientos con este flavonoide fueron
capaces de disminuir el dafio por estrés oxidativo en el higado de ratas

diabéticas (Pandey, et al., 2019).

Pese a este hecho, el rapido metabolismo del MH vuelve a jugar en su
contra. Debido a este factor, resulta necesario el uso de tratamientos
prolongados para comenzar a observar un aumento en la supervivencia de

los hepatocitos (Jayaraj, et al., 2007).
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El flavonoide morin es un compuesto polifendlico que ha
demostrado in vitro ser capaz de actuar frente a los principales
mecanismos de una la enfermedad de Alzheimer. Esta enfermedad
supone un importante problema de salud y es la principal causa de
demencia en la poblacion de mayores de 65 afios. No obstante, su
potencial uso en la practica clinica se ve condicionado por su escasa
biodisponibilidad, elevado metabolismo hepatico y muy baja capacidad

para atravesar la BHE.

El objetivo general de esta memoria experimental es favorecer el
acceso del morin hidrato al SNC mediante el uso de nanoparticulas
funcionalizadas para su vectorizacidon. Para ello, se han planteado los

siguientes objetivos parciales:

= Desarrollo y validacion de dos métodos para la determinacion de
morin hidrato por HPLC que permitan la cuantificacion de la

cantidad de flavonoide encapsulada en las nanoparticulas.

= Desarrollo y validacion de un método por espectrofotometria UV,
para la cuantificacion de las cantidades de morin hidrato liberadas

por las nanoparticulas en los ensayos de cesion in vitro.

= Elaboracion de nanoparticulas de PLGA cargadas con rodamina-B
sin funcionalizar, funcionalizadas con el dipéptido fenilalanina-
fenilalanina en superficie, y mediante la funcionalizacién del

polimero PLGA con el dipéptido antes de su formacién.
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Evaluacion in vivo de la biodistribucion de las formulaciones de
nanoparticulas cargadas con rodamina-B en higado, rifdn,

pulmon y bazo.

Evaluacion in vivo del paso a través de la barrera
hematoencefdlica de las diferentes formulaciones de

nanoparticulas cargadas con rodamina-B

Desarrollo y caracterizacién de nanoparticulas de PLGA cargadas
con morin hidrato sin funcionalizar, funcionalizadas con el péptido
fenilalanina-fenilalanina en  superficie y mediante |Ia

funcionalizacion del polimero PLGA antes de su formacion.
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1. INTRODUCCION

La determinacidn y cuantificacion de las cantidades de principio activo
es un punto critico en el desarrollo y preparaciéon de formas farmacéuticas.
Por tanto, es necesario disponer de métodos analiticos rapidos, sencillos y
precisos para poder garantizar la calidad del producto. No obstante, los
métodos empleados para la deteccion y cuantificacion de los flavonoides,
en especial del morin hidrato, puede presentar dificultades asociadas a su

falta de especificidad y/o selectividad.

Existen pocos estudios que se han centrado en el desarrollo de una
metodologia por cromatografia liquida de alta resolucidon (HPLC) para la
deteccion vy cuantificacion de este compuesto. lkeuchi-Takahashi
(Ikeuchi-Takahashi, et al., 2016) en un trabajo en el que se realiza la
encapsulacion de morin en nanoparticulas lipidicas, describen una
metodologia para su cuantificacion mediante HPLC, para ello se ha
empleado una fase movil de acetonitrilo:agua acidificada con acido
ortofosférico 0,2% en proporcién 27:73 (v/v), no obstante no especifican el
rango de concentraciones en el cual trabajan (lkeuchi-Takahashi, et al.,
2016). Otros autores desarrollan también un método por HPLC, pero en un
rango de concentraciones elevado, y comprendido entre 50-75 pg/mL

(El-Haddad, et al., 2018).

En este capitulo se describe la puesta a punto y validacion de los
métodos analiticos empleados para la cuantificacion del morin. No existe
un unico modelo para la puesta a punto de métodos analitico, por tanto, se
pueden determinar diferentes parametros en funcién de los objetivos

buscados. En la presente memoria se han puesto a punto dos métodos de
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cuantificacion por HPLC y un método de deteccién por espectrofotometria

ultravioleta directa (UV).

2.

OBIJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es el desarrollo y validaciéon de

métodos analiticos rapidos, sencillos y precisos para la cuantificacién del

morin solo o encapsulado en nanosistemas, asi como para cuantificar el

compuesto en los ensayos de velocidad de liberacidn in vitro. Para alcanzar

este objetivo se proponen los siguientes objetivos parciales:

Desarrollo y puesta a punto de una metodologia para la
determinacion de MH por HPLC que nos permita la cuantificacion
de la cantidad de flavonoide encapsulada en las nanoparticulas

(NPs).

Desarrollo y puesta a punto de un método para la determinacion
de morin hidrato por espectrofotometria UV, para Ia
cuantificacion de las cantidades de flavonoide cedidas por las NPs

en los ensayos de cesiodn in vitro.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Determinacion analitica de morin por HPLC

Para poder realizar la deteccion y cuantificacién de MH encapsulado
en las nanoparticulas, se ha puesto a punto y validado un nuevo método

analitico por HPLC.

Para la validacion del método analitico, asi como para el posterior
analisis, se ha utilizado un HPLC Jasco (Jasco International Co Ltd, Tokio,
Japoén) equipado con una unidad de gradiente cuaternario LG-2080-04, una
bomba PU-2080, un desgasificador DG-2080-54, un inyector automatico AS-
2050-plus y un detector UV-2070 de ultravioleta/visible. Para este método
se optod por utilizar una columna de fase reversa Gemini® 5 um NX-C18 110
A con una longitud de 250 x 4,6 mm (Phenomenex®, Torrance, USA).

Durante los analisis la columna se mantuvo a una temperatura de 40°C.

Se selecciond un volumen de inyeccion de 50 pl y una longitud de onda
(A) de 256 nm. La fase movil utilizada para la cuantificacion de morin
consistié en una mezcla de agua:acetonitrilo (73:27) (Fisher Scientific,
Madrid, Espafia) la cual se acidificd con acido fosférico (Acros Organic, EE.

uu.).
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3.1.1. Seleccidn de las condiciones cromatograficas para la

determinacion de MH

Para la seleccidon de las condiciones cromatograficas finales se
analizaron diferentes variables: proporciones de agua:acetonitrilo, pH de la
fase movil, flujo y temperatura de la columna (tabla 3.1). Las fases mdviles
fueron filtradas a través de membranas de nylon de 0,45 um de diametro
de poro (Millipore, Madrid, Espafia) y desgasificadas mediante un bano de

ultrasonidos, durante 20 minutos, antes de su uso.

Variables Valor
2,3
pH 2,5
2,6
1,2
Flujo (mL/mi ’
ujo (mL/min) 14
. 20
Fase mavil
(% acetonitrilo) 27
0
30
30
Temperatura columna (£ 0,52C) 40

Tabla 3.1: Relacion de las variables seleccionadas para establecer las condiciones del
método de analisis de morin mediante HPLC.
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3.1.2. Estudios de Estabilidad

Con el objetivo de detectar si los productos de degradacion de morin
pueden interferir en la cuantificacion del principio activo con el método de
HPLC desarrollado, se realizaron estudios de estabilidad MH en las
condiciones que se indican en la tabla 3.2. Dado que esta metodologia se
puso a punto orientada para la determinacion de la eficacia de
encapsulacion del MH en las NPs, ensayo que requiere, como se explica mas
adelante en esta memoria, del contacto del principio activo con metanaol,
los estudios de estabilidad se realizaron en todos los casos con el
compuesto disuelto en dicho alcohol. Las condiciones ensayadas se recogen

en la tabla 3.2. Todas las muestras fueron preparadas por triplicado.

Condiciones de estabilidad

25°C, 24 h

4°C, 24 h

HCI 0,1N, 60°C, 24 h

NaOH 1N, 105°C, 20 min

3% H202, 24 h

Tabla 3.1: Condiciones experimentales de los estudios de estabilidad.
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3.1.3. Preparacion de las muestras patron

Las muestras empleadas para la elaboracion de las curvas de

calibracion se prepararon de acuerdo a dos protocolos:

Protocolo A: se prepardé una solucién madre en metanol con una
concentracion de 100 pug/mL; a partir de la cual se realizaron diferentes
diluciones para obtener la curva de calibraciéon en un rango entre 5y

30 pug/mL de MH en metanol

Protocolo B: Se prepard una solucion madre con una mezcla de
metanol:HCI 0,1IN (50:50 v/v) a igual concentracion (100 pg/mL), bajo
agitacion magnética constante durante dos horas, para asegurar que se
formaba el clorhidrato. Esta solucion madre fue diluida en metanol para
obtener las concentraciones correspondientes para la curva de calibracion

en un rango entre 1 a 30 ug/mL de MH en metanol:HCI (50:50 v/v).

Analisis estadistico de los resultados

Se han puesto a punto dos métodos analiticos a partir de las muestras
patron obtenidas con ambos protocolos (A y B). En el protocolo A, las
muestras del flavonoide morin fueron disueltas en metanol; en el protocolo
B, fueron disueltas en una mezcla de metanol y acido clorhidrico (HCI) en
proporcion 50:50 (v/v). Las condiciones empleadas, en ambos casos,
fueron: fase moévil ACN:H,0 27:73 (v/v); pH 2,5 + 0,05; flujo 1,4 mL/miny

temperatura de la columna402C.

Los resultados obtenidos por ambos métodos se analizaron mediante
un andlisis de la varianza ANOVA para comprobar la validez de los métodos.

Ademas, se comprobd la linealidad, precision y exactitud de ambos
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protocolos; y se determinaron los limites de cuantificacion (LC) y de

deteccidén (LD).
Linealidad

La ICH define la linealidad como la capacidad de un procedimiento
analitico para obtener, en un rango determinado, resultados directamente

proporcionales a la concentracién de la muestra de analito (ICH, 2005).

Para el estudio de linealidad, el rango de concentraciones utilizadas
fue de 5, 10, 15, 20 y 30 ug/mL para el protocolo A, que emplea sdlo
metanol, y de 1, 5, 10, 15, 20 y 30 ug/mL para el protocolo B, con
metanol:HCI. Para realizar el estudio de la linealidad se prepararon 3 curvas

para cada método en 3 dias distintos.
Andlisis de la varianza de la regresion

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA de regresion, en
el cual se comparan las variaciones debidas a la regresion frente a aquellas
debidas a los errores residuales (experimentales y de ajuste), para

comprobar si los datos se ajustan a un modelo lineal.

- Ho(hipdtesis nula): El modelo no es lineal (p > 0,05).

- Hai (hipdtesis alternativa): El modelo es lineal (p < 0,05).

Test de proporcionalidad

Mediante la prueba estadistica de la t de Student se demuestra, por

medio de contraste de hipdtesis, si la ordenada pasa o no por el origen:

- Ho (hipétesis nula): La ordenada en el origen no difiere

significativamente de cero (p > 0,05).
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- H; (hipdtesis alternativa): La ordenada en el origen difiere

significativamente de cero (p < 0,05).

Test de regresion

Por medio del mismo estadistico, t de Student, se demuestra que la

pendiente es distinta de 0 para un nivel de significacion del 95%.

- Ho: La pendiente no difiere significativamente de cero (p > 0,05).

- Ha: La pendiente difiere significativamente de cero (p < 0,05).

Resolucion de los picos

La resolucion de los picos (R), es una medida cuantitativa del grado de
separacion de dos picos y por tanto, de su capacidad para separar dos
analitos (1 y 2). Este parametro se puede calcular a partir de la siguiente

ecuacion:
R = (At /WB1+ W B2)

Siendo At la distancia entre el maximo de los dos picos, WB1y WB2 Ia
medida de las bases de los picos 1y 2, respectivamente. Cuando el valor de
R es de 1,5, permite una separacion esencialmente completa de los dos
componentes. Un valor de 1,0 representa una resolucion del 90%. Valores

de R inferiores a 1 indican solapamiento de los picos.

Idoneidad del sistema cromatogradfico

Se evalud la idoneidad del método analitico, a partir del calculo del

factor de asimetria (T) y del niumero de platos tedricos (N).
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Factor de asimetria (T): proporciona una medida de la simetria del

pico cromatografico, y se puede calcular mediante la siguiente

ecuacion:
T = (Wo,05/2f)

Donde, f es la distancia entre el maximo del pico y el borde inicial del
mismo, y W o,05 €s la anchura del pico correspondiente al 5% de su
altura. Cuanto mas préximo se encuentre el valor de T a 1, mayor sera

la simetria del pico.

Numero de platos tedricos (N): medida de la eficacia de la columna,

gue se puede calcular empleando la siguiente ecuacidn:
N= 16 (tr/W)?

Siendo tr el tiempo de retencidn del analito y W la anchura del pico
en su base. El valor de N indica la eficacia de la columna utilizada y

estd directamente relacionada con el sistema cromatografico.

Precision

La precision de un método expresa la capacidad de este para obtener

resultados lo mas semejante posible de multiples muestreos, cuando se
emplean muestras homogéneas o muestras preparadas a la misma
concentracion. Para ello se emplea a desviacién estandar relativa y el

coeficiente de variacién (CV).

Puede considerarse la precision a tres niveles: repetibilidad, precisidon

intermedia y reproducibilidad. Debe determinarse mediante el uso de

muestras originales y homogéneas.
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- Repetibilidad: Expresa la precision bajo las mismas condiciones de
trabajo en un corto intervalo de tiempo con un mismo analista, el
mismo aparato y los mismos reactivos. Se puede expresar también
como precision intradia.

- Precision intermedia o interdia: Expresa la capacidad de obtener
idénticos resultados al analizar las mismas concentraciones en dias
distintos.

- Reproducibilidad o precisidon instrumental: Expresa la precisién al

emplear distintos equipos.

Para los estudios de precision se seleccionaron 3 concentraciones
distintas (5, 15 y 30 pg/mL) y se prepararon 5 muestras de cada una. La
repetibilidad (precision intradia), tanto para el método A como del método
B, se realizd al analizar tres concentraciones (5, 15y 30 pug/mL), cinco veces
cada una y bajo las mismas condiciones. La precision intermedia (interdia)
se determind al analizar estas tres concentraciones en 3 dias distintos, cada
muestra se repitido cinco vece. Por ultimo, la precision instrumental se
evalud a través de la comparacidon de 5 inyecciones sucesivas del flavonoide

a una concentracion de 15 pg/mL. Los resultados se expresaron como CV.
Exactitud

Expresa la cercania entre el valor que es aceptado como verdadero
(material de referencia interno, certificado o estandar de una farmacopea)
y el valor encontrado. La exactitud se expresa como porcentaje de
recuperacién de una cantidad conocida de analito (MH)(USPNF,2020). Se
prepararon, para cada uno de los métodos, soluciones a tres
concentraciones conocidas del flavonoide (5, 15 y 30 pg/mL). Todas las

muestras se prepararon por triplicado. La exactitud del método se
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determind al comparar los resultados obtenidos frente a la concentracion

real y se expresé como CV.

Limites de deteccion:

Tanto el LD como el limite de cuantificacién LC fueron calculados bajo
los criterios establecidos por las guias ICH (ICH, 2005). El calculo de ambos
limites se realizo en base a la desviacion estandar de la curva de calibracion
(o) y a la pendiente de la misma (S), para ello se emplearon a las siguientes

ecuaciones:
LD =33X%X0/S

LC=10x0/S

3.2. Determinacion analitica de morin por

espectrofotometria UV

Para cuantificar de forma sencilla las cantidades del flavonoide
disueltas en tampdn fosfato (PBS) a pH 7,4 en los ensayos de cesién, se puso

a punto un método analitico por espectrofotometria UV.

En la preparacion del tampdn PBS se empled hidrégeno fosfato de di-
sodio (Na;HPOQ.) (Fisher Scientific, Madrid, Espafia) y di-hidrégenofosfato
monopotasio (KH2POa4) (Fisher Scientific, Madrid, Espana) en las cantidades
indicadas por Farmacopea, y el pH fue ajustado a 7,4. El analito fue morin
hidrato (Sigma Aldrich, Madrid, Espaia). El espectrofotdmetro empleado
fue un Jasco V-730 con detector UV/VIS (Jasco International Co Ltd, Tokio,
Japon). Cubetas de cuarzo High Precision Cell de HOQ310H (Hellma
Analytics, Paris, Francia.). Para el ajuste de pH se empled un medidor de pH

Accumet® AE150 (Fisher Scientific, Madrid, Espafia).

75



Mario Alonso

Se llevd a cabo un barrido de absorcion del morin disuelto en PBS a un
pH de 7,4 y se selecciond un maximo de absorcidn a una longitud de onda
A= 261nm. Se evalué la linealidad y exactitud del método
espectrofotométrico de acuerdo con los criterios ICH previamente

descritos.

Para los estudios de linealidad se prepararon 5 rectas de calibrado en
tampdn PBS a pH 7,4, cada una de las cuales se realizaron en diferentes
dias. Las concentraciones seleccionadas fueron: 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5y 15
ug/mL, las cuales se prepararon a partir de una solucion patrén de morin

hidrato con una concentracién de 100 pg/mL.

