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RESUMEN






Introduccion. El tratamiento de las enfermedades neuroldgicas siempre ha sido un gran
reto para la farmacologia y tecnologia farmacéutica. En primer lugar, se debe a la
existencia de la Barrera Hematoencefalica (BHE) ya que pocos son los compuestos
capaces de atravesarla por sus propiedades fisicoquimicas y ejercer el efecto deseado a
nivel del Sistema Nervioso Central (SNC). En segundo lugar, la necesidad de administrar
dosis mas altas por las vias periféricas para alcanzar la diana terapéutica, da lugar a la
aparicion de reacciones adversas al medicamento (RAM) periféricas y al incremento de
costes en el tratamiento. Por ello, la via Nariz-Cerebro para la administracion directa de
farmacos al SNC ha ganando importancia en los ultimos afios, siendo una opcién muy

prometedora puesto que permite su entrada sin necesidad de atravesar la BHE.

El trastorno por consumo de alcohol (TCA) es una enfermedad neuropsiquiatrica cronica
con posibilidad de tratamiento. Su impacto e incidencia en la sociedad crece cada vez
mas, si bien se dispone de pocas terapias farmacoldgicas con evidencia demostrada y lo
mismo sucede con las recaidas en el consumo de alcohol, otro punto critico de esta
afeccion. Durante las ultimas décadas la investigacion se ha centrado en torno a los
mecanismos neurologicos responsables del desarrollo de las adicciones. Gracias a los
resultados obtenidos por diferentes grupos de investigacion, se espera que el sistema
Dinorfina/Receptores Opioides Kappa (Dyn/ KOR) pueda ser una diana terapéutica muy

prometedora para el tratamiento de TCA y prevencion de las recaidas en el consumo.

Por ello, el objetivo de esta tesis ha consistido en la elaboracion y estudio de la efectividad
de una forma farmacéutica administrada por la via Nariz-Cerebro de un antagonista de

los receptores KOR y su efecto a nivel de SNC.

Materiales y métodos. La forma farmacéutica elaborada fue un gel intranasal

termosensible de formacion in-situ con liposomas cargados del antagonista KOR.

Liposomas. Los liposomas se elaboraron por el método de pelicula fina. Se estudiaron
las caracteristicas mas importantes de los liposomas mediante los métodos

correspondientes.

Gel intranasal termosensible. La composicion del gel se eligié6 para garantizar las

caracteristicas fisicoquimicas y reologicas deseadas. La temperatura de gelificacion se



estudid6 mediante el método de Miller-Donovan, mientras que para el estudio de la

viscosidad en funcion de la temperatura se utilizé el viscosimetro rotatorio.

Estudio de liberacion. El perfil de liberacion del farmaco desde la forma farmacéutica y
su capacidad de liberar el farmaco de forma controlada se estudiaron en células de Franz

durante 72 horas.

Estudio farmacolégico. La capacidad del bloqueo KOR a nivel del SNC de Ia
formulacion elaborada se estudid mediante la evaluacién de los niveles de dopamina
extracelular a nivel del Nucleo Accumbens (NAc). Para ello, se llevé a cabo un ensayo
de microdialisis in vivo. Los niveles de dopamina en los dializados se estudiaron mediante

el empleo de cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion electroquimica

(HPLC-ECD).

La distribucion del farmaco a nivel del SNC se estudidé mediante la evaluacion de los
niveles del farmaco en diferentes areas cerebrales. La determinacion del farmaco en las

muestras cerebrales se llevd a cabo mediante HPLC-ECD.

Resultados. Los liposomas obtenidos presentaron un tamafio homogéneo de
381,03+10,38 nm y un potencial de 2,62+4,42 mV. La eficacia de encapsulacion fue de
53,85%. Los liposomas se incorporaron en el gel de la forma deseada. El ensayo de
liberacion mostrd la capacidad de la formulacion de liberar el farmaco de forma
controlada, consiguiendo el equilibro a las 50 horas y alcanzando un méximo de
liberacion del 21,75% de dosis de farmaco. Por otra parte, los resultados de la prueba de
microdidlisis muestran que el tratamiento previo de los animales con la formulacion
elaborada bloquea el descenso de liberacion de dopamina en el SNC provocado por la
administracion de un agonista de los KOR. Finalmente, el farmaco fue detectado a nivel

de mesencéfalo, confirmando asi que se produjo su distribucion a nivel central.

Conclusiones. La formulacion intranasal del gel con incorporacién de liposomas
cargados de Nor-BNI permite que el farmaco alcance las estructuras clave en el SNC

dando lugar al efecto farmacoldgico esperado.









1. INTRODUCCION






El alcohol etilico es una droga consumida mundialmente. Desde el punto de vista
historico y cultural, el uso de alcohol tiene una gran importancia en las relaciones sociales.
El consumo moderado de alcohol resulta placentero para el ser humano. Sin embargo, su
ingesta en cantidades excesivas, conocida como el trastorno por consumo de alcohol

(TCA), plantea un problema de salud publica de gran prevalencia en la sociedad.

La 5% ediciéon del Manual Diagnoéstico y Estadistico para las Enfermedades Mentales
(DSM-5) define el TCA como “un patron problemdatico de consumo de alcohol que
conduce a problemas clinicamente significativos o asociados a dos o mas de los once
criterios (Tabla 1) del TCA que tienen lugar en un periodo de doce meses ”. Por su parte,
la adiccion al alcohol o alcoholismo (definido como dependencia de sustancias en DSM-
5) es “un tipo de trastorno caracterizado por recaidas cronicas, busqueda compulsiva
de droga, pérdida de control sobre los limites de consumo y aparicion de un estado
emocional negativo (ansiedad, irritabilidad, disforia) en respuesta a la retirada de la
droga”. La adiccién corresponde a la etapa mas grave y cronica del trastorno por el

consumo de sustancias.

Tabla 1. Criterios diagndsticos de TCA (DSM-5).

Criterios para TCA (DSM-5).
Tolerancia
Abstinencia
Dificultades para controlar la ingesta (fracaso en interrupcion o suspension de
la ingesta)
Negligencia en actividades diarias
Tiempo perdido en ingesta de alcohol o recuperacion de sus efectos
Ingesta de alcohol a pesar de problemas fisicos/psicologicos causados por la
ingesta
Craving (ansias por consumo)
Consumo de alcohol en las cantidades més elevadas o durante periodos de
tiempo mas prolongados de los previsto
Fracaso en el cumplimiento con papeles importantes y obligaciones
Uso recurrente de alcohol en situaciones peligrosas
@l Ingesta de alcohol a pesar de problemas sociales/interpersonales

[\®]
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La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) atribuye al TCA 3 millones de muertes al
afio y un 5,1% de la causa de diferentes enfermedades (World Health Organization, 2018).
De hecho, se estima que, en el ano 2010, esta problematica supuso un coste de 249

billones de dolares a la sociedad estadounidense en términos de muertes y gasto médico

(Sacks, Jeffrey J., MD, MPH, Gonzales et al. 2015). Ademas, en Estados Unidos (EEUU)



120 millones de personas (51% de la poblacion) mayores de 12 afios son consumidores
habituales de alcohol, de los cuales 18 millones (7,7%) presentan criterios para ser

diagnosticados de adiccion alcoholica (Grant and Dawson, 1998; Grant et al. 2004).

En Espatia, el alcohol es la droga psicoactiva mas utilizada (Observatorio Espafiol de las
Drogas y las Adicciones 2021). El “atracon de alcohol” o “binge drinking”, que se define
como el consumo de mas de 4 bebidas para las mujeres y de 5 para hombres en una tnica
sesion de pocas horas de duracion, es una tendencia creciente en la sociedad espafiola,
sobre todo entre la poblacion mas joven. Ante esta disyuntiva, se realizod un estudio de
prevalencia del consumo dafino de alcohol, utilizando la metodologia AUDIT (Alcohol
Use Disorder Identification Test). El AUDIT es un cuestionario desarrollado por la OMS
para la deteccion del consumo excesivo y daiiino de alcohol. Consta de 10 preguntas: las
preguntas 1-3 ayudan a cuantificar el consumo de alcohol (frecuencia y cantidad); 4-6
evaltan la conducta en respuesta al consumo de alcohol; 7-8 tratan sobre los efectos
adversos de la ingesta de alcohol y 9-10 se relacionan con los problemas causados por la
bebida. Los resultados del estudio mostraron que un 5,6% de la poblacion espafiola

presenta un patrén de consumo dafiino de alcohol (AUDIT >8).

Asimismo, la OMS afirma que el TCA es muy resistente a los tratamientos
farmacoldgicos y no farmacoldgicos. El TCA es una enfermedad cronica, pero tratable.
No obstante, a pesar del gran impacto y creciente prevalencia de esta condicion médica,
la tasa de los tratamientos farmacoldgicos y no farmacoldgicos con evidencia demostrada
es muy baja y se encuentra por debajo del 10% en EEUU (Han, Jones et al. 2021). De
hecho, en EEUU menos del 4% de pacientes diagnosticados de TCA reciben prescripcion

médica para el tratamiento farmacologico de su afeccion (Mark, Kassed et al. 2009).

En Espana, el protocolo para el abordaje de la dependencia alcohdlica fue aprobado por
el Ministerio de Sanidad en 2003 y no se ha renovado desde entonces. Se trata de un
protocolo de dos etapas: detoxificacion y deshabituacion (Ponce, Jiménez-Arriero et al.
2003, Robledo, Cérdoba 2005). La etapa de detoxificacion consiste en la suspension
brusca de ingesta de alcohol. En esta etapa, el tratamiento farmacologico responde a dos
necesidades principales del paciente: mantener los niveles correctos de hidratacion y
nutrientes (uso de zumos, sueros de rehidratacion, suplementos con vitaminas del grupo
B, 4cido folico y hierro si es preciso) y prevenir el sindrome de abstinencia (farmacos con

efecto sedante). Los farmacos sedantes mas utilizados son las benzodiacepinas
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(diazepam, clonazepato) con efecto ansiolitico y anticonvulsivante. Otra opcion
farmacologica es clobetazol, farmaco sedante e hipnotico con propiedades
anticonvulsivantes. La primera etapa del protocolo suele tener una duracion de
aproximadamente 1 semana, mientras que la etapa de deshabituacion requiere de la mayor
parte de la vida del paciente. En la deshabituacion, el papel mas importante es la
prevencion de las recaidas mediante el uso del tratamiento farmacologico apropiado. Para
lograr este fin, se utilizan dos grupos de farmacos: interdictores o aversivos y anti-

craving.

Los farmacos interdictores tienen un mecanismo de accion que se define como “freno
piscologico”. Son farmacos inhibidores de la enzima aldehido deshidrogenasa hepatica
(disulfiram, cianamida calcica). Debido a su accion farmacologica, el acetaldehido
(metabolito principal de etanol) se acumula en la sangre del paciente, dando lugar a un
tipico cuadro de intoxicacién aguda por alcohol (o reaccion aldehidica) que cursa con
nauseas, vomitos, vértigo, sudoracion, vision borrosa, dolor de cabeza, etc. Este cuadro
tiene inicio 10-20 minutos después de la ingesta de alcohol y es proporcional a la dosis
ingerida. Se espera que el paciente tratado con este grupo de farmacos evite el consumo
de alcohol con el fin de evitar la reaccion aldehidica. El tratamiento con los farmacos
interdictores requiere una supervision médica debido a los efectos adversos que presenta.
Ademas, el consumo de drogas de abuso en pequeiias dosis durante un periodo de tiempo
prolongado disminuye la eficacia de estos farmacos, por lo cual su uso tan solo tiene

sentido en caso de abstinencia absoluta.

Los farmacos anti-craving, a su vez, ayudan a mitigar el deseo compulsivo de consumir
la droga y reducen su refuerzo positivo. Estos farmacos son de primera eleccion y son la
parte mas importante del tratamiento de la dependencia. No solo ayudan a prevenir la
recaida, sino también contribuyen a una recuperacion de la abstinencia mas temprana en
los pacientes que han recaido. Por ello, estos farmacos se usan durante 6-12 meses de
forma ininterrumpida a pesar de las recaidas del paciente. El tratamiento con los farmacos
anti-craving ha de establecerse lo antes posible para reducir el riesgo de las recaidas

tempranas. Los principios activos mas usados son acamprostato y naltrexona.

Naltrexona es un antagonista no selectivo de los receptores opioides endogenos (U, K y
0) y es usado también en el tratamiento de la adiccién por opidceos. El mecanismo de

accion de este farmaco consiste en el bloqueo de los receptores opioides enddgenos para
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evitar la activacion del sistema opioide endogeno inducida por alcohol, disminuyendo de
este modo el incremento de la actividad dopaminérgica en las areas cerebrales
responsables de los procesos de recompensa, aprendizaje por refuerzo positivo y
desarrollo de la adiccion. En pocas palabras, la naltrexona disminuye el efecto reforzador

del alcohol.

El otro principio activo, acamprostato, actia sobre los receptores NMDA (N-metil-D-
aspartato) y reduce la hiperactividad glutamatérgica, caracteristica para los estados de
ansiedad y disforias que sufre el paciente al estar expuesto a los estimulos que favorecen

la recaida.

Otros farmacos, como los inhibidores selectivos de recaptacion de serotonina (ISRS),
antidepresivos triciclicos (ATC), litio, antipsicéticos y antiepilépticos pueden dar
resultados favorables en el tratamiento de alcoholismo, pero, actualmente, no estan
integrados en los protocolos oficiales. Se trata de un protocolo funcional, pero que
presenta muchos problemas, sobre todo de adherencia al tratamiento. Los pacientes
suelen sufrir recaidas y abandonar los tratamientos debido a los efectos adversos que
presentan, dificultad para seguir las pautas y sintomatologia que padecen por su

condicion.

El desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para el abordaje del TCA y recaidas en el
consumo de alcohol es imprescindible. En los tltimos afios la investigacion se ha centrado
en la comprension de los factores que promueven tanto el TCA, como la recaida, el punto
critico para los pacientes con TCA. El desarrollo de terapias novedosas, seguras y con
demostrada evidencia cientifica para el tratamiento y prevencion de las recaidas en el

consumo de alcohol conduciré a la disminucion de la prevalencia del TCA en la sociedad.

La presente Tesis estd enfocada en el desarrollo de una formulacion novedosa para el
tratamiento del TCA y recaidas que ofrece una terapia segura, de facil manejo y basada
en la evidencia. Ademas, este trabajo estudia la posibilidad de enfocar las estrategias anti-

recaida en el sistema Dinorfina-KOR del Nucleos Accumbens (NAc).

-12 -



1.1.NEUROFISIOLOGIA DE LA ADICCION

El area ventral tegmental, nicleo accumbens y las conexiones neuronales que existen
entre ellas son estructuras clave del sistema mesolimbico implicados en el desarrollo de

la adiccion.

La dopamina, uno de los neurotransmisores involucrados en la sefalizacion entre estas
areas del sistema mesolimbico, también juega un papel de gran importancia en este
proceso. La interaccion y sefializacion que existen entre el sistema mesolimbico y el
sistema opioide endogeno parecen ser clave no solo en el entendimiento del desarrollo de
la adiccion, sino que también son potenciales dianas terapéuticas. En los siguientes
apartados, se procede a detallar el funcionamiento de estas areas y sus interconexiones

con mas detalle.
1.1.1. Via mesolimbica: estructura clave de adiccion

Existen diferentes regiones cerebrales responsables del control de los procesos de toma
de decisiones, habito, emociones y recompensa, e involucradas en la patologia de

adiccion. El sistema mesolimbico (SML) es la estructura cerebral mas relevante.

El SML es una via cerebral heterogénea, compuesta por diferentes estructuras
proencefalicas interconectadas: niticleo accumbens (NAc), amigdala extendida,
hipocampo, hipotdlamo y regiones frontales de la corteza cerebral. Numerosos
neurotransmisores forman parte de la via mesolimbica, siendo las neuronas
dopaminérgicas (DA) un elemento clave en el funcionamiento de este sistema. De hecho,
todas las regiones cerebrales citadas anteriormente reciben inervaciones dopaminérgicas
procedentes del Area Ventral Tegmental (VTA) del mesencéfalo (Fields, Hjelmstad et
al. 2007). A parte de la DA, existen otros neurotransmisores y tipos de neuronas
involucrados que ejercen una accion moduladora. Desde el punto de vista del proceso de
desarrollo de la adiccion, las proyecciones dopaminérgicas del VTA al NAc son las de

mayor interés.
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A) Circuito VTA-NAc
1) Area Ventral Tegmental (VTA)

El area ventral tegmental (VTA) es una region del mesencéfalo de situacion central
contigua a la sustancia negra (SN), inmediatamente ventral a la red de ntcleos alefiados
y caudal al hipotdlamo (Bjorklund, Dunnett 2007). Incluye neuronas dopaminérgicas del
tipo celular A10 (Dahlstroem, Fuxe 1964). El VTA se puede dividir, a su vez, en cinco
regiones en funcion de la morfologia y orientacion celular: nucleos paranigrales (PN) y
area pigmentada parabraquial (PBP) (conocidos como nucleos laterales) y tres nticleos
centrales (interfascicular, lineal rostral y lineal caudal) (Sanchez-Catalan, Kaufling et al.

2014).
2) Neuronas del VTA

Las neuronas dopaminérgicas (DA) del VTA son un grupo de neuronas heterogéneo
desde el punto de vista de sus propiedades moleculares y electrofisiologicas. Dependen
de la zona desde donde proyectan (Margolis, Mitchell et al. 2008, Lammel, Hetzel et al.
2008) . La clasificacion de las neuronas dopaminérgicas en dos poblaciones fue sugerida

por algunos autores (Lammel, Lim et al. 2014) .

La primera, consiste en las neuronas DA localizadas mayoritariamente en el VTA lateral
posterior y anterior (lateral PBP), proyectando al NAc lateral shell. Este grupo de
neuronas parece estar involucrado en las conductas relacionadas con el proceso de
recompensa (Morales, Margolis 2017, Lammel, Lim et al. 2012) y presentan las
propiedades electrofisioldgicas clasicas atribuidas a las neuronas DA: baja frecuencia de
disparo y larga corriente de hiperpolaricazion (corriente h) (Zhang, Placzek et al. 2010,

Ungless, Grace 2012, Lammel, Lim et al. 2014, Lammel, Hetzel et al. 2008).

Por otra parte, la segunda poblacion de las neuronas DA se encuentra localizada en VTA
medial-posterior (PN y PBP medial), proyectando a la corteza prefrontal (CPF), BLA y
NAc medial shell y core. La implicacion de este grupo de neuronas DA en las conductas
relacionadas con el proceso de recompensa y aversion parece ser mas complicada y se
relaciona con sus diferentes inputs y outputs (Bariselli, Glangetas et al. 2016, Morales,

13

Margolis 2017). Ademés, estas neuronas presentan una electrofisiologia “no
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convencional” caracterizada por una corriente h corta y frecuencia de disparo alta

(Lammel, Lim et al. 2014).

A pesar de que el VTA siempre se ha definido como una region dopaminérgica, tan solo
alrededor del 60% de las neuronas en el encéfalo de rata son neuronas dopaminérgicas
(Margolis, Lock et al. 2006, Swanson 1982). Existen evidencias de que un 30% de
neuronas en el VTA se identifican citoquimicamente como neuronas GABAérgicas (Van
Bockstaele, Pickel 1995, Carr, Sesack 2000, Margolis, Lock et al. 2006) y un 2-3% de
neuronas liberan glutamato (neuronas Glu) (Lavin, Nogueira et al. 2005, Chuhma, Zhang
et al. 2004). Ademas, las neuronas DA presentan la capacidad de liberar mas de un
neurotransmisor. De esta manera, de acuerdo con los datos optogenéticos las neuronas

DA liberan glutamato y GABA en diferente grado (Britt, Bonci 2013).
Multiples proyecciones GABAérgicas (inhibitorias) y glutamatérgicas (excitatorias

) provenientes de diferentes areas cerebrales tienen el control mayoritario sobre la
actividad de las neuronas DA del VTA. Las neuronas inhibitorias eferentes (GABA) que
llegan al VTA tienen su origen en el NAc (Conrad, Pfaff 1976) y en palladium ventral
(VP) (Geisler, Zahm 2005). Por otra parte, el VTA recibe los inputs excitatorios
(glutamato) desde el nucleo tegmental pedunculopontino y el nucleo laterodorsal
tegmental del 4rea tegmental del mesopontino (Paxinos, Watson 2007, Semba, Fibiger
1992), BNST (Georges, Aston-Jones 2002), PFC (Sesack, Pickel 1992), hipotdlamo

lateral y coliculo superior (Geisler, Zahm 2005).
3) VTA-NAc

Entre un 65 y un 85% de las neuronas que proyectan desde VTA al NAc son
dopaminérgicas, siendo la proyeccidon con la proporcion mas alta de neuronas DA. Le
siguen por orden decreciente en proporcion las proyecciones desde el VTA al area septal
lateral (75%), amigdala (53%), corteza entorrinal (46%), PFC (30-40%) e hipocampo (6-
18%) (Gasbarri, Verney et al. 1994, Fallon, Schmued et al. 1984, Margolis, Lock et al.
2006, Swanson 1982). Por otra parte, las proyecciones GABAérgicas y glutamatérgicas
desde el VTA a NAc y PFC también estan presentes en gran medida (Lavin, Nogueira et
al. 2005, Chuhma, Zhang et al. 2004, Van Bockstaele, Pickel 1995, Carr, Sesack 2000,
Margolis, Lock et al. 2006). Algunos estudios demuestras que normalmente un subgrupo

de neuronas proyecta a una Unica diana cerebral (Fallon, Schmued et al. 1984, Margolis,
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Lock et al. 2006, Swanson 1982). Ademas, al igual que el fenotipo molecular de las
neuronas del VTA determina el papel que juegan estas neuronas en la recompensa y
aversion, la conectividad especifica de las neuronas también juega un papel determinante

(Brischoux, Chakraborty et al. 2009, Morales, Margolis 2017).