La exactitud del método se determind a las concentraciones de 5, 10y
15 pg/mL. Estas diluciones se prepararon con la incorporacién de PLGA a
una concentracion de 50 pg/mL de polimero para 5 pug/mL de morin en PBS

apH?7A4.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion analitica de Morin por HPLC

4.1.1. Seleccion de las condiciones cromatograficas para la

determinacion de MH

Para la seleccidon de las mejores condiciones cromatograficas se
modificaron diferentes variables. Los valores obtenidos de porcentaje de

recuperacion y tiempo de retencion quedan recogidos en la tabla 3.3:

Parametros Valor Recuperacién (%) Tr (min)
2,3 109,24 8,02
pH 2,5 100,56 7,45
2,6 95,54 7,11
1,2 102,56 8,14
Flujo (mL/min)
1,4 100,56 7,45
20 91,46 18,66
F jvil
ase movit- 27 100,56 7,45
(% acetonitrilo)
30 115,85 6,10
Temperatura de 30 90,77 7,29
la columna (*
0,52C) 40 99,66 7,45

Tabla 3.3: Relacion de los parametros ensayados para establecer las condiciones del cromatograma. Tr.
se corresponde con el tiempo de retencion del pico.

Cuando se analizé el efecto del pH, se pudo observar que muy
pequeias variaciones dan lugar a modificaciones en el pico cromatografico,
por ejemplo, a un pH de 2,6 aparece un pico ancho y poco definido, con una
cola muy marcada. También valores de 2,3 dan lugar a picos menos

simétricos y de menor tamano. Asi, se optd por emplear un valor pH de 2,5,
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al cual se obtuvieron los picos mas adecuados (figura 3.1A). Esta variable
resulté fundamental para obtener un pico bien definido (Alonso, et al.,

2020), tal y como se observa en la figura 3.1B.
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Figura 3.1: (A) Cromatograma correspondiente a una concentracién de 30 pg/mL de morin por
el método A. (B) Cromatograma correspondiente a la misma concentracion de morin por el
método B.

Al analizar la proporcion de acetonitrilo (ACN) en la composicion de la
fase movil, los resultados obtenidos indican que un menor porcentaje del
componente organico daba como resultado picos con un tiempo de
retencidon muy largo, 18.66 min; mientras que con una proporcidn superior
al 30%, los tiempos podrian ser excesivamente cortos y se acercaban al

frente de solvente, se limita asi la posible aplicacion del método en la

deteccion del compuesto en fluidos bioldgicos (figura 3.2)
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Chromatogram
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Figura 3.2: Cromatogramas correspondientes al andlisis de una
solucion de morin (concentracion 10 pg/mL) en una fase movil

preparada: (A) con un 20% ACN y (B) con un 30% de ACN.

En funcidn de estos resultados se optd por emplear una fase movil

preparada con ACN: H,O de 27:73 v/v, ajustada a un pH de 2,5+0,05 con

acido fosforico.

Al analizar las condiciones de flujo se llegd a la conclusidon de que entre
un flujo de 1,2 mL/min y 1,4 mL/min, el segundo presentaba mejores
resultados (tabla 3.3). Por lo que se refiere a la variable temperatura, y dado
que el tiempo de retencidén obtenido fue similar a las dos temperaturas
ensayadas (302C y 409C), se opté por emplear la mas elevada, ya que
resultaba mas sencillo mantenerla constante independientemente de los

factores ambientales a los que se realizase el ensayo.

Por tanto, podemos indicar que las condiciones cromatograficas mas

adecuadas para la cuantificacion de morin mediante HPLC son las
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siguientes: Fase movil ACN:H,O 27:73 (v/v) a pH de 2,5 + 0,05; flujo
1,4 mL/min; temperatura de 409C para la columna, y longitud de onda de

256 nm.
4.1.2. Estudios de estabilidad

Para descartar que los productos de degradacion de morin puedan
interferir en la cuantificacion del mismo, cuando se emplea este método de
HPLC, se llevaron a cabo estudios de estabilidad forzados y estudios de
estabilidad en condiciones de almacenamiento de la materia prima a
tiempos cortos. En la tabla 3.4 se recogen los resultados obtenidos,
expresados como porcentajes de recuperaciéon del morin, en los estudios

de estabilidad bajo las condiciones ensayadas.

Porcentaje de
Condiciones de estabilidad
recuperaciontDE

25°C, 24 h 103,42 + 0,57
4°C, 24 h 106,19 + 8,03
HCI 0,1N, 60°C, 24 h 214,05 + 8,14
NaOH 1N, 105°C, 20 min 2,85+ 0,86

3% H202, 24 h 73,77 +7,29

Tabla 3.4: Resultados de los ensayos de estabilidad del morin.
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En la figura 3.3 se muestran los cromatogramas correspondientes a una
muestra patréon de morin (30 pg/mL). B corresponde a los 42C en 24h. C
corresponde a 252C y 24h. D es el cromatograma correspondiente a las
condiciones acidas (HCI 0,1N; 602C). E se corresponde al medio oxidativo

(H202 3%; 259C). F: condiciones basicas (NaOH 1N; 602C):
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Figura 3. 3: Cromatogramas correspondientes a los estudios de estabilidad. (A) muestra de una solucién de morin de
30 ug/mL. (B) cromatograma obtenido en condiciones de 42C durante 24h. (C) Cromatograma obtenido a 25 2C durante
24h. (D) cromatograma obtenido en condiciones acidas (HCl 0,1N; 602C). (E) cromatograma obtenido en medio
oxidativo (H202 3%; 252C). (F) cromatograma obtenido en condiciones basicas (NaOH 1N; 602C)

En todos los casos se observa un pico que aparece a un Tr de
18 £ 0,3 min y que se trata de una impureza habitual en el morin. Este pico
sale a un tiempo muy posterior a del morin y no interfiere para su

cuantificacion.
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Para asegurar que los tiempos de contacto con el metanol empleados
en la extraccion de las NPs no afectan a la estabilidad del morin, se llevaron
a cabo estudios de estabilidad a corto plazo, en las mismas condiciones que
se utilizan para la determinacién de la eficacia de encapsulacion de las
nanoparticulas. Los cromatogramas correspondientes a las muestras
conservadas a 252C y 42C no presentaron diferencias significativas en los
porcentajes de recuperacion respecto a los obtenidos con la concentracién
del patron preparado en el momento: 103,42+0,57% y 106,19+8,03%,
respectivamente (figura 3.3 A; 3.3 By 3.3 C) (tabla 3.4).

Los ensayos de estabilidad forzados realizados permiten indicar que
tanto las condiciones oxidativas como el medio basico producen una
degradacion significativa del compuesto y se obtuvieron porcentajes
remanentes de morin de73,77 +7,29% en el caso del medio H,02 3% a 25°C
(figura 3.3 E) y 2,851£0,86% en NaOH 1N a 609C (figura 3.3 F) (tabla 3.2), de
esta manera se originan dos compuestos (una dicetona y un Aacido
o,p-dihidroxibencilico) con un Tr que no interfiere con el tiempo de
retencion del morin. Estos resultados se corresponden con los observados
por otros autores (Bark et al., 2015) quienes demostraron la inestabilidad

del morin en condiciones de pH 8,8 a 10,2 (figura 3.4).

En un estudio de estabilidad de morin realizado en diferentes medios,
se observd que un pH de 9,0 conduce a una mayor inestabilidad de morin,
siendo mas estable en medios acido y neutro. En este estudio, los autores
concluyen que el pH basico y la luz son los principales factores que afectan

a la estabilidad de morin (Jangid, et al., 2018).
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H20

+ HO.

HO H

OH O

Figura 3.4: Posible reaccion de degradacion del morin en medio basico (Bark et al. 2015).

Por el contrario, en nuestro caso, en medio acido en presencia de HCI
se observo un pico mucho mayor al esperado (214,05+8,14%) (figura 3.3 D;
tabla 3.4), lo que nos indica que en presencia de HCl podria formarse un

clorhidrato, de forma que aumenta la sensibilidad de la muestra.

Por este motivo y para incrementar la sensibilidad del método, se pone
a punto un segundo método analitico en el cual se emplea una disolucion
de morin en etanol, a la cual se afiade HCl para formar el clorhidrato

(método B) (Alonso, et al., 2020).
Protocolo A: Morin disuelto en metanol (100 pg/mL).

Protocolo B: Morin (100 pg/mL) disuelto en una mezcla de
metanol:HCl 0,1N (50:50 v/v), bajo agitacion magnética constante durante

dos horas.

En la figura 3.1 se muestran los cromatogramas obtenidos para ambos
métodos para una concentracién de morin 30 pg/mL. El area bajo la curva
correspondiente al pico obtenido con el método B es mayor y muestra

ademds mayor simetria y una mejor definicion.
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4.1.2. Analisis estadistico de los resultados

A partir de las condiciones de trabajo previamente seleccionadas se

lleva a cabo la puesta a punto de ambos métodos analiticos: EIl método A,

el cual emplea muestras disueltas solamente en metanol y el método B,

cuyas muestras se disuelven en una solucién de metanol:HCI 50:50 (v/v).

En la tabla 3.5 se muestra el rango de concentraciones empleado para

el método A (5-30 pg/mL) y para el método B (1-30 pg/mL) con sus

correspondientes valores medios de areas de los picos del cromatograma.

Concentracion (pg/mL)

Método A (area del pico)

Método B (area del pico)

1
5
10
15
20
30

164684,3
308038,0
432403,5
601203,0
860565,8

57548,4
277847,5
605429,0
911907,5
1225692,0
1819582,0

Tabla 3.5: Areas de los picos cromatograficos obtenidos por los métodos A y B de andlisis de morin.
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Las curvas de calibracion obtenidas mediante los métodos Ay B se

representan en la figura 3.5.
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Figura 3.5: Curvas de calibracion obtenidas por los métodos A y B de analisis de morin.
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Linealidad

La tabla 3.6 muestra los resultados de linealidad correspondientes a

los métodos Ay B.

Método A Método B
Rango (ul/mL) 5-30 1-30
Coeficiente de correlacion (r) 0,9970 0,9993
Coeficiente de determinacion (r?) 0,9940 0,9987
Pendiente 28026,95 61986,31
Error tipico de la pendiente 602,689 544,691
Estadistico-t pendiente (valor-p) 46,5031 (0,0000) 113,8008 (0,0000)
Ordenada al origen 9515,80 -4625,74
Error tipico de la intercepcién 10948,40 9035,41
Estadistico-t intercepcion (valor-p) 0,8691 (0,4005) -0,5119 (0,6157)
F-ANOVA test de regresion (valor-p) 2162,54 (0,0000) 12950,63 (0,0000)

Tabla 3.6: Resultados del andlisis de la linealidad obtenidos por los métodos Ay B.

El ANOVA de la regresion permite evaluar la correlacion existente
entre la absorbancia y la concentracion. Existe una correlacion
estadisticamente significativa entre ambas variables (p=0,0000) para
ambos métodos, que presentan coeficientes de correlacion de 0,9970 para
el método A y de 0,9993 para el B. Esta correlacion significativa entre la
absorbancia y la concentracion se confirma a partir de las pendientes de las
rectas de calibracion, con una probabilidad asociada al estadistico “t” de
Student inferior a 0,05, que no difiere significativamente de cero (p= 0,000)
en ninguno de los dos métodos. Los valores de “t” de Student obtenidos
para las ordenadas al origen, son significativamente distintos de cero y

permiten demostrar que el método es proporcional (p > 0,05). Por tanto,
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en ambos métodos la ordenada al origen no difiere significativamente de

cero, para un nivel de probabilidad del 95%.

Resolucion de los picos e idoneidad del sistema cromatogrdfico

La tabla 3.7 muestra los tiempos de retencion, el factor de simetria y

el numero de platos tedricos obtenidos para ambos métodos A y B

(tabla 3.7).
R N Tr (min) T (xDE)
Método A 7,71 2936 6,79 0,770,005
Método B 13,91 4032 6,81 1,09+0,01
Limites requeridos R>2 N> 2,000 T<2

Tabla 3.7: Resultados de la idoneidad de los métodos Ay B.
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Exactitud

Los resultados del ensayo para determinar la exactitud de ambos

métodos se resumen en las tablas 3.8 y 3.9

Concentracion de Método A
morin Recuperacion ‘s Media + DE
R 0,
(ug/mL) (ug/mL) ecuperacion (%) oV %

]_ - -
]_ - - -
]_ - -
5 5,34 106,91

+
5 5,17 103,48 102:‘3 6‘0 /5 08
5 4,84 96.91 17070
10 10,28 102,84 92.90 £ 9.99
10 8,28 82,85 10,929
10 9,30 93,02 e
15 14,57 97,13

+
15 14,45 96,36 97'11‘02;;’21
15 14,81 98,73 1R
20 20,38 101,92

+
20 18,50 92,50 95'?7;;"49
20 18,46 92,31 P IR0
30 29,32 97,73

+
30 28,42 94,75 97'220;5'01
30 29,57 98,58 e

Tabla 3.8: Resultados de la determinacion de la exactitud del método A.
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Concentracion de Método B
morin Recuperacion .. Media + DE
R %
(g /mL) (ng/mL) ecuperacion (%) %CV
1 1,03 103,28
+
1 1,00 100,30 102'3;_7;'98
1 0,97 97,32 120
5 4,86 97,26
+
5 5,04 100,8 99'52)435(;'37
5 5,09 101,8 12070
10 10,22 102,21
+
10 9,84 98,42 101'2450_0/2'74
10 10,37 103,74 PIER
15 15,50 103,37
+
15 14,79 98,57 100'2838_0/2'41
15 15,08 100,55 12070
20 20,61 103,04
+
20 19,85 99,24 100'26;6_0/2'07
20 19,94 99,72 e
30 29,51 98,37
’ ’ 99,47 +2,15
30 29,43 98,10
2,16%
30 30,58 101,94

Tabla 3.9: Resultados de la exactitud del método B.

El porcentaje de recuperacion de las muestras preparadas oscila entre
el 82,85% y el 106,91% para el método A, pero con valores del CV de hasta
10,7%; mientras que el método B, presenta valores de recuperacion

comprendidos entre 97,27% vy 103,74%, con valores CV de un 2,9%.

Los CV obtenidos con el método A son excesivamente elevados.
Ademas, de acuerdo a la USP, los porcentajes de recuperacion deberian
encontrarse entre 97% vy el 103% (USPNF, 2020), algo que no se cumple con
el método A. Por ello, el método A no cumple con el criterio de exactitud

para la determinacidon de MH en el rango de concentraciones estudiadas.
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Precision
Las medidas intradia e interdia de precision se expresaron en forma de

CV (%). Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 3.10y 3.11.

Concentracién Intradia Interdia
de morin
(ng/mL) Recuperacion V(% ER(% Recuperacion V% ER(%
media (%) (%) (%) media (%) (%) (%)
5 99,71 6,20 -0,28 95,95 6,77 -4,09
15 104,20 3,66 4,20 102,55 5,50 2,55
30 104,60 2,10 4,60 105,49 5,63 5,48

Tabla 3.10: Resultados del estudio de precision del método A. CV (coeficiente de variacion) y ER (error

relativo).
L, Intradia Interdia
Concentracion
de morin
(ng/mL) Recuperacion V(% ER(% Recuperacion V(% ER(%
media (%) (%) (%) media (%) (%) (%)
5 98,11 3,54 -1,89 97,12 3,13 -2,87
15 100,30 0,92 0,30 100,08 2,18 0,08
30 100,90 2,47 0,90 97,34 3,38 -2,65

Tabla 3.11: Resultados del estudio de precision del método B. CV (coeficiente de variacion) y ER (Error

relativo)
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Con el método A, la precision interdia presentd valores de CV
comprendidos entre 5,50% y 6,77% y de 2,10-6,20% para la precision
intradia. Por lo que se refiere al método B, los CV obtenidos para la
precision interdia e intradia fueron inferiores, con valores de 2,18-3,38% y
0,92-3,54% respectivamente. En ambos casos, los valores obtenidos
pueden considerarse aceptables, no obstante, el método B presenta

coeficientes de variacion mds bajos y por tanto, mas adecuados.

4.2. Resultados de la cuantificacion de morin hidrato

en tampon PBS por espectrofotometria UV.

En la tabla 3.12 se recogen los valores medios de la absorbancia
obtenidos a las distintas concentraciones de la recta de calibracion de morin
preparada en tampdn PBS a pH 7,4 y analizada por espectrofotometria UV.

Las rectas de calibrado se representan en la figura 3.6

Concentracion (pg/mL) Absorbancia media + DE
1 0,0265 + 0,0088
2,5 0,1082 + 0,0049
5 0,2492 +0,0039
7,5 0,3764 £ 0,0033
10 0,5207 £ 0,0046
12,5 0,6628 £ 0,0119
15 0,8072 £ 0,0164

Tabla 3.12: Absorbancias medias correspondientes a las 3 rectas de calibrado.
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Figura 3.6: Representacion conjunta de las 3 rectas de calibrado del método espectrofotométrico.

Linealidad

En la tabla 3.13 se resumen los resultados del tratamiento estadistico

realizado para evaluar la linealidad del método espectrofotométrico.

Valores
Rango (pl/mL) 1-15
Coeficiente de correlacion (r) 0,99949
Coeficiente de determinacién (r?) 0,99898
Pendiente 0,055
Error tipico de la pendiente 0,000408
Estadistico-t pendiente (valor-p) 136,1383 (0,0000)
Ordenada al origen -0,03
Error tipico de la intercepcion 0,003683
Estadistico-t intercepcion (valor-p) -8,6347 (0,0000)
F-ANOVA test de regresion (valor-p) 1,49087 (0,0000)

Tabla 3.13: Resumen de los resultados obtenidos en el analisis de la regresion para el método de

cuantificacion por espectrofotometria UV.
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Los resultados obtenidos del analisis de la varianza de la regresién
permitieron confirmar la correlacién existente entre la absorbancia y la
concentracion. La probabilidad asociada a los estadisticos F de Snédecor y t
de Student, indicaron la existencia de una correlacién estadisticamente
significativa entre ambas variables. Por tanto, con el estadistico F, se puede
afirmar que los datos se ajustan al modelo lineal propuesto, al obtenerse
un valor p < 0,05 (p = 0,0000) para un nivel de probabilidad del 95%. Al
mismo tiempo, el estadistico t-Student de la pendiente indica que difiere
significativamente de cero con un valor p < 0,05 (0,0000) para el mismo
nivel de probabilidad. No obstante, la ordenada en el origen difiere
significativamente de cero pues presenta un valor p < 0,05 (0,0000) para un
nivel de confianza del 95%, por tanto el método no es proporcional y la

ordenada al origen difiere significativamente de cero.

Los resultados obtenidos nos permiten indicar que el método es lineal
y puede ser empleado para la cuantificacion de morin liberado a partir de

las nanoparticulas en los estudios de cesion in vitro.

Exactitud

El estudio de la exactitud del método espectofotométrico, se llevd a
cabo empleando PLGA y MH Para ello, se calcularon los porcentajes de
recuperacion del analito en cada muestra y los coeficientes de variacion.

Los resultados obtenidos se recogen en la tabla 3.14
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Concentracion ., Porcentaje .. L.
tedrica Concentracion recuperacion Recupferauon DES)II.aCIOH cv
(ug/mL) real (ug/mL) (%) media (%) tipica (%)

5 5,04 100,72
5 5,00 100,04 101,17 1,42 1,40
5 5,14 102,77
10 9,90 99,03
10 10,08 100,38 99,42 0,83 0,84
10 9,88 98,85
15 14,90 99,36
15 15,44 102,91 100,63 1,97 1,96
15 14,95 99,64

Tabla 3.14: Resultados del estudio de la exactitud del método de cuantificacion de morin por

espectrofotometria UV.

Los resultados obtenidos demuestran que se trata de un método de

deteccidn exacto para concentraciones de morin iguales o superiores a

2,5 ug/mL (CV< 5%).

A la luz de estos resultados se puede afirmar que se trata de un

método analitico adecuado para la deteccidon y cuantificacion de morin

liberado a partir de las nanoparticulas en los ensayos de cesién in vitro.
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IV NANOPARTICULAS DE PLGA
FUNCIONALIZADAS CON UN DIPEPTIDO DE
FENILALANINA
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1. INTRODUCCION

En la BHE la permeabilidad de las sustancias es muy limitada. Los
capilares del endotelio cerebral presentan uniones estrechas de tamanos
cercanos a los 200 nm; esto unido a la inexistencia de canales paracelulares
y a los escasos y restrictivos tipos de canales transcelulares, impide el paso
de la mayor parte de las sustancias. Unicamente agua, gases, sustancias
liposolubles de pequefio tamafio (400-600 Da) y los nutrientes esenciales,
como glucosa y algunos aminoacidos, son capaces de atravesar la barrera.
Este estricto control del paso se complementa con un mecanismo de eflujo
constituido por la gp-P. La accion de esta bomba esta destinada a la
eliminacién de sustancias toxicas y desechos metabdlicos, pero restringe la
posibilidad de accién de muchos farmacos con interesantes acciones

terapéuticas.

En este aspecto las nanoparticulas poliméricas elaboradas con
polimeros biodegradables y biocompatibles, como el PLGA, suponen una
estrategia interesante para conseguir el acceso de sustancias que no
pueden atravesar la BHE y acceder al SNC. Sin embargo, las cantidades de
nanoparticulas que logran alcanzar el SNC son reducidas, dado que se

distribuyen por todos los tejidos del organismo.

La BHE presenta en su superficie canales LAT-1 con elevada afinidad
por la fenilalanina o tirosina, aa precursores de numerosos
neurotransmisores (Gardiner, 1990). Algunos estudios han indicado que la
presencia de estos aminoacidos puede suponer una mejora a través de la
barrera para los nanosistemas que incorporan en su superficie péptidos

(Vyas, et al., 2015).
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La rodamina B (Rh) es una sustancia fluorescente que no atraviesa la
BHE. Su estructura es de gran tamafo y la presencia de dos aminos ternarios
(figura 4.1) impiden a esta molécula pasar los obstaculos que genera la BHE
(Chen, et al., 2017). Es por esto, que se puede emplear como un marcador
fluorescente para determinar la capacidad de paso de BHE de las NPs que

contienen esta sustancia.

N

HaC

H;C

Figura 4.3: Estructura quimica del marcador de fluorescencia Rodamina-B.

2. OBIJETIVOS

El objetivo de este trabajo es elaborar nanoparticulas de PLGA
cargadas con rodamina B vy funcionalizadas con un dipéptido de
fenilalanina, para favorecer el paso a través de la BHE y el acceso de la

rodamina B al SNC.

Obijetivos parciales:
= Elaborar nanoparticulas de PLGA cargadas con rodamina B.
= Elaborar nanoparticulas de PLGA cargadas con rodamina B vy,

posteriormente, funcionalizar. con el péptido fenilalanina-

fenilalanina, la superficie de las mismas.
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= Elaborar nanoparticulas de PLGA-fenilalanina-fenilalanina y PLGA

cargadas con rodamina B.

= Realizar estudios de biodistribucion de las nanoparticulas en

diferentes 6rganos: higado, pulmon, rifidn y bazo.

= Evaluar el paso a través de la barrera hematoencefdlica de las

diferentes formulaciones en un modelo animal.

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Elaboracion de nanoparticulas de Rodamina B
3.1.1. Nanoparticulas de PLGA

Para la elaboracion de NPs por el método de extraccion-evaporacion
del solvente se pesan 50 mg de PLGA que se disuelven en 1,5 mL de
diclorometano (Fisher Scientific®, Espana). A esta solucidon se adicionan
2,5 mg de Rh (Fisher Scientific®, Espafia) disueltos en 0,5 mL de DCM; y
mediante agitacion en vdrtex se asegura una mezcla homogénea. La
solucidn resultante se incorpora sobre 6 mL de una disolucién acuosa de
PVA al 1,5%. La mezcla resultante (fases organica y acuosa) se somete a
agitacion en sonicador (Accumet® AE150, Fisher Scientific, Espana) en
pulsos de 10/15 segundos on/off durante 10 minutos, el vial debe
mantenerse en un bafio de hielo para prevenir el aumento de la

temperatura. Pasado ese tiempo, la dispersion resultante se mantiene en
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agitacion magnética moderada durante 2,5 horas, para permitir la

evaporacion del disolvente organico y la formacion de las NPs.

Una vez eliminado el disolvente organico las NPs se centrifugan a
13.000 rpm (Sorvall ST8R Thermo Fisher®, Espana), el sobrenadante se
retira, las NPs se resuspenden en agua destilada y se centrifugan 3 veces
para asegurar la total eliminacion del PVA. Tras el ultimo centrifugado, las
NPs se suspenden en 1 mL de sacarosa al 1,5%, precongeladas y liofilizadas
durante 24 horas (Lyo Quest®, Azbil Telstar® S.A., Espafia). Se han

preparado también lotes de NPs de esta formulacién sin rodamina B.

La figura 4.2 refleja un esquema del proceso de elaboracién seguido

en este método.

A %
F. A: PVA 1,5% Y Sonicacién AN Ev. DCM E }
—
AN FO. +EA. Nanoemulsidn NPs en suspension
F O: DCM + Centrifugado
PLGA +PA
1ml Sacarosa 3x (Lavado +
AN 1, Sn/ Centrlfugado)
/\\ (]
VE AN -—

O

NPs en suspension

Congelacion +
en sacarosa

liofilizacién

Figura 4.4: Esquema de elaboracién de NPs por el método de la extraccidon-evaporacion del solvente.
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3.1.2. Nanoparticulas de PLGA funcionalizadas en superficie con

fenilalanina.

Las NPs funcionalizadas en superficie con un dipéptido de fenilalanina
(phe-phe) se elaboran con 50 mg de PLGA 502 y 2,5 mg de Rh
(NPpheA-Rh) por el método de extraccién-evaporacion del solvente
previamente descrito. La union del péptido se realiza sobre la superficie de

las NPs elaboradas, al activar los grupos carboxilo del PLGA.

Para la union del dipéptido a la superficie, las NPs cargadas con Rh se
mantienen en 1 mL de H;0 destilada durante 24 horas refrigeradas a 42°C.
Para realizar el proceso de funcionalizacidn se adapté el protocolo descrito
por Constantino et al. (Constantino, et al., 2005). A 55 mg de NPs
suspendidas en 1 mL de H,0 destilada, se adicionan 0,5 mL de una solucion
tamponada de MES 0,1M (acido 2-(4-morfolino)-etano sulfénico) (Fisher
Scientific, Espafia) con pH ajustado a 4,7. A esta solucidon se le anaden 50
mg de N-hidroxisuccinimida (NHS) (Acros Organics, Bélgica). Seguidamente
se incorporan 150 mg de 1-etil-3(3-dimetilamino-propil) carbodiimida
hidroclorato (EDC) disueltos en 2,5 mL de tampdn MES. La suspension de
NPs se mantiene en agitacion magnética durante 1 hora. Pasado este
tiempo, se centrifugan las NPs a 13.000 rpm durante 25 minutos, para
retirar el tampdon MES junto con los reactivos que no hayan reaccionado. A
continuacion, se resuspenden las NPs en 2,5 mL de tampdn fosfato (PBS)
ajustado a pH 7,4. Sobre esta segunda suspension se incorporan 2 mg de
phe-phe disueltos en 2,5 mL de PBS a pH 7,4; manteniéndose en agitacion
magnética durante 2 horas para asegurar la reaccidén. Finalmente, se
procede a centrifugar las NPs a 13.000 rpm durante 30 min, antes de anadir

el crioprotector (sacarosa 1,5%) vy liofilizarlas. EIl PBS sobrenadante se
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recoge y se cuantifica la cantidad de phe-phe que no se ha unido a la
superficie. También se han preparado lotes de NPs de esta formulacidn sin

rodamina B (NPpheA ).

La figura 4.3 muestra las reacciones que tienen lugar durante el

proceso de funcionalizacién con phe-phe:

N

Oy X Quoprsh
OH 0 Na SN
b ! rT“ "
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EDC

HZN\

0 Phe-Phe 0
_Phe-Phe O\N — |
NH
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o}
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Figura 4.3: Esquema de las reacciones de union del péptido phe-phe a las NPs.

3.1.3. Nanoparticulas elaboradas con PLGA-phe-phe y PLGA

Para la elaboracion de esta formulacion (NPpheB-Rh), se emplea PLGA
502 al que previamente se ha unido el phe-phe. En este caso, la fenilalanina
se une por un enlace covalente peptidico al PLGA antes de la formacién de

las nanoparticulas.

En la unidn del péptido y el polimero podemos distinguir dos etapas:

activacion del polimero y sintesis del PLGA-phe-phe.

Durante la etapa de activacion del polimero 2,5 g de PLGA se disuelven

en DMC anhidro (7 mL) que se hacen reaccionar con un exceso de
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NHS (68 mg) en presencia de EDC (115 mg), manteniéndose en agitacion
durante 22 horas en atmosfera de argdn. La solucidn resultante se
incorpora por goteo sobre 10 mL de una mezcla de éter etilico y metanol
(1:1) enfriada en hielo, procurando asi que el producto precipite. En esta
etapa se obtiene un residuo sélido, que se separa por decantacién y lavado
con una mezcla de éter-metanol, para eliminar los subproductos
resultantes de la reaccidn. El precipitado restante se diluye nuevamente
con 15 mL de DCM y la solucidn se deshidrata con sulfato de sodio anhidro.
A continuacion, el disolvente se elimina mediante vacio en un bafno
termostatizado, obteniéndose 2,2 g de un polvo blanco. El sélido resultante

se liofiliza para obtener PLGA-NHS en forma de polvo blanco.

La figura 4.4 resume la reaccion.

QWP T QWP

PLGA PLGA-NHS

Figura.4.4: Esquema de la reaccion de activacion del PLGA con NHS/EDC.

En la etapa de sintesis del PLGA-phe-phe, 502 mg de PLGA-NHS se
hacen reaccionar con 200 mg de péptido phe-phe en 12 mL de DCM anhidro
y 0,1 mL de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA). La reaccidn se lleva a cabo
durante 40 horas, manteniendo una agitacion intensa y una atmdsfera de
argén. La mezcla resultante fue concentrada mediante vacio en bafo
termostatizado y posteriormente lavada con 15 mL de una mezcla de éter
de petrdleo-metanol (10:90). El precipitado resultante se separa por

decantacién y se lava repetidas veces con idéntica mezcla, con el fin de
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eliminar las impurezas de la reaccion. El sélido recuperado se liofiliza para
obtener de esta manera 120 g de un polvo blanco-amarillento de

PLGA-phe-phe.

(0]
7 O
0]
HO oFN PheAlaPheAla _ o
o HO o
0O dry DCM, DIPEA o
n m
n m
PLGA-NHS

PLGA-NH-PheAlaPheAla-NH2
Figura 4.5: Sintesis del PLGA-phe-phe mediante la union del péptido phe-phe al PLGA activado.

Para la elaboracién de las NPs se emplea una mezcla de 50 mg de
PLGA-phe-phe y PLGA en una proporcion 40:60. Las NPs se elaboran por el
método de extraccidon-evaporacion del solvente que se ha explicado
anteriormente, empleando 2,5 mg de Rh como activo. Siguiendo el mismo
protocolo se elaboran nanoparticulas blancas de esta formulacién

(NPpheB).

La tabla 4.1 muestra las formulaciones de nanoparticulas de morin

elaboradas:
Formulacién PLGA 502 PLGA -PhePhe Phe-Phe Rh
NP-Rh 50 mg - - 2,5 mg
NPpheA-Rh 50 mg - 2 mg 2,5 mg
NPpheB-Rh 30 mg 20 mg - 2,5 mg

Tabla 4.1: Resumen de la composicion de las formulaciones elaboradas
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3.2. Caracterizacion de las formulaciones

3.2.1. Determinacidn de la cantidad de péptido unido a las

formulaciones NPpheA

La cuantificacidon del péptido phe-phe unido a la formulacion NPpheA,
se realiza mediante un método de cuantificacion de fenilalanina por
fluorescencia, adaptado a nuestras condiciones (Neurauter, et al., 2013).
Este método emplea como fase mévil una solucién acuosa de KH,POs a una
concentracion 15 mM, y con un flujo de 0,9 mL/min. El detector de
fluorescencia se configura para una longitud de onda de excitacién de
210 nm y una lectura de emisidn a 302 nm. Se han realizado cinco rectas de

calibrado a concentraciones de 50, 100, 150, 200, 300, 400 y 500 pg/mL.

La cuantificacidn de la cantidad del péptido unido a las NPs después de
su formacion, se ha realizado de manera indirecta. Una muestra diluida del
sobrenadante de la reaccion de funcionalizacidén se ha analizado mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC Jasco, Jasco International Co
Ltd, Japén) con un detector de fluorescencia acoplado (Jasco FP-4025
fluorescence detector, Jasco International Co Ltd, Japdn). Los ensayos de

realizan por duplicado.

3.2.2. Determinacidon de la union del péptido al PLGA en las

formulaciones NPpheB

El proceso de unién del péptido phe-phe al PLGA es una reaccidn
compleja. Para poder asegurar que el producto obtenido en cada una de las
etapas del proceso de sintesis es el esperado, los subproductos resultantes

se han analizado mediante resonancia magnética nuclear (RMN).
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El RMN es una técnica espectroscopica que puede emplearse para
estudiar nucleos atdmicos con un nimero impar de protones, neutrones o
de ambos. En condiciones normales los espines de estos atomos se orientan
al azar. Sin embargo, cuando se someten a la influencia de un campo
magnético, adquieren una conformacién ordenada: los espines positivos se
orientan en la misma direccién del campo (estado conocido como espin-a)
mientras que los espines negativos se orientan en direccion contraria al
campo (espin-B). La diferencia de energia entre los dos estados a y B

depende de la fuerza del campo magnético aplicado.

En una muestra con compuestos organicos que es irradiada
brevemente con un pulso intenso de radiacion, los nucleos en estado a son
promovidos al estado B. Cuando los nucleos vuelven a su estado original,
emiten una sefial que es detectada por el espectrometro RMN y registrada

en forma de una grafica de frecuencias frente a intensidad.

El andlisis de las muestras se lleva a cabo disolviendo 5 mg de muestra,
procedente de cada una de las etapas, en 10 mL de cloroformo deuterado
(CDClI;). De la solucion resultante se toma wuna alicuota de
aproximadamente 1ImL en un tubo de resonancia magnética, que se analiza
mediante los espectrofotometros del CAl de resonancia magnética, en unas
condiciones de trabajo de 250 MHz para resonancia 1H. Sobre los espectros
obtenidos se identifica la sefial correspondiente a los sustituyentes de

interés.
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3.2.3. Determinacion del tamaio de particula

Con el objetivo de determinar el tamafio medio y la distribucidon de
tamafios de todas las formulaciones elaboradas se ha empleado la técnica
de difraccion de rayos laser, para ello se empled un equipo Zetatrac® Ultra
(Microtac, Inc., EE.UU.). Se determina el diametro medio de las NPs como
diametro volumen (DV) y la distribucién de tamafios, mediante curvas

distributivas de volumen.

Alteraciones en la metodologia pueden dar lugar a cambios en el
tamafo final de las NPs. Para evaluar si la técnica empleada es adecuada
conviene determinar la dispersion de la distribucion de tamafos de las
formulaciones, por ello se calcula el valor de span y el indice de

polidispersion (IP).

Para calcular los valores de span de cada una de las distribuciones

obtenidas se ha empleado la siguiente ecuacion:

Percentil 90 — Percentil 10
Percentil 50

span =

Valores de span elevados indican una distribucion heterogénea; un
valor de span se considera adecuado cuando es inferior a 1, lo que significa

gue la poblacidn es monodispersa.