En condiciones fisioldgicas normales, las neuronas dopaminérgicas del VTA que
proyectan al NAc liberan la DA en NAc en respuesta a los estimulos reforzantes naturales
(comida, bebida, interacciones sociales ...). (Fields, Hjelmstad et al. 2007). La DA
liberada se une a los receptores dopaminérgicos localizados en las Neuronas Espinosas
de Tamano Medio (MSN, médium spiny neurons). Esto genera un refuerzo positivo y
activa los procesos de memoria y aprendizaje. La regulacion de la actividad de las
neuronas dopaminérgicas es llevada a cabo por la transmision GABA¢érgica: las neuronas
GABA¢érgicas del VTA liberan GABA. Cuando GABA se une a sus receptores
localizados en las neuronas dopaminérgicas, la liberacion de DA a nivel de NAc
disminuye. Por otra parte, también existe la regulacion de la actividad dopaminérgica por
parte del sistema anti-recompensa (sistema Dyn/KOR), sobre la cual hablaremos con mas

detalle en apartados posteriores.

Las drogas de abuso son reforzadoras, ya que su ingesta produce sensaciones placenteras.
Una sustancia de abuso activa el aprendizaje por refuerzo positivo, aumentando la
probabilidad de que el individuo vuelva a consumirla con el fin de conseguir su efecto
reforzador (Everitt, Robbins 2005). Las propiedades reforzadoras de las drogas de abuso
se deben a su actividad a nivel del SML, en concreto a nivel de las neuronas DA que
proyectan desde el VTA al NAc. Sin embargo, a diferencia de lo comentado
anteriormente, en el caso de las drogas de abuso tiene lugar la aparicion de
neuroadaptaciones. Se trata de una inhibicion de las neuronas GABAérgicas de VTA
debida a la union del derivado metabdlico del alcohol, Salsolinol (producto de
condensacion del acetaldehido, metabolito de etanol, con DA), a los receptores opioides
p (MOR) localizadas en VTA (Sanchez-Catalan, Hipdlito et al. 2009, Hipdlito, Marti-
Prats et al. 2011). Las neuroadaptaciones producidas conducen a una sobreestimulacion
del circuito dopaminérgico VTA-NAc, siendo esto la primera etapa del desarrollo de

adiccion (Koob, Le Moal 2005).
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1.1.2. Sistema opioide endogeno

La actividad dopaminérgica de las neuronas del VTA también estd controlada por el
sistema opioide endégeno (SEQO). Este sistema juega un papel crucial en los procesos de
aprendizaje por refuerzo positivo, regulacion del estado de &nimo y desarrollo del abuso
de drogas (Gerrits, Lesscher et al. 2003). El SEO incluye tres tipos de receptores opioides
(ORs): mu, kappa y delta (MORs, KORs y DORs, respectivamente). Los ORs son
recetores acoplados a las proteinas G (GPCRs). Los MOR y DOR son activados por sus
ligandos endogenos: encefalinas y endorfinas; mientras que los ligandos enddgenos de
los KOR son las dinorfinas, péptidos opioides con bloque de leu-encefalina (Tejeda,

Bonci 2019, Oka, Negishi et al. 1982, Chavkin, James et al. 1982).

Ademéds, los ORs también pueden ser activados por algunas drogas de abuso.
Inicialmente, la investigacion se enfoco en los receptores mu y delta ya que se demostro
que los opiaceos como la heroina y la morfina son sus potentes agonistas. De hecho,
varios estudios llevados a cabo en las ratas knockout (KO) para MOR o con
modificaciones farmacoldgicas en este receptor demostraron el crucial papel de los MOR
en la adiccion por los opiaceos (Kieffer, Gavériaux-Ruff 2002, Darcq, Kieffer 2018,
Charbogne, Kieffer et al. 2014). La activacion de MORs (y en menor medida de DORs)
produce efectos euforicos, activando el aprendizaje por refuerzo positivo con potencial
adictivo en humanos y en modelos animales (Le Merrer, Becker et al. 2009). Es de
destacar que los estudios en MOR KO ratones mostraron una disminucién importante de
los efectos reforzantes del alcohol, cannabinoides y nicotina, pero no fueron observados
cambios significativos para cocaina y anfetamina. Una posible explicacion de este
fenomeno es la activacion de dianas no-opioides por el alcohol, cannabis y nicotina que
conlleva una liberacion de agonistas endégenos de MOR. Sin embargo, la implicacion de
los MOR en el caso de la cocaina y anfetamina puede tener un caracter de modulacion
(Charbogne, Kieffer et al. 2014). En resumen, el aprendizaje por refuerzo positivo
inducido por las drogas es mediado por la activacion directa (opioides) o indirecta (no-
opioides) de los MOR. De hecho, tal y como se menciona en apartados anteriores, en el
caso del etanol, se sugiere que la activacion de los MOR en el VTA es debida a la accion

de Salsolinol (Sanchez-Catalan, Hipolito et al. 2009, Hipo6lito, Marti-Prats et al. 2011).

No obstante, durante dos décadas muy pocas investigaciones se centraron en los KOR

debido a que sus agonistas parecian no presentar potencial de abuso. Hoy en dia, el
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sistema dinorfina/KOR (Dyn/KOR) recibe més atencion debido al papel que juega en
aversion, estado afectivo negativo, alteraciones inducidas por estrés en conductas
motivadas y facultades cognitivas, ademas de efectos psicomiméticos (Massaly, Morén
et al. 2016, Karkhanis, Holleran et al. 2017, Crowley, Kash 2015, Carlezon Jr, Krystal
2016, Anderson, Becker 2017, Darcq, Kieffer 2018).

La activacion del sistema Dyn/KOR presenta tanto similitudes, como efectos totalmente
contrarios a la activacion de los MOR. Por ejemplo, la morfina, agonista MOR, ejerce el
efecto antinociceptivo en las ratas e incrementa su actividad locomotora; mientras
ketocyclazocina, agonista KOR, también produce la antinocicepcion, pero reduce la
actividad locomotora (Iwamoto 1981). Del mismo modo, el uso de los agonistas MOR en
los roedores disminuye la ingesta del agua y leche, mientras que la misma aumenta con
el uso de los agonistas KOR (Hartig, Opitz 1983). Desde el punto de vista motivacional,
los agonistas KOR inducen efectos aversivos en los humanos y animales, mientas la
activacion de MOR produce los efectos de recompensa (Zimmer, Valjent et al. 2001,
Shippenberg, Zapata et al. 2007, McLaughlin, Marton-Popovici et al. 2003). En cuanto a
la neuroquimica, la activacion de los MOR aumenta la liberacion de la DA, por lo

contrario, la activacion de KOR la disminuye (Di Chara, Imperato 1988).
A) Sistema Dyn/KOR
1) Dinorfinas

Las dinorfinas son ligandos enddégenos de los receptores KOR. Sin embargo, estas
moléculas también son capaces de activar otros OR con menor afinidad (Merg, Filliol et
al. 2006, Zhang, Tong et al. 1998). Las dinorfinas estdn ampliamente distribuidas por
todo el SNC (Bérubé, Laforest et al. 2013) y participan en muchos procesos fisiologicos:
actividad motora, regulacion neuroendocrina, funcion cardiovascular, regulacion térmica,
respiracion, respuesta al estrés y conducta alimentaria (Fallon, Leslie 1986). Existen
diversos tipos de dinorfinas: dinorfina A, dinorfina B, gran dinorfina, alfa-neoendorfina
y beta-neoendorfina. Todas ellas se obtienen por sintesis endogena a partir de la
prodinorfina (Minamino, Kangawa et al. 1981, Merg, Filliol et al. 2006, Kilpatrick,
Wabhlstrom et al. 1982, Kangawa, Matsuo et al. 1979, Goldstein, Fischli et al. 1981,
Goldstein, Tachibana et al. 1979). En funcion de la region cerebral, la lisis de prodinorfina

es llevada al cabo por diversas proteasas no selectivas: catepsina L, PC1, 2 y 3 y CPE
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(Minokadeh, Funkelstein et al. 2010, Boudarine, Yegorov et al. 2002, Berman, Mzhavia
et al. 2000), dando lugar a diferentes tipos de dinorfinas y otros péptidos derivados de
prodinorfina en proporciones variables (Zamir, Weber et al. 1984). Sin embargo, se
desconoce qué tipo de dinorfina es responsable de la activacion de los KOR vy si existen
diferencias en liberacion de los diferentes péptidos de dinorfina y los procesos de

activacion de los KOR en las distintas regiones cerebrales.
2) Dyn/KORy las conductas asociadas a la depresion y la ansiedad

La investigacion reciente sugiere que la activacion del sistema Dyn/KOR es suficiente y
necesaria para el desarrollo de las conductas asociadas a la depresion y la ansiedad,
propios de un estado afectivo negativo caracteristico de los trastornos psiquidtricos.

Veamos algunos ejemplos que lo demuestran.

Los agonistas KOR presentan efectos pro-depresivos y ansiogénicos, mientras que los
antagonistas KOR dan lugar a un efecto antidepresivo y ansiolitico (Wittmann, Schunk
et al. 2009, Narita, Kaneko et al. 2006, Knoll, Muschamp et al. 2011, Knoll, Meloni et al.
2007, Carr, Lucki 2010, Bruchas, Land et al. 2009). La prueba de natacion forzada (FST,
forced swiming test) es un método clasico utilizado para el estudio de los fenotipos
depresivos (Porsolt, Le Pichon et al. 1977), en el cual el estado depresivo se relaciona con
la inmovilidad del animal sometido a la natacion forzada. El uso de los antagonistas KOR
en este estudio disminuye la inmovilidad del animal, por lo cual, ejerce un efecto
antidepresivo (Mague, Pliakas et al. 2003, Reindl, Rowan et al. 2008). La prueba de
laberinto en cruz elevado (EPM, elevated plus maze) se utiliza para la evaluacion de los
niveles de ansiedad en los roedores. Knoll y colaboradores demostraron que el uso del
antagonista KOR Nor-BNI da lugar a un efecto ansiolitico en la prueba de EPM (Knoll,
Muschamp et al. 2011, Knoll, Meloni et al. 2007). Ademas, el uso de los antagonistas
KOR en EPM puede revertir los efectos ansiogénicos del estrés (Peters et al., 2011). De
manera parecida, los antagonistas KOR revierten la accion de los agonistas KOR (Valdez,

Harshberger 2012).

Por otra parte, es importante mencionar que la activacion de los KOR disminuye las
interacciones sociales (Robles, McMackin et al. 2014). Las conductas relacionadas con

el déficit de las interacciones sociales son sintomas observados para numerosos trastornos
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psiquiatricos. Por el contrario, los antagonistas KOR previenen este déficit inducido por

el estrés por fracaso social (Bruchas, Schindler et al. 2011).

El uso de agonistas KOR induce un estado hedonico debido al incremento de los umbrales
intracraneales autoestimulantes (Todtenkopf, Marcus et al. 2004, Ebner, Roitman et al.
2010, Carlezon, Béguin et al. 2006) y la aversion condicionada en los modelos animales

con la exposicion repetida a un entorno neutral (Mucha, Herz 1985).
3) Elsistema anti-recompensa: Dyn/KOR

Por otra parte, muchos estudios citados a continuacion sugieren que el sistema Dyn/KOR
es un sistema anti-recompensa. Su existencia es vital para el mantenimiento de la
homeostasis entre los sistemas recompensa/anti-recompensa y para el desarrollo correcto

de habitos, proceso de toma de decisiones, emociones y también de la adiccion.

En los estudios preclinicos se demostrd que la activacion de Dyn/KOR produce un estado
afectivo negativo, aversion, efectos pro-depresivos y anti-recompensa, ademds de
contribuir al refuerzo negativo que lidia la drogadiccion. Se demostrod que los KOR estan
involucrados en los procesos de ingesta, retirada y escalada para varias drogas de abuso,
incluyendo al alcohol (Zhou, Colombo et al. 2013). La activacién del sistema Dyn/KOR
anula los efectos recompensa que producen las drogas de abuso mediante el bloqueo de
muchas respuestas conductuales (refuerzo positivo y/o recompensa) y neuroquimicas
(incremento extracelular de DA en los centros cerebrales de recompensa) inducidas por
su consumo (Shippenberg, Zapata et al. 2007, Gehrke, Chefer et al. 2008, Chefer,
Thompson et al. 1999, Chefer., Mordn et al. 2000, Chefer, Czyzyk et al. 2005). Las drogas
de abuso pueden involucrar el sistema Dyn/KOR en promover el estado afectivo negativo.
Ello queda reflejado en el bloqueo del estado afectivo negativo inducido por la retirada
de la droga que produce el uso de los antagonistas KOR (Valenza, Butelman et al. 2017,
Tejeda, Natividad et al. 2012, Kissler, Walker 2016, Jackson, Carroll et al. 2010, Erikson,
Wei et al. 2018).

Es importante mencionar que el estrés también es un factor potenciador de las conductas
proadictivas. De hecho, el estrés es un factor critico que activa la busqueda de droga
(Mantsch, Baker et al. 2016). La actividad de los KOR también es crucial para regular las
conductas de busqueda de la droga inducidas por el estrés y la potenciacion de la

recompensa de la droga (Schindler, Li et al. 2010, Redila, Chavkin 2008, Polter, Bishop
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et al. 2014, McLaughlin, Land et al. 2006, McLaughlin, Marton-Popovici et al. 2003,
Land, Bruchas et al. 2009). En el caso de ingesta de las drogas de abuso, el sistema
Dyn/KOR puede tener un papel del mecanismo homeostatico que anula los efectos
conductuales y neuroquimicos de las sustancias de abuso. Sin embargo, en presencia del
estrés y exposicion a las drogas cronicos, el sistema puede sufrir de una desregulacion.
Esto a su vez puede conducir a la potenciacion del estado afectivo negativo y al

incremento de reactividad frente al estrés.
4) Circuitos Dyn/KOR en SML y adiccion
I. VTA

Los receptores KOR se expresan en diferentes niveles del SNC, sin embargo, su expresion
a nivel de la via mesolimbica es de gran interés para el entendimiento de los procesos de
adiccion, la recaida en el consumo de sustancias y se erige como nuevo horizonte para la

busqueda de posibles tratamientos.

En el VTA, los KOR se expresan a diferentes niveles: neuronas dopaminérgicas,
glutamatérgicas y GABA¢érgicas. La activacion de los KOR regula la actividad de estas
neuronas, siendo la regulacion de las neuronas dopaminérgicas la de mayor interés (Récz,

Markert et al. 2013).

Los estudios electrofisiologicos de los cortes cerebrales (brain-slice electrophisiology)
demostraron que la activacion de los receptores KOR en las neuronas dopaminérgicas
reduce la liberacion de la dopamina por parte de éstas (Margolis, Hjelmstad et al. 2003),
favoreciendo de esta manera las conductas relacionadas con la hipoactividad
dopaminérgica (pro-depresivas, ansiogénicas, estado afectivo negativo, aprendizaje por

refuerzo negativo).

Ademas, la aversion de lugar condicionada y las conductas relacionadas con la adiccion
también son reguladas por la actividad de los KOR: los ratones con eliminacion selectivas
de los KOR en las neuronas DA no presentan la aversion de lugar condicionada después
de la administracion de los agonistas KOR, como lo hace el grupo control (Chefer,
Béickman et al. 2013). Ademads, la microinyeccion directa del agonista KOR en VTA

produce la aversion por lugar en raton normal (Bals-Kubik, Ableitner et al. 1993).
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Sin embargo, es necesaria mas investigacion en torno al sistema Dyn/KOR en VTA para

mejor entendimiento de los circuitos neuronales e interacciones funcionales.
II. NAc

El sistema Dyn/KOR también juega un papel importante en la regulacion de los circuitos
neuronales del NAc. En los estudios de microdialisis llevados al cabo por Spanagel y
colaboradores (Spanagel, Almeida et al. 1994) se demostr6 que la administracion del
agonista KOR, U-69593, inhibe la liberacion de la DA en NAc. Por otra parte, la
administracion de Nor-BNI (antagonista KOR) aumenta la liberacion de DA en NAc. La
liberaciéon de DA por las neuronas dopaminérgicas del VTA que proyectan al NAc
también se ve inhibida por la activacion de los receptores KOR (Margolis, Hjelmstad et
al. 2003). En presencia del estrés, mRNA de prodinorfina se ve incrementado en NAc
(Chartoff, Papadopoulou et al. 2009). Tras la exposicion al estrés inducido por el estudio
del residente intruso (método utilizado para evaluacion de agresion ofensiva, conducta
ofensiva y violencia en roedores), se observa un incremento del mRNA en el NAc Shell
medial y dorsal, lo cual puede promover las conductas inadaptadas en respuesta al estrés
(Bérubé, Laforest et al. 2013). De forma parecida, el estrés conduce a la activacion
dinorfina-dependiente de los KOR en NAc, amigdala basolateral, DR y HIPP.
Finalmente, Koob y su grupo de investigacion descubrieron que la modulacion de los
KOR a nivel de NAc presenta beneficios terapéuticos potenciales: la escalada en la
ingesta de heroina en el modelo de larga duracion en ratas es evitada por la administracion

previa de Nor-BNI (Schlosburg, Whitfield et al. 2013).
III.  Los circuitos Dyn/KOR en el SML y las drogas de abuso

Como se explicd anteriormente en este capitulo, el sistema Dyn/KOR es el sistema anti-
recompensa que se encarga de la activacion de las conductas relacionadas con la ansiedad
y la depresion, caracteristicas del estado afectivo negativo. Sin embargo, desde el punto
de vista fisiologico, este sistema juega un papel regulador (Figura 1 a)). Cuando el
individuo se expone a estimulos placenteros (comida o bebida, interacciones sociales y
etc.), se produce la activacion de las neuronas DA del VTA, conduciendo a la liberacion
de DA en las terminaciones presindpticas en NAc. La DA liberada en NAc activa los
receptores D1 de las MSN, provocando la despolarizacion de €stas y, como consecuencia,

promoviendo la produccion intracelular de la dinorfina. Tal y como se menciond
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anteriormente, las neuronas DA del VTA con proyecciones en NAc disponen de los KOR
en su estructura. La dinorfina liberada por MSN activa los KOR de las neuronas
dopaminérgicas, dando lugar a la inhibicion de la liberacion de la DA (Thompson, Zapata
et al. 2000, Werling, Frattali et al. 1988, Svingos, Chavkin et al. 2001). El incremento de
la liberacion de la DA en NAc en respuesta a un estimulo se traduce al efecto euforico de
¢éste, mientras que la activacion del KOR se encarga de devolver el estado de animo del
individuo a su estado basal gracias a la accioén disforica que conlleva. La actividad
conjunta de los sistemas de recompensa y anti-recompensa mantiene el estado de &nimo

del individuo en una homeostasis.

Cuando un individuo no dependiente se expone a drogas de abuso de manera accidental,
la actividad de los sistemas de recompensa y anti-recompensa es idéntica a la situacion
fisiolégica (Figura 1 b)). De hecho, en los individuos no dependientes, la activacion del
sistema anti-recompensa en las etapas iniciales de consumo de alcohol resulta efectiva
para reducir su consumo. Durante la adquisicion temprana, el uso del agonista KOR (U-
50488) simultaneamente con el alcohol, inhibe la preferencia por lugar condicionada por
alcohol (Logrip, Janak et al. 2009). Ademas, el uso crénico de agonistas KOR reduce la
ingesta de bebida en el modelo de libre acceso (Lindholm, Werme et al. 2001). Incluso
los animales con preferencia por alcohol presentan menor respuesta al etanol cuando son
tratados con U-50448 (el mismo efecto es observado para la sacarosa) (Henderson-
Redmond, Czachowski 2014). En las fases iniciales del consumo de alcohol u otras
drogas, el efecto euforico actuia como el refuerzo positivo, motivando al individuo a
volver a consumir la droga para conseguir el efecto placentero, mientras que la activacion
del sistema anti-recompensa ayuda a evitar la sobreestimulacién del sistema de

recompensa.

Sin embargo, cuando la exposicion a la sustancia de abuso es prolongada y crénica,
aparece la desregulacion (alostasis) en el funcionamiento conjunto de los sistemas
recompensa/anti-recompensa (Figura 1 c)). Desde el punto de vista neuroquimico, tiene
lugar la sobreestimulacion del sistema Dyn/KOR, por lo cual la inhibicion de la liberacion
de la DA es mayor. La disforia cada vez supera mas a la euforia, en este punto el individuo
se ve motivado a consumir la droga debido a un refuerzo negativo: la ingesta de la droga
disminuye el afecto negativo (aunque durante un periodo corto y provocando una mayor
disforia como consecuencia). Una de las caracteristicas de la dependencia a drogas es su

consumo a pesar de las consecuencias negativas que el mismo conlleva (disforia). De

-23 -



hecho, en los animales con dependencia al alcohol se observd la resistencia a la
disminucion de la ingesta de droga en respuesta a un castigo (adiciéon de quinina a la

solucion alcohdlica, lo que le proporciona un sabor desagradable) (Vendruscolo, Barbier
et al. 2012).

a) Situacion Fisioldgica
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¢) Exposicion prolongada a la droga. Fases avanzadas de adiccion.
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sintesis dinorfina
l ' Euforia \
Estado de animo basal :
1 Dyn Alostasis: pérdida de
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e Inhibicion/Disminucion T Receptor Opiode Kappa
R (KOR)
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A Dinorfina (Dyn) Y Receptor de Dopamina
(D1)
[ Dopamina (DA)

Figura 1: Sefializacion Dyn/KOR entre VTA y NAc. a) Situacién fisioldgica; b) Exposicion
esporadica a la droga. Fases iniciales de adiccion: ¢) Exposicion prolongada a la droga. Fases

avanzadas de adiccion.

Durante el periodo de abstinencia e inmediatamente después de la retirada de la droga, el

sistema Dyn/KOR esté hiperactivado (Rose, Karkhanis et al. 2016, Karkhanis, Huggins

et al. 2016), dando lugar a las conductas relacionadas con el estado afectivo negativo.