El IP nos indica la anchura y distribucion de tamafios moleculares, y es
la relacion entre el promedio en peso y en nUmero. Para el calculo del IP se

emplea la siguiente ecuacion:

p - SD
"~ Tamaiio medio

107



Mario Alonso

Valores de IP comprendidos entre 0,1-0,5 indican una poblacion
monodispersa, mientras que valores superiores a 0,7 reflejan una amplia

distribucion de tamafos y por tanto, una muestra polidispersa.

3.2.4. Estudios morfoldgicos

El andlisis morfolégico de las formulaciones se ha realizado por
microscopia electrénica de barrido (SEM, Jeol, JSM 7600F, Japdn). Este
estudio permite determinar la forma, homogeneidad de tamafios, estado
de agregacion de las particulas y presencia de alteraciones en la superficie,
gue son aspectos que pueden tener una influencia en el perfil de liberacion

del principio activo desde la NPs.

Para la realizacion del analisis, las muestras se fijan mediante cinta
adhesiva de fibra de carbono a portamuestras, que se recubren con oro

coloidal como agente conductor.

3.2.5. Propiedades superficiales

La determinacion del potencial zeta de las distintas formulaciones de
NPs se ha realizado mediante la técnica de dispersidon de luz; se utiliza para
ello el equipo Zetasizer Nano S® (Malvern Instrument’s, Reino Unido), que
emplea una célula capilar Capillary cell enhances® (Malvern Instrument’s,
Reino Unido) para la lectura de muestras. Para ello se prepara una
suspension de las formulaciones en agua destilada a una concentracion de
100 pg/mL. Las muestras se agitan en vértex a velocidad moderada durante

1 minuto, para asegurar la dispersion de las NPs.
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El potencial Z (pZ) se ha determinado en las formulaciones NP-Rh;
NPpheA-Rh y NPpheB-Rh, y se ha comparado con el obtenido para las

formulaciones que no incorporan principio activo.

3.2.6. Determinacidn de la cantidad de Rh encapsulada

Para la determinacién del contenido en Rh de las NPs cargadas con el
flavonoide se pesan 10 mg de la formulacidon y se disuelven en 1 mL de DCM
bajo agitacion en voértex. A continuacion, se adicionan 4 mL de metanol
(Fisher Scientific, Espafa). Al ser el PLGA insoluble en MetOH, este
precipita. Seguidamente, se cuantifica por espectrofotometria la cantidad
de principio activo encapsulado, que se expresa como microgramos de Rh

en 100 mg de NPs.

Para la cuantificaciéon de Rh en metanol, se ha puesto a punto un
método por espectrofotometria, para ello se emplean concentraciones de
0,5, 1; 2; 3; 4y 5 ug/mL de Rh en MetOH. La recta de calibrado se ha

repetido 5 veces y se obtuvo como resultado la siguiente ecuacién media:
y = 0,1992x + 0,0098

El valor de R% obtenido es de 0,9998; el cual resulta adecuado para el

analisis.
3.2.7. Ensayos de cesion

Para la realizacion de los ensayos de cesidon, se pesan 20 mg de NPs,
gue se introducen en tubos eppendorf y se suspenden en 4 mL de una
solucion de PBS a pH 7,4. Las muestras se sumergen en un bafo

termostatizado Memmert WNB 45 (Memmert®, Alemania) a 3740,12C, bajo
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una agitacion magnética constante de 100 rpm. La toma de muestras se
realiza a los siguientes tiempos: 1, 2 y 6 horas. El volumen de muestra
extraido se filtra a través de filtros de PVDF de 0,45 um (Teknokroma
Analitica SA, Espaiia) y se procede al andlisis de las muestreas mediante

espectrofotometria a una longitud de onda de 261 nm

Para la cuantificacién de Rh en PBS, se ha puesto a punto un método
por espectrofotometria, empleando para ello las concentraciones de 0,5; 1;
2; 3; 4y 5 pg/mL de Rh en MetOH. La recta de calibrado se ha repetido 5

veces, obteniéndose como resultado la siguiente ecuacién media:
y =0,227x —0,0021

El valor R% de la ecuacidn es de 0,9997; el cual resulta adecuado para

el analisis en ese rango de concentraciones.

3.3. Estudios de biodistribucion

Los estudios de biodistribucidon se han realizado en ratas Wistar macho
de 220-270 g de peso. Las ratas se dividen en 4 grupos experimentales a los
gue se administran las formulaciones. El nimero de animales es de 6 ratas
en todos los grupos, excepto en el grupo que recibe la formulacién de NPs
sin funcionalizar (NP-Rh) que esta formado por 8 ratas (tabla 4.2). En todos
los grupos las ratas se han sacrificado a las 1 hora y 2 horas después de la

administracion de las formulaciones.

La dosis seleccionada fue de 12,5 mg de NPs, administrada en un
volumen de 0,5 mL de suero salino, para un peso medio de 250 g. El

volumen administrado a cada rata se ha ajustado en funcidon del peso
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exacto de cada animal. La administracion se realiza con una jeringuilla de

insulina y con agujas de 30 G en la vena lateral de la cola.

El grupo 1 de animales se ha establecido como control y se le
administra solamente suero salino. A los demas grupos experimentales (2,
3y 4) se les administran las formulaciones de NPs correspondientes, tal y

como se muestra en la tabla 4.2 (formulaciones NP-Rh, NPpheA-Rh y

NPpheB-Rh):
.l , . Tiempo de
Grupos Formulacién Numero de animales e
sacrificio (h)
3 1
1 Suero salino
3 2
4 1
2 NP-Rh
4 2
3 1
3 NPpheA-Rh
3 2
3 1
4 NPpheB-Rh
3 2

Tabla 4.2: Resumen de las condiciones de administracion y sacrificio de los animales durante el
estudio de biodistribucion.

Tras el sacrificio, se procede a extraer el cerebro, que se divide en los
dos hemisferios, los pulmones, el higado, los riflones y el bazo. Los érganos
extraidos se congelan con nieve carbdnica y se mantienen a -80°C hasta su

posterior andlisis.
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3.3.1. Biodistribucion en tejidos

El analisis de biodistribucion de las formulaciones de NPs se ha
realizado midiendo la fluorescencia de la Rh contenida en los diferentes
organos estudiados, de acuerdo al método descrito previamente por
nuestro equipo de investigacion (Marcianes, et al., 2017). Para ello, se pesa
en primer lugar cada érgano, del que se toma una porcién. A continuacion,
esta porcion se homogeniza en 5 mL de DCM mediante turbina.
Seguidamente, las muestras ya homogenizadas se mantienen en
maceracion protegidas de la luz durante 1 hora, el sobrenadante se
centrifuga a 8.000 rpm durante 10 minutos, y se realiza la lectura en un
fluorimetro Varian Cary Eclipse, (Agilent Technologies, Espafia). La Rh
presenta una longitud de onda de excitacion de 553 nm y una longitud de

onda de emision de 627 nm.

Debido a las diferencias en las cantidades de Rh encapsulada entre las
distintas formulaciones. Ha sido necesario normalizar los resultados en
funcion de la cantidad existente en la formulacién NP-Rh. Los resultados se

expresan como ng de Rh por gramo de érgano.

3.3.2. Evaluacion del paso de las NPs a través de barrera

hematoencefalica

Los estudios de paso a través de la BHE se han realizado por dos
métodos distintos: en primer lugar, se realizd un estudio de biodistribucién
siguiendo el protocolo previamente descrito, con uno de los hemisferios
cerebrales. Con el otro hemisferio se han realizado cortes de 30 um con un
micrétomo. Los cortes cerebrales se montan en portamuestras para ser

analizados en un microscopio de fluorescencia.
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Para ello, las muestras se fijan con formaldehido a los portamuestras
y son tratados con DAPI, colorante que se une al material genético de las
células intactas y proporciona una fluorescencia azul. Para evaluar la
intensidad de Rh en los cortes cerebrales se emplea una longitud de onda
de excitacion 540 nm y de emisidon de 570 nm. Las imdagenes se adquieren
en un microscopio Leica, modelo DM2000 LED (Leica Microsystems,
Espafia) acoplado a una cdmara digital Leica DFC3000G (Leica
Microsystems,  Espafia) para  capturar las imdagenes con
inmunofluorescencia. Las imagenes se obtienen mediante el software Leica

LAS, gue posteriormente se exportan en formato jpeg

Una vez hecha la tincidon, los cortes se observan a 10 aumentos en el
microscopio de fluorescencia. Las imagenes obtenidas han sido analizadas
y tratadas mediante el programa Imagel (National Institute of Health, EE.
UU.). Los datos se expresan como promedio de la intensidad de
fluorescencia de las muestras. Para ello se han empleado 8 cortes del area

del hipocampo de cada uno de los animales estudiados.

3.3.3. Integridad del tejido cerebral

Con el fin de saber si la administracidon de las NPs genera algun tipo de
dafio en tejido cerebral, se ha realizado una tincidon de NISSL. La tincidn
NISSL se lleva a cabo sumergiendo la muestra fijada a un portamuestras en
una solucién de violeta de cresilo. La muestra se mantiene durante 30
minutos en esta solucion. Posteriormente se procede a su lavado,
empleando para ello concentraciones crecientes de etanol durante 2
minutos. Finalmente, para asegurar que la muestra queda deshidratada, se

realizan dos lavados de 5 minutos en xileno.
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Las imagenes se adquirieron en un microscopio Leica, modelo DM2000
LED acoplado a una camara digital (Leica DFC425 para las capturas a color
de las tinciones de violeta de cresilo). Las imagenes se han capturado

usando el software Leica LAS y posteriormente son exportadas en formato

jpeg.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de las NPs

4.1.1. Determinacidn de la cantidad de péptido unido a las

formulaciones NPpheA-Rh

El método de deteccidn del phe-phe por fluorescencia puesto a punto

se ajusta a la siguiente recta de calibracidn:
y = 35447 + 638,32x
(R2 = 0,9991)

Para la cuantificacidon de la cantidad de phe-phe unida a la superficie
de las NPs (NPpheA-Rh), se cuantifica la cantidad remanente de péptido
presente en el tampdn, resultante del proceso de funcionalizacion. A partir

de estos datos se han obtenido las cantidades de péptido unido a las NPs.
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La figura 4.6 muestra, a modo de ejemplo, uno de los picos de fluorescencia

obtenidos durante el analisis.
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Figura 4.6: Ejemplo del pico obtenido al analizar el sobrenadante con phe-phe.

Los resultados del andlisis se muestran en la tabla 4.3.

.l phe-phe afiadido phe-phe phe-phe unido a
Formulacion (ng) sobrenadante (pug) NPs (png)
NPpheA-Rh 2000 1568,67 £ 53,28 431,33 £ 53,28

Tabla 4.3: Cantidad de péptido phe-phe en el liquido sobrenadante y unido a la formulacién

NPpheA-Rh.

Como se puede observar en la tabla 4.6, la metodologia empleada para
la union del péptido phe-phe alas NPs ya elaboradas resulté ser viable, pero
altamente ineficiente, debido a que el rendimiento del proceso es bajo. De
los 2 mg afiadidos (en exceso), solamente se unieron 431453 pug, lo que
supone que solamente un 21,57% de la cantidad inicial ha conseguido

unirse a la superficie de las NPs.

Este método de funcionalizacion se empleara para la elaboracion de la

formulacidon de NPs que denominamos NPpheA-Rh.
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4.1.2. Determinacion de la union de péptido al PLGA en las

formulaciones NPpheB

Para analizar la union de phe-phe al PLGA, polimero que se va a
emplear para la elaboracion de las formulaciones de nanoparticulas
NPpheB, se ha llevado a cabo un analisis de RMN de elucidacion de la
estructura. La figura 4.7 muestra el espectro de H-RMN correspondiente al
PLGA en su etapa de activacién, y en la figura 8 se muestra el espectro de

RMN del PLGA-phe-phe sintetizado y obtenido tras la union del péptido.
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Figura 4.7: Espectro H-RMN del polimero PLGA activado con NHS.
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Figura.4.8: Espectro H-RMN del PLGA-phe-phe.

En la figura 4.8 se muestran los cambios en el espectro del PLGA
debido a la presencia de fenilalanina. En ella se pude observar un pico a
t= 7,17, que es caracteristico de los anillos aromaticos presentes en el
péptido phe-phe, asi como la desaparicion del doblete correspondiente a la

NHS que deberia aparecer a t= 3,26 (figura 4.7).

El método de unidn del péptido phe-phe al polimero, previo a la
elaboracidon de las NPs de las formulaciones NPpheB, tiene la ventaja de
poder controlar la proporcion de ligando presente en la formulacién. Esta
sintesis ha permitido obtener un porcentaje de unién de phe-phe al PLGA
del 100%. Por tanto, este nuevo polimero (PLGA-phe-phe) se puede
emplear en diferentes proporciones, junto con el polimero PLGA, que no

tiene el péptido unido. En nuestro caso, hemos seleccionado una
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proporcion de 40% de PLGA-phe-phe y 60% de PLGA para la elaboracion de

las formulaciones de NPs que denominamos NPpheB.

4.1.3. Determinacidn del tamaio de particula

En la tabla 4.4 se resumen los resultados medios correspondientes al
tamaino de particula, indice de polidispersion (IP) y span de las

formulaciones de rodamina elaboradas.

Diametro medio (nm)

Formulacion + DE IP span
NP 176,4 £ 13,45 0,22 0,68
NPpheA 195,47 +12,99 0,18 0,63
NPpheB 192,77 £1,44 0,19 0,67
NP-Rh 187,67 £ 6,92 0,25 0,71
NPpheA-Rh 190,66 + 4,67 0,31 0,83
NPpheB-Rh 191,03 +6,51 0,25 0,67

Tabla 4.4: Resultados medios obtenidos para el tamaiio de particula (xDE), indice de
polidispersién y span de las formulaciones de NPs elaboradas.

Como se puede observar, todas las formulaciones presentan tamaios de
particula comprendidos entre 180-198 nm. Dado que ninguno de los valores
de IP fue superior a 0,5 ni los valores de span fueron superiores a 1,0, se
puede afirmar que se trata de poblaciones de particulas homogéneas y
monodispersas. A la vista de los datos obtenidos podemos indicar que el
método de elaboracion empleado para las NPs resulta apropiado para
nuestros objetivos, ya que el tamafo de particula obtenido fue inferior a
250 nm; este tamafio resulta adecuado para poder atravesar la BHE

(Kasinatham, et al., 2015).
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Figura 4.9: Dispersidon de tamaiios de las distintas formulaciones. A:NP-Rh; B: NPpheA-Rh; C: NPpheB-
Rh
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4.1.4. Estudios morfolégicos (SEM)

Figura 4.10: Imagen por microscopia electronica de barrido (SEM) de la formulacion NP. A: cargadas con
Rh; B: blancas.

Figura 4iError! No hay texto con el estilo especificado en el documento..11: Imagen por microscopia
electrénica de barrido (SEM) de la formulacién NPphA. A: cargada con Rh; B: blancas.

Figura 4.12: Imagen por microscopia electrénica de barrido (SEM) de la formulacién NPpheB. A: cargada
con Rh; B: blancas.
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Las microfotografias obtenidas mediante microscopia electréonica de
barrido (SEM) nos permiten comprobar que todas las formulaciones de NPs
presentan una superficie lisa, rigida y con un tamafio homogéneo. No se
observaron agregados que podrian dificultar la administraciéon de las
formulaciones por via intravenosa. Estos resultados concuerdan con los

obtenidos en el analisis por difraccion de rayos laser.

4.1.5. Propiedades superficiales
.. Potencial Z NPs Rh + DE Potencial Z NPs blancas + DE
Formulacion
(mV) (mV)
NP -22,63+0,42 -25,4+1,38
NPpheA -18,46 £ 0,74 -20,03+0,21
NPpheB -7,88 £0,23 -18,27 + 2,15

Tabla 4.5: Potenzial Z medio (+DE) de las formulaciones NP-Rh, NPpheA-Rh, NPpheB-Rh (columna 1) y

NP, NPpheA, NPpheB sin cargar (columna 2).

El potencial Z de las NPs de PLGA blancas es similar al obtenido por
otros autores (Vera, et al., 2015; Marcianes, et al., 2017). Este potencial
disminuye de forma significativa con la presencia de phe-phe, aunque esta
disminucion no resulta suficientemente relevante para modificar las
caracteristicas de las particulas. Como se puede observar en la tabla 4.5, se
produce un cambio en el potencial Z de todas las formulaciones al
incorporar la Rh, en las cuales disminuye su carga negativa. Esto es
especialmente marcado en el caso de la formulacion NPpheB-Rh, la cual
alcanza una carga que podriamos considerar neutra (valores de Pz £10,0).
Si se tiene en cuenta que la Rh tiene carga positiva, las diferencias
encontradas podrian ser debidas a la mayor encapsulacién que se produce

al elaborar la formulaciéon NPpheB-Rh.
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Hoyos-Ceballos et al. (Hoyos-Ceballos, et al., 2020) obtienen similares
resultados cuando elaboran NPs de PLGA que son funcionalizadas, antes o
después de su elaboracién, mediante otros péptidos. Estos autores
encuentran que el valor de potencial Z de las NPs pre-funcionalizadas es
mucho mas parecido al de las NPs de PLGA que el obtenido para las NPs

post-funcionalizadas con los mismos péptidos.

Es sabido que valores de potencial Z positivos (>+10,0) facilitan el paso
de las particulas a través de barreras bioldgicas, ya que tienen
principalmente carga negativa, aunque esto significa también que provocan
una mayor activacién del sistema inmune (S.l.) y son fagocitadas por
macrofagos (Salvador-Morales, et al., 2009). Es por este motivo que, en
principio, las cargas neutras o negativas son mas adecuadas para que las
NPs puedan circular libremente y llegar a su lugar de accién, sin ser

eliminadas.