Esto induce los procesos de busqueda de la droga durante el periodo de abstinencia y en

las etapas avanzadas de dependencia mediante el refuerzo negativo (Karkhanis, Holleran

et al. 2017). Cuando la ingesta inicial de alcohol se convierte en dependencia, el uso de

agonistas KOR incrementa la conducta de bebida. De esta forma la administracion de

U50.488 en animales con dependencia al alcohol incrementa su ingesta (Rose, Karkhanis
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et al. 2016). Mientras tanto, cuando los animales expuestos croénicamente al alcohol
reciben el tratamiento con Nor-BNI (antagonista KOR), la respuesta a la droga en ellos
se ve disminuida. Este efecto es mucho mas pronunciado en ratas P dependientes que en
las ratas P no dependientes (Cashman, Azar 2014). Ademas, Nor-BNI también reduce la
ingesta voluntaria de alcohol en los animales dependientes, pero no en los no
dependientes (Walker, Koob 2008, Rose, Karkhanis et al. 2016). Asimismo, el
tratamiento con Nor-BNI inhibe el aumento de consumo de alcohol inducido por la
abstinencia en los animales con un historial prolongado (16 meses) de exposicion al

alcohol (Holter, Henniger et al. 2000).
IV.  Sistema Dyn/KOR como potencial diana terapéutica

En términos de adiccion alcohodlica, la investigacion sobre el sistema Dyn/KOR ha
ganado importancia en los ultimos afios. Es interesante que la investigacion se enfoca en
este sistema como una diana terapéutica potencial (Heilig, Schank 2014, Walker, Koob
2008) y en su papel molecular en la adiccion (Faisal, Waseem et al. 2014). En el TCA, el
consumo de alcohol y las recaidas son puntos criticos para el tratamiento de esta
enfermedad. Paraddjicamente, tanto los agonistas como antagonistas KOR han sido
propuestos como tratamientos potenciales para esta enfermedad, en funcién del estadio

en el que se encuentre.

Por una parte, como se expuso anteriormente, los agonistas KOR resultan efectivos para
reducir la ingesta de alcohol en los individuos no dependientes. Se demostré que la
activacion de los KOR con agonistas (salvinorina A y mesil salvinorina B) reduce la
blisqueda de cocaina estimulada por la exposicion a la droga después de la
autoadministracion en ratas (Simonson, Morani et al. 2015, Kivell, Ewald et al. 2014).
Tal y como se mencion6 anteriormente, la activacion de los KOR produce aversion, por
lo cual el efecto observado puede ser debido a la reduccion de los efectos euforicos de la
cocaina. Ademas, el castigo “ansiogénico” de la activacion de KOR puede reducir los
efectos recompensatorios de la droga o del alcohol cuando éstos se administran
juntamente con el agonista KOR, llevando a la reduccion de la ingesta voluntaria de droga
en los animales no dependientes (Nestby, Schoffelmeer et al. 1999, Lindholm, Werme et

al. 2001).

-26 -



A pesar de que en numerosos estudios se observé que la administracion de los agonistas
KOR puede reducir la ingesta de drogas, este grupo de moléculas no parece ser la mejor
opcion terapéutica. En primer lugar, la administracion de los agonistas KOR ha de ser
cercana en el tiempo a la ingesta de la droga o incluso ser realizada conjuntamente,
haciendo que este tratamiento sea dificil de manejar para los pacientes con trastornos por
consumo de sustancias. En segundo lugar, la accion de estas moléculas se basa en la
potenciacion del efecto “castigo” de las drogas. Sin embargo, una de las conductas mas
caracteristicas del trastorno por consumo de sustancias es el uso de la sustancia a pesar
de sus efectos negativos sobre el estado fisico y emocional del individuo. Por ello, esta

terapia basada en el castigo se convierte en una estrategia de poco interés.

Sin embargo, los antagonistas KOR parecen ser una opcion terapéutica mas
prometedora. La autoadministracion de alcohol se ve reducida en los ratones que no
expresan KOR (Kovacs, Szakall et al. 2005). El uso de los antagonistas KOR en los
estudios preclinicos redujo con éxito la ingesta voluntaria de alcohol en animales
dependientes (Berger, Williams et al. 2013, Anderson, Lopez et al. 2016, Rose, Karkhanis
et al. 2016) y también en los animales expuestos al estrés cronico (Karkhanis, Rose et al.
2016, Anderson, Lopez et al. 2016, Rose, Karkhanis et al. 2016). Asimismo, el bloqueo
de KOR inhibe la reiniciacion de la busqueda de cocaina inducida por estrés y reduce la
busqueda de cocaina en los animales expuestos al estrés cronico (Groblewski, Zietz et al.
2015, Graziane, Polter et al. 2013, Rose, Karkhanis et al. 2016). Sin embargo, tal y como
se comento anteriormente, el uso de los antagonistas KOR es exitoso en los animales
dependientes, ya que se trata de un grupo de individuos con hiperactividad KOR debido
a la exposicion prolongada a la droga. Ademas, es importante mencionar que muchos
antagonistas KOR presentan el pico de su actividad varias horas después de la
administracion y esta puede mantenerse durante varios dias (Munro, Berry et al. 2012),
por lo cual se trata de un tratamiento a largo plazo. En cuanto a la recaida, otro punto
critico en el TCA, se observo que el sistema Dyn/KOR tiene un papel crucial en la
busqueda de la droga inducida por abstinencia: el uso de JDTic, antagonista KOR,
bloquea la busqueda de la droga y conductas relacionadas con la abstinencia (Schank,
Goldstein et al. 2012). Asimismo, la vocalizacion ultrasonica post exposicion alcohdlica
(un indicador del estado afectivo negativo) es mitigada de forma dosis dependiente por

Nor-BNI (Berger, Williams et al. 2013).
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1.2.VIA NARIZ-CEREBRO

Las enfermedades neurologicas (cancer cerebral, Alzheimer, Parkinson, trastornos por
consumo de sustancias, etc.) no so6lo son afecciones con prevalencia creciente en la
poblacion, sino que también son un gran reto para la farmacologia y tecnologia
farmacéutica en términos de desarrollo e investigacion de farmacos y formas

farmacéuticas.

El SNC es uno de los 6rganos vitales y mas complejos de nuestro cuerpo, por lo cual esta
fuertemente protegido de posibles alteraciones desde el exterior. Uno de los sistemas de
defensa mas importantes del SNC es la barrera hematoencefalica (BHE). Se trata de un
sistema de permeabilidad selectiva entre la sangre y SNC, compuesto por las células
endoteliales cerebrales (Teleanu, Chircov et al. 2018). Dichas células estdn conectadas
entre si mediante uniones estrechas (TJ) y uniones adherentes (AJ) (Saraiva, Praga et al.
2016, De Boer, Gaillard 2007, Pardridge 2005, Battaglia, Panciani et al. 2018). Las
funciones de este sistema son el mantenimiento de la homeostasis del SNC y la regulacion
del flujo de sustancias hacia él. De esta forma, el SNC queda protegido de la entrada de
toxinas y patogenos (Obermeier, Verma et al. 2016) y provisto de nutrientes (ej: glucosa)
(Khanna, Farag 2017). El acceso de los farmacos al cerebro también estd condicionado
por la BHE, siendo este un factor limitante en la administracion de farmacos cuyo efecto
se dirige al SNC. Tan s6lo moléculas altamente lipofilicas de pequefio tamafio (<500 Da)
son capaces de atravesar la BHE. Por ello, menos del 1% de las macromoléculas y s6lo
alrededor del 2% de moléculas pequenas de farmacos son capaces de atravesarla
(Agrawal, Das et al. 2012, Khanna, Farag 2017, Pardridge 2005). De esta forma, la BHE
impide el acceso del 95% de moléculas de farmacos (Krishan, Gudelsky et al. 2014),
aunque aparte de ser permeable a pequefias moléculas lipofilas, también dispone de

algunos trasportadores especificos (Mittal, Ali et al. 2014, Lochhead, Thorne 2012).

La existencia de la BHE es un punto critico en el desarrollo de los tratamientos para las
afecciones del SNC. La baja biodisponibilidad de de los fArmacos para esta via supone el
uso de dosis mayores y administradas por vias periféricas, dando lugar a mayores costes

de tratamiento y a un mayor riesgo de efectos adversos y de toxicidad.

Tradicionalmente, las inyecciones intratecales, intracerebroventriculares o

intraparenquinales se usaban para la administracion directa al SNC de fAirmacos con baja
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biodisponibilidad. Ademas, se practico el uso de dispositivos médicos implantados para
llevar a cabo una administracion crénica de farmacos directamente al cerebro. Sin
embargo, se trata de técnicas invasivas con riesgo de infecciones (Sgouros,

Charalambides et al. 2010).
1.2.1. Cavidad Nasal

La nariz es un 6rgano complejo desde el punto de vista funcional y estructural y hospeda
uno de los cinco sentidos que tienen los seres vivos: el olfato. El olfato es imprescindible
para la deteccion de alimentos o depredadores en el mundo animal y también es de gran

importancia para el ser humano (Crisler, Johnston et al. 2020, Axel 2005).

La estructura de la cavidad nasal del ser humano es comparable con la de los roedores,
los animales usados de forma mayoritaria en los laboratorios de investigacion. La cavidad
nasal de un humano adulto mide unos 12-14 cm en longitud y se extiende desde las fosas
nasales hasta la nasofaringe. Se divide en dos partes por el tabique nasal. La pared exterior
de cada cavidad presenta tres huesos, llamados cornetes: superior, medio ¢ inferior. Los
cornetes estan revestidos de mucosa y tienen una superficie de alrededor de 160 cm?. La
mucosa en cuestion se encarga de humidificar, filtrar y calentar el aire inhalado
(Lochhead, Thorne 2012). En la cavidad nasal estan presentes cuatro tipos de epitelios:
escamoso, olfatorio, respiratorio y transitorio. El epitelio transitorio separa el epitelio
escamoso del epitelio respiratorio y el epitelio respiratorio del olfatorio, y no presenta

cilios.

La cavidad nasal se puede dividir en tres regiones: vestibular, respiratoria y olfatoria.
Desde el punto de vista de la administracion de farmacos por la via nariz-cerebro, la

region olfatoria es la de mayor interés, seguida por la region respiratoria.

El vestibulo nasal, situado entre la fosa nasal y el cornete inferior, estd cubierto por el
epitelio escamoso. Se trata de un epitelio estratificado, su mucosa presenta glandulas

sebaceas y vello, con pocos cilios o, incluso, sin ellos.

La region respiratoria es el area mas grande (aprox. 150 cm?) y se ubica en las regiones
laterales de la nariz. El epitelio respiratorio es un epitelio columnar pseudoestratificado
con muy elevada vascularizacion. Las células que componen este epitelio son las células

secretoras del moco, las células ciliadas, las células columnares no ciliadas y las células
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basales. En el ser humano la region respiratoria supone un 80-90% de la superficie de
cavidad nasal, mientras que en los roedores es un 50%. Una de las caracteristicas

importantes de esta region es la existencia del aclaramiento mucociliar.

En la region respiratoria, nos encontramos con una estructura neural de gran importancia
para la administracion de farmacos por la via nariz-cerebro: el nervio trigeminal. El nervio
trigeminal (V), también conocido como quinto nervio craneal, tiene tres ramas
principales: nervio oftalmico (V1), nervio maxilar (V2) y el nervio mandibular (V3). Las
ramas V1y V2 inervan la mucosa nasal via rama etmoidal (V1), nasopalatina (V2) y nasal

(V2) (Bojsen-Mpller 1975).

La region olfatoria supone unos 10 cm? en la cavidad nasal del ser humano (Chamanza,
Wright 2015, Harkema, Carey et al. 2006, Mygind, Dahl 1998, Crisler, Johnston et al.
2020). El epitelio olfatorio (EO) se situa en la parte superior de la cavidad nasal y es la
zona del primer contacto de la informacion ambiental (olores) con el cuerpo. Esta region
es mas extensa en los roedores (hasta 50%) que en los seres humanos (10%) (Crowe,
Greenlee et al. 2018, Pires, Fortuna et al. 2009, Chamanza, Wright 2015). El EO presenta
varios tipos celulares: las glandulas de Bowman (secretan el moco que reviste la mucosa
olfatoria), las células basales horizontales y las células basales globosas (localizadas cerca

de la lamina propia y actian como las progenitoras de otros tipos celulares).

En esta region se localizan las neuronas sensoriales olfativas (NSO) que se encargan de
detectar olores en el aire inhalado. Las NSO son neuronas bipolares, sin mielina y estan
rodeadas por las células de apoyo y cé€lulas basales. En la superficie de la mucosa, las
NSO disponen de cilios olfatorios, encargados de la deteccion de los olores. Cada neurona
olfatoria expresa un unico gen para ser receptora de un tipo de olor (existen mas de 1000
genes para cada tipo de olor). Las neuronas que expresan el gen para el mismo olor
convergen en glomérulos del bulbo olfativo para la organizaciéon de la informacion

olfativa.

Los axones de las neuronas olfatorias pasan a través de la ldmina cribiforme del hueso
etmoides (el hueso que separa la cavidad nasal del cerebro) directamente al bulbo
olfatorio (Keller, Merkel et al. 2022, Moon, Yoo et al. 2014). Los axones se quedan

rodeados por la glia envolvente olfatoria que, a su vez, esta cubierta adicionalmente por
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la capa de fibroblastos neurales. La capa de los fibroblastos neurales cubre los axones de

NSO hasta el bulbo olfatorio (Field, Li et al. 2003).
1.2.2. Administracion de farmacos por la via Nariz-Cerebro

La administracion de los farmacos por la via intranasal (IN) es una estrategia que gano
mucho interés en las tltimas décadas en la investigacion (Keller, Merkel et al. 2022). La
via intranasal presenta ventajas con respecto a otras vias de administracion, incluyendo

la via oral. Se trata de una via de administracion no invasiva y asequible.

Los farmacos pueden ser administrados por la via nasal con el fin de conseguir una accion
local, una accién sistémica o una accion central. Los farmacos administrados para
conseguir efecto local a nivel nasal son muy conocidos y su uso en la practica esta muy
extendido. Mayoritariamente se usan para combatir los sintomas de rinitis de diferente

origen (vasoconstrictores y glucocorticoides).

Los farmacos también se administran por via nasal para la consecucién de una acciéon
sistémica en un amplio abanico de patologias: migrafias, dolores de cabeza, terapia de
sustitucion hormonal y tratamientos de rescate para los ataques epilépticos (Ghadiri,
Young et al. 2019, Stamegna, Girard et al. 2014). Debido a la elevada vascularizacion de
la mucosa nasal, los farmacos IN de accion sistémica presentan una rapida absorcion y
un inicio de accion del efecto terapéutico rapido, lo cual supone una gran ventaja.
Ademés, para ciertos tipos de moléculas (de bajo peso molecular) la biodisponibilidad
por via IN es alta y presenta poca variabilidad (Behl, Pimplaskar et al. 1998, Costantino,
[llum et al. 2007). Por otra parte, los firmacos administrados por esta via evitan el primer
paso hepatico, permitiendo aumentar biodisponibilidad (Grassin-Delyle, Buenestado et

al. 2012, Schwarz, Merkel 2019, Pires, Fortuna et al. 2009).

Para los farmacos con accién central, la administracion IN permite reducir los efectos
adversos por la menor exposicion periférica al farmaco y la especificidad con la que se

dirige a su diana (Agrawal, Saraf et al. 2018).

Uno de los argumentos mas importantes para la investigacion de la via IN en el
tratamiento de las afecciones del SNC es la posibilidad de evitar el paso por la BHE.
Aunque se trata de una via de administracion muy prometedora, presenta limitaciones

que pueden condicionar la eficiencia de la administracion. Por ello, gran parte de la
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investigacion en este campo, estd dirigida a disminuir estos factores limitantes, tanto
desde el punto de vista de las formulaciones (tecnologia farmacéutica), como el de los

dispositivos (Grassin-Delyle, Buenestado et al. 2012, Schwarz, Merkel 2019).

El estudio de mecanismos de trasporte desde la nariz hacia el cerebro gana interés con el
avance en el conocimiento de las diferentes enfermedades neuroldgicas y ello justifica el

estudio sobre esta via de administracion.

En 1991, William Frey III propuso la primera patente de administracion de un farmaco
por via nasal para el tratamiento de enfermedades neurologicas a nivel cerebral (Frey
1991). Desde entonces, se han realizado numerosos estudios que muestran el gran
potencial de esta via para el tratamiento de afecciones como el Alzheimer (Rabiee,
Ahmadi et al. 2021, Pang, Lin et al. 2016, Maimaiti, Anderson et al. 2016, Dubey,
Lakshmi et al. 2020). Sin embargo, no se conoce con exactitud los mecanismos a través

de los cuales se produce el transporte de los farmacos hacia el SNC.

Los farmacos administrados por la via intranasal acceden al SNC a través de dos
estructuras morfoldgicas: mucosa olfatoria y mucosa respiratoria. Existen tres rutas de
transporte de sustancias desde la nariz hasta el SNC: intracelular, paracelular y

transcelular (Figura 2).

La ruta intracelular transporta las moléculas a través de las NSO (epitelio olfatorio) o
a través del nervio trigeminal (epitelio respiratorio), utilizando los mecanismos de
pinocitosis y endocitosis para permitir la entrada de la sustancia a trasportar al interior de
la neurona (Crowe, Greenlee et al. 2018). Una vez dentro de la NSO (o nervio trigeminal),
la molécula es trasportada por el axdn hasta llegar al bulbo olfatorio, desde donde puede
ser distribuida por el cerebro. Moléculas con un amplio rango de tamafios pueden ser
trasportados por esta via: se han realizado estudios de endocitosis con insulina (5,8 kDa)
(Renner, Svitak et al. 2012), particulas de oro (50 nm) (De Lorenzo 2008) y sales de
aluminio (Perl, Good 1987).

La ruta paracelular tiene lugar a nivel del epitelio olfatorio. En este caso, la entrada al
SNC puede producirse por las uniones que rodean al tracto de las NSO (Wu, Hu et al.
2008) y es llevada hasta la [amina propia, donde tiene lugar su absorcion . Otra opcion es
la entrada del farmaco a través de las uniones estrechas entre las células epiteliales y su

llegada hasta la lamina propia. Una vez en la 1amina propia, las sustancias pueden entrar
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en la circulacion sistémica tras ser absorbidos en los vasos sanguineos locales, o bien
dirigirse hacia la circulacion linfatica. Sin embargo, en la mayoria de casos son
translocadas a través del espacio perineural (situado entre la glia envolvente olfatoria y
los fibroblastos neurales del bulbo olfatorio). Este espacio conduce el farmaco hacia el
espacio subaracnoideo del cerebro, desde donde se distribuye por el SNC (Crowe,
Greenlee et al. 2018). Esta via puede ser utilizada por los péptidos como la insulina (5,8
kDa), IGF-1 (7,5 kDa), la albumina (65 kDa) e incluso algunas cé¢lulas madre (Lochhead,
Kellohen et al. 2019, Galeano, Qiu et al. 2018, Falcone, Salameh et al. 2014, van
Velthoven, Kavelaars et al. 2010, Thorne, Pronk et al. 2004).

La via transcelular, por su parte, consiste en la entrada de las sustancias hacia el interior
de las células del soporte mediante mecanismos de endocitosis o pinocitosis. Su
transporte a través del interior de la célula hasta la lamina propia, y la posterior

distribucion del farmaco sigue los mismos pasos que la ruta paracelular.
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Figura 2: Rutas de trasporte de sustancias por la via Nariz-Cerebro
A) Via intranasal: limitaciones
Aclaramiento mucociliar. El aclaramiento mucociliar es un mecanismo de defensa de
gran importancia que posee la cavidad. Tiene lugar a nivel de la mucosa respiratoria. El

moco producido por las células secretoras del moco atrapa en su interior los agentes

xenobiodticos (cuerpos extrafios, alergenos, sustancias toxicas y etc.), mientras que el
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movimiento ciliar mueve el moco hacia la nasofaringe con una velocidad aproximada de

5 mm por minuto (Shipper, Coos Verhoef et al. 1991), donde es deglutido.

El moco tiene un pH ligeramente acido (5,5-6,5) (Khutoryanskiy 2011) y una
composicion compleja: 95% agua, 2% mucina, 1% sal, 1% albuminas, lisozimas,
lactoferrinas, inmunoglobulinas y lipidos (Kaliner, Marom et al. 1984). El aclaramiento
mucociliar es un paso limitante a tener en cuenta para los farmacos administrados por la
via intranasal: puede disminuir el tiempo de residencia del farmaco en la mucosa de
interés y la deglucion del farmaco supone una posible aparicion de efectos adversos
periféricos. Sin embargo, se trata de un mecanismo de defensa de gran importancia cuya
alteracion funcional podria tener gran impacto para la salud. Por ello, el aclaramiento
mucociliar es un paso limitante que hay que tener en cuenta a la hora de elaborar la forma

farmacéutica sin generar una alteracion perjudicial para la salud del paciente.

Estado de la mucosa nasal. La capacidad de absorcion de la mucosa nasal depende de
su estado. Puede ser modificada por los factores ambientales, como son la temperatura y
la humedad, pero también es importante tener en cuenta posibles alteraciones patologicas
(infecciones de las vias respiratorias altas, alergias) y por los farmacos utilizados para el
alivio de estas patologias. Estos dos ultimos factores, pueden modificar la absorcion a
través de la mucosa nasal debido a la alteracion del flujo sanguineo que producen. Dicha
alteracion en la circulacion de los vasos de la nariz da lugar a cambios en la

humidificacion y termorregulacion de la cavidad nasal.

Existen varios ejemplos de farmacos usados en la practica clinica como son los
vasoconstrictores (usados para combatir la congestion nasal de procesos infecciosos y/o
alérgicos) y los corticoides (usados en el tratamiento de rinitis alérgica). Ambos grupos
de farmacos disminuyen el flujo sanguineo a través de la mucosa nasal, pudiendo producir

cambios en la interaccion de esta mucosa con otros farmacos.

Degradacion enzimatica. Aunque uno de los factores que hacen que la via intranasal sea
tan interesante para la administracion de los farmacos es la posibilidad de evitar las
pérdidas del farmaco debidas al primer paso hepatico, hemos de tener en cuenta que la
propia mucosa nasal presenta un gran repertorio de enzimas. Nos podemos encontrar con
diversas peptidasas, proteasas e incluso con citocromo P-450 nasal. Todos ellos pueden

dan lugar a un pseudo primer paso hepatico.
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Pequefios volimenes de trabajo. Hoy en dia, la administracion de los farmacos por la
via nariz-cerebro esta limitada a las moléculas potentes. Estas se administran dispersas o
disueltas en pequefios volimenes de liquido ya que el volumen médximo a administrar por
la fosa nasal es de 0,4 ml para el ser humano, 40-100 pl para la rata y 24 pl para el raton

(van Woensel, Wauthoz et al. 2013).

Distribucion intracerebral. Una vez el farmaco administrado por la via IN accede al
SNC, se encuentra con un nuevo paso critico: llegar a su diana terapéutica por el
parénquima cerebral. A menudo los fairmacos para el tratamiento de las afecciones del
SNC tienen que superar grandes distancias (milimétricas) para llegar desde el punto de
entrada al SNC hasta su diana terapéutica a través del espacio extracelular cerebral
(Wolak, Thorne 2013, Nicholson 2001). Este hecho dificulta la posibilidad de una
dosificacion constante y dirigida a un lugar concreto. El espacio extracelular del cerebro
supone un 20% de su volumen, por lo cual la interaccion del firmaco con este espacio es
de gran importancia para una distribucion y dosificacion correcta del mismo (Tennesen,
Inavalli et al. 2018, Wolak, Thorne 2013). Diversas caracteristicas del farmaco pueden
condicionar esta interaccion. Sin embargo, el uso de la nanotecnologia puede mejorar la

distribucion intracerebral del farmaco (Helmbrecht, Joseph et al. 2020).
B) Formulacion problema

En los apartados anteriores se expuso la importancia de la via de administracion Nariz-
Cerebro para el tratamiento de diversas afecciones del SNC. El TCA vy las recaidas en el
consumo de alcohol es una afeccion neuroldgica de creciente prevalencia en todo el
mundo con un gran impacto en la calidad de vida de la persona afectada y en la sociedad

en global.

En el caso del trastorno por consumo de sustancias, las estructuras neuronales implicadas
en el proceso del desarrollo de la enfermedad y las alteraciones funcionales que producen,
estan suficientemente reportados. Estos conocimientos, permiten definir de forma

eficiente posibles dianas para las terapias anti-TCA y anti-recaida.

En este trabajo el sistema Dyn/KOR se ha elegido como potencial diana terapéutica, ya
que numerosos estudios previos han mostrado resultados exitosos del uso de antagonistas
KOR en animales con dependencia ya existente. Sin embargo, como cualquier fairmaco,

los antagonistas KOR presentan diversas reacciones adversas, sobre todo a nivel
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periférico. Uno de los efectos periféricos mas importantes de los antagonistas KOR es el
prurito, seguido de dispepsia y cefalea (Reed, Butelman et al. 2018, Lowe, Wong et al.
2014, Cowan, Yosipovitch 2015). La administracion directa del antagonista KOR al SNC
puede ser una gran oportunidad para evitar la aparicion de estos efectos adversos,

mejorando de esta manera la adherencia al tratamiento.

Cuando nos referimos a antagonistas KOR, nos encontramos con dos grupos principales
de moléculas: los antagonistas KOR de corta duracion y los antagonistas KOR de larga
duracion. En los de corta duracion, el bloqueo de KOR se produce rapidamente (tmax<2 h
en funcion de la dosis empleada) y la duracion del efecto es de unas pocas horas. Por otra
parte, los antagonistas de larga duracion tienen un inicio de efecto retardado (delayed on-
set, entre horas y dias) incluso siendo administrados intracranealmente (Munro, Berry et
al. 2012), y su duracién es prolongada (hasta 28 dias). La duracion de efecto mas larga
resulta de interés para mejorar la adherencia y simplificar la posologia en los pacientes

(siempre y cuando se pueda minimizar los efectos adversos).

Como farmaco objeto de estudio ha sido elegido norbinaltrofimina (Nor-BNI),
antagonista KOR selectivo de larga duracion. Se trata de una molécula con una
solubilidad en agua intermedia-baja (>45 mmol/L a 25°C), ligeramente lipofila (LogD7.4
octanol-agua=1,5) (Munro, Berry et al. 2012), con peso molecular de 734,71 g/mol,
comercializada en forma de dihidrocloruro. Los estudios muestran que Nor-BNI es capaz
de atravesar la BHE en cierta medida (Kishioka, Kiguchi et al. 2013). Sin embargo, el
uso de nanotecnologia podria mejorar la adsorcion de este farmaco por la via nariz-
cerebro ya que sus caracteristicas fisicoquimicas no resultan especialmente favorables
para su administracion en forma libre. En este estudio se decidio encapsular Nor-BNI en
el interior de un liposoma convencional, ya que el uso de estos nanovectores para la
administracion nariz-cerebro mostrd éxito segun otros autores (van Woensel, Wauthoz et

al. 2013).

Finalmente, para subsanar posibles pérdidas de la formulacion a nivel de la mucosa nasal,
se decidi6 incorporar los liposomas cargados de Nor-BNI a la matriz de un gel
termosensible (se gelifica en respuesta al incremento de la temperatura) mucoadhesivo.
La formulacion del farmaco en gel permite incrementar el tiempo que esta la formula en
la mucosa de interés, favoreciendo la absorcién del principio activo y evitando la

deglucion de altas dosis del farmaco.

-36 -



1.3. LIPOSOMAS

Las vesiculas lipidicas son estructuras preparadas artificialmente que presentan tamafios
de escala nanométrica. Consisten en una o varias bicapas lipidicas que encierran en su
interior un compartimento acuoso. Las vesiculas lipidicas permiten incorporar en su
interior farmacos de diferente naturaleza (tanto lipofilos, como hidroéfilos). Son

estructuras biodegradables y biocompatibles.

Inicialmente, las vesiculas lipidicas se usaban ampliamente en la industria cosmética
(Camilo, Leite et al. 2020). Con el estudio y mayor conocimiento de estas estructuras,
empez6 a plantearse su uso como vectores para el transporte de farmacos. Las vesiculas
lipidicas se usan para proporcionar una administracion controlada y dirigida de los
farmacos, ademas de permitir mejoras en biodisponibilidad (Chacko, Ghate et al. 2020),
sobre todo para los firmacos con baja solubilidad (Abd, Roberts et al. 2016, Mohammed,
Weston et al. 2004). Por otra parte, la incorporacion de los farmacos al interior del vector
lipidico permite incrementar su estabilidad (Sercombe, Veerati et al. 2015) y evitar una
posible degradacion por factores externos (Arsalan, Ahmad et al. 2020). Existen diversos
tipos de vesiculas lipidicas, pero en este trabajo nos centraremos en los liposomas

convencionales.

Los liposomas se obtuvieron por primera vez en 1960 por Bangham (Bangham 1993). La
bicapa lipidica de los liposomas convencionales tiene una estructura parecida a la

membrana celular (Puri, Loomis et al. 2009).

Los lipidos que forman esta membrana son fosfolipidos y colesterol, al igual que pasa en
las células. Las caracteristicas del liposoma (tamaio, rigidez, capacidad para incorporar
el firmaco, capacidad para liberar el farmaco y otros) van a depender de su composicion:
proporcion fosfolipidos/colesterol utilizada, el tipo de fosfolipido, etc. Los fosfolipidos
juegan un papel estructural, dando lugar a la bicapa lipidica del liposoma, mientras que
el colesterol juega un papel estabilizador. La proporcion del fosfolipido/colesterol en el
liposoma puede oscilarse entre 0 y 25% (w/w) (Wu, Bala et al. 2019). Las moléculas de
los fosfolipidos son unas estructuras amfifilicas, es decir, presentan una cola hidrofébica

y una cabeza hidrofilica.

Gracias a la estructura de los fosfolipidos, los liposomas pueden incorporar en su interior

tanto los farmacos hidrofilos, como lipofilos (Tian, Chiu 2018). Ademas, la presencia de
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los fosfolipidos permite que los liposomas puedan dispersarse de manera espontanea en
el medio acuoso. En funcién de los grupos funcionales de la cola no-polar y la cabeza
polar de los fosfolipidos, podemos encontrarnos con diversos tipos de fosfolipidos: acidos
fosfatidicos, fosfatidil gliceroles, fosfatidil colinas, etc. Cada tipo de fosfolipido
proporciona unas propiedades a los liposomas resultantes en cuanto a permeabilidad,

estabilidad y rigidez (Ahmad, Ahsan 2020, Perumal Chandaran, Natarajan et al. 2014).

Como ya se ha comentado anteriormente, la proporcion del colesterol en el liposoma
también condiciona sus caracteristicas finales. Por ejemplo, a mayor cantidad del
colesterol, menor es la capacidad del liposoma para incorporar los farmacos lipofilos, ya
que estos compiten por el sitio en la bicapa lipidica con el colesterol (Ali, Kirby et al.
2010). La rigidez del liposoma se ve afectada por el fosfolipido utilizado y por la
proporcion del colesterol empleada, siendo la rigidez mas elevada cuanto maés alta es la
proporcion del colesterol (Leite, Martins et al. 2018). La liberacion del farmaco, a su vez,
también depende de larigidez del liposoma: a mayor rigidez, menor liberacion de farmaco
(Guillot, Jornet-Molla et al. 2021). También, la rigidez de la membrana del liposoma
puede condicionar la capacidad del mismo para llegar al sitio de accion. Por ejemplo, los
liposomas algo mas rigidos dan mejores resultados de penetracion tumoral e incremento

en actividad antitumoral (Wu, Yu et al. 2019).

Por otra parte, algunas de las caracteristicas de los liposomas, como morfologia y tamafio,

no sdlo dependen de la composicion, sino que también del proceso de elaboracion.

Las vesiculas lipidicas pueden incorporar otros componentes en su estructura, las cuales
modificaran sus propiedades. Un ejemplo son los agentes tensioactivos, utilizados en la
fabricacion de los transferosomas (Lee, Kim et al. 2005). La adicion de tensioactivos
proporciona mayor deformabilidad a las vesiculas. Por otra parte, para la obtencion de las
vesiculas multicapa de pequefio tamaio se fabrican los etosomas: sistemas compuestos
de fosfolipidos, agua y un alcohol volatil (hasta 50% w/w). Para tratamientos topicos, se
formulan glicerosomas, que incorporan glicerol en una fase acuosa (Manca, Cencetti et
al. 2016), permitiendo incrementar la flexibilidad de las vesiculas y proporcionar las

propiedades humectantes a la formulacion final.

Los liposomas pueden incorporar componentes que proporcionan carga a la membrana,

como son el acido oleico o DOTAP. Los liposomas cargados dan mejores resultados de
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estabilidad en el proceso de almacenamiento (San, Yang et al. 1993). Ademas, ayudan a
mejorar la llegada de macromoléculas con carga a su lugar de accion. En el caso del ADN
y ARN, moléculas de gran tamafio cargadas negativamente tienen bastante restringida la
entrada al interior celular por difusién pasiva, sin embargo, el uso de los liposomas
catidnicos ayuda a solventar este problema (Majzoub, Ewert et al. 2016). Los liposomas
anidnicos, a su vez, mejoran la penetracion a través del estrato corneo en las
formulaciones para administracion transdérmica (Gonzalez-Rodriguez, Rabasco 2011).
La adicion de compuestos como polivinil alcohol, polietilenglicol y acido hialurénico
(Sunamoto, Iwamoto 1986) a la superficie de los liposomas estabiliza los liposomas,
mejorando su distribucion y acumulacién en el lugar de accion (Vaage, Donovan et al.
1993, Paolino, Cosco et al. 2010, Allen 1994, Rangger, Helbok et al. 2012). Finalmente,
nos podemos encontrar con los liposomas de targeting activa que incorporan ligandos y
otras estructuras que actuan incrementando la selectividad del liposoma a la hora de

interaccionar con el tejido u 6rgano diana (Nsairat, Khater et al. 2022).
1.3.1. Clasificacion

Los liposomas se pueden clasificar en funcioén de diversos parametros. La clasificacion
mas utilizada es en funcion de su estructura: nimero de bicapas lipidicas que contiene y
tamafio. En base a ello, existen cuatro clases de liposomas: unilamelares pequefios,

unilamelares grandes, multilamelares y multivesiculares (Figura 3).

En primer lugar, encontramos los liposomas unilamelares, los cuales contienen s6lo una
bicapa lipidica y un nucleo acoso central (Joshi, Hussain et al. 2016). En funcion del
tamafio, se dividen, a su vez, en dos grupos: los liposomas unilamelares pequefios (SUV,
<100 nm) y grandes (LUV, 100-1000 nm). Las LUV presentan un nucleo acuoso de
mayor tamafio, por lo cual tienen mayor capacidad para la incorporaciéon de farmacos

hidroéfilos que las SUV.

Los liposomas multilamelares presentan mas de una bicapa lipidica y el mismo numero

de compartimentos acuosos. Estos liposomas suelen ser mas grandes (hasta 1 um).

Los liposomas multivesiculares es el cuarto tipo de liposomas y consiste en una bicapa
de mayor tamafio que engloba en su interior multiples vesiculas lipidicas. Para los activos
hidrofilos, la eficacia de encapsulacion es inversamente proporcional al nimero de

bicapas y directamente proporcional al tamaiio del liposoma (Ong, Ming et al. 2016).
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UNILAMELARES UNILAMELARES MULTILAMELARES MULTIVESIVULARES
GRANDES PEQUENAS

Figura 3: Clasificacion de los liposomas

1.3.2. Preparacion

El proceso de la elaboracion del liposoma es, junto con su composicion, un criterio
determinante de las caracteristicas del liposoma resultante (Bhupendra Pradhan, Narendra
Kumar et al. 2015). Existen numerosos métodos para fabricar liposomas: evaporacion de
la fase reversa, inyeccion de disolventes, eliminacion del detergente, deshidratacion-
rehidratacion, calentamiento, cambio de pH, canal microfluidico y de fluidos

supercriticos.

Para la realizacion de este trabajo, se ha empleado el método mas clasico de elaboracion
de los liposomas: el método de la pelicula fina, conocido también como el método de
Bangham. En este método, los componentes hidrofobicos (lipidos formadores de la
membrana y farmacos hidrofobicos, en su caso) se disuelven en un disolvente orgéanico
apropiado en un matraz de fondo redondo (Large, Abdelmessih et al. 2021). A
continuacion, el disolvente organico se evapora a baja presion atmosférica en un
rotavapor, dando lugar a la formacion de una pelicula fina en las paredes del matraz
(Akbarzadeh, Rezaei-Sadabady et al. 2013). Después, la pelicula se rehidrata mediante la
adicion de un disolvente acuoso (puede contener un farmaco hidréfilo para su
incorporacion al nucleo acuoso del liposoma). Todo el proceso se lleva a cabo a la
temperatura de transicion del fosfolipido empleado. La velocidad de rehidratacion es
determinante para la eficacia de encapsulacion del farmaco (Bhupendra Pradhan,
Narendra Kumar et al. 2015), siendo mds alta cuanto mas lento es el proceso (Large,

Abdelmessih et al. 2021).

El proceso de purificacion es el siguiente paso en el proceso de la produccion de los

liposomas. Hablaremos brevemente de este paso, aunque ha sido obviado en este trabajo
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de investigacion tanto para evitar la degradacion del farmaco de interés, como para

aprovechar del farmaco libre para su administracion.

La purificacion sirve para la eliminacion del exceso de componentes no incorporados
(Akbarzadeh, Rezaei-Sadabady et al. 2013) y garantiza la obtencion de una formulacion
de alta calidad (Giiven, Ortiz et al. 2009). Sin embargo, este proceso presenta numerosos
inconvenientes, como la disminucion del rendimiento o la dilucion de las vesiculas

(Dimov, Kastner et al. 2017).

La mayoria de los métodos empleados se basan en la diferencia del peso molecular entre
las vesiculas grasas y el farmaco. La eleccion del método de purificacion mas adecuado
para no alterar la formulacion final es un reto y se lleva a cabo teniendo en cuenta las
caracteristicas fisicoquimicas del fArmaco y el destino final del liposoma. Los métodos
mas usados son: didlisis, centrifugacion, ultrafiltracion y cromatografia por exclusion de

tamano.

El método de dialisis consiste en la eliminacion de moléculas libres de la dispersion
liposomal mediante el empleo de una membrana semipermeable que permite el paso de
estas moléculas a su través, mientras que impide el paso de los liposomas debido a su
mayor tamafio (Adamala, Engelhart et al. 2015). Este método es el més adecuado para las
moléculas hidroéfilas, aunque también es posible aplicarlo a las hidrofobas. Se trata de un
método lento, ya que se necesitan al menos 24 horas para asegurar la retirada completa

del farmaco libre (Shariat, Badiee et al. 2014, Guillot, Jornet-Molla et al. 2021).

La centrifugacion, consiste en la aplicacion de una fuerza centrifuga para la separar los
componentes de la dispersion liposomal en funcion del peso. Los componentes libres
suelen quedarse en el sobrenadante. La centrifugacion excesiva puede dafiar los

liposomas y provocar pérdidas del farmaco incorporado.

El método de ultrafiltracion consiste en la combinacion de la centrifugacion con el paso
de las moléculas libres a través de una membrana semipermeable (didlisis) (Gonzalez
Gomez, Syed et al. 2019). Es un método especialmente adecuado para las moléculas

hidrofilas.

La cromatografia por exclusion de tamafio consiste en la separacion de los componentes

de la dispersion liposomal por la interaccion de estos componentes con el relleno poroso
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de la columna cromatografica, dando lugar a diferentes tiempos de retencion (Fekete,
Beck et al. 2014). Los componentes de mayor tamafio no quedan retenidos en la columna
ya que su tamafio es superior al tamafio de los poros, mientras que los mas pequefios,
como son las moléculas de farmaco libre, eluyen mas tarde debido a su entrada en los
poros de la columna (Grabielle-Madelmont, Lesieur et al. 2003, Ruysschaert, Marque et
al. 2005).

Normalmente, los liposomas que se forman de manera espontanea son multilamelares.
Los métodos de reduccion de tamafio, como la extrusion y la sonicacion, se usan para
obtener liposomas unilamelares y modificar y/o unificar el tamafo de los liposomas. La
extrusion consiste en el paso de la dispersion de liposomas a través de las membranas de
extrusion. Estas membranas pueden ser de policarbonato o poliestersulfona y tienen un
tamafio de poro uniforme que se oscila entre 0,1 y 5 um (Schiffelers, Metselaar et al.
2005, Szoka, Olson et al. 1980, Olson, Hunt et al. 1979, Ong, Chitneni et al. 2016). El
tamafio resultante dependera del tamafo del poro, nimero de ciclos de extrusion, presion
aplicada y la flexibilidad de los liposomas (Ong, Chitneni et al. 2016). En el caso de
sonicacion, el tamafio del liposoma se reduce y se homogeniza gracias a la energia que

se le aplica al liposoma mediante el uso de los ultrasonidos de alta frecuencia.
1.3.3. Métodos para la incorporacion del farmaco

Podemos clasificar los métodos de incorporacion del farmaco al liposoma en dos grupos:

métodos activos y métodos pasivos (Gubernator 2011).

En los métodos pasivos, la incorporacion del farmaco al liposoma se produce en el
momento de su elaboracion de forma espontanea. Los farmacos hidréfilos en disolucion
se quedan encerrados en el nticleo acuoso del liposoma en el proceso de rehidratacion de
la pelicula fina y formacién consecutiva del liposoma (Magome, Takemura et al. 1997,
Shelar, Dey et al. 2021). Mientras tanto, los farmacos hidréfobos se quedan integrados en
la estructura de la bicapa lipidica del liposoma. La eficacia de encapsulacion de los
farmacos hidroéfilos dependera del tamano del liposoma (a mayor tamafio — mayor eficacia
de encapsulacion) y del numero de las bicapas (a mayor nimero — menor eficacia)
(Mayer, Bally et al. 1986), mientras que la eficacia de encapsulacion de los fairmacos
hidréfobos depende principalmente de la concentracion de fosfolipidos y del nimero de

vesiculas (Schwendener, Schott 2017). La incorporacion de farmacos en la estructura de
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la bicapa lipidica puede tener inconvenientes: un alto coeficiente farmaco/lipido puede
provocar la desestabilizacion de la bicapa, acelerando la liberacion del farmaco desde el

liposoma (Allen, Cullis 2013).

Los métodos activos consisten en la incubaciéon de los liposomas vacios con una
disolucion del farmaco y aplicacion de una fuerza que favorece la entrada del farmaco
hacia el interior del liposoma. La bicapa lipidica del liposoma debe tener cierta
permeabilidad para poder usar estos métodos. La primera variante del método activo es
la entrada del fArmaco hacia el interior del liposoma gracias a la existencia de un gradiente
de concentraciones hasta alcanzar un equilibrio entre el interior del liposoma y el medio
acuoso externo (Tamam, Park et al. 2019). El uso de este método se limita a moléculas
hidrofilas de pequeno tamafio. Las variantes mas novedosas y eficientes de incorporacion
activa de farmacos consisten en la aplicacion de fuerzas externas adicionales, como
pueden ser el gradiente de pH o el gradiente de potencial i6nico (Odeh, Nsairat et al.
2019, Hwang, Maitani et al. 1999, Allen, Cullis 2013). La incorporacion del farmaco al
liposoma es uno de los pasos mas criticos en el proceso de elaboracion del liposoma ya

que condiciona en gran medida el éxito de la formulacion resultante.
1.3.4. Caracterizacion de los liposomas
A) Tamaiio y PDI (indice de polidispersidad)

El método mas usado para la determinacion del tamafo del liposoma y del PDI es el
método de dispersion dindmica de luz (DLS, Dynamic light scattering) (Nguyen, Nguyen
et al. 2017). Esta técnica se basa en el movimiento browniano de las particulas en una
dispersion. Las particulas de menor tamafio se mueven a mayor velocidad que las
particulas grandes. La dispersion se ilumina con un haz de luz monocromatica y se
registra la luz dispersada por las particulas, esta dispersion informa sobre la velocidad del
movimiento de las particulas y, por lo tanto, sobre el tamafio y la distribucion de los

tamanos.