4.1.6. Determinacidon de la cantidad de Rh encapsulada

La tabla 4.6 muestra los resultados medios obtenidos para la cantidad
de rodamina encapsulada y la eficacia de encapsulacion (EE) de las distintas

formulaciones elaboradas.

Cantidad encapsulada media

Formulacién (11£)/100 mg de NPs * DE EE% + DE
NP-Rh 362,8+17,3 7,604
NPpheA-Rh 108,9+11,4 2,3+0,2
NPpheB-Rh 715,33+ 8,6 15,0+ 0,2

Tabla 4.6: Cantidad media de Rh encapsulada y eficacia de encapsulaciéon (EE%) + DE de las

formulaciones de NPs elaboradas.
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Los resultados obtenidos muestran una baja cantidad de Rh
encapsulada y, por tanto, una eficacia de encapsulacién muy baja. En este
sentido, cuando se aumento la cantidad de Rh inicial para la elaboracion de
las NPs se observd una interaccion entre la rodamina y el polimero, que
modificaba las caracteristicas del PLGA. Por ello, se emplea una cantidad
inicial de Rh del 2,5%, que resulta suficiente para llevar a cabo los estudios
de biodistribucion. La formulacion NPpheA-Rh presenta los valores mas
bajos de encapsulacién, que probablemente es debido al proceso de
funcionalizacion que requiere de tiempos largos de contacto de las NPs con
los medios tamponados MES y PBS y, por tanto, se puede producir la

liberacidon del agente fluorescente durante el proceso.

Por otro lado, la formulacion NPpheB-Rh presenta porcentajes de
encapsulacion muy superiores a los obtenidos para las otras dos
formulaciones. Estas diferencias solo pueden atribuirse a la presencia de
fenilalanina previa a la formacién de las NPs. Aunque la presencia de este
dipéptido esta avalada por los espectros de RMN obtenidos tras su union al
PLGA vy por las modificaciones del potencial Z, no es posible saber si la
fenilalanina se orienta hacia el interior o hacia el exterior de las NPs. Una
orientacion hacia el interior de una parte o de toda la fenilalanina, podria
explicar esta elevada diferencia en la cantidad de Rh encapsulada, que se
puede observar a simple vista por el color que adquieren de las NPs

elaboradas para esta formulacion.
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4.1.7. Ensayos de cesion

Las tablas 4.7 a 4.9, junto con las figuras que las acompafan, muestran

los resultados del ensayo de cesidon de Rh a partir de las tres formulaciones.

Tiempo (h) Cantidad media cedida acumulada Porcentaje medio cedido
(ng)/100 mg NPs + DE acumulado + DE
1 159,64 + 1,28 44,00 + 0,35
2 223,76 £1,79 61,68 + 0,49
6 256,05 + 2,04 70,58 £ 0,56

Tabla 4.7: Resultados medios (+DE) obtenidos en los ensayos de cesion de la formulacion NP-Rh.

. Cantidad media cedida acumulada Porcentaje medio cedido
Tiempo (h)
(ng)/100 mg NPs + DE acumulado + DE
1 30,96 £ 0,30 28,42 + 0,28
2 43,45+0,43 39,89 0,39
6 49,80+ 0,49 45,72 £ 0,45

Tabla 4.8: Resultados medios (+DE) obtenidos en los ensayos de cesion de la formulacion NPpheA-Rh.

Tiempo (h) Cantidad media cedida acumulada Porcentaje medio cedido
(1g)/100 mg NPs + DE acumulado + DE
1 393,65 + 3,13 55,04 £0,44
2 552,40 + 4,349 77,23 £0,61
6 579,77 + 4,60 81,05 £ 0,64

Tabla 4.9: Resultados medios (+DE) obtenidos en los ensayos de cesion de la formulacion NPpheB-Rh.

Los estudios de cesion de estas formulaciones se llevan a cabo,
Unicamente para conocer de forma aproximada la liberacion de Rh y asi

poder relacionar estos resultados con el comportamiento de la formulacion
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in vivo. Hay que tener en cuenta, que antes de atravesar la BHE se puede
producir la liberacion de Rh en el organismo. Es necesario indicar que la
rodamina B no consigue atravesar la barrera hematoencefalica, sin
embargo, la rodamina cedida previamente reducird la cantidad de la misma
gue acceda al SNC vy las Nps llegarian al cerebro con menos carga. Por otro
lado, en estudios de biodistribucion llevados a cabo previamente por el
grupo de Investigacion, el mayor paso de NPs de PLGA al cerebro se produce
en los primeros de los 30 minutos después de la administracion (Marcianes,

et al., 2017).

Como se observa en los resultados obtenidos para la formulacion
NPpheA-Rh (tabla 4.8), el proceso de funcionalizacién mediante la reaccion
de la carbodihimida condujo a una disminucion de la velocidad de la cesion.
Este hecho puede deberse a que el proceso de funcionalizacidn retire la
rodamina presente en las capas superficiales de las NPs y por ello disminuye
el burst inicial. Sin embargo, otros autores que han trabajado con NPs
funcionalizadas por este mismo método, achacan este cambio en la
liberacion a la formacion de una capa extra en la superficie de los
nanosistemas, que modificaria la velocidad de liberacion debida a la
presencia del péptido en la formulaciéon (Zhu, et al., 2017; Cayero-Otero, et

al., 2019).
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4.2. Estudios de biodistribucion

4.2.1. Biodistribucion en tejidos

Los estudios de biodistribucién se llevan a cabo después de 1y 2 horas
de la administracién de las NPs mediante la cuantificacion de la Rh presente
en los distintos 6rganos: higado, bazo, rifidn y pulmdn. Para poder
comparar los resultados, previamente fue necesario normalizar las dosis de

NPs administradas en funcién de la carga de Rh en cada formulacion.

En primer lugar, se ha comparado la biodistribucion en los 6érganos de
cada una de las formulaciones, para asi poder evaluar la mayor o menor
afinidad de cada formulacion. En las tablas 10 a 12 se recoge la cantidad de
Rh presente en los distintos 6rganos analizados, a los dos tiempos
ensayados, y para cada una de las formulaciones elaboradas. Las figuras 13
a 15, que acompaiian a las tablas, muestran en forma de grafico estos

mismos valores.

Organo Cantidad media de Rh Cantidad media de Rh
(ng/g 6rgano) £ DE a t=1h (ng/g 6rgano) + DE a t=2h
Higado 15,73 +1,52 19,31+ 3,95
Rifidn 3,02+0,21 5,01+0,30
Bazo 28,61 +3,71 18,98 + 2,60
Pulmén 14,42 + 1,40 15,76 + 3,85

Tabla 4.10: Resultados de los ensayos de biodistribucion correspondientes a la formulacion NP-Rh
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Figura 4.13: Resultados de los ensayos de biodistribucidon correspondientes a la formulacién NP-Rh.

En la tabla 10 se puede observar cémo, durante la primera hora, la
formulaciéon NP-Rh presentd un mayor tropismo hacia el bazo, mientras que
el rindn es el érgano en el cual se detectan menores niveles de Rh. Por lo
gue se refiere al higado y pulmén, presentan una acumulacion similar del
marcador fluorescente. A las 2 horas de la administracion, se detectd una
brusca bajada de la fluorescencia en la Rh presente en el bazo, la cual llega
a alcanzar valores similares a los de pulmdn e higado, mientras que, en el
resto de 6rganos, las cantidades de rodamina aumentan ligeramente. Los
resultados obtenidos solo muestran un incremento significativo en las
concentraciones de Rh en rifndn, si bien los niveles encontrados en este

drgano siguen siendo muy bajos e inferiores a los de los otros drganos.
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Organo Cantidad media de Rh Cantidad media de Rh
(ng/g Org) + DE a t=1h (ng/g Org) + DE a t=2h
Higado 47,79 + 14,12 109,96 + 3,89
Rifidn 11,39+2,01 6,99 + 1,08
Bazo 283,45 + 38,65 203,84 + 25,15
Pulmén 21,86 + 2,98 96,84 + 4,22

Tabla 4.11: Resultados de los ensayos de biodistribucion correspondientes a la formulacion
NPpheA-Rh.
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Figura 4.14: Resultados de los ensayos de biodistribucidn correspondientes a la formulacién NPpheA-
Rh

Al estudiar la biodistribucidn de la formulacion NPpheA-Rh se observa
qgue, durante la primera hora, el bazo es claramente el drgano por el que
existe un mayor tropismo, en el que se alcanzan cantidades de Rh casi 6
veces superiores a las presentes en el higado, que representa el segundo
drgano con un mayor acceso de Rh, con niveles cercanos a los 50 pg/g de
drgano. A continuacion, y en cantidad, se encuentra el pulmén, pero con
valores significativamente inferiores a los encontrados en higado. Los

niveles mas bajos se alcanzan en rindn. Al estudiar el comportamiento de
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esta formulacién después de 2 horas de la administracion, se puede
observar como las cantidades de Rh en bazo disminuyeron, aunque
continta siendo el 6rgano con una mayor presencia de Rh. En higado y
pulmén se produjo, sin embargo, un aumento muy significativo de la
presencia de este compuesto y llega a doblar y a triplicar, respectivamente,
sus valores para ambos érganos. En cambio, su presencia en rifidn se redujo
a la mitad. Otros autores han encontrado resultados similares con NPs
funcionalizadas en superficie con péptidos que incluyen fenilalanina, las
cuales incrementan su presencia, respecto a las NPs no funcionalizadas, en
la mayor parte de los 6rganos estudiados (higado, bazo y rindn) durante la
primera hora, reduciéndose en el siguiente tiempo de estudio en el caso de
los rifiones (Tosi, et al. 2010). En dicho estudio, sin embargo, las
nanoparticulas funcionalizadas con el péptido no se acumularon en
pulmones hasta tiempos superiores a las 3 horas, obteniendo las mayores
acumulaciones en higado y rifiones; esto hecho es contrario a lo obtenido
en nuestro estudio. Es verdad, no obstante, que el péptido empleado por
Tosi et al., para funcionalizar no es exactamente el mismo, el cual es mas
largo y con otros aminoacidos ademas de phe, lo que puede afectar a este

perfil de distribucion.
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Organo Cantidad media de Rh Cantidad media de Rh
(ng/g 6rgano) £ DE a t=1h (ng/g 6rgano) + DE a t=2h
Higado 29,40 £ 3,28 42,61 +0,64
Rifidn 11,08+ 1,34 12,22 +0,14
Bazo 11,65+1,74 10,01 £ 0,89
Pulmén 24,64 £ 5,05 18,83+2,18

Tabla 4.12: Resultados de los ensayos de biodistribucion correspondientes a la formulacion

NPpheB-Rh

Higado Rifion Bazo Pulmoén
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Figura 4.15: Resultados de los ensayos de biodistribucidn correspondientes a la formulacion
NPpheB-Rh

Por ultimo, en relacién a la formulacion NPpheB-Rh, los resultados
obtenidos a la hora muestran claramente un tropismo diferente, en este
caso es el tejido hepatico el que presenta la mayor acumulacién de Rh. Por
otra parte, tanto en rindn como en bazo se obtienen cantidades
significativamente menores y muy similares entre ellas (tabla 4.12). Al
analizar los resultados correspondientes a las 2 horas, se observa un
aumento significativo en la presencia de rodamina en higado, mientras que

los cambios en los otros érganos no fueron significativos: aumentaron muy
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ligeramente en rifdn y disminuyeron su presencia en bazo y pulmon (figura
15). Con esta formulacién se reduce claramente la tendencia de las NPs de
acumularse en bazo, por lo que el higado y el pulmdn fueron los érganos

con mayor presencia de Rh.

A la vista de los resultados obtenidos, hemos comparado el
comportamiento de las formulaciones entre ellas respecto a su afinidad por

los diferentes 6rganos.

La figura 4.16 muestra las concentraciones de Rh en los distintos
organos, 1 hora después de la administracién, y para las tres formulaciones

estudiadas.
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Figura 4.16: Comparacion de las concentraciones de Rh en los distintos 6rganos ensayados, 1 hora
después de la administracion, y para las tras formulaciones de NPs estudiadas.

La figura 4.17 muestra las concentraciones de Rh en los distintos
drganos, 2 horas después de la administracion, y para las tres formulaciones

estudiadas.
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Figura 4.17: Comparacion de las concentraciones de Rh en los distintos 6rganos ensayados, 2 horas
después de la administracidn, y para las tras formulaciones de NPs estudiadas.

En el tejido hepatico se pudo observar que durante la primera hora las
formulaciones que se encuentran presentes en mayor medida son la
formulacion NPpheA-Rh y la formulacion NPpheB-Rh, especialmente la
primera. Estas diferencias se incrementaron a las 2 horas, aunque el

aumento es ligeramente menor en el caso de la formulacién NP-Rh.

La comparativa de los valores de Rh en bazo no deja lugar a dudas. A
ambos tiempos, los valores correspondientes a la formulacién NPpheA-Rh
son muy superiores a los encontradas con las otras formulaciones y llegan

a ser 10 veces mayores a los de NP-Rh, durante la primera hora (tabla 4.12).

En pulmén se obtienen valores muy similares entre las formulaciones
durante la primera hora, que se incrementan exponencialmente para
NPpheA-Rh al tiempo de sacrificio de 2 horas, mientras que no se observan

grandes diferencias entre los otros dos grupos de NPs.

Por ultimo, las cantidades de Rh en rifidn son muy bajas para todas las
formulaciones, en comparacion con las cantidades encontradas en otros

organos. Aun asi, durante la primera hora, se observa que la formulacion
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NP-Rh presenta los valores mas bajos, mientras que las dos formulaciones
funcionalizadas tienen niveles mas elevados y similares entre si. El cambio
en el comportamiento de las NPs en este drgano se observa a las 2 horas,
tiempo al cual las cantidades correspondientes a la formulacion NP-Rh son
del doble de las existentes a la hora, mientras que con la formulacion
NPpheA-Rh disminuyen casi hasta la mitad de los valores observados
previamente (figura 4.17). Con la formulacién NPpheB-Rh, sin embargo, se

mantuvieron unos niveles constantes.

Las diferencias de concentracidon de Rh encontradas en los distintos
organos nos indican que la presencia de fenilalanina modifica la
biodistribuciéon de las NPs. Ademas, la presencia de NPpheA-Rh es
predominante en casi todos los 6rganos, con la excepcién del rifidn. Este
hecho se podria explicar si tenemos en cuenta la existencia de células
fagociticas en los tejidos. Algunos nanosistemas tienen tendencia a dirigirse
a organos para ser captados por células fagociticas; especialmente por las
células de Kupffer del higado, por macrofagos del bazo y macroéfagos
alveolares del pulmodn. Los resultados de biodistribuciéon obtenidos parecen
indicar que el proceso de funcionalizaciéon con el péptido phe-phe,
especialmente cuando se produce en superficie (formulacion NPpheA),
podria estimular el fendmeno de fagocitosis y la migracién de las NPs hacia
estos oOrganos. Este hecho explicaria la mayor presencia de estas
formulaciones en drganos fagociticamente activos, mientras que la
formulacidon NP-Rh podria permanecer en circulacion sanguinea. Este no es
un fendmeno Unico para en estas formulaciones. Asi, Rafiei y Haddadi,
(Rafiei y Haddadi; 2017) compararon la biodistribucion de NPs de PLGA y
NPs de PLGA-PEG y observaron una mayor presencia de las segundas en

circulacidon sanguinea, aunque considerablemente menor en la mayor parte
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de los 6rganos estudiados. Por otra parte, estudios realizados por Semete
et al. (Semete, et al., 2010) con NPs de PLGA cargadas con rodamina
mostraron una elevada presencia de este marcador en suero sanguineo y

corazoén, durante todo el ensayo.

En nuestro caso, al tratarse de formulaciones funcionalizadas con el
mismo péptido, cabria esperar que tanto NPpheB como NPpheA
presentasen perfiles de biodistribucién similares. Sin embargo, NPpheB
exhibe un perfil hibrido entre las formulaciones NP-Rh y NPpheA-Rh. Este
hecho, unido al marcado incremento de la eficacia de encapsulacion (tabla
4.6), podria avalar la teoria de una interaccidn entre los grupos aromaticos
de la Rh y el péptido phe-phe, que diese lugar a un complejo mas lipodfilo,
con un menor porcentaje de fenilalanina hacia el exterior. Por tanto, al
presentar una menor cantidad del dipéptido en la superficie de las NPs,
podria traducirse en una menor afinidad de esta formulacién por los tejidos,
ya que ésta permaneceria mas tiempo en circulacion que la formulacion

NPpheA.

4.2.2. Evaluacion del paso de las NPs a través de la barrera

hematoencefalica

La mayoria de los autores indican que tras la administracion por via
intravenosa de NPs, el paso mayoritario de las mismas a través de la BHE se
produce a tiempos cortos (Marcianes, et al. 2017), por este motivo en
nuestro estudio hemos seleccionado tiempos mas largos para analizar la
biodistribucién de las NPs y su permanencia en SNC. Para evaluar las
cantidades de Rh en cerebro de las tres formulaciones, se ha usado el
mismo método de cuantificacién previamente descrito (seccién 3.3.1). Los

resultados de concentracion de Rh obtenidos quedan recogidos en la tabla
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4.13. Para la comparacion de los resultados fue necesario normalizar las

dosis de NPs administradas en funcién de la carga de Rh.

Niveles medios de Rh (ng/g cerebro) + DE

Formulacion

t=1h t=2 h
Control 0,00 % 0,00 0,00 + 0,00
NP-Rh 2,23+0,84 2,12+0,01
NPpheA-Rh 8,76 + 0,76 3,90+ 0,76
NPpheB-Rh 1,88 + 0,62 1,90 +0,10

Tabla 4.13: Niveles medios (+DE) de Rh obtenidos en cerebro para las formulaciones de NPs

ensayadas.