El tamafio del liposoma es uno de los parametros mas importantes para conseguir la
llegada del farmaco a su sitio de accion. Para elegir un tamafio adecuado para el liposoma
es necesario conocer las propiedades del lugar de administracion y sus posibles vias de
entrada. Por ejemplo, el tamafio de los axones olfatorios del ser humano oscila entre 0,1

y 0,7 um, siendo este axon el més pequetio del cuerpo (Morrison, Costanzo 1990). Para
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poder usar la via intracelular para la entrada al SNC, el liposoma ha de tener un tamano
inferior al intervalo mencionado. En el apartado correspondiente (ver Cavidad Nasal
1.2.1) se describen las posibles vias de entrada del f&rmaco al SNC y el intervalo de
tamafios aptos para cada una de las vias. Existen estudios previos que recomiendan el uso
de particulas entre 10 y 300 nm para la administracion de farmacos via nariz-cerebro a
través de mucosa olfatoria (Boyuklieva, Pilicheva 2022). Sin embargo, también hay
evidencia del uso de liposomas cargados de olanzapina (farmaco antipsicotico)
administrados via intranasal para el tratamiento de esquizofrenia a nivel central, cuyos
tamanos de oscilaban entre 380 y 410 nm (Salama, Mahmoud et al. 2012, Hong, Oh et al.
2019).

El PDI es un parametro que evalua la distribucion de los tamafios en una poblacion de
particulas (Refai, Hassan et al. 2017, Verma, Verma et al. 2003). Para la obtencion de
una formulacion adecuada, la poblacién de los liposomas ha de ser homogénea en cuanto
al tamano. E1 PDI toma valores entre 0 y 1. Para los vectores lipidicos, un PDI aceptable
se encuentra por debajo de 0,3, valor indicativo de una poblacion homogénea de vesiculas

(Danaei, Dehghankhold et al. 2018).
B) Potencial zeta

El potencial zeta es un parametro fisico que mide la interaccion repulsiva entre las
particulas coloidales. Por ello es un buen pardmetro para la prediccién de la estabilidad
de la dispersion de particulas lipidicas (Miiller, Méder et al. 2000). Valores superiores a
30 mV o inferiores a -30 mV, indican una repulsion alta entre las particulas gracias a la
carga superficial que poseen (Igbal, Md et al. 2012). Ello, a su vez, indica una baja
agregacion o floculacion de las particulas en dispersion. El potencial zeta se mide por la

técnica de la electroforesis laser-Doppler.
C) Eficacia de encapsulacion

La eficacia de encapsulacion puede ser determinada por dos métodos: indirecto y
directo. En el método indirecto, se centrifuga la dispersion de los liposomas y se
determina la cantidad de principio activo no encapsulado (presente en el sobrenadante).
La cantidad del farmaco encapsulado correspondera a la diferencia entre el farmaco total
utilizado para la formulacion y el farmaco no encapsulado (Cui, Zhang et al. 2004). El

método directo consiste en la determinacion del farmaco encapsulado en las vesiculas
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lipidas, para ello, los liposomas se desestabilizan (utilizando metanol o tensioactivos)
para provocar la liberacion del farmaco encapsulado (Volodkin, Mohwald et al. 2007,
Pleguezuelos-Villa, Mir Palomo et al. 2018, Muppidi, Pumerantz et al. 2012, Guillot,
Jornet-Moll4 et al. 2021).

La eficacia de encapsulacion es un parametro de gran importancia para la elaboracion de
los liposomas ya que de ¢l depende el éxito o el fracaso de la formulacion resultante.
Cuanto mejor es la eficacia de encapsulacion, mayor es la probabilidad de que la
formulacion dé buenos resultados en la terapia para la cual se elabora (Mayer, Bally et al.
1986, Johnston, Semple et al. 2006). La eficacia de encapsulacion y, por ello, el indice
farmaco/lipidos, depende de varios parametros: el método de elaboracion de la vesicula,
el tamafio y nimero de las bicapas de la vesicula resultante y de las propiedades

fisicoquimicas del farmaco.

Desde el punto de vista de las propiedades fisicoquimicas, los farmacos hidrofobos
generalmente suelen presentar eficacias de encapsulacion mads altas (>90%) que los
farmacos hidrofilos (10-50%) (Nii, Ishii 2005, Jaafar-Maalej, Diab et al. 2010, Muppidi,
Pumerantz et al. 2012). En el caso de los fArmacos hidroéfilos, la mayor parte del farmaco
disuelto en medio acuoso se queda fuera del liposoma, por lo que la cantidad encapsulada
es baja. El tamafio de la vesicula juega un papel determinante en la eficacia de
encapsulacion de los farmacos hidroéfilos, ya que a mayor tamaiio de liposoma mayor es
el volumen del ntcleo acuoso y més cantidad del farmaco disuelto puede quedarse
encapsulada (Maestrelli, Capasso et al. 2009). El uso de las vesiculas multilamelares
mejora la eficacia de encapsulacion de las moléculas hidréfilas (Schiffelers, Metselaar et
al. 2005). Por el contrario, a mayor cantidad de bicapas lipidicas, mayor sera la eficacia

de encapsulacion de los principios activos hidrofobos (Schiffelers, Metselaar et al. 2005).

Ademas, el método de elaboracion del liposoma determina las caracteristicas del
liposoma: tamafio, nimero de bicapas, etc. Por tanto, la eleccion de un método u otro
condicionaré la eficacia de encapsulacion de la vesicula resultante (Cullis, Mayer et al.

1989) por lo que resulta de gran importancia.
D) Determinacion del contenido de fosfolipidos

La determinacion de los fosfolipidos se realiza para el calculo del indice farmaco/lipidos

y puede ser llevada al cabo mediante el método enzimatico (Grohganz, Ziroli et al. 2003)
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o mediante el método quimico (Steward, Rouser and Barlett). En este trabajo se utiliz6 el

método quimico que esta descrito detalladamente en el apartado de materiales y métodos.
E) Liberacion del farmaco

Los modelos matematicos semi-empiricos de Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin y la
modificacion de Kim del modelo Korsemeyer-Peppas han sido elegidos en este estudio
para el ajuste de los datos experimentales. El uso de diferentes modelos cinéticos permite
realizar comparaciones cuantitativas y entender mejor los mecanismos mediante los
cuales se produce la liberacion del fArmaco. Los modelos de Korsmeyer-Peppas y de
Peppas-Sahlin tienen en cuenta la liberacion del farmaco por difusion pasiva y por
relajacion (Peppas, Sahlin 1989, Ritger, Peppas 1987b, Ritger, Peppas 1987a). Por su
parte, la modificacion de Kim tiene en cuenta la posibilidad de existencia de una
liberacion masiva y rapida del farmaco en etapas iniciales del proceso (efecto “burst”)
(Kim, Fassihi 1997). Para elegir el modelo al cual mejor se ajustan los datos
experimentales, se evalla el coeficiente de correlacion (R?) y el criterio informativo de
Akaike (AIC). Este ultimo es muy util para la comparacion de los modelos con diferente

nimero de parametros.
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1.4. GELES TERMOSENSIBLES

Los hidrogeles son unos materiales poliméricos caracterizados por presentar una
estructura de red tridimensional con capacidad de retener agua o fluidos bilogicos en
grandes cantidades en condiciones fisiologicas. Los hidrogeles se pueden utilizar como
sistemas de administracion de farmacos gracias a la transicion solucidén-gel en respuesta
a estimulos biologicos especificos (Agrawal, Saraf et al. 2018). Algunos geles pueden ser
liquidos a temperatura ambiente lo cual presenta ventajas en el manejo durante la

preparacion y en el momento de la administracion.

Tras la administracion, se produce la transicion de la solucion a gel en respuesta al
incremento de la temperatura. La gelificacion del sistema permite incrementar el tiempo
de residencia de la formulacion en el lugar de administracion y proporciona una liberacion
sostenida del farmaco (Giuliano, Paolino et al. 2018). La gelificacion de los hidrogeles
puede producirse en respuesta a diversos estimulos, como son la irradiacion UV, cambios
en el pH, cambios en la temperatura, formacion de enlaces i6nicos (Ruel-Gariépy, Leroux
2004). Los geles termosensibles resultan de gran interés para el uso clinico ya que no
requieren del empleo de agentes externos para que la transicion solucion-gel se produzca.
El propio hecho de administrar el farmaco supone un incremento de la temperatura hasta
la temperatura corporal, induciendo de esta forma la gelificacion. Por ello, en las tltimas
décadas, la investigacion farmacéutica se ha centrado en el desarrollo de hidrogeles

termosensibles para diversas aplicaciones (Agnello, Gasperini et al. 2017).
1.4.1. Pluronics ®

Los Pluronics ®, también conocidos como los poloxamers, son unos copolimeros no-
i6nicos con estructura de tipo ABA, es decir, compuestos por segmentos hidrofilicos
laterales de polioxietileno (POE) (A) y segmento hidrofébico central de polioxipropeleno
(POP) (B) (Batrakova, Kabanov 2008, Chiappetta, Sosnik 2007, Schmolka 1994). Son
moléculas amfifilicas, capaces de formar micelas, por lo cual se usan como agentes
tensioactivos en muchos campos de la industria (Gagliardi, Paolino et al. 2018, Schmolka
1994). Existen diversos Pluronics ® con diferentes caracteristicas y estados fisicos en
funcion del peso molecular y proporcion POP:POE (Batrakova, Kabanov 2008). Los
Pluronics ® se utilizan ampliamente en la industria farmacéutica y cosmética por

presentar una elevada solubilidad en agua, baja toxicidad, buena compatibilidad con
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compuestos bioldgicos u otros excipientes y buenas caracteristicas en cuanto a la
liberacion de los farmacos (Dumortier, Grossiord et al. 2006). Ademas, tienen capacidad
mucoadhesiva gracias a la formacion de interacciones no covalentes con las mucinas
(Giuliano, Paolino et al. 2018). Se trata de unas moléculas no irritantes para las
membranas bioldgicas y pueden gelificar en respuesta al cambio de la temperatura
(termo-gelificacion) gracias a su capacidad de formar micelas en solucion acuosa

(Alexandridis, Alan Hatton 1995).

La formacién de las micelas depende de dos parametros: la temperatura micelar critica
(TMC) y la concentracion micelar critica (CMC). La CMC es la concentracion minima
del copolimero necesaria para la formacion de las micelas. La CMC es directamente
proporcional al numero de unidades de POP, ya que los segmentos hidrofobos son
principalmente responsables de la formacion de las micelas (Alexandridis, Holzwarth et
al. 1994). Con el incremento de la temperatura, la CMC de los Pluronics ® disminuye
como consecuencia de la diferencia en solvatacion de los segmentos POE y POP,
disminuyendo de este modo la interaccion con el disolvente. Por ello, los Pluronics ®
también se caracterizan por una TMC especifica (Bedrov, Ayyagari et al. 2006,
Bonacucina, Spina et al. 2007). La formacion de las micelas es el primer paso en el
proceso de la gelificacion ya que inicia la formacién de la red tridimensional del hidrogel.
Se trata de un fendémeno reversible: cuando la preparacion se encuentra a temperaturas
mas bajas que la temperatura de la transicion solucion-gel (Tsol-gel), estd en forma
liquida. Sin embargo, cuando esta a temperaturas superiores se produce la gelificacion

(Giuliano, Paolino et al. 2018).

Uno de los Pluronics ® mas utilizados es el Pluronic ® F127 (Poloxamer 407), también
utilizado para este trabajo de investigacion. Posee una estructura POE101-POP56-
POEI101 y un peso molecular de alrededor de 12,6 kDa (12600 g/mol). Se trata de un
compuesto bastante hidrofilo por su contenido de alrededor del 70% en POE (Fakhar-ud-
Din, Khan 2019). Este polimero esta autorizado por la FDA para el uso farmacéutico
como excipiente (Monti, Burgalassi et al. 2010, Fakhar-ud-Din, Khan 2019, Dumortier,
Grossiord et al. 2006) y presenta baja toxicidad, buena compatibilidad con las células y
fluidos corporales, alta solubilidad y buena compatibilidad con muchos compuestos
quimicos (Almeida, Amaral et al. 2012, Dumortier, Grossiord et al. 2006). En respuesta
al incremento de la temperatura, tal y como se ha descrito para los Pluronics ® en general,

Pluronic ® F127 forma micelas. A mayor incremento de temperatura las micelas se
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organizan en una estructura ciibica y adquieren una configuracion hexagonal (Escobar-
Chavez, Lopez-Cervantes et al. 2006). Pluronic ® F127 se ha utilizado para la
preparacion de diversas formas farmacéuticas para conseguir diferentes fines:
incrementar el tiempo de la anestesia local gracias a la liberacion sostenida de lidocaina
(Ricci, Lunardi et al. 2005, Ricci, Bentley et al. 2002); liberacién prolongada de
peroxicam en inyeccion intramuscular (Xuan, Balakrishnan et al. 2010); o bien la
liberacion controlada de antibidticos desde un gel termosensible y mucoadhesivo para el
tratamiento de periodontitis (Bansal, Mittal et al. 2018). Aunque Pluronic ® P127
presenta numerosas ventajas, tiene también un gran inconveniente: tiempo de residencia
corto debido a su rapida disolucion en medio acuoso o fluidos bioldgicos (Moreno,
Schwartz et al. 2014, Akash, Rehman 2015). Este problema se puede resolver
combinandolo con otros polimeros o agentes controladores de pH y de fuerzas idnicas

(Choi, Lee et al. 1999, Koffi, Agnely et al. 2006, Ur-Rehman, Tavelin et al. 2011).
1.4.2. Geles para administracion de farmacos via Nariz-Cerebro

Diversos principios activos fueron formulados en geles termosensibles mucoadhesivos
para el tratamiento de afecciones del SNC. Por ejemplo, rasagilina (farmaco usado para
el tratamiento de Parkinson y que tiene baja biodisponibilidad por via oral) fue formulada
en un gel de mezcla de Pluronic ® F127, Pluronic ® F68 carbopol y chitosan (Ravi,
Aditya et al. 2015). La administracion de rasagilina en este formato permitié6 mejorar la
biodisponibilidad del farmaco: los valores altos de Cmax indican rapida absorcion del
principio activo desde la formulacion, mientras que valores de AUCo-inf elevados sugieren
que la absorcion del farmaco desde el gel fue completa (Ravi, Aditya et al. 2015). Por
otra parte, Chen y colaboradores mejoraron el targeting de la curcumina en las diferentes
areas cerebrales para el tratamiento del Alzheimer. Lo consiguieron al formularla en un
gel con Pluronics ® F127 y F68 (Chen, Zhi et al. 2013). La rivastigmina, otro farmaco
empleado para el tratamiento del Alzheimer, mostré mejor distribucion cerebral al ser
administrado en un gel intranasal que por via intravenosa (Abouhussein, Khattab et al.

2018).

Finalmente, muchos otros farmacos utilizados para el tratamiento de enfermedades
neuroldgicas (migrafias, Alzheimer, Parkinson, depresion, esquizofrenia, ...) mostraron
resultados satisfactorios y beneficiosos al ser administrados por la via intranasal en

formato de geles termosensibles (Aderibigbe 2018).
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2. OBJETIVOS






La presente tesis ha consistido en el desarrollo de una forma farmacéutica en formato de
gel termosensible con liposomas cargados de Nor-BNI, antagonista de los receptores
KOR, para la administracion de este farmaco por la via Nariz-Cerebro. Dicha forma
farmacéutica se postula como un potencial tratamiento novedoso, seguro y de manejo
sencillo para la dependencia alcoholica y recaidas en el consumo de alcohol, siendo el
sistema Dyn/KOR Ila diana terapéutica. Con el objeto de lograr dicho fin, se plantearon

los siguientes objetivos:

e Objetivo 1: Desarrollo de métodos analiticos por cromatografia liquida de alta
precision acoplada a un detector electroquimico (HPLC-ECD), validos para la
deteccion y cuantificacion de los analitos de interés (Nor-BNI y dopamina).

e Objetivo 2: Desarrollo y caracterizacion de liposomas con Nor-BNI que posean
propiedades adecuadas para la penetracion de la formula en el epitelio de la
mucosa nasal y asi conseguir una accion central del firmaco (eficacia de
encapsulacion, tamafio y liberacion del farmaco).

e Objetivo 3: Desarrollo de un gel termosensible con una composicion polimérica
que asegure propiedades fisicoquimicas y reologicas adecuadas para un
almacenamiento y administracion cémodos, gelificacion rapida en contacto con
la mucosa nasal gracias al cambio de la temperatura y estabilidad de estas
propiedades frente a la interaccion del gel con el principio activo y con los
liposomas (temperatura de gelificacion y viscosidad).

e Objetivo 4: Desarrollo de la formula con un perfil de liberacion controlada, que
facilitaria el éxito en el tratamiento por la simplificacion en la pauta.

e Objetivo 5: Comprobacion de la eficacia de la formulacién administrada por la
via Nariz-Cerebro mediante la evaluacion de los niveles de dopamina extracelular
en el NAc de las ratas (estudio de microdialisis) y la deteccion de Nor-BNI en

diferentes areas cerebrales.
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3. MATERIALES Y
METODOS






3.1. COMPUESTOS QUIMICOS Y REACTIVOS

3.1.1. Liquido Cerebroespinal Artificial (LCEa)

El experimento de microdialisis se realizé usando el LCEa como solucion de perfusion.
Su preparacion fue como la del tampon fosfato 0,1 mM: NaCl 147 mM, KCI 3 mM, CaClz
1,3 mM, MgCl> 1 mM. El pH fue ajustado a 7,4 (Santiago, Westerink 1990).

3.1.2. Tampon Fosfato Salino pH 7,4 (PBS pH 7,4)

El PBS utilizado para este trabajo se prepar6 utilizando la siguiente receta: 8 g/ de NaCl,
0,2 g/L de KCl, 1,44 g/L de Na2HPOa4y 0,24 g/L. de KH2POa4 en agua bidestilada. E1 pH
del tampon fue ajustado a 7,4.

3.1.3. Norbinaltorphimina (Nor-BNI)

Nor-BNI (Sigma-Aldrich®, dihidrocloruro) es un antagonista de los receptores opioides
con alta selectividad por los receptores KOR (Portoghese, Lipkowski et al. 1987). Se trata
de un dimero de la naltrexona (Figura 4). Nor-BNI presenta un peso molecular de 734,71
g/mol, una solubilidad en agua intermedia-baja (>45 mmol/L a 25°C) y un caracter

ligeramente lipofilo (LogD74 octanol-agua=1,5) (Munro, Berry et al. 2012).

Para el desarrollo del método de deteccion del Nor-BNI mediante cromatografia liquida
de alta resolucion con deteccion electroquimica (HPLC-ECD), se prepar6 la disolucion 1
(26,448 mg/mL). Para ello, 10 mg de Nor-BNI fueron disueltos en 378 pL de la fase
movil del Nor-BNI (ver apartado 3.2). La disolucién 1 se dividié en alicuotas (V=37,8
pL) para su almacenamiento a -20 ° C hasta su uso. La disolucion madre (200 pg/mL) se
preparé afadiendo la fase movil a las alicuotas de la disolucion 1. A su vez, las

disoluciones patrdn se prepararon a partir de la disolucion madre.

Por otra parte, para la elaboracion de los liposomas, Nor-BNI se disolvio en el metanol
junto con otros componentes de la bicapa lipidica (ver apartado 3.5.1). Los liposomas
obtenidos en este estudio tuvieron un contenido de 0,538 mg/mL de Nor-BNI, mientras
que su concentracion en el gel fue de 0,588 mg/mL. La dosis de Nor-BNI administrada a

los animales fue de 0,37 mg/kg.
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Figura 4: Estructura quimica de Nor-BNI (peso molecular: 734,71 g/mol)

3.1.4. Cianocobalamina (Vitamina B12)

Cianocobalamina (Acofarma ®), también conocida como vitamina B12, es una vitamina
esencial para el ser humano. Este compuesto presenta un peso molecular de 1355,38
g/mol y es soluble en agua y disolventes organicos (metanol). El log P de Vitamina B12
es de 1,87. En este trabajo de investigacion, la vitamina B12 fue utilizada por su similitud
lipofilica con Nor-BNI debido a la rotura de stock prolongada (8 meses) del Nor-BNI tras
la pandemia por COVID-19. La estructura quimica de la Vitamina B12 est4 presentada

en la Figura 5.

Figura 5: Estructura quimica de cianocobalamina (peso molecular 1355,38 g/mol)
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3.1.5. Dopamina (DA)

Hidrocloruro de dopamina se adquirio de Sigma-Aldrich®. Para el desarrollo del método
de determinacion de la DA por HPLC-ECD, se utiliz6 la disoluciéon acuosa de

hidrocloruro de dopamina.
3.1.6. U-50448

U-50448 (Sigma-Aldrich ®) es un agonista de los receptores KOR (Szmuszkovicz, Jacob
1999). Este farmaco se diluy6 en el suero salino estéril para obtener una concentracion

adecuada del mismo para su administracion subcutanea (0,5 mg/kg en 0,5 mL).
3.1.7. Pluronic ® Iy Pluronic ® II

Pluronics ® Iy II (Sigma-Aldrich) se utilizaron en este trabajo. Pluronic ® I, conocido
también como Poloxamer I, presenta una formula quimica POEI-POPI-POEI
(_ Figura 6) y peso molecular de aproximadamente
12600 g/mol. Pluronic P-I se utiliza en combinacion con II con el fin de mejorar sus
caracteristicas. Pluronic ® II (Poloxamer II) tiene una formula quimica POEII -POPII -
POEII y un peso molecular de 8624 g/mol (Emanuele, Balasubramaniam 2014). Ambos

polimeros son sélidos a temperatura ambiente y presentan alta solubilidad en agua y en

PBS (pH 7,4).
CH;
O O\/i\
H O | OH

Polyethylene oxide - Polypropylene oxide - Polyethylene oxide
PEO-PPO-PEO

Figura 6: Estructura quimica general de los Pluronics ® (A: PEO; B:PPO)

3.1.8. Componentes de los liposomas

Phospholipon ® 90 G y Cholesterol se utilizaron como componentes de la bicapa lipidica
de los liposomas. El fosfolipido Phospholipon ® 90 G es una fosfatidilcolina estabilizada
con palmitato ascorbico 0,1%. El colesterol es un lipido de tipo esterol, siendo el esterol
mas abundante en el cuerpo de los animales. En la naturaleza, ambos compuestos tienen

un papel importante: son componentes de las membranas celulares y actian como
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precursores de la sintesis endogena de otras moléculas, entre otras funciones. En la
Tecnologia Farmacéutica, estos compuestos se utilizan para diversos fines y resultan de
gran interés gracias a su biocompatibilidad. Para este estudio, el colesterol fue adquirido
de Acofarma (Madrid, Estana), mientras que Phospholipon ® 90G fue donado por Lipoid

(Steinhausen, Suiza).

3.1.9. Soluciones de homogenizacion (SH) y de estabilizacion (SE) para Nor-

BNI

Para evitar la oxidacioén del Nor-BNI y asegurar su correcta cuantificacion, las muestras
cerebrales fueron tratadas con SH antes de ser homogenizadas. Por cada gramo del tejido
cerebral se anadieron 1,5 mL de SH. La SH se prepard como mezcla de suero salino con
la solucidn estabilizadora (SE) en proporcion 1:2. La SE, a su vez, se prepar6 disolviendo
0,043 g de citrato de diamonio y 1 g de acido metafosforico en 10 mL del agua bidestilada
(Bergstrom, Kay et al. 1981, Kreuzig, Frank 1981). La solucién estabilizadora se renovo

semanalmente.
3.1.10. Otros reactivos

Todos los deméds compuestos y reactivos usados para llevar a cabo diferentes
experimentos de este trabajo fueron adquiridos con el mayor nivel de calidad disponible

en el mercado.
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3.2. METODOS ANALITICOS: Nor-BNI Y Dopamina

La cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion electroquimica (HPLC-ECD)
fue empleada para la determinacion de Nor-BNI (Kishioka, Kiguchi et al. 2013) y DA
(Hipolito, Sdnchez-Cataldn et al. 2009) en muestras. El equipo de HPLC est4 compuesto
por una bomba isocratica Waters 515 conectada al detector electroquimico (Decade II,
Antec, Leyden, Paises Bajos). El potencial utilizado fue de +0,56 V (ISAAC cell, Antec,
Leyden, Paises Bajos). Las muestras fueron inyectadas a la columna LiChroCART® 125-

4 Li-Chrospher® 100 RP-18 (5 um) con el bucle de muestra de 50 uL.

La fase movil de Nor-BNI fue el tampon acido citrico/citrato (0,1 M, pH=3,9) y contenia
3 mg/L de EDTA, 100 mg/L del 4cido 1-octanesulfonico, 2 mM de CI" (como KCl) y 350
ml/L de metanol. A su vez, la fase movil de DA fue el tampon del acetato soédico/acido
acético (0,1 M, pH=4,1) con 4,1 g/L. de NaCl, 100 mg/L de EDTA, 100 mg/L del 4cido
I-octanosulfonico y 70 ml/L de metanol. La fase movil fue bombeada a través de la
columna a una velocidad de flujo de 0,7 mL/min para la determinacion del Nor-BNI y
0,4 mL/min para la DA. El analisis de los cromatogramas se llevo a cabo con el programa

informatico AZUR 4.2 (Datalys, Francia).
3.2.1. Validacion de los Métodos Analiticos

Ambos métodos fueron validados en términos de cumplimiento con los criterios de

linealidad, sensibilidad, precision y exactitud.

En el caso del Nor-BNI, la regresion lineal por minimos cuadrados se obtuvo presentando
las areas de los picos cromatograficos frente a las concentraciones de las disoluciones
patrén (Ecuacion 1). Para la DA, la regresion lineal se obtuvo presentando las alturas de
picos cromatograficos frente a las concentraciones de las disoluciones patron (Ecuacion

2).
AreaZb-C[M g/ mL]+a

Ecuacion 1: Regresion lineal por minimos cuadrados para
el método analitico de Nor-BNI

Altura Pico(mV)=b-C[nM]+a

Ecuacién 2: Regresion lineal por minimos cuadrados para
el método analitico de Dopamina
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En Ecuacion 1 y Ecuacién 2, b es la pendiente de la recta y a es el punto de interseccion

con el eje y. Se utilizdo Microsoft Excel 2019 ® para ejecutar los célculos.

Linealidad. El coeficiente de correlacion (R?) es el parametro que se utilizo para evaluar
la linealidad de ambos métodos. R? se obtuvo a partir de las regresiones lineales y
representa la dependencia que existe entre las 4reas/alturas de los picos y las
concentraciones de los patrones. Para cumplir con el criterio de linealidad, el valor del R?

tiene que ser >0,95.

La sensibilidad de un método analitico es su capacidad de distinguir entre pequefias
diferencias de concentracion del analito y se expresa como la pendiente de la curva de

calibracion y su desviacion estandar (b = SD).

El limite de cuantificacion (LC, Ecuacién 3) se define como la cantidad mas pequefia
de un analito que se puede cuantificar confiablemente, mientras que el limite de
deteccion (LD, Ecuacion 4) es la concentracion minima del analito que puede ser

detectada con fiabilidad por el método analitico en cuestion.

__10XSD
b

LC

Ecuacion 3

_ 3xSD
b

LD

Ecuacion 4

En estas ecuaciones, SD es la desviacion estandar de la interseccion con el eje Y, y b es

la pendiente de la recta.

La precision del método analitico refleja en qué medida los valores de una serie repetida
de ensayos analiticos que se realizan sobre una muestra homogénea son semejantes entre
si (Castillo Aguilar, Gonzalez Hernandez 1996). El coeficiente de variacion (CV) del
promedio de las concentraciones calculado para los ensayos interdia e intradia se utilizé
para evaluar la precision del método. E1 CV (%) interdia se calcul6 utilizando los valores
de las areas/alturas del pico obtenidos tras la inyeccion de las soluciones patron en tres

dias diferentes. Por otra parte, para el calculo del CV (%) intradia fueron utilizados los

-62 -



valores obtenidos tras la inyeccion de patrones durante el mismo dia (Ecuacion 5,

Ecuacion 6).

Para que se cumpla el criterio de precision, el CV (%) ha de ser inferior al 10% tanto para

los ensayos interdia, como para los intradia.
SD
0 =
VC (%) —=x 100

Ecuacion 5

VC(%) = —=— x 100

Altura Pico

Ecuacion 6

La exactitud del método indica su capacidad para obtener resultados los mas préximos
posibles al valor verdadero (Castillo Aguilar, Gonzalez Hernandez 1996). Para la
evaluacion de exactitud, se utilizo el error relativo (Er, Ecuacién 7), calculado para los
patrones de diferente concentracién en base a tres rectas patron realizadas durante tres

dias diferentes.

Para que se cumpla el criterio de exactitud, Er (%) ha de ser inferior al 10%, donde Cexp
es la concentracion experimental y Ce es la concentracion teorica (calculada utilizando la

regresion lineal obtenida).

Er(%) =

(CexpC_ Ce) % 100

e

Ecuacion 7
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3.3. GEL INTRANASAL TERMOSENSIBLE

Varias combinaciones de polimeros fueron estudiadas para elegir la composicion del gel
mas apropiada. En primer lugar, para conseguir una gelificacion termosensible en
contacto con la mucosa nasal (37°C), se seleccionaron cuatro combinaciones de polimeros
con las temperaturas de gelificacion semejantes a la deseada (25-35°C) en base a los
resultados de las investigaciones previas (Zhang, Shi et al. 2015). A continuacion, las
propiedades fisicoquimicas y reoldgicas de relevancia fueron estudiadas para los geles
seleccionados. Estos estudios se realizaron para los Geles Blancos (GB, solo polimeros),
Geles Cianocobalamina (GC, con vitamina B12) y Geles Liposomasles Blancos (GLB,
con liposomas sin farmaco). De esta forma, se pretendid determinar la influencia del
farmaco libre y de los componentes del liposoma en el comportamiento de los geles.
Ademas, el estudio de liberacion del farmaco desde el gel se llevo a cabo en los geles GC.
Las composiciones de los geles estudiados se encuentran detalladas en las Tablas 2-4.
Finalmente, cuando se eligi6 la composicion mas adecuada del gel, el gel con liposomas

cargados con Nor-BNI fue elaborado siguiendo la receta resumida en la Tabla 5.

Tabla 2: Composicion de los geles blancos

Gel , % (p/p) , % (p/p) PBS (pH 7.4)
20 10

20 0

10 10 C.S.p.

10 5

C.S.p.

, % (w/w) Liposomas, % (v/v) PBS (
10 70 10
1,428 g 0,714 g 4,2 mL 0,8 mL
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3.3.1. Preparacion de geles

Diferentes cantidades de Pluronics ® I y II se disolvieron en PBS (pH 7,4) para la
preparacion de los GB, mientras que una solucion de Vitamina B12 y una dispersion
liposomal en PBS (pH 7,4) se utilizaron para los GC y GBL, respectivamente. La mezcla
resultante fue sometida a agitacion durante 24 h a 10°C. Finalmente, los geles formados
se quedaron en reposo a 10°C durante por lo menos 24 h antes de la realizacion de los

ensayos. Todos los procesos se llevaron a cabo en oscuridad.

3.3.2. Determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los geles:

temperatura de gelificacion

La temperatura de gelificacion o la temperatura de transicion solucion-gel se determind
por el método de Miller-Donovan (Miller, Donovan 1982, Hosny, Rizg et al. 2020),
también conocido como el método de inversion del tubo (Figura 7). La solucion
polimérica en estudio se deposité (V=2 mL) en dos tubos de ensayo. Uno de los tubos fue
utilizado para el control de la temperatura, mientras que otro para el control de la
gelificacion. El bafio de agua se utilizo para el calentamiento de los geles. La temperatura
a la cual la solucion de estudio dejo de fluir tras la inversion del tubo en 90°, fue registrada

como temperatura de gelificacion.

Gelation

T? increas &

_—

€]

No Gelation

& control g control

Figura 7: Método de Miller-Donovan para la determinacién de la temperatura de gelificacion.
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3.3.3. Determinacion de las propiedades reologicas del gel: viscosidad

La viscosidad de diferentes formulaciones basadas en Pluronics® I y II se estudio
utilizando el viscosimetro rotatorio Brookfield® RVDV-I PRIME (Brookfield
Engineering LABS. Inc. MiddleBoro, MA, USA). Se trata de un instrumento de precision
que determina la viscosidad de un fluido usando la resistencia mecéanica que actiia en
sentido contrario al movimiento rotacional del husillo. Como resultado, se genera una
fuerza de torque que el aparato detecta y lo convierte en un valor de viscosidad. Los
husillos tipo RV/HA/HB en forma de disco se utilizaron para la medicion de la
viscosidad. La velocidad de corte a la que giran los husillos fue de 60 rpm. El tamafo del
husillo se ajustd segun la necesidad de cada fluido para conseguir que la fuerza de torque
se encontrara dentro del rango de trabajo. El bafio de agua se utiliz6 para incrementar la
temperatura de los geles. El valor de la viscosidad fue tomado cuando este se mantuvo

constante durante, al menos, 30 segundos. Las medidas se realizaron por triplicado.
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3.4. ESTUDIO DE LIBERACION DEL FARMACO Y EL
AJUSTE AL MODELO CINETICO

El estudio de liberacion in vitro se realizé en este trabajo para:

a) estudiar la influencia de la composicion del gel en la liberacion del principio
activo (Vitamina B12).
b) estudiar la liberacion del Nor-BNI desde la dispersion liposomal y desde el gel

con liposomas cargados de Nor-BNI.

El ensayo se realizo en las células de difusion de Franz (n=4) (Figura 8) con un area de
difusion activa de 1,76 cm?. El compartimento receptor de las células de Franz fue
rellenado con 12 mL de PBS pH 7,4, mientras que en el compartimento dador se
depositaron 500 uL de cada formulacion. Para evitar la evaporacion del disolvente, el
compartimento dador y el brazo de muestreo se taparon con Parafilm®. La membrana
Spectra/Por® molecular porosa se utilizo para separar los compartimentos de la célula.
El ensayo se llevo al cabo a 32°C. Muestras con volumen de 400 pL fueron recogidas a
las horas 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9 y 24 del ensayo para la Vitamina B12 y 0,25, 0,5, 0,75, 1,
2,3,4,5,6,7,8, 24,48 y 72 para Nor-BNI. Tras la recogida de cada muestra, el volumen
fue reemplazado con PBS fresco (32°C) para mantener las condiciones “sink” y un

volumen constante (Nava, Pifion et al. 2011).

Donor chamber
(500 microL formulation)

Spectra/Por ®
membrane (1.76 cm?

diffusion area)
Tempered water bath n Sampling
(32°C) port
Receptor chamber
(12 mL PBS pH 7.4)

&———+—— Stirring bar

Figura 8: Célula de difusion de Franz.
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La cianocobalamina liberada fue cuantificada mediante HPLC-UV/Vis (Guillot, Jornet-
Molla et al. 2021), mientras que para la cuantificacion del Nor-BNI se emple6 el HPLC-

ECD. Las cantidades acumuladas del firmaco en funcion del tiempo fueron calculadas.

Diferentes modelos cinéticos se ajustarons a los perfiles de liberacion obtenidos en ambos
ensayos: Korsmeyer-Peppas, Kim y Peppas-Sahlin. Mediante el Criterio de Informacion
de Akaike (AIC, Ecuacion 8) se determino el mejor modelo cinético para cada caso

(Akaike , Hamilton, Ghert et al. 2015).
AIC =n -Ln(8Sr)+2-p
Ecuacion 8

Donde 7 es el numero de datos experimentales; SSr es la suma residual de cuadrados y p

es el nimero de parametros en el modelo matematico utilizado.

El modelo de Korsmeyer-Peppas asume que la liberacion puede tener lugar por procesos

de difusion pasiva, relajacion o ambos, y es descrito por la Ecuacion 9.

B g
M,
Ecuacion 9

En la Ecuacion 9, M; es la cantidad del farmaco liberada a tiempo ¢, M. es la cantidad
maxima liberada del farmaco, Mv/M. es la fraccion del farmaco liberada al tiempo ¢. La
constante que explica las caracteristicas del sistema de liberacion es k y n el exponente
que indica el mecanismo de liberacion. Valores de n» < 0,5 indican que el proceso de
liberacion del farmaco ocurre por difusion pasiva; valores de 0,85<n<1 indican que el
proceso de liberacion principal es la relajacion; valores de n entre 0,5 y 0,85 indican la

presencia de ambos fenémenos.

La variacion de Kim (Kim, Fassihi 1997) de la ecuacion de Korsmeyer-Peppas propone
una modificaciébn que permite tener en cuenta la presencia del efecto “bust” una
liberacion masiva y rapida del farmaco en las fases iniciales del ensayo y es descrita por

la Ecuacion 10:

—L =k t"+b

S|x
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Ecuacion 10

Donde b es el pardmetro correspondiente al efecto “bust”.

El modelo de Peppas-Sahlin tiene en cuenta tanto la liberacion por difusion pasiva, como
la liberacion por relajacion. Cada uno de los procesos se representa con su propia

constante (Ecuacion 11) (Peppas, Sahlin 1989):

R
M 1 2

oo}

Ecuacién 11

k1 y k2 son constantes asociadas a los procesos de liberacion del farmaco por difusion

pasiva y por relajacion, respectivamente; n es la exponente del proceso de liberacion.
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3.5. LIPOSOMAS

3.5.1. Preparacion de los liposomas

Tanto los liposomas cargados de Nor-BNI como los liposomas blancos se prepararon por
el método de la pelicula fina (Figura 9) (Castoldi, Herr et al. 2017, Ahad, Al-Saleh et al.
2017). La composicion cuantitativa de los liposomas, las condiciones de los procesos de
reconstitucion y purificacion utilizados se resumen en la Tabla 6. En el caso de los
liposomas cargados con Nor-BNI, el farmaco se disolvié en el metanol junto con los
componentes formadores de la bicapa lipidica, Phospholipon® 90G (P90G) y colesterol.
El disolvente se evapor6 a vacio en el rotavapor (BUCHI R-210, Biichi AG; Flawil,
Switzerland) a una presion de 250 mbar, una velocidad de rotacion de 120 rpm y a 50°C
de temperatura hasta la formacion de una pelicula fina en las paredes del matraz de fondo
redondo. Una vez se observo la formacion de la pelicula, la presion se fijo en 100 mbar y
la extraccion del disolvente continu6 hasta la mafiana del dia siguiente. La pelicula fina
se rehidraté con PBS pH 7,4 y se dejo en agitacion durante 1 hora a 50°C hasta la
obtencion de una dispersion liposomal. El tamano de los liposomas obtenidos se redujo
mediante sonicacion (Elmasonic S60H, Elma; Singen, Germany), filtracién (para los
liposomas cargados de Nor-BNI), y extrusion (LiposoFsst-Basic Extruder, Avestin;
Ottawa, Canada) (El Maghraby, Williams et al. 2000). Los liposomas con Nor-BNI se
sonicaron a temperatura ambiente durante 1 hora, mientras que para los liposomas
blancos el proceso dur6 2 horas a 50°C. Después de enfriar a 4°C, los liposomas blancos
fueron extruidos a través de una membrana de 200 nm (Avestin Inc, Ottawa, Canada) a
30°C (20 veces). En el caso de los liposomas con Nor-BNI, primero se filtraron a través
de los filtros de 0,45 um (5 veces) y 0,22 um (5 veces) y se fueron extruidos con el mismo
método a temperatura ambiente. La dispersion liposomal obtenida se conservo a 4°C

protegida de la luz.

Tabla 6: Composicion cuantitativa, disolvente de rehidratacion y método de purificacion de los Liposomas blancos y
cargados de Nor-BNI. PBS: Phosphate Buffer Saline. C: centrifugacion

Formulaciones liposomasles

S
45
0.135
-

Disolvente de rehidratacion ¥} PBS
(mL) 10 10

Método de purificacion - C
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PBS pH=7.4
Methanol, 10 mL 10 mL

& ; Phospholipon G90
Cholesterol

Nor-BNI

e 1B

Methanol

x20
x5 x5 200 nm

0,45 pm 0,22 ym

Figura 9: El proceso de preparacion de los liposomas cargados con Nor-BNI

3.5.2. Caracterizacion de los liposomas
A) Tamaiio, Indice de Polidispersidad (PDI) y Potencial Zeta

El tamafio de liposomas (media de didmetros), indice de polidispersidad (PDI) y potencial
Zeta se midieron utilizando el aparato Malvern Nano Zetasizer (Malvern Panalytical;
Malvern, UK). Todos los ensayos se realizaron a 25 °C y las muestras se analizaron por
triplicado. La técnica de electroforesis laser-Doppler se utilizo para la determinacion del
potencial zeta, mientras que para la medicion del PDI y del tamafio del liposoma se aplico

la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) (Sabeti, Noordin et al. 2014).
B) Determinacion del contenido de fosfolipidos

La determinacion de fosfatidilcolina incorporada en los liposomas se realizd por el
método de Rouser (Rouser, Fleischer et al. 1970). Primero, tres muestras de 150 pL de
dispersion acuosa de liposomas en tubos de cristal se calentaron a 270 °C durante 20
minutos para evaporar el disolvente. Después, se afiadieron 450 uL. de HC1O4 (70% v/v)
y la mezcla resultante se calenté a 250°C durante 30 minutos. Tras enfriar los tubos
durante 15 minutos en un recipiente con agua fria, se afiadieron 3,5 mL de agua mili-Q,
500 pL de molibdato de amonio (2,5% p/v) y 500 pL del acido ascorbico (10% p/v). A

continuacion, le mezcla resultante se agitdé en vortex y se incubo a 100°C durante 7
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minutos. Tras enfriar los tubos, se midi6 la absorbancia de las disoluciones obtenidas

(HITACHI U-2900 spectrophotometer, Hitachi High-Tech Corp.; Tokyo, Japan).

Previamente, se elabord una recta patron con las concentraciones conocidas de

fosfatidilcolina.
C) Determinacion de la Eficacia de Encapsulacion

La Eficacia de Encapsulacion (EE) es la cantidad del farmaco encapsulado en los
liposomas respecto a la dosis total del farmaco en el sistema, EE se calcula utilizando la

siguiente ecuacion:

EE (%) =%-100

t

Ecuacion 12

Donde Q. es la cantidad del Nor-BNI encapsulada y Q: es la cantidad de Nor-BNI total

utilizada para la preparacion de los liposomas.

Para realizar este ensayo, 0,5 mL de la dispersion de liposomas se incubaron durante 1
hora con una mezcla de agua:metanol:dodecilsulfato sodico 1% (45:45:10) para disolver
las vesiculas lipidicas (Igarashi, Shoji et al. 2012, Borrell, Pons et al. 1990, Keller,
Heerklotz et al. 2006). La mezcla resultante se filtré y el contenido en Nor-BNI se analiz6

mediante HPLC-ECD. El ensayo se realiz6 por triplicado.

-72 -



3.6. ANIMALES

Ratas de raza Sprague-Dawley de ambos sexos (Envigo, nfemale=12 and nmae=12) se
utilizaron para los estudios farmacoldgicos y neuroquimicos. En el momento de la cirugia
y de los experimentos, los animales pesaban entre 250-300 g en el caso de las hembras y
entre 300-360 g en el caso de los machos. Antes de la cirugia y de los experimentos, los
animales se alojaron en grupos de tres individuos en jaulas de pléstico (48 x 38 x 21 cm?),
con acceso a la comida y bebida ad libitum, bajo condiciones de temperatura (22°C) y
humedad controlados y con el ciclo de luz-oscuridad de 12/12 horas (encendido a las
08:00, apagado a las 20:00). Después de la cirugia y durante la realizacion de los
experimentos, los animales se alojaron individualmente en el mismo tipo de jaulas y bajo
las mismas condiciones. Las jaulas con animales se situaron de forma contigua para evitar
el estrés por aislamiento. Todos los procesos se llevaron a cabo de acuerdo con el EEC
Council Directive 86/60, la legislacion espafiola (RD 53/2013) y las politicas de bienestar
animal. Los experimentos fueron aprobados por el Comité de Experimentacion y

Bienestar Animal de la Universitat de Valéncia y por el gobierno regional.
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3.7. ESTUDIOS NEUROQUIMICOS

3.7.1. Estudio de Microdialisis (MD)

Para estudiar el efecto que ejerce el tratamiento con gel intranasal con liposomas cargados
de Nor-BNI sobre los niveles de DA en NAc en los animales se utiliz6 la técnica de
microdialisis in vivo. Este método analitico se desarrolld y validé bajo las condiciones
experimentales utilizadas en los grupos de investigacion NeuroPharad y DOREAL (de
las que se formo parte hasta mayo del 2023) durante las ultimas décadas. El método de
microdialisis permite detectar los cambios en los niveles extracelulares de DA, evitando
alteraciones significativas en los volumenes intra y extracelulares del area cerebral en

estudio.