En la figura 4.18 se representan los niveles Rh obtenidos en cerebro
tras la administraciéon de las tres formulaciones y a los dos tiempos

ensayados (1y 2 horas).
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Figura 4.18: Representacion grafica de los niveles de Rh encontrados en cerebro (ug/g de cerebro) para
cada una de las formulaciones de NPs a tiempo 1 hora (oscuro) y 2 horas (claro).

Como se puede observar en la tabla 4.13 y en la figura 4.18, la
formulacion NPpheA-Rh consigue alcanzar niveles de Rh en cerebro
claramente superiores a los obtenidos con las otras dos formulaciones,
especialmente en la primera hora. No obstante, mientras que las
formulaciones NP-Rh y NPpheB-Rh mantienen unos niveles practicamente
constantes a las 2 horas, las concentraciones de Rh obtenidas a partir de la
formulacion NPpheA-Rh disminuyeron en mas de un 50% a ese mismo

tiempo.

Es necesario indicar que las cantidades de Rh que se encuentran en
cerebro son muy bajas, y por tanto el método de cuantificacién podria no
ser lo suficientemente sensible como para detectar las variaciones
asociadas a errores residuales. Por este motivo, el hemisferio cerebral de
los animales que no fue empleado para la cuantificaciéon de la Rh por
fluorimetria, fue seccionado con un micrétomo en mas de 8 cortes. Estas
muestras se procesan y son observadas en un microscopio de fluorescencia,

para la cuantificacién de la intensidad de fluorescencia. Las figuras 4.19 a

136



NPs de PLGA funcionalizadas con phe-phe

4.26 muestran imagenes de los cortes de cerebro de hipocampo obtenidas

con el microscopio de fluorescencia.

Figura 4.19: Microfotografia del hipocampo, correspondiente al grupo control y a tiempo 1 hora. Células
marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia (rojo).

Figura 4.20: Microfotografia del hipocampo, correspondiente al grupo control y a tiempo 2 horas.
Células marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia (rojo).
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Figura 4.21: Microfotografia de hipocampo correspondiente al grupo tratado con la formulacién NP-Rh
y a tiempo 1 hora. Células marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia debida a Rh (rojo).

Figura 4.22: Microfotografia de hipocampo correspondiente al grupo tratado con la formulacion NP-
Rh y a tiempo 2 horas. Células marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia debida a Rh (rojo).
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Figura 4.23: Microfotografia de hipocampo correspondiente al grupo tratado con la formulacion
NPpheA-Rh y a tiempo 1 hora. Células marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia debida a Rh
(rojo).

Figura 4.24: Microfotografia de hipocampo correspondiente al grupo tratado con la formulacién
NPpheA-Rh y a tiempo 2 horas. Células marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia debida a Rh
(rojo).
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Figura 4.25: Microfotografia de hipocampo correspondiente al grupo tratado con la formulacion
NPpheB-Rh y a tiempo 1 hora. Células marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia debida a Rh
(rojo).

Figura 4.26: Microfotografia de hipocampo correspondiente al grupo tratado con la formulacion
NPpheB-Rh y a tiempo 2 horas. Células marcadas con DAPI (azul), células con fluorescencia debida a Rh
(rojo).
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El DAPI se encuentra unido al ADN de las células y proporciona una

fluorescencia de color azul, que nos permite diferenciar las células del

hipocampo. Por otra parte, en las microfotografias se puede observar la

fluorescencia debida a la Rh, que aparece en color rojo. Al emplear el

programa Imagel se puede cuantificar la fluorescencia obtenida en cada

caso. La tabla 4.14 y la figura 4.27 muestran los datos de intensidad de

fluorescencia correspondientes a las tres formulaciones ensayadas.

Formulacion

Intensidad de fluorescencia media + DE en cerebro

t=1h t=2 h
Control 0,00 + 107,04 0+17,04
NP-Rh 1166,98 + 204,15 933,87 + 124,77
NPpheA-Rh 2810,00 + 314,85 1598,45 + 133,32
NPpheB-Rh 1402,40 + 104,23 1818,77 + 108,82

Tabla 4.14: Cuantificacion de intensidad de la fluorescencia procedente de Rh en cerebro a 1 hora y 2

horas después de la administracion de las formulaciones de NPs.
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Figura 4.27: Intensidad de fluorescencia de Rh obtenida en cerebro 1 hora y 2 horas después de la
administracion de las formulaciones de NPs.

Como se puede observar en la figura 4.27, los valores obtenidos a la
hora corroboran los resultados obtenidos al realizar la cuantificacion de Rh
en cerebro mediante fluorimetria. Este hecho se mantiene también a las 2

horas.

Al comparar el comportamiento de la formulacion NP-Rh a los dos
tiempos estudiados se observa que la formulacion NP-Rh reduce su
presencia en cerebro a las 2 horas, aunque las diferencias son significativas
con respecto al tiempo 1 hora. En este sentido, en otros estudios realizados
por nuestro equipo, tampoco se observaron diferencias en la intensidad de
fluorescencia correspondiente a NPs poliméricas entre los tiempos 30 min

vy 1 hora (Marcianes, et al., 2017).

Los resultados obtenidos por la formulacion NPpheA-Rh (NPs
funcionalizadas en superficie con el péptido phe-phe), ponen de manifiesto
un incremento en la intensidad de la fluorescencia en la primera hora,

seguida de una marcada reduccién, de casi el 50%, de las cantidades de Rh
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a las 2 horas. Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante

analisis por fluorimetria para esta formulacion.

Por ultimo, la formulacion NPpheB-Rh, fue la Unica con la que se ha
conseguido un aumento significativo en los valores de intensidad de
fluorescencia a las 2 horas en comparacion con el tiempo 1 hora. Sin
embargo, esta diferencia apenas se puede apreciar en el analisis de
cuantificacion de Rh realizado por fluorimetria, aunque podria deberse a
gue las cantidades en cerebro son muy pequefas y el método, como ya se
ha comentado, puede no ser lo suficientemente sensible como para

cuantificar las diferencias.

Por otro lado, es necesario indicar que, cuando los cortes cerebrales
son observados por el microscopio de fluorescencia, no se realiza ninguna
normalizacion relacionada con la carga de Rh en cada formulacion, ya que
se trabaja directamente con los cortes de cerebro. En estas circunstancias,
la formulacion NP-Rh, que tiene una carga intermedia, es de las tres
formulaciones de NPs la que presenta la menor intensidad de fluorescencia

a ambos tiempos (1y 2 horas).

Sin embargo, la formulacién NPpheA-Rh, que tiene una carga de Rh
muy inferior a la formulacién NP-Rh y, siete veces menor que la de
NPpheB-Rh, es la que presenta en la primera hora los valores mas elevados
de intensidad de fluorescencia. Sin embargo, al cabo de 2 horas, los valores
de intensidad de fluorescencia se reducen de forma significativa. Es sabido
gue la rodamina es sustrato de la P-gp, que la elimina del tejido cerebral,
por tanto, cabe esperar que tras ser liberada de las NPs que se encuentran
en el cerebro, sea expulsada por dicha bomba de e-flujo. Por otro lado, si

ademas tenemos en cuenta la baja encapsulacion de esta formulacion, a las
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2 horas de la administracion, seria posible encontrar niveles muy bajos de
Rh en cerebro, sin que ello implique que las NPs han sido eliminadas. En
este sentido, hay que tener en cuenta que la fenilalanina tiene la
caracteristica de ser un aminodcido con un gradiente favorable a la entrada
en tejido cerebral, pero no a la salida, hecho que pudiera favorecer la

permanencia de las NPs en dicho érgano (Puris, et al., 2020).

Por ultimo, la formulacion NPpheB-Rh presenta una intensidad de
fluorescencia en el hipocampo ligeramente superior a la formulaciéon NP-Rh
durante la primera hora, aunque hay que resaltar que la carga de rodamina
de esta formulacién es practicamente el doble que la que hay en la
formulacion sin funcionalizar. Sin embargo, a las 2 horas, este valor se
incrementa de forma significativa, siendo la Unica formulacién que presenta

este aumento significativo en el valor de intensidad fluorescencia.

Uno de los mayores problemas asociados al paso de NPs al SNC es la
actuacién de la bomba de e-flujo, que tiende a expulsar las NPs hacia el
exterior. Por este motivo, es especialmente interesante que se produzca un
incremento en la fluorescencia a tiempos mas largos, ya que podria
indicarnos; o bien que continua produciéndose el paso de las NPs a través
de la BHE o bien, que las Nps contintan en el interior liberando Rh. En este
sentido, algunos autores indican que el acceso a tejido cerebral mediante
transcitosis mediada por receptores, mecanismo que hemos intentado
favorecer mediante la incorporacion del péptido phe-phe a las NPs, puede
resultar ser mds lenta que la difusién pasiva (Cayero-Otero, et al., 2019).
Esto podria explicar el comportamiento de la formulacion NPpheB-Rh, con
la que se logran mejores resultados a las 2 horas de la administracion,

especialmente si tenemos en cuenta que a tiempos cortos (30 minutos), es
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cuando se produce el mayor paso a través de BHE, y que la Rh es eliminada
del cerebro por la P-gp, lo que dificultaria su presencia en cerebro a tiempos

largos, si no es por la que se libera a partir de las NPs.

4.2.3. Integridad del tejido cerebral

Para observar si la presencia de las NPs puede dafiar el tejido cerebral,
se ha realizado una tincion de NISSL sobre los cortes realizados. La figura

4.28 muestra las imagenes de hipocampo obtenidas por microscopia dptica.

Figura 4.28: Microfotografias del area del hipocampo. A: grupo control tiempo 1 hora. B: grupo control
tiempo 2 horas. C: Grupo tratado con la formulaciéon NP-Rh, tiempo 1 hora. D: Grupo tratado con la
formulacion NP-Rh, tiempo 2 horas. E: Grupo tratado con la formulacion NPpheA-Rh, tiempo1l hora. F:
Grupo tratado con la formulacién NPpheA-Rh, tiempo 2 horas. G: Grupo tratado con la formulacién
NPpheB-Rh, tiempo 1 hora. H: Grupo tratado con la formulacion NPpheB-Rh, tiempo 2 horas.
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Cuando las NPs se administran por via intravenosa, pueden
interaccionar con proteinas y otras sustancias presentes en sangre y tejidos
y dar lugar a una estructura cuya composicion y espesor varia en funcion de
las propiedades guimicas superficiales del nanosistema
(Casals, et al., 2010; Monopoli, et al., 2012). Varios estudios sugieren la
implicacidon de estos sistemas en la produccion de especies reactivas de
oxigeno y en el desencadenamiento de procesos inflamatorios, los cuales
afectan ala BHE y a la microglia presentes en parénquima cerebral (Sharma

y Sharma, 2012).

En la figura 30 se puede observar un corte de hipocampo de un animal
procedente de cada grupo experimental. Los resultados obtenidos tras la
tincion de NISSL nos permiten observar que no existe dafio estructural

ocasionado por la administracion de las formulaciones de Nps.

A la vista de los resultados obtenidos podemos indicar que, ambas
formulaciones funcionalizadas con fenilalanina pueden ser adecuadas para
favorecer el paso de las NPs a través de la BHE. Los resultados parecen
sefalar que la formulacion NPpheA-Rh consigue atravesar la BHE mas
rapidamente y en mayor proporcion. Por otro lado, con la formulacién
NPpheB-Rh se obtiene una mayor intensidad de fluorescencia a las 2 horas,
gue podria deberse; o bien a un paso mas lento a través de la BHE o bien a
la presencia de las NPs en cerebro, que se mantiene al menos durante 2

horas.
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1. INTRODUCCION

La Enfermedad de Alzheimer es una de las principales causas de
demencia en el mundo. Actualmente el tratamiento de esta patologia se
basa en el uso de farmacos que actian fundamentalmente sobre los
sintomas, pero no curan la enfermedad. La posibilidad de emplear algunos
agentes con actividad terapéutica para esta patologia se ve dificultada por

la accidn de la BHE, que impide su acceso al SNC.

El MH presenta distintas acciones que resultan prometedoras para el
tratamiento de esta enfermedad: capacidad para inhibir Ia
hiperfosforilacién de la proteina Tau (Gong, et al.,, 2011), capacidad de
solubilizar los agregados AP amiloide (Lemkul y Bevan, 2010) y capacidad
para reducir el estrés oxidativo (Jayaraj, et al. 2007). No obstante, su
capacidad de paso a través de la BHE es practicamente nulo, especialmente
cuando se administra por via oral. La biodisponibilidad oral del MH es,
ademas, extremadamente baja, de un 0,45% debido a una baja absorcion
intestinal y un elevado efecto de primer paso hepatico (Zhang, et al., 2015).
Al ser administrado por via parenteral, el MH sufre un rapido metabolismo,
lo que se traduce en una semivida plasmatica de tan solo 30 min. (Li, et al.
2019). Numerosos autores han llevado a cabo ensayos in vivo con el
flavonoide y han llegado a la conclusiéon que el MH no es capaz de alcanzar
el tejido cerebral, salvo si se administran altas dosis del mismo (Sight, et al.,
2018). En este sentido, Waddad et al. (Waddad, et al., 2013) en un estudio
realizado en ratas Wistar no pudieron detectar concentraciones de morin
en cerebro. Sin embargo, estudios in vitro llevados a cabo por algunos

autores con modelos celulares de BHE, indicaron que el flavonoide si podria
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llegar a atravesar la BHE (Youdim, et al., 2004). Por tanto, si bien no se
puede descartar totalmente que no sea capaz de atravesar la BHE, el
porcentaje en que se produciria este paso resultaria terapéuticamente

insuficiente (Singht, et al., 2018).

Por todo ello, la encapsulacién del morin en nanoparticulas elaboradas
con PLGA, polimero biocompatible y biodegradable, puede facilitar su
acceso al SNC. Por otra parte, la unidon de fenilalanina, con una elevada
afinidad por los transportadores de aminoacidos largos (LAT-1), podra

ayudar a su transporte a través de la BHE.

2. OBIJETIVO

El objetivo de este trabajo es desarrollar y caracterizar nanoparticulas
de PLGA cargadas con morin hidrato y funcionalizadas con un dipéptido de
fenilalanina, para favorecer su acceso al SNC, y poder ser empleadas en el

tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

Objetivos parciales:

= Desarrollar y caracterizar nanoparticulas elaboradas con PLGA y

cargadas con morin hidrato.

= Elaborar y caracterizar nanoparticulas de PLGA cargadas con
morin hidrato y, posteriormente funcionalizadas en superficie con

el dipéptido fenilalanina-fenilalanina.

= Elaborar y caracterizar nanoparticulas elaboradas con PLGA-

fenilalanina-fenilalanina/PLGA y cargadas con morin hidrato.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Estudios previos
3.1.1. Elaboracion de NPs por el método de nanoprecipitacion

El protocolo desarrollado para la elaboracién de nanoparticulas
mediante el método de nanoprecipitacidon consiste en disolver 50 mg de
polimero PLGA Resomer RG 502 (Evonik®, Alemania) en 3,9 mL de acetona
(Fisher Scientific®, Espana). A esta solucidn se le afiaden 0,1 mL de una
solucion de morin hidrato (Sigma Aldrich®, Espafia) en etanol (Fisher
Scientific®, Espafia), previamente preparada a una concentracion de 10
mg/mL. Todo ello se mezcla por agitacidon en vortex durante 1 min. Esta
solucion se adiciona con una pipeta pasteur, gota a gota, sobre 12 mL de
una solucién acuosa de alcohol polivinilico (PVA) al 0,5% (Acros Organic®,
EE.UU.); manteniendo una agitacion magnética moderada. La suspension
resultante se mantiene en agitaciéon a la misma velocidad durante 30
minutos. Para eliminar la acetona presente en el medio, la suspension se
lleva a un rotavapor (IKA Laborteehnik, Alemania; Bomba Buchi Copp.,
Suiza) durante 2,5 horas, a temperatura ambiente y a una presidon de 70

mbar.

Una vez eliminado el disolvente organico, la suspension de NPs se
centrifuga durante 30 minutos a 13.000 rpm (Sorvall ST8R Thermo Fisher®,
Espafia), se lava hasta 3 veces con agua destilada, repitiendo idéntico
protocolo de centrifugado. Finalmente, se incorpora 1 mL de una solucion
al 1,5% de sacarosa como crioprotector (Panreac Quimica S.A, Espafa y se

liofiliza durante 24 horas (Lyo Quest®, Azbil Telstar® S.A., Espaiia)
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Siguiendo el mismo método, también se elaboraron formulaciones
gue incorporan en la fase organica 10 ul de un excipiente, labrafil® M
1944CS (Gattefossé, Francia), con el fin de modificar las caracteristicas de

cesién de las nanoparticulas.

La figura 5.1 muestra esquematicamente el proceso de elaboracion de

las NPs mediante este método de nanoprecipitacion.