Este método permite una medida continua del analito en un 4rea cerebral concreta gracias
a la implantacion de una sonda provista de la membrana de dialisis. En funcion del tipo
de membrana utilizada, el agua y ciertas moléculas de pequeno tamafio pueden pasar a su
través (Cano-Cebrian, Zornoza et al. 2005). La membrana se queda rodeada de dos
compartimentos acuosos: el espacio extracelular del cerebro y el liquido de perfusion
(LCEa) en el interior de la sonda. LCEa fluye a través de la zona a una velocidad constante
y conocida. El intercambio de las moléculas entre el espacio extracelular cerebral y el

liquido de perfusion se produce gracias a la existencia de un gradiente de concentraciones.
A) Fundamento

El estudio de MD se realiza con el fin de estudiar el efecto de la administracion IN de
Nor-BNI en los niveles de DA extracelular. Nor-BNI es un antagonista KOR de larga
duracion con un inicio de efecto retardado. De hecho, tal y como se menciona en el
apartado “Introduccion”, se trata de un efecto que puede tardar horas en aparecer y dura
dias e incluso semanas. Por ello, se decidi6 que la administracion del farmaco se realizaria
dias antes de la sesion de MD. La administracion se llevo a cabo en varias sesiones para

asegurarnos que el farmaco se administrd con éxito.

Al tratarse de un antagonista, su efecto se evalué mediante el uso de un agonista. U-50488
es un agonista KOR de efecto de accion rapido y corto. La administracion de U-50488
conlleva una disminucién de los niveles de DA extracelulares gracias a la activacion

KOR. Sin embargo, en los animales tratados con Nor-BNI tiene lugar un bloqueo KOR
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por la accion de este farmaco, por ello, se espera que la administracion de agonista no

conducira al descenso de los niveles de DA.
B) Proceso experimental (Figura 10)

e Dia I: Cirugia estereotaxica.

e Dia2-5: Administracion de la formulacion 1/24 horas, 4 dias (1* sesion - 24 horas
después de la cirugia).

e Dia 7: Sesion de MD.

e Dia 8: Sacrificio y extraccion del encéfalo.

DIA I: DIA 2: DIA 3: DIA 4: DIA 5:
I* 4

DIA7: DlA 8:
SESION DE MD SACRIFICIO

CIRUGIA E > 3
INSTALACION DE ADMINISTRACION ADMINISTRACION ADMINISTRACION ADMINISTRACION
SONDAS DEL GEL DEL GEL DEL GEL DEL GEL

DiA6

Figura 10: Cronograma del proceso experimental

La organizacién de la sesion de MD esta presentada esquematicamente en la Figura 12.
El equipo CMA 120 System for freely moving animals (CMA by Harvard Bioscience
Inc, South Natick, MA, USA) se utlizé en este experimento (Figura 11). Para llevar a
cabo el ensayo, el animal, conectado a un brazo moévil con un collar, se situd en el interior
del bol previamente limpio. El fondo del bol fue cubierto de serrin del mismo tipo que
usa el animal en su jaula. Las sondas implantadas en la cabeza del animal fueron
conectadas mediante tubos tipo FEP a la bomba de perfusiéon de jeringa (jeringas
Hamilton 2,5 mL, CMA 4004 Syringe Pump, Harvard instruments, South Natick, MA,
USA). La perfusion de LCEa a través de las sondas fue a una velocidad constante de 3,5

pL/min.
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La recogida de muestras empezd después de un periodo de lavado (1h). Las muestras
fueron recogidas cada 20 minutos y la determinacion de DA en ellas se realiz6 mediante
el método HPLC-ECD. Las muestras 1-5 se utilizaron para determinar los niveles basales
de DA en el espacio extracelular, mientras que las muestras 6-13 sirvieron para estudiar
el efecto de la administracion de la formulacion con Nor-BNI. La inyeccidén subcutanea

del U-50488 se llevo a cabo en el minuto 10 de la recogida del 5° dializado.

Figura 11: El esquema del sistema “CMA 120 System For Freely Moving Animals”: a) Bomba de
jeringas Hamilton CMA 4004; b) Interruptor de nivel liquido CMA 110; ¢) Colector-Refrigerador de
nuestras; d) Brazo movil; e) Bol CMA; f) Mesa instrumental (Fuente: Manual “CMA 120 System For
Freely Moving Animals” de Harvard Bioscience, Inc.)

INYECCION SC U-50488: en el
minuto 10

-~ 20 MIN: 20 MIN:
: 20MIN: |~ Diliado o S - 5 8° Dializado
R ODODE 50 BASAL POST- & o 4 z 72 POST-
LAVADO INYECCION INYECCION

Figura 12: Cronograma del ensayo de microdialisis. Fotografias de la rata en “CMA 120 System For Freely Moving
Animals”
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C) Sondas de MD

Sondas verticales concéntricas con 2 mm de membrana activa (Figura 13) se fabricaron
manualmente de acuerdo con el protocolo de Santiago y Westernik para realizar este
estudio (Santiago, Westerink 1990). Los materiales utilizados para la fabricacion de las

sondas fueron los siguientes:

e Membranas Hospal de poliacrilonitrilo (AN69), con el cut-off molecular de 60000
Da (Bologne, Italy), con didmetro interno de 200 pum y externo de 300 um.

e Tubos de silice con didmetro interno de 75 um y externo de 150 um.

e Tubos no estériles de polietileno (Portex limited, England) con didmetro interno
de 0,38 mm y externo de 1.09 mm.

e Lasagujas 25 G de 22 mm de largo.

e Resinas Arladit © y Poxipol © y pegamento Cyanoacrylate (Loctite ©).

needle
assembling l
silica tube == —

resin tap

Figura 13: Esquema de fabricacion de las sondas de microdialisis

D) Cirugia

Para proporcionar la analgesia, antes de la cirugia se administré una dosis de Smg/kg de
carprofeno 50 mg/ml (Le Vet Beheer B.V., Oudewater, Netherlands). Las ratas fueron
anestesiadas con isoflurano (ESTEVE veterinary) (1,5 MAC, inhalatory VetMet). Una
vez se establecid una anestesia profunda, los animales fueron desplazados al aparato
estereotaxico (Stoelting, USA). El cuero cabelludo rapado de los animales se desinfectd
con una solucién de povidona iodada (10%) y clorhexidina (1%) por triplicado antes de

realizar el corte de unos 8-10 mm.
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Las sondas de MD verticales concéntricas se implantaron en ambos hemisferios de los
animales respetando las siguientes coordenadas: anteroposterior +1,4 mm, mediolateral
+1,5 mm, dorsoventral -7,8 mm desde el bregma para machos y anteroposterior +1,2mm,
mediolateral £1,4mm, dorsoventral -7,6 mm desde el bregma para hembras (Paxinos,
Watson 2007). Las sondas se fabricaron segun el protocolo de Santiago y Westerink 1990
y presentaban 2 mm de membrana activa (Hospal AN69; cutoft 60,000 Da). Una vez

instaladas, las sondas se fijaron con cemento dental (Figura 14).

- W
7 A ‘- = C’
; )
‘}é

Figura 14: Cirugia estereotaxica y sondas de microdialisis implantadas

E) Administracion intranasal del gel

La administracion intranasal del gel se llevo a cabo bajo una anestesia corta con isoflurano
(ESTEVE veterinary) (1,5 MAC, inhalatory VetMet) con el fin de reducir el estrés en el
animal y mejorar la dosificaciéon. Tanto el gel con Nor-BNI, como el gel blanco se
conservaron en nevera (10°C) antes de la sesiéon de administracion para mantener la
fluidez de la férmula. Se administraron 20 pL de gel por la fosa nasal con la ayuda de
micropipeta (Eppendorf Research ® plus pipette) (Figura 15). La dosis administrada a
cada animal después de los 4 dias de tratamiento fue de 0,376 mg/kg.
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Figura 15: Administracion intranasal del gel en rata

F) Analisis de datos

Los niveles basales de la dopamina se expresaron como (mean £ SEM) nM. El nivel basal
de DA para cada animal se calcul6 como la media de tres valores basales. La linea base
se define como el valor medio de los niveles de DA en tres muestras consecutivas que
difieren entre si en menos del 10% del contenido de DA. Los niveles de dopamina fueron
transformados al porcentaje de la linea base para cada animal individualmente. Después,
se llevd a cabo el analisis estadistico de estos datos mediante el ANOVA de dos vias para
medidas repetidas, donde el grupo (Blanco o Nor-BNI) fue el factor intersujeto y el
tiempo fue intrasujeto. A continuacion, la interaccion significativa del tiempo por grupo
se analizd mediante el anlisis de las medias de Bonferroni para comparaciones multiples.
El efecto significativo de tiempo fue analizado en cada grupo de forma individual
mediante la prueba de ANOVA de una via para medidas repetidas, seguido de la prueba
de comparaciones multiples de Bonferroni. Los valores post-tratamiento fueron
comparados con la tltima medida de la linea base. El programa utilizado para los analisis

estadisticos fue el SPSS en su version 24.0.
G) Histologia y posicionamiento de sondas

Al concluir todos los experimentos, se realizo el posicionamiento de las sondas mediante
un andlisis histologico. Se administré sobredosis de pentobarbital (65 mg/kg) a los
animales. Los encéfalos se extrajeron rapidamente y se congelaron en isopentano. Los
encéfalos congelados se conservaron a -25 °C hasta su andlisis histoldgico. Para llevar a
cabo el estudio histologico, los cortes cerebrales de 40 um de espesor se obtuvieron con

la ayuda de un criostato. Los cortes obtenidos se fijaron en los portaobjetos gelatinizados
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y se sometieron a la tincion de violeta de cresilo, siguiendo el protocolo estandar. El
posicionamiento de las sondas se realizdo mediante la microscopia Optica empleando como

referencia el libro “Rat Brain Atlas” (Paxinos, Watson 2007).
3.7.2. Determinacion de Nor-BNI en tejido cerebral
A) Soluciones de estabilizacion y de homogenizacion

Las SE y de SH se utilizaron para evitar la oxidaciéon de Nor-BNI y promover la

precipitacion de las proteinas en las muestras cerebrales (ver 3.1.9).
B) Preparacion de muestras

Las regiones cerebrales del cortex, corteza prefrontal, cerebelo y mesencéfalo fueron el
objeto del estudio. Primero, el tejido cerebral se pesod y se depositd en el fondo de un
Eppendorf. A continuacion, se afiadio 1,5 mL de SH por cada gramo del tejido. El tejido
cerebral se homogenizé mecdnicamente durante 2 minutos. Después, la mezcla se
centrifugd durante 10 minutos a 13.200 rpm en cadmara fria (4°C). La determinacion de

Nor-BNI en el sobrenadante se llevo a cabo por HPLC-ECD.
C) Andalisis estadistico de datos

Para comparar los picos obtenidos a partir del andlisis cromatografico de las muestras
cerebrales de los animales tratados con Nor-BNI y con Blanco, se emple6 la prueba T-
student para muestras independientes, si bien previaamente se llevé a cabo una prueba de
Levene para evaluar la igualdad de varianzas. El programa utilizado para los andlisis

estadisticos fue el SPSS en su version 24.0.
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4. RESULTADOS Y
DISCUSION






4.1. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

La determinacion de Nor-BNI y de DA, mediante el método HPLC-ECD bajo las
condiciones descritas, dio como resultado un unico pico cromatografico bien definido con
un tiempo de retencion de 8,60 y 13,72 minutos, respectivamente. Los cromatogramas se

muestran en la Figura 16.

La relacion entre las areas de los picos cromatograficos y las concentraciones de Nor-
BNI se estudio en el rango de concentraciones de 6 a 120 pug/mL. Por su parte, para la
DA, la relacion entre las alturas de los picos y las concentraciones de DA se estudio6 en el
rango de concentraciones comprendido entre 0,429 y 6,5 nM. Los resultados obtenidos
se muestran en las Tablas 7-10. La presentacion grafica de la regresion lineal para las
curvas de concentracion interdia e intradia de ambos compuestos se encuentran en las

Figuras 17-20.
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Figura 16: Picos cromatograficos de Nor-BNI (60 pg/mL) (izq.) y DA (6 nM) (dcha.)
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Tabla 7: Curvas de calibrado (CC) intradia de Nor-BNI. Intervalo concentraciones: 6 - 120 pg/mL
NOR-BNI: CURVAS CALIBRADO INTRADIA

Concentracién | Area (CC1.1) | Area (CC1.2) | Area (CC1.3) | Media
(nug/mL) (mediaxSD)

120 128,23 126,28 123,05 125,8542,62

57,12 54,95 53,91 55,33+1,64

30 28,41 26,55 28,97 27,98+1,27
15,27 14,67 14,12 14,69+0,58

_ 6,12 6,52 6,65 6,4310,28

Tabla 8: Curvas de calibrado (CC) interdia de Nor-BNI. Intervalo concentraciones: 6 - 120 pg/mL
NOR-BNI: CURVAS CALIBRADO INTERDIA

Concentracién | Area (CC1 Area (CC2) Area (CC3) Media
(ng/mL) (media+SD)
120

125,85 113,92 118,93 119,5745,60

55,33 57,68 56,49 56,50+1,18
_ 27,98 33,46 31,58 31,012,79

14,69 15,36 14,87 14,97+0,35
_ 6,43 5,49 5,49 5,80+0,54

Tabla 9: Curvas de calibrado (CC) intradia de DA. Intervalo concentraciones: 0,429 - 6,5 nM
DOPAMINA: CURVAS CALIBRADO INTRADIA

Concentracion | Altura Altura Altura Media
(nM) (CCl 1) (CC1.2) (CC1.3) (mediaxSD)

4,18 3,88 4,05+0,16

1 97 1,86 1,74 1,86+0,12
0,99 0,89 0,92 0,9340,05

0,53 0,52 0,52 0,520,006

Tabla 10: Curvas de calibrado (CC) interdia de DA. Intervalo concentraciones: 0,429 - 6,5 nM
DOPAMINA: CURVAS CALIBRADO INTRADIA

Concentracion | Altura (CC1) | Altura (CC2) | Altura (CC3) | Media
(nM) (mediatSD)

4,03 4,05 4,03 4,04+0,01
2,6 1,89 1,86 1,79 1,85+0,05

1,3 1,01 0,93 1,02 0,99+0,05
0,429 0,53 0,52 0,53 0,53+0,004
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NOR-BNI: CURVA DE CALIBRACION INTRADIA
140

120 y = 1.0463x - 2.2829
R>=0.9955
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Area (AU)
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Nor-BNI (pg/mL )

Figura 17: CC intradia de Nor-BNI. Promedio de las CC intradia vs. Concentraciones 6-120 pg/mL

NOR-BNI: CURVA DE CALIBRACION INTERDIA
140

120
y=0.9897x - 0.153

R?=0.9987
100
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60
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20
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Figura 18: CC interdia de Nor-BNI. Promedio de las CC interdia vs. Concentraciones 6-120 pug/mL
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DOPAMINA: CURVA DE CALIBRACION INTRADIA
4.5
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R =0.9982
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Figura 19: CC intradia de DA. Promedio de las CC intradia vs. Concentraciones 0,429-6,5 nM

DOPAMINA: CURVA DE CALIBRACION INTERDIA
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y=0.5807x + 0.2776
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Figura 20: CC interdia de DA. Promedio de las CC interdia vs. Concentraciones 0,429-6,5 nM
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La linealidad de los métodos se demostré mediante la evaluacion de los coeficientes de
determinacion (R?) de las regresiones lineales. En todos los casos, el R? fue superior al

0,95 (Tabla 11, Tabla 12). Por ello, ambos métodos analiticos cumplen con el criterio

de linealidad.

Los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) calculados a partir de los valores
obtenidos para tres curvas patron realizadas en tres dias diferentes fueron de 0,2730 nM
y 0,9103 nmol, respectivamente, para la DA. A su vez, en el caso del Nor-BNI, el LD y
el LC fueron de 5,699 pg/mL y 18,995 pg, respectivamente. La sensibilidad del método
fue de 0,9897+1,88 pg/mL para Nor-BNI y de 0,5807+0,0528 nM para DA.

El coeficiente de variacion (CV) y el error relativo (Er) se calcularon para la evaluacion
de la precision y la exactitud de los métodos analiticos, respectivamente. Los resultados
obtenidos se representan en las Tablas 13-18. Todos los valores calculados se
encontraron por debajo del 10%, por lo cual se puede considerar que ambos métodos

cumplen con los criterios de exactitud y de precision (Bioanalytical method validation).

En base a los resultados obtenidos, se puede afirmar que ambos métodos analiticos
desarrollados son satisfactorios y validos para la determinacion y cuantificacion de los

analitos de interés.
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Tabla 11: CCs Nor-BNI. Parametros del ajuste (a — intercepto; b — pendiente) y coeficientes de
determinacion

CURVAS CALIBRADO NOR-BNI

Curva a___________|b_ R

CC1.1 -2,3274 1,0683 0,9963
CCl1.2 -2,7955 1,0517 0,9943
CC1.3 -1,725 1,0187 0,9953
cC2 1,8529 0,9379 0,9978
cCc3 0,029 0,9849 0,9986
CC Intradia -0,153 0,9897 0,9987
CC Interdia -2,2829 1,0463 0,9955

Tabla 12: CCs Dopamina. Parametros del ajuste (a — intercepto; b — pendiente) y coeficientes de
determinacion

CURVAS CALIBRADO DOPAMINA

Curva la b [R2 |
CC1.1 0,2985 0,5906 0,9965
CC1.2 0,2034 0,6128 0,9977
CC1.3 0,2524 0,5887 0,9992
CC2 0,3018 0,5774 0,9986
CC3 0,2797 0,5773 1
CC Intradia 0,2514 0,5874 0,9982
0,2776 0,5807 0,9992

Tabla 13: Nor-BNI: Determinacion del VC (%) intradia
NOR.BNI: COEFICIENTE DE VARIACION INTRADIA

Concentracién | Area Area Area Media SD VC (%)
(ug/mL) (CCl1.1) |(CCl.2) |(CC1.3) | (mean)

120 128,23 126,28 123,05 125,85 2,62 2,08

57,12 54,95 53,91 55,33 1,64 2,96
28,41 26,55 28,97 27,98 1,27 4,52
15 15,27 14,67 14,12 14,69 0,58 3,91

(6 = FIP 6,52 6,65 6,43 0,28 4,30

Tabla 14: Nor-BNI. Determinacion del VC (%) interdia
NOR-BNI: COEFICIENTE DE VARIACION INTERDIA

Concentration | Area Area LN Average | SD VC (%)
(nug/mL) (cC1 (CC2) (CC3) (mean)

113.92 118.93 119.57  5.60 5.01

57.68 56.49 56.50 1.18 2.08
33.46 31.58 31.01 2.79 8.99
15.36 14.87 14.97 0.35 2.33
5.49 5.49 5.80 0.54 9.35
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Tabla 15: Nor-BNI: Determinacién del Er (%)
NOR-BNI: EVALUACION DE EXACTITUD

Cexp (ug/mL) Area(media todas Ce(ug/mL) | Er (%)
CO)

120 122,08 5,76 121,79 -1,47
56,03 1,56 56,18 6,80
30 29,79 2,73 30,12 -0,40
14,86 0,50 15,28 -1,86

_ 6,05 0,55 6,54 8,23

Tabla 16: Dopamina: determinacion del VC (%) intradia
DOPAMINA: COEFICIENTE DE VARIACION INTRADIA

Concentracion | Altura Altura Altura Media VC (%)
nM CCI | CCl1.2 CCl1.3 media

4,18 3,88 4,05 0,16 3,83
1 97 1,86 1,74 1,86 0,12 6,19

0,99 0,89 0,92 0,93 0,05 550
0,53 0,52 0,52 0,52 0,006 1,10

Tabla 17: Dopamina: determinacion del VC (%) interdia
DOPAMINA: COEFICIENTE DE VARIACION INTERDIA

Concentracion | Altura Altura Altura Media VC (%)
nM CCl1 CC2 CC3 media

(65 = AR 4,05 4,03 4,04 0,01 0,33
1,89 1,86 1,79 1,85 0,05 2,76

1,01 0,93 1,02 0,99 0,05 4,80
0,53 0,52 0,53 0,53 0,004 0,73

Tabla 18: Dopamina: Determinacion del Er (%)
DOPAMINA: EVALUACION DE EXACTITUD

Cexp (NM) Altura (media todas Ce(ug/mL) | Er (%)
CO)

6,5 4,04 0,11 6,48 0,305
2,6 1,85 0,09 2,7 -3,84
1,3 0,966 0,06 1,18 9,94
0,526 0,01 0,43 0,91




4.2. GEL INTRANASAL TERMOSENSIBLE:
DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES
FISICOQUIMICAS Y REOLOGICAS

4.2.1. Geles Blancos

Las temperaturas de gelificacion para cada composicion de Geles Blancos determinadas

por el método de Miller-Donovan estdn resumidas en la Tabla 19.

La temperatura de gelificacion (temperatura de transicion solucion-gel) parece estar
relacionada con la composicion de los geles. Cuanto mayor es la concentracion de
polimeros, menor es la temperatura de gelificacion. Ademas, a mayor proporcién de
Pluronic® I, polimero con peso molecular més alto que II, también se produce la
transicion solucion-gel a temperaturas inferiores. De este modo, el GB1 (20% I, 10% II)
presenta la temperatura de gelificacion mas baja: 23,3 + 0,58°C. A pesar de que la
proporcion total de polimeros es de un 20% en los geles GB2 y GB3, el GB2 muestra una
temperatura de gelificacion mas baja (26,7 £ 0,58°C) que el GB3 (47,3 £ 0,58°C) gracias
a su mayor proporcion en I. El GB4, gel con la menor proporcion de polimeros (10% 1,

5% II), gelifica a temperaturas muy altas (>100°C).

Del mismo modo, la viscosidad de los geles también parece estar relacionada con su
composicion. El incremento de viscosidad lugar a temperaturas tanto més bajas cuanto
mayor es la proporcion de polimeros. Ademas, geles con I, presentaron mayores

incrementos de viscosidad a baja temperatura (GB1 > GB2 > GB3 > GB4) (Figura 21).