F. O: Acetona +

PLGA +PA
0 GotearF.O Mantenemos Rotavapor
sobre F'_“f en agitacion 30 (eliminacion
agitacion min deacetona)
Coly
- -
F. A: PVA 0,5% NPs en suspension NPsen NPs en suspension

+ acetona suspension

Centrifugado

1ml Sacarosa 3x (Lavado +

15% Centrifugado)
/;E;\\ -— -— 4+——

NPs en suspension

Congelacion +
en sacarosa

liofilizacién

Figura 5.5: Esquema de elaboracion de las NPs de PLGA y morin hidrato por nanoprecipitacion.
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3.1.2. Elaboracion de NPs por el método de extraccidn-evaporacion

del solvente

Para la elaboracién de NPs por el método de extraccidn-evaporacion
del solvente se parte de 50 mg de PLGA 502 que se disuelven en 2 mL de
diclorometano (DCM) (Fisher Scientific®, Espafia) y a esta solucion se le
adiciona 0,1 mL de MH disuelto en dimetilsulféoxido (DMSO) (Fisher
Scientific®, Espafa) a la concentracién deseada, asegurando una mezcla
homogénea mediante agitacion en vortex. La solucién resultante se
adiciona sobre 6 mL de una disolucidon acuosa de PVA al 1,5%. La mezcla
resultante de fases organica y acuosa se somete a agitacidon en sonicador
(Accumet® AE150, Fisher Scientific, Espafa) en pulsos de 10/15 segundos
on/off durante 10 minutos, manteniendo el vial en un bafio de hielo para
prevenir el aumento de la temperatura. Pasado ese tiempo, la dispersion
obtenida se deja en agitacion magnética moderada durante 2,5 horas, para

permitir la evaporacion del disolvente organico y la formacién de las NPs.

Una vez eliminado el disolvente organico se sigue idéntico protocolo
de recuperacion, lavado vy liofilizacidon que en el caso previamente descrito

para el método de nanoprecipitacion.

La formulacién (NPMH-4) se elabora medinate el mismo método, pero
con la incorporacion en la fase organica 10 pL de labrafac® Lipophile WL
1349 (Gatefossé, Francia), con el fin de modificar las caracteristicas de

cesion del MH a partir de las nanoparticulas.
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La figura 5.2 refleja un esquema del proceso de elaboracidon mediante este

método.

F. A: PVA 1,5% 4 Sonicacién A N Ev. DCM

+ >

v
A

AN FEO. +EA Nanoemulsién NPs en suspension

F. O: DCM + Centrifugado
PLGA +PA

3x (Lavado +
imlS osa
A N A N o Centrlfugado)

A 15%

NPs en suspension

Congelacion +
en sacarosa

liofilizacién

Figura 5.6: Esquema de elaboracién de NPs de PLGA y morin hidrato por extraccién-evaporacion del

solvente.
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En la tabla 5.1 se muestran las diferentes formulaciones de NPs

cargadas con MH desarrolladas y se indica en cada caso el método de

elaboracion empleado.

Formulacién

Método de
elaboracion

PLGA

MH

Labrafil Labrafac

NPMH-1

NPMH-2

NPMH-3

NPMH-4

NPMH-5

NPMH-6

Nanoprecipitacion
Nanoprecipitacion

Extraccion-
evaporacion del
solvente

Extraccion-
evaporacion del
solvente

Extraccion-
evaporacion del
solvente

Extraccion-
evaporacion del
solvente

50 mg

50 mg

50 mg

50 mg

50 mg

50 mg

1mg

1mg

1mg

1mg

5mg

10 mg

10 pL -

- 10 pL

Tabla 5.1: Formulaciones de NPs de morin hidrato elaboradas en los estudios previos.

Se han preparado también NPs no cargadas con MH. Para los estudios

previos, la caracterizacion de las formulaciones se realiza atendiendo,

exclusivamente, al tamano de particula, la eficacia de encapsulacién (EE%)

y la cesion in vitro (efecto burst) inicial.
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3.2. Elaboracion de nanoparticulas funcionalizadas

con fenilalanina

3.2.1. Nanopaticulas de PLGA cargadas con morin hidrato

Las NPs seleccionadas (NPMH-5), fueron elaboradas por medio del
método de extraccidon-evaporacion del solvente descrito anteriormente.

Para la elaboracién se emplean 50 mg de PLGA 502 y 5 mg de MH.

3.2.2. Nanoparticulas de PLGA funcionalizadas en superficie con

fenilalanina (NPpheA-MH)

Para la union del dipéptido fenilalanina-fenilalanina (phe-phe) a la
superficie de las NPs seleccionadas (NPMH-5), ha sido necesario activar los
grupos carboxilo del PLGA. Por este motivo, las NPs previamente
elaboradas y cargadas con MH, pero sin liofilizar, se mantuvieron en 1 mL
de H,0 destilada durante 24 horas a una temperatura de 42C. El proceso de
funcionalizacion se realizé adaptando el protocolo desarrollado por
Constantino et al. (Constantino, et al., 2005) descrito en el capitulo anterior

de esta memoria.

3.2.3. Nanoparticulas elaboradas con PLGA-phe-phe (NPpheB-MH)

Para la elaboracion de esta formulacién (NPpheB-MH), se emplea
PLGA 502 al que se une por un enlace covalente peptidico el dipéptido (phe-
phe) hasta obtener un polimero: PLGA-phe-phe. El protocolo para la uniéon
del péptido de fenilalanina al PLGA queda recogido en el capitulo anterior

de esta memoria.
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Para la elaboracién de esta formulacion de NPs (NPpheB-MH) se
emplea una mezcla de 50 mg de PLGA-phe-phe y PLGA 502 en una
proporcion 40:60. Las NPs se elaboran por el método de extraccion-
evaporacion del solvente que se ha explicado anteriormente, empleando 5

mg de MH.

Se han preparado también NPs no cargadas con MH.

La tabla 5.4 muera las diferentes formulaciones de nanoparticulas de morin

hidrato elaboradas.

Formulacién PLGA 502 PLGA -PhePhe Phe-Phe MH

NPMH-5 50 mg - - 5mg
NPpheA-MH 50 mg - 2mg 5mg
NPpheB-MH 30 mg 20 mg - 5mg

Tabla 5.4: Composicion de las formulaciones NPMH-5, NPpheA-MH y NPpheB-MH.

3.3. Caracterizacion de las formulaciones

3.3.1. Determinacion del tamaiio de particula

Con el objetivo de determinar el tamafio de particula medio y la
distribucion de tamanos de todas las formulaciones elaboradas, antes y
después de la liofilizacion, se ha empleado la técnica de difraccion de rayos
laser, utilizando para ello un equipo Zetatrac® Ultra (Microtac, Inc., EE.UU.).
Se determina el diametro medio de las NPs como DV vy la distribucion de

tamainos mediante curvas distributivas de volumen.
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Para calcular el span y el indice de polidispersiéon (IP) se emplean las
ecuaciones y los criterios explicados en el capitulo anterior de esta

memoria.

3.3.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El analisis morfoldgico de las NPs se ha realizado por SEM (Jeol, JEM-
7600F, Japdn). Estos estudios se han llevado a cabo con las formulaciones
NPMH-5, NPpheA-MH y NPpheB-MH. Este estudio permite determinar la
forma, homogeneidad de tamafio, estado de agregacién de las particulas y
la presencia de alteraciones en su superficie, aspectos que pueden afectar

al perfil de liberacion del MH.

Para la realizacion del andlisis, las muestras se recubren con una fina
capa de oro coloidal aplicada en un evaporador de vacio catédico antes de

la observacion por SEM a 20 KV.

3.3.3. Propiedades superficiales

La determinacion del potencial Z de las distintas formulaciones de NPS
se ha realizado mediante la técnica de dispersion de luz, se utiliza para ello
un equipo Zetasizer Nano S® (Malvern Instrument’s, UK), y empleando una
célula capilar Capillary cell enhances® (Malvern Instrument’s, UK) para la
lectura de las muestras. Para el analisis, se prepara una suspension con las
formulaciones de NPs liofilizadas, en agua destilada, a una concentracion
de 100 pg/mL. Las muestras se agitan en vortex a velocidad moderada

durante 1 minuto, para asegurar la dispersion de las NPs.
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El potencial Z se ha determinado en las formulaciones NPMH-5,
NPpheA-MH y NPpheB-MH, comparado los resultados con las mismas

formulaciones no cargadas con el principio activo MH.

3.3.4. Determinacidn de la eficacia de encapsulacion y de la cantidad

de morin encapsulado

Para la determinacion del contenido en MH de las NPs se pesan 10 mg
de cada formulacién y se disuelven en 1 mL de DCM bajo agitacion en
vortex. A continuacién, se adicionan 4 mL de metanol (MeOH) (Fisher
Scientific, Espana). Al ser el PLGA insoluble en MeOH, este precipita, pero
como el MH es muy soluble en el alcohol, se solubiliza. Seguidamente, se
centrifugan a 13.000 rpm durante 5 minutos, para separar el polimero del
sobrenadante. Este proceso se repite 3 veces, para asi asegurar la maxima
extraccion del flavonoide. A continuacion, se determina el contenido en MH
por cromatografia liquida de alta resolucidon, de acuerdo al procedimiento
gue se describe en el capitulo de métodos analiticos de esta memoria. La
cuantificacion del contenido en MH se ha realizado por triplicado para cada

formulacion.

La eficacia de encapsulacién (EE%) se expresa como porcentaje de
principio activo que ha sido retenido en el interior de las NPs, respecto al
total empleado para su elaboracién. Para ello, se utiliza la siguiente

ecuacion:

EE(%) Cantidad de p.a. obtenido experimentalmente 100
= X
° Cantidad de p.a. teérico

La cantidad de principio activo encapsulado se expresa como

microgramos de morin en 100 mg de NPs.
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3.3.5. Ensayo de cesion in vitro

Para la realizacion de los ensayos de cesion in vitro de MH, se pesan
20 mg de la formulacién de NPs, que se introducen en tubos eppendorff y
se suspenden en 4 mL de una solucion PBS a pH 7,4. Este volumen permite
mantener condiciones “sink” durante todo el ensayo de cesién. Las
muestras se mantienen en un bafio termostatizado Memmert WNB 45
(Memmert®, Alemania) a 37 £ 0,12C con una agitacidon constante de 100

rpm.

La toma de muestras se realiza a los siguientes tiempos: 1, 6, 24, 48,
72,96, 168, 192 y 216 horas. Previo a la toma de muestras, y con el fin de
evitar arrastrar NPs, se centrifugan las mismas a 5.000 rpm durante 5
minutos empleando, para retirar el medio, una aguja de 30 G acoplada a
una jeringa de 5 mL. El volumen extraido se repone nuevamente con una

soluciéon de tampdn PBS recién preparada.

La muestra extraida se filtra a través de filtros PVDF (fluoruro de
polivinildeno) de 0,45 pm (Teknokroma Analitica, SA, Espaia) y la
cuantificacion de MH se realiza mediante espectrofotometria empleando el
método descrito en el capitulo de técnicas analiticas de esta memoria.
Todos los ensayos de cesidn in vitro del MH a partir de las NPs se han

realizado por triplicado.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Estudios previos

La tabla 5.5 recoge los resultados de tamaio medio de particula, indice de
polidispersion (IP) y span de las formulaciones de NPs desarrolladas en los

estudios previos.

Formulacion Tamaio medio + DE (nm) IP span
NPMH-1 178,8+10,50 0,26 0,78
NPMH-2 249,8+3,60 0,34 0,86
NPMH-3 187,7+15,16 0,29 0,83
NPMH-4 212,9+ 10,5 0,46 0,77
NPMHi-5 188,6+10,7 0,32 0,90
NPMH-6 200+7,32 0,43 0,94

Tabla.5.5: Resultados de tamaiio de particula, indice de polidispersion (IP), y span de las

formulaciones de NPs elaboradas en los estudios previos.
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La tabla 5.6 recoge los resultados de eficacia de encapsulacién (EE), burst o
cesion en la primera hora, y duracion de la cesion de MH a partir de las

formulaciones de NPs desarrolladas en los estudios previos.

Cantidad media

+ . ‘s
Formulacién EE (%)*DE encapsulada Burst inicial Duracion de la

DE (ug/100 mg (%) cesion (h)
NPs)
NPMH-1 56,2410,57 1071,24 + 10,86 53,6 £3,25 144
NPMH-2 71,82+2,81 1368,00+£51,92 43,68 +2,89 144
NPMH-3 60,13+2,72 1145,33 £ 51,81 40,1+1,11 192
NPMH-4 57,57+1,38 1096,57 £ 26,28 73,42+ 3,55 144
NPMH-5 82,54+1,42 7860,95 + 135,24 45,5+ 1,84 216
NPMH-6 62,1610,36 11840,00 £ 68,57 57,8+2,93 192

Tabla 5.6: Resultados de eficacia de encapsulacion (+DE), cantidad de MH encapsulado (+DE), burst
inicial (cesion en la primera hora), y duracidn de la cesion de MH a partir de las formulaciones de NPs

elaboradas en los estudios previos.

Para la seleccion del método mas adecuado, en primer lugar, se
compararon los resultados obtenidos por las formulaciones base NPMH-1y
NPMH-3, elaboradas cada wuna por dos métodos distintos:
nanoprecipitacion y extraccion-evaporacion del solvente, respectivamente.
Como podemos observar en las tablas 5 y 6, los resultados obtenidos por
ambos métodos fueron bastante similares. Si bien el tamafo de particula
de NPMH-1 fue ligeramente inferior, las diferencias entre ambas
formulaciones no fueron estadisticamente significativas. En lo referente a
la EE y la cantidad de MH encapsulada, los valores obtenidos fueron, en
todos los casos, relativamente bajos y se obtuvieron resultados ligeramente

mejores con el método de extraccién-evaporacion del solvente que con el
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de nanoprecipitacion. Sin embargo, fue en los ensayos de cesién donde se
observaron mayores diferencias entre ambos métodos de elaboracion; asi,
la cesidn inicial de MH a la hora (efecto burst) fue de mas del 50% para la
formulacién de NPs preparadas por nanoprecipitacion (NPMH-1) y del 40%
en el caso de la formulacion NPMH-3. El tiempo que permanecieron
cediendo ambas formulaciones también supuso una diferencia, ya que a los
7 dias la velocidad de cesidén era muy lenta, de manera que la cantidad

cedida de MH no era cuantificable en el caso de la formulacion NPMH-1.

Para intentar reducir el burst inicial y aumentar la cantidad de MH
encapsulada en las NPs obtenidas por nanoprecipitacion, se procedid a
incorpora a la fase organica una pequefia cantidad de labrafil®. Como se
puede observar en la tabla 6, el burst inicial de la formulacién asi
desarrollada (NPMH-2) fue ligeramente menor (43,68%), aunque el tiempo
en que la formulacion continud liberando el MH fue el mismo (144 horas).
No obstante, el tamafio de particula obtenido en este caso se incrementé
de forma significativa y alcanzaron un tamafio medio de 250 nm, tamaiio

excesivamente elevado para nuestros objetivos.

A la luz de estos resultados, y teniendo en cuenta que el método de
extraccion-evaporacion del solvente es mas sencillo y rapido, se ha
seleccionado este ultimo para la elaboracion de las NPs de MH y continuar

con sus estudios y ensayos.

En este mismo sentido y, para intentar mejorar la eficacia de
encapsulacion y el burst inicial de la formulacién NPMH-3, se incorporé a la
formulacidon otro tensioactivo biocompatible, labrafac®. Los resultados

obtenidos mostraron que el compuesto no modifica significativamente la
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EE y si incrementa ligeramente el tamafio de particula, hasta los 212 nm.
Sin embargo, el efecto burst aumenta de forma significativa, liberandose
mas del 70% del contenido de MH en la primera hora del ensayo de cesion
in vitro. Esto puede ser debido a que el cardcter mas hidréofobo de este
excipiente (labrafac®) favorece la liberacién del MH al reducir su afinidad

por la matriz polimérica.

Para incrementar la cantidad de MH encapsulado, utilizando el
método de extraccion-evaporacion del solvente, se procedié a aumentar la
cantidad inicial del principio activo en la formulacion, empleando para ello
5 mgy 10 mg disueltos en DMSO (formulaciones NPMH-5 y NPMH-6). Los
resultados demuestran que al afnadir 5 mg de MH el tamafio medio de
particula no cambia de forma significativa respecto a las NPs elaboradas con
1 mg. Sin embargo, al trabajar con 10 mg, los tamafios medios obtenidos
son ligeramente superiores a 200 nm. Por otro lado, la formulacidon
NPMH-5 presenta una mejor eficacia de encapsulacion (82,54+1,4%)
respecto a la NPMH-6 (62,16£0,36%), que fue elaborada con una cantidad
inicial de activo de 10 mg. Se puede suponer que la capacidad de las NPs
para encapsular MH por este método es limitada, esto resulta evidente al
aumentar los porcentajes iniciales de activo utilizado. Sin embargo, cuando
hemos empleado cantidades de principio activo de 1 mg (NPMH-3), en
contra de lo que cabria esperar, la EE obtenida es muy baja. Este hecho
podria estar relacionado con la solubilidad del morin en la fase acuosa, que

solo se manifiesta a concentraciones bajas del flavonoide.
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Por ultimo, al comparar efecto burst inicial para ambas formulaciones,
se observa un claro incremento para la formulacion NPMH-6 (57,8 £ 2,93%).
Hay que tener en cuenta que las NPs tienen que ser funcionalizadas en
superficie con un dipéptido (phe-phe), y que durante este proceso se puede
liberar principio activo, por ello, interesa seleccionar aquellas

formulaciones que presenten una menor cesion inicial.

Por todo lo indicado, teniendo en cuenta la disminucion en la eficacia
de encapsulacion y el incremento en el burst de la formulacién NPMH-6 en
la primera hora del ensayo, se selecciona la formulacién NPMH-5 como la

mas adecuada para los objetivos.

4.2. Caracterizacion de las nanoparticulas de morin

hidrato

Las formulaciones de NPs de morin hidrato NPMH-5 y NPpheA-MH
funcionalizadas en superficie, y la NPpheB-MH, elaboradas con el polimero
PLGA-phe-phe (40%) y PLGA (60%), se han caracterizado empleando

diferentes técnicas.

165



Mario Alonso

4.2.1. Estudios morfologicos y determinacion del tamafiio de particula

En la tabla 5.7 se recogen los resultados de tamaino medio de particula,

indice de polidispersién (IP) y span obtenidos.

Formulacion Tamaio mediotDE IP span
(nm)

NPMH-5 188,60+16,70 0,32 0,90

NPpheA-MH 196,40+3,81 0,24 0,66

NPpheB-MH 189,10+8,27 0,33 0,94

Tabla 5.7: Resultados de tamaiio de particula, indice de polidispersion (IP), y span de las formulaciones

de NPs elaboradas.

En la figura 5.3 se muestra la distribucién del tamafo de particula de
nanoparticulas correspondientes a las formulaciones NPMH-5, NPpheA-MH
y NPpheB-MH.

0.1 1 10 100 1.000 10.000
Size(Nanometers) A

0.1 1 10 100 1.000 10.000
Size(Nanometers)

01 1 10 100 1.000 10.00Q
Size(Nanometers) C

Figura 5.7: Distribucion de tamaiios particula de un lote correspondiente a las formulaciones. A:
NPMH-5. B: NPpheA-MH. C: NPpheB-MH.
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El analisis del tamafio de particula medio y la distribucion de tamafos
de las distintas formulaciones revelaron que en todos los casos se han
obtenido poblaciones con una dispersion homogénea y un tamafo similar.
La similitud entre los tamafnos de los lotes NPMH-5 y NPpheA-MH es algo
gue se podria esperar, dado que no existe variacion en el proceso de
elaboraciéon de estas nanoparticulas y la diferencia entre unas y las otras
reside Unicamente en el proceso de funcionalizacién adicional sobre la
superficie. Sin embargo, la formulacién NPpheB-MH, que incorpora tanto
PLGA previamente unido al dipéptido de fenilalanina (PLGA-phe-phe) como
PLGA, tampoco presenta diferencias significativas en el tamafio y forma
respecto de formulaciones anteriores, tal y como podemos observar en la
tabla 5.7. Esto indica que la incorporacidn del péptido al polimero PLGA no
modifica el tamafo de las NPs elaboradas en las mismas condiciones,

mediante el método de extraccidon-evaporacion del solvente.

Las figuras 5.4, 5.5 y 5.6 muestran imagenes obtenidas por SEM de las

nanoparticulas correspondientes a las formulaciones NPMH-5, NPpheA-MH

y NPpheB-MH.

——
X 20,000 5.0kV SEI

Figura 5.8: Imagenes de SEM correspondientes a la formulacion NPMH-5: A. cargada con MH; B: blancas.
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lpm  JEOL 4/13/2021
X 20,000 5.0kV SEI SEM WD 8mm 10:28:38

Figura 5.9: Imagenes de SEM correspondientes a la formulacion NPpheA: A. cargada con MH; B: blancas.

X 20,000 5.0kV SEI

Figura.5.10: Imagenes de SEM correspondientes a la formulacion NPpheB: A. cargada con MH; B:
blancas.

En las figuras se observa que las tres formulaciones presentan
superficies lisas y una distribucion homogénea en el tamafio de las
particulas, tal y como ha quedado demostrado en los andlisis realizados

mediante difraccidon de rayos laser.

Las imagenes del SEM también evidenciaron que morfoldgicamente
no existen diferencias en el tamafo de particula en las tres formulaciones

(cargadas con MH y no cargadas).
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4.2.2. Potencial Zeta

Los resultados del analisis de potencial zeta de las formulaciones

elaboradas se recogen en la tabla 5.8.

Potencial Z Nps MH * DE Potencial Z Nps blancas + DE
(mV) (mv)
NP -20,77 £ 0,45 -25,4+£1,38
NPpheA -20,53 £ 0,40 -20,03£0,21
NPpheB -23,27 £ 0,86 -18,27 £ 2,15

Tabla 5.8. Valores medios (+DE) de potencial zeta de las formulaciones elaboradas con MH y sin cargar
(blancas).

Como pudimos observar en las NPs cargadas con rodamina
desarrolladas para los estudios de biodistribucion, ambos procesos de
funcionalizacion han supuesto una modificacion de la carga superficial de
las NPs y existe una pequena tendencia a la neutralizacion de la misma.
Todas las NPs que incorporan el dipéptido en su formulacion dan lugar a
una reduccidén en el potencial Z, que resulta mas evidente en la formulacién

elaborada con PLGA-phe-phe.

Al encapsular el flavonoide MH en las NPs se observan variaciones en
el potencial Z de las tres formulaciones (NPMH-5, NPpheA-MH y NPpheB-
MH). En primer lugar, la formulacién NPMH-5 presenta una disminucion de
la carga superficial (-20,77 £ 0,45mV) con respecto a las mismas particulas
no cargadas (-25,4 £ 1,38 mV). Esto se puede deber a que parte del MH
quede en la superficie de las NPs, no siendo internalizado en la matriz
polimérica. La formulacion NPpheA-MH no presenta diferencias

significativas en el potencial Z al comparar las NPs blancas y las cargadas
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con MH. Este comportamiento se podria atribuir al largo tiempo de
contacto de las NPs con medios acuosos durante el proceso de
funcionalizacion, responsable de la pérdida del MH en las capas
superficiales de la formulacidn. Sin embargo, la formulacién NPpheB-MH,
muestra un aumento de la carga negativa en la superficie de las NPs cuando
se incorpora el Morin, probablemente debido a la elevada cantidad de

morin encapsulada.

4.2.3. Eficacia de encapsulacion y cantidad de morin encapsulada

La tabla 5.9 muestra los valores medios obtenidos de cantidad de MH
encapsulado y de eficacia de encapsulacién obtenidos para las distintas

formulaciones.

., Cantidad media de MH 0 ]
+
Formulacién encapsulado (1g/100 mg NPs):DE EE (%) media + DE

NPMH-5 7.503,63 * 88,05 82,54 +1 ,42
NPpheA-MH 3.710,60 + 217,05 42,44 + 2,65
NPpheB-MH 9.023,83 + 204,44 96,26 + 3,16

Tabla 5.9: Cantidad media de MH encapsulado (+DE) y eficacia de encapsulacién media (EE) (+DE) en las

formulaciones de NPs elaboradas.

La eficacia de encapsulacién media entre las formulaciones elaboradas
resulté muy dispar. Si se toma la formulacién NPMH-5 como referencia, que
presenta una eficacia de encapsulacién algo superior al 80%; se observa que
la formulacién NPpheB-MH presenta un valor bastante mas elevado,
cercano al 100%. Esta elevada eficacia de encapsulacion se podria
relacionar con la presencia de la fenilalanina en la formulacién.

Probablemente, la presencia de este dipéptido modifica las caracteristicas
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de la matriz polimérica y aumenta la afinidad del morin hacia la misma.
Este hecho se podria explicar debido a que los anillos aromaticos de la
fenilalanina pueden establecer enlaces electrdnicos tipo 1 con los anillos
del flavonoide, hecho que también se manifiesta en el caso de la rodamina
(como hemos podido ver en el capitulo anterior de esta memoria). El
péptido phe-phe es bastante lipdfilo, y si a eso se suma la presencia de los
anillos del morin, se puede obtener una estructura altamente lipdéfila que
se orientaria hacia el nucleo de las NPs, dejando en superficie las

terminaciones carboxilicas del PLGA, mucho mas hidrofilas.

Por otra parte, la pérdida de MH a partir de la formulaciéon NPpheA-
MH tras su funcionalizacion, reduce de forma significativa la EE a valores de
alrededor el 42,44%. Esto es probablemente debido a que la union de
phe-phe a la superficie de las NPs requiere tiempos elevados de agitacidon
en distintos medios (tampdn MES y tampdn PBS) y se produce la pérdida

de, practicamente, la mitad del flavonoide encapsulado.

4.2.4. Ensayos de cesion

Las tablas 5.10 a 5.12 y las figuras 5.7, 5.8 y 5.9 recogen y muestran los
resultados del ensayo de cesidn in vitro de MH a partir de las formulaciones

de NPs (NPMH-5, NPpheA-MH y NPpheB-MH).
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Tiempo (h) Cantidad media cedida acumulada de I?orcentaje medio
MH (ng/100 mg NPs)(xDE) cedido acumulado (+DE)

1 3189,43 + 138,01 45,51 +1,84

6 4317,37 + 86,50 57,54 +1,15
24 5035,33 + 264,31 67,11 + 3,52
48 5251,24 + 177,12 69,98 + 2,36
72 5425,29 + 113,08 72,30+1,51
96 5636,57 + 271,70 75,12 + 3,62
168 6314,52 + 300,81 84,15 +4,01
192 6682,19 + 247,08 89,05 * 3,29
216 6890,69 * 328,22 91,83 +4,37

Tabla 5.10: Resultados de los ensayos de cesidn in vitro realizados con la formulacion NPMH-5.

120,00

100,00

80,00

60,00

40,00

Camtidad cedida (%)

20,00

0,00
0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240

Tiempo (h)

Figura 5 7: Porcentajes medios de MH cedidos (+DE) en los ensayos realizados con la formulacion

NPMH-5.
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Cantidad media cedida acumulada de

Porcentaje medio

Tiempo (h) MH (/100 mg NPs)(DE) cedido acumulado
(+DE)

1 910,60 + 24,67 23,85+0,65

6 997,20 + 96,66 26,12 £2,53
24 1435,47 £ 96,01 37,60+ 2,51
48 1804,36 £ 97,28 47,26 £ 2,55
72 2156,60 * 135,62 56,48 + 3,55
96 2256,40 * 146,03 59,10 + 3,82
168 2965,95 + 170,99 77,68 +£4,48
192 3198,32 + 67,38 83,77 +1,76
216 3326,34 + 80,46 87,12 +2,11
240 3364,27 + 145,26 88,11 + 3,80

Tabla 5.11: Resultados de los ensayos de cesidn in vitro realizados con la formulacion NPpheA-MH.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00

% cedido

40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

L T
—
I
| T/
/ T
L
/ ?
e
24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264

Tiempo (h)

Figura 5.8: Porcentajes medios de MH cedidos (+DE) en los ensayos realizados con la formulacion

NPpheA-MH.
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Tiempo de Cantidad media cedida acumulada Porcentaje medio
muestreo (h) de MH (pg/100 mg NPs)(+DE) cedido acumulado (+DE)

1 4256,09 + 279,43 47,17+ 3,15

6 5535,33 + 437,56 61,34 +4,93
24 6262,00 £ 151,99 69,39+1,71
48 6843,71 + 261,58 75,84 + 2,95
72 7505,36 + 227,54 83,17 + 2,57
96 8109,43 + 158,64 89,87 +£1,79
168 8663,54 + 224,34 96,01 + 2,53
192 8800,18 + 173,22 97,52 +1,95
216 8870,56 + 201,98 98,30+ 2,28

Tabla 12: Resultados de los ensayos de cesion in vitro realizados con la formulacion NPPheB-MH.

120,00

100,00

80,00

60,00
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40,00
20,00
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0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240
Tiempo (h)

Figura 9: Porcentajes medios de MH cedidos (+DE) en los ensayos realizados con la formulacion

NPPheB-MH.

Como se puede observar en la figura 5.7 la formulacion NPMH-5
presenta una velocidad de cesion rapida durante las primeras 24 horas y

llega a alcanzar una cesién del 67,11% del MH en ese tiempo. A partir del
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primer dia, la velocidad de liberacidon se hace mas lenta y se mantiene
constante durante 9 dias, al cabo de los cuales se ha cedido el 91,83% de

MH.

Por lo que se refiere a la formulacion NPpheA-MH (figura 5.8, tabla
5.11), funcionalizada después de la elaboracion de las NPs de MH, presenta
una liberacién mas lenta y controlada durante todo el tiempo del ensayo.
En las primeras 24 horas el porcentaje de MH liberado es un 23,85%. Esta
disminucidn del burst inicial, en comparacion con la formulacion NPMH-5,
puede ser debida a la pérdida del MH situado en las capas superficiales de
las NPs durante el proceso de funcionalizacidon. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos al determinar el potencial Z. Sin embargo, al
tratarse de una formulacion con una eficacia de encapsulacion mucho
menor (tabla 9), se puede considerar que la cantidad que se libera a lo largo
del tiempo es la que se encuentra encapsulada en el interior de la NPs. En
este caso, al cabo de 9 dias se ha liberado el contenido de MH por difusion,
quedando en el interior una pequeia cantidad del flavonoide (12%) que,

probablemente, se libera cuando comience el proceso de erosion.

La formulaciéon NPpheB-MH (figura 5.9, tabla 5.12), elaborada con
PLGA-phe-phe y PLGA, presenta un perfil de liberacion similar a la
formulacion NPMH-5, con un elevado burst en las 24 primeras horas, que
supone casi el 50% de la cantidad de MH encapsulada. Sin embargo, a partir
de este tiempo, la velocidad de liberacion se mantiene constante durante 9

dias, a una velocidad adecuada para obtener niveles terapéuticos.

Otros autores también obtienen liberaciones muy rapidas del morin a

partir de nanoparticulas. Asi, Ghosh et al. (Ghosh, et al.,2017) elabora NPs
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de albumina que liberan el 80% de MH durante las primeras 12-20 horas.
Similares resultados obtienen Song et al. con NPs de otro flavonoide como
es la curcumina (Song, et al., 2016). Esta formulacion presenta también un
perfil bifasico y llega a liberar practicamente la totalidad del principio activo

antes de las 16 primeras horas.

Al comparar las cantidades liberadas de MH a partir de las
formulaciones NPpheA-MH y NPpheB-MH podrian ser suficientes para
obtener niveles terapéuticos durante 9 dias. Por otro lado, y en funcidn de
los resultados de los estudios de biodistribucion realizados en esta tesis,
gue se comentan en el capitulo correspondiente, la formulacion
NPpheA-MH presenta un mejor acceso o mas rapido al SNC que la
formulacion NPpheB-MH. Sin embargo, como indican Cayero-Otero et al. el
acceso al tejido cerebral mediante transcitosis mediada por receptores,
mecanismo que se ha buscado con la funcionalizacion de las nanoparticulas,
puede resultar mas lento que la difusion pasiva (Cayero-Otero, et al., 2019).
Por otro lado, los estudios de biodistribucién realizados por Marcianes et
al. con NPs cargadas con rodamina indican que, aunque la rodamina es
expulsada del tejido cerebral durante la primera hora, no se puede afirmar
qgue las NPs también lo sean (Marcianes, et al., 2017), por lo que en nuestro
caso, se puede considerar que ambas formulaciones podrian ser
interesantes para conseguir niveles terapéuticos de MH en SNC, para la
formulacién NPpheA-MH, debido a su mas rapido y/o mayor paso a través
de BHE, y para la formulacion NPpheB-MH debido a su permanencia a
tiempos mas prolongados en el SNC, mayor carga de MH y mejor control en

su liberacion.
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Conclusiones

1-

Los dos métodos de cuantificacion de morin hidrato desarrollados
por HPLC resultaron ser lineales, selectivos y precisos. El método que
emplea HCl en la preparacion de las muestras resultd ser mas exacto
y sensible, disminuyendo los limites de deteccion y cuantificacién del

flavonoide.

El método de cuantificacién de morin hidrato por espectrofotometria
UV resulto ser lineal, exacto, selectivo y preciso, siendo adecuado
para la cuantificacién de las cantidades cedidas de flavonoide a partir

de las nanoparticulas.

La unidn del dipéptido de fenilalanina a las nanoparticulas consigue
modificar su biodistribucion. La formulacion NPpheA-Rh,
funcionalizada con el dipéptido en superficie, presenta marcada
afinidad hacia bazo vy, uUnicamente a las dos horas de su
administracién, aumenta su presencia en higado y pulmdn. La
formulacion NPpheB-Rh, elaborada con PLGA y PLGA-phe-phe,
presenta una mayor distribucién en higado y pulmdn, aunque en
todos los drganos estudiados, las cantidades de rodamina-B son

inferiores a las encontradas con la formulacion NPpheA-Rh.
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4-

La union del péptido phe-phe a las nanoparticulas de PLGA consigue
favorecer su paso a través de la barrera hematoencefalica. La
formulacion NPpheA-Rh alcanza los mejores resultados, con
cantidades de rodamina-B en sistema nervioso central, a tiempos
cortos, superiores a las obtenidas por las nanoparticulas elaboradas
con PLGA y PLGA-phe-phe. Esta formulacién (NPpheB-Rh), mantiene
niveles de rodamina-B practicamente constantes en cerebro dos
horas después de su administracién, lo que podria ser atribuido a un

retardo en su paso a través de la BHE.

El método de extraccion-evaporacion del solvente, en una
proporcion MH:PLGA de 1:10 resultd el mas adecuado para la
obtencién de nanoparticulas, con un tamafo medio de particula de
unos 190 nm, adecuado para atravesar la barrera hematoencefalica,
y con un perfil de cesién de morin hidrato que se mantiene durante

al menos 9 dias.

El método de funcionalizacion empleado para la unién del dipéptido
de fenilalanina a la superficie de las nanoparticulas elaboradas con
un 10% inicial de morin hidrato, supone la pérdida de casi el 50% del
P.A. encapsulado, asi como una reduccion en la eficacia de
encapsulacion, con respecto a las mismas nanoparticulas sin

funcionalizar.
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7- Las nanoparticulas elaboradas con los polimeros PLGA (60%) y PLGA
unido al dipéptido fenilamina (40%) y un 10% inicial de morin hidrato,
incrementan en un 20% la cantidad de activo encapsulado,
probablemente debido a que una parte de la fenilalanina se dispone
hacia el interior, modificando la matriz polimérica y la afinidad del

flavonoide hacia la misma.
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