En base a los resultados obtenidos, el gel GB4 fue excluido de los estudios posteriores ya
que sus caracteristicas fisicoquimicas y reoldgicas (temperatura de gelificacion alta,

viscosidad baja) no se corresponden con las buscadas en el desarrollo del trabajo.

Tabla 19: Temperatura de gelificacion de Geles blancos determinada por el método de Miller-Donovan

Gel GB1 GB2 GB3 GB4

T+ SD, °C 23,3+0,58 26,7+0,58 47,3+0,58 >100
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VISCOSIDAD GELES BLANCOS VS. TEMPERATURA
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Figura 21: Geles Blancos. Viscosidad en funcion de temperatura

4.2.2. Geles cianocobalamina

La temperatura de gelificacion para los geles con cianocobalamina (Vitamina B12) o
GC, se determind mediante el método de Miller-Donovan. En la Tabla 20, se presentan

las temperaturas de gelificacion para los diferentes tipos de geles.

El comportamiento fisicoquimico de los geles GC parece estar condicionado no sélo por
su composicion polimérica, sino también por la presencia del farmaco libre y por su
interaccion con los polimeros. Parece ser, que la interaccion de la Vitamina B12 con el
Pluronic I incrementa la capacidad de gelificacion del polimero. Como resultado, los
geles GC con alta proporcion de I gelifican a temperaturas mas bajas que los GB (GB2
vs GC2: 20% I, AT*=-8°C; GB1 vs GC1: 20% Iy 10% II, AT*=-2°C). Por otra parte,
parece ser que la presencia de II en la mezcla de polimeros contrarresta este efecto de la
cianocobalamina sobre I. Puede ser debido al secuestro de Vitamina B-12 por II que
conduce al incremento del I libre o, bien, a la interaccion entre los polimeros. De esta
manera, podemos observar que el descenso de la temperatura del gel tipo G1 es menos
pronunciada (GB1 vs GC1: 20% I 'y 10% II, AT*=-2°C) que en el caso del gel tipo G2,
compuesto solo por I (GB2 vs GC2: 20% I, AT*=-8°C). De hecho, para el gel tipo G3,
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donde la proporcion de polimeros es 1:1, se observa un incremento de temperatura de

gelificacion (GB3 vs GC3: 10% 1y 10% II, AT*=+8°C).

La viscosidad de los geles GC se estudi6 con la ayuda del viscosimetro rotatorio. Los
resultados obtenidos se pueden observar en las Figuras 22-25. La influencia que ejerce
la presencia de Vitamina B12 en los geles observados en este experimento va acorde con
las tendencias del estudio de temperaturas de gelificacion. En presencia de
cianocobalamina, la capacidad de gelificacion del polimero I incrementa, por lo cual la
viscosidad del gel GC2 incrementa a temperaturas mas bajas que en el gel GB2. De hecho,
podemos observar que este incremento se produce bruscamente, de manera que a
temperaturas inferiores a 15°C GC2 es tan liquido como una solucidon acuosa y su
viscosidad no es medible (en las condiciones de este ensayo), sin embargo, en el rango
de temperaturas de 15-18 °C, la viscosidad incrementa bruscamente, produciéndose una

gelificacion completa a los 18°C.

Por otro lado, la presencia del II en la mezcla contrarresta el incremento de viscosidad
del I en presencia de la Vitamina B12. Por ello, la viscosidad del GC1 incrementa a las
temperaturas ligeramente mas altas que en caso del GBI. De hecho, altas proporciones
del II en geles conduce a la disminucion de la viscosidad de los geles en presencia de la

Vitamina B12 (GC3 vs. GB3).

Tabla 20: Temperatura de gelificacion de Geles cianocobalamina determinada por el método de Miller-
Donovan

Gel GC1 GC2 GC3

T+ SD, °C 21,3+£0,58 18,7+ 0,58 55,3+ 0,58
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VISCOSIDAD GELES CIANOCOBALAMINA VS. TEMPERATURA
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Figura 22: Geles Cianocobalamina. Viscosidad en funcion de temperatura

GB1 vs. GC1: COMPORTAMINETO REOLOGICO
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Figura 23: Geles GB1 vs. GC1: influencia de la cianocobalamina en el comportamiento reologico del gel
tipo G1
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GB2 vs. GC2: COMPORTAMINETO REOLOGICO
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Figura 24: Geles GB2 vs. GC2: influencia de la cianocobalamina en el comportamiento reoldgico del gel
tipo G2

GB3 vs. GC3: COMPORTAMINETO REOLOGICO
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Figura 25: Geles GB3 vs. GC3: influencia de la cianocobalamina en el comportamiento reologico del gel
tipo G3
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Finalmente, se llevd a cabo el estudio de liberacion para los geles GC. La solucion
acuosa de vitamina B12 se utilizd como control, ya que representa el perfil de difusion
del farmaco en ausencia de limitaciones. Todas las formulaciones estudiadas mostraron
perfiles de liberacion controlada del farmaco (Figura 26). La liberacion de la vitamina
B12 desde las formulaciones objeto de estudio, se produjo de forma mas rdpida en las
etapas iniciales del proceso gracias a la existencia de un gradiente de concentraciones
entre los medios receptor y dador (Gulati, Kant et al. 2015). Al principio del ensayo, la
cantidad de farmaco detectada en el medio receptor fue mas elevada para la solucion
acuosa de la Vitamina B12 que para los geles. Se observaron las diferencias en el proceso
de liberacion del farmaco desde los geles. Estas diferencias van acordes con sus
propiedades fisicoquimicas y reoldgicas: cuanto mas baja es la temperatura de
gelificacion del gel y mas alta es su viscosidad, menor es la velocidad de liberacion del
farmaco (GC2<GC1<GC3). Por tanto, la resistencia que pone el gel a la liberacion del
farmaco parece depender de su composicion polimérica y las interacciones existentes
entre los polimeros y el farmaco. Probablemente, la cantidad de farmaco liberada a largo
plazo también se ve afectada por la composicion del gel y sus propiedades fisicoquimicas
y reologicas: la menor cantidad liberada de la Vitamina B12 corresponde al GC2,

mientras que la mayor al GC3.

Se ajustaron diferentes modelos matematicos a los datos experimentales de la liberacién
de vitamina B12: Korsmeyer-Peppas, Kim and Peppas-Sahlin. La realizacion del
modelado matemadtico es recomendable, ya que ayuda al disefio de futuros modelos in
vivo para el estudio de las formulaciones (Lu, ten Hagen 2020). Para la eleccion del mejor
ajuste, se utilizo el AIC (Tabla 21). Los parametros de ajuste de cada modelo estan

representados en la Tabla 22.

Los valores mas bajos de AIC se obtuvieron para el modelo Korsmeyer-Peppas en el caso
de las formulaciones en gel, indicando el mejor ajuste a los datos experimentales. Sin
embargo, para la soluciéon de la vitamina B12 el mejor modelo cinético fue la
modificacion de Kim del modelo de Korsmeyer-Peppas. Para la solucion acuosa de la
vitamina B12 y las formulaciones GC1 y GC2, los modelos cinéticos elegidos indican
que la liberacion del farmaco se produce por mecanismo mixto: tienen lugar tanto el
fenomeno de difusion, como el de la relajacion (0,5<n<0,85). En el caso del GC3, la

liberacion se produjo mayoritariamente por el proceso de relajacion (0,85<n<I).
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En base a los resultados obtenidos para las formulaciones GC, el gel con composicion
tipo G3 fue excluido de los estudios posteriores debido a su baja viscosidad y alta

temperatura de gelificacion en presencia del principio activo.

Tabla 21: Valores de AIC de diferentes modelos cinéticos para cada formulacion

Formulacion GC1 GC2 GC3 Solution
AIC Korsmeyer-Peppas 47,09 1 9,58 50,68 67,66

54,70 24,75 58,47 64,85
55,70 20,83 59,65 72,78

Tabla 22: Parametros cinéticos de diferentes modelos matematicos obtenidos

para cada formulacion

Formulacion GC1 GC2 GC3 Solution

Korsmeyer-Peppas

0,8463 0,8406 0,8545 0,5147
3,9599 2,9303 4,8139 19,738
_
0,8472 0,8586 0,8509 0,5116
3,9071 2,7423 4,8325 19,96
0,8240 0,8226 0,8319 0,5078

ki 2,1346 1,5670 2,5980 10,1537

k2 2,1346 1,5670 2,5980 10,1537

LIBERACION DE VITAMINA B12 (CIANOCOBALAMINA) DE LOS
GELES VS. SOLUCION ACUOSA
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Figura 26: Perfiles de liberacion de Vitamina B12 de los geles y de la solucion
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4.2.3. Geles Liposomasles Blancos

La temperatura de gelificacion de los geles liposomales blancos (GLB) parece estar
influenciada por la presencia de los liposomas. Los resultados obtenidos mediante el

método de Miller-Donovan se encuentran resumidos en la Tabla 23.

Pluronic I en presencia de los liposomas, parece disminuir la temperatura de gelificacion
respecto al gel blanco (GLB2 vs. GB2: 20% P-127, AT*=-2°C). Sin embargo, la
interaccion que se produce entre los liposomas y mezcla de polimeros I y II conduce a
un incremento de la temperatura de gelificacion del GLB1 respecto al GB1 (GLBI1 vs
GB1:20% L'y 10% II, AT*=+4°C).

Las Figuras 27-29 resumen los resultados obtenidos en el estudio de viscosidad de los
geles GLB. Para el polimero I, la tendencia observada es similar a la del estudio de
temperatura de gelificacion: en presencia de los liposomas, el incremento de la viscosidad
del gel se produce mas rapidamente. De hecho, la gelificacion es tan repentina que por
debajo de los 23°C el gel se comporta como una solucién y su viscosidad no es medible
en las condiciones de este ensayo. Una vez se alcanza una temperatura de 23°C, se
produce la gelificacion completa del GLB2. Mientras tanto, la viscosidad del GLBI se
incrementa a temperaturas ligeramente mas bajas con respecto al GB1. Por ello, la
presencia de los liposomas parece alterar ligeramente el comportamiento del gel tipo G1:
el incremento de viscosidad se produce ligeramente mas rapido y la gelificacion completa

tiene lugar a una temperatura mas elevada.

En base a los resultados obtenidos en los experimentos, la composicion del gel G1 fue
elegida como las mas apropiada para cumplir con la finalidad de este estudio. Se trata de
una formulacidon con unas caracteristicas fisicoquimicas y reologicas adecuadas para
conseguir una gelificacion rapida a nivel de la cavidad nasal. Ademas, el gel con esta
composicion no se ve afectado de manera importante por la presencia de farmaco libre ni
por la presencia de los liposomas. Finalmente, es un gel bastante fluido a 10°C
(almacenamiento en nevera), lo que convierte esta formulacion en un candidato de interés

para ser administrado en forma de gotas por la via intranasal.
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Tabla 23: Temperatura de gelificacion de Geles Liposomales Blancos

determinada por el método de Miller-Donovan

Gel GLBI1 GLB2

T+ SD, °C 27,3£0,58 24,7+ 0,58

VISCOSIDAD GELES LIPOSOMALES BLANCOS VS.
TEMPERATURA
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Figura 27: Geles liposomales blancos. Viscosidad en funcion de temperatura

GBIl vs. GLB1: COMPORTAMINETO REOLOGICO
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Figura 28: Geles GB1 vs. GLB1: influencia de los liposomas en el comportamiento reologico del gel tipo
Gl
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GB2 vs. GLB2: COMPORTAMINETO REOLOGICO

GB2 == GLB2
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Figura 29: Geles GB2 vs. GLB2: influencia de los los liposomas en el comportamiento reoldgico del gel
tipo G2
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4.3. LIPOSOMAS

4.3.1. Caracterizacion: Tamaiio de la Particula, Potencial Zeta, Indice de
Polidispersidad, Contenido en Fosfolipidos y Eficacia de

Encapsulacion

El tamaiio de los liposomas es un criterio de gran importancia para conseguir que el
farmaco llegue a su lugar de accion. Como ya se ha mencionado en el apartado
“Introduccidn”, es necesario conocer las caracteristicas de la via de administracion para
elegir el tamafio de liposoma deseado. Los liposomas obtenidos para este estudio
presentaron un tamafnio de 381,03+10,38 nm. Ademas, los liposomas obtenidos parecen
presentar una flexibilidad importante ya que mantuvieron su tamafio a pesar de ser
filtrados (filtros 0,45 um y 0,22 um) y extruidos (0,200 um). Este tamario de liposoma
resulta satisfactorio para la administracion del farmaco por la via Nariz-Cerebro ya que
coincide con los tamanios de los liposomas utilizados en los estudios de otros grupos de

investigacion (ver apartado 1.2.1).

El valor del PDI como medida de la variabilidad de tamafios en las poblaciones de
particulas fue 0,204%0,12. Este valor se encuentra por debajo del 0,3, valor indicativo de

una poblacion homogénea de vesiculas lipidicas (Chen, Han et al. 2010, Danaei,

Dehghankhold et al. 2018).

El potencial Zeta obtenido fue de 2,62+4,42 mV, indicando que la dispersion liposomal
presenta una tendencia a floculacion rapida. El floculo formado se redispersa con
facilidad mediante una agitacion suave, los liposomas redispersados mantienen sus
caracteristicas. De hecho, las suspensiones y dispersiones que floculan o sedimentan
rapidamente y se redispersan con facilidad, son usadas muy ampliamente en la industria

farmacéutica (por ejemplo: los antibidticos pediatricos para la administracion oral).

La eficacia de encapsulacion obtenida en este estudio fue de 53,85%. En el caso de Nor-
BNI, se trata de un farmaco con ligero caracter lipofilo. Por lo cual, la eficacia de

encapsulacion obtenida esta de acuerdo con la esperada (40-50%).

Finalmente, el contenido en fosfolipidos fue de 87,63+7,46%.
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Los liposomas obtenidos poseen las caracteristicas adecuadas para ser utilizadas por la

via de administracion deseada.
4.3.2. Estudio de liberacion de Nor-BNI

El ensayo de liberacion de Nor-BNI se llevo a cabo en dos tipos de formulaciones:
dispersion de liposomas cargados de Nor-BNI (D-Nor-BNI) y gel con liposomas cargados
de Nor-BNI (G-Nor-BNI) (Figura 30). En este caso, la formulacién D-Nor-BNI se utilizé
como control para valorar las limitaciones que supone la matriz del gel en el proceso de

liberacion del principio activo.

Ambas formulaciones mostraron una liberacion controlada del Nor-BNI, siendo esta mas
rapida en las fases iniciales del proceso gracias a la existencia de un gradiente de
concentraciones entre los medios receptor y dador. En el caso de la formulaciéon G-Nor-
BNI, podemos observar que en las primeras etapas del ensayo (0-0,75 h) no se produce
la liberacion del farmaco. Sin embargo, a partir de la primera hora (1 h) la liberacion del
Nor-BNI desde el gel es mayor que desde la dispersion de los liposomas. Es posible que
este hecho se deba a la acumulacion del principio activo en la matriz del gel durante las
horas 0-0,75 seguida de su liberacién masiva a partir de la hora 1. Esta liberacion desde
el gel que se produce a partir de la primera hora del ensayo puede estar relacionada con
el deterioro del gel debido al contacto constante con el medio acuoso del ensayo. El
porcentaje de farmaco liberado a largo plazo también es superior en el caso del G-Nor-
BNI que en D-Nor-BNI y, de igual manera, puede ser debido a los fendmenos descritos
anteriormente. El porcentaje de dosis liberado fue de un 16,45% en D-Nor-BNI y de un

21,75% en G-Nor-BNI.

Para entender mejor los perfiles de liberacion, se realizo el ajuste de diversos modelos
cinéticos a los datos experimentales: Korsmeyer-Peppas, Kim y Peppas-Sahlin. El
parametro AIC se utiliz6 para determinar el modelo matematico que mejor se ajusta a los
datos. Los parametros de ajuste para cada modelo y los valores de AIC obtenidos se
encuentras representados en las Tablas 24 y 25. Los valores mas bajos de AIC,
identificativos del mejor ajuste matematico, correspondieron a la ecuacion de Korsmeyer-
Peppas para ambas formulaciones. Por otra parte, tanto para D-Nor-BNI como para G-

Nor-BNI, los valores de n fueron inferiores al 0,5, mostrando que la liberacion del
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farmaco desde ambas formulaciones se produjo mayoritariamente por el proceso de

difusion pasiva.

La forma farmacéutica obtenida en este trabajo da lugar a una liberacion del farmaco
controlada. Es una caracteristica de interés dado que puede simplificar la pauta de
administracion del tratamiento, favoreciendo de esta forma la adherencia en los pacientes.
Sin embargo, se puede valorar la realizacion de modificaciones en la composicion de la

formulacion con el fin de conseguir mayor liberacion del fArmaco a largo plazo.

Tabla 24: Dispersion de liposomas cargados con Nor-BNI. Parametros cinéticos
y AIC para cada modelo matematico

D-Nor-BNI
Korsmeyer-Peppas
0,2085 0,1916 0,1889 0,1612
7,7930 8,5849 8,0530 8,8810
61,2573 61,33818 58,6993 67,9574

ii

0,2117 0,1941 0,1915 0,1629
7,5982 8,4078 7,8765 8,7299
61,3939 65,5613 58,8098 63,7569

il

=~
@
=
=
S
i
N
)
=
=r
=

0,2085 0,1917 0,1889 0,1612
3,8966 4,2924 4,0265 4,4405
3,8966 4,2924 4,0265 4,4405
AIC 63,2573 67,43376 64,6064 65,6936

o

N |-

Tabla 25: Gel con liposomas cargados de Nor-BNI. Parametros cinéticos y AIC
para cada modelo matematico

G-Nor-BNI

Korsmeyer-Peppas
0,2540 0,2672 0,2678 0,2641
8,0062 7,9365 7,9270 7,9701
83,2923 82,4701 82,4196 82,6921

ii

0,2575 0,2710 0,2718 0,2679
7,7929 7,7128 7,7015 7,7478
83,4333 82,6317 82,5746 82,8430

il

~
@
=
=
©
i
N
)
=
=r
=

=]

)
W
B
(a)

, 0,2672 0,2678 0,2641
ki 4,003 3,9682 3,9635 3,9851

4,003 3,9682 39635 3,985l

AIC 85,2923 84,4701 84,4196 84,6920
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LIBERACION DE NOR-BNI: DISPERSION LIPOSOMAL vs. GEL CON
LIPOSOMAS
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Figura 30: Perfiles de liberacion de Nor-BNI desde dispersion de liposomas vs. gel con liposomas
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4.4. ENSAYOS NEUROQUIMICOS

4.4.1. Estudio de microdialisis
A) Validacion del posicionamiento de las sondas

La validacion del posicionamiento de las sondas en el NAc se llevd al cabo mediante
analisis histologico. La posicion de la region activa de la membrana de la sonda de
microdialisis esta representada esquematicamente para todos los animales incluidos en el
estudio en la Figura 31. Las comparaciones estadisticas se realizaron tan so6lo con los

datos de los animales que presentaron el posicionamiento correcto de las sondas.

1.68 1.56 1.44 1.28

1.20 1.08 0.96 0.84

0.72 0.60 048

Figura 31: Representacion esquematica de las sondas de microdiaslisis con membranas activas en
NAc de las ratas. Grupos experimentales: ratas Blanco (gris), ratas Nor-BNI (azul marino). La
distancia desde bregma esta indicada con numeros. Adaptado al atlas Paxinos and Watson (2007).

B) Niveles basales de DA (baseline)

Los niveles basales de DA (media £ SEM), calculados con el empleo de la recta de
calibrado interdia fueron 101,50 +3,03 nM y 101,19 + 1,92 nM para los animales tratados
con Nor-BNI y con Blanco, respectivamente. La prueba T-Student para muestras
independientes indico que el tratamiento aplicado no tiene efecto significativo en los

niveles basales de la DA extracelular (n=67; t-test, p=0,933).
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C) Efecto de la administracion intranasal de la formulacion con Nor-BNI en

los niveles extracelulares de DA en NAc

Como ya se explico en el aparato de los materiales y métodos, para la evaluacion del
efecto del Nor-BNI en los niveles de DA en NAc, se llevd a cabo una inyeccion
subcutanea del U-50488. Tal y como se muestra en la Figura 32, la administracion del
U-50488 produce un descenso en la liberacion de la DA en NAc (Maisonneuve, Archer
et al. 1994) en los animales tratados con el Gel Blanco en el intervalo de tiempo desde 20
al 160 min del experimento. Este descenso es significativo con respecto a los valores

basales en los tiempos 20, 60 y 100 min (Dunnet-test).

Tal y como se esperaba, el efecto de U-50488 fue anulado en las ratas tratadas con Nor-
BNI. Incluso se observé un incremento no significativo en los niveles de DA con respecto

a los valores basales (Dunnet-test).

En primer lugar, la prueba de Levene se aplic6 a los datos experimentales para la
comprobacion de la igualdad de las varianzas (p>0,05), luego, se realizaron el ANOVA
para medidas repetidas y las pruebas analiticas subsecuentes. E1 ANOVA de dos vias para
medidas repetidas detect6 diferencias entre los grupos Blanco y Nor-BNI (efecto grupo
inter-sujeto: F(1;21)=22,973, p=0,001, np>=0,522 e interaccion tiempo x grupo intra-
sujeto: F(10;210)=2,576, p=0,006, ny>=0,109). Sin embargo, no se detectdé un efecto
significativo del tiempo (efecto tiempo inter-sujeto: F(10; 210)=1,201, p=0,292,
Np>=0,054). Por otro lado, la prueba de Bonferroni para comparaciones multiples entre
grupos detectd la existencia de diferencias significativas en la liberacion de DA en NAc
entre los animales tratados con Nor-BNI y con Blanco a los tiempos 20, 40, 60, 80 y 160
minutos (ANOVA de dos vias para medidas repetidas, Bonferroni para comparaciones

multiples entre grupos, p20=0,029, p40=0,005, pso=0,018, pso=0,008, p160=0,012).

Tras observar los resultados obtenidos en la prueba de microdialisis, podemos concluir
que Nor-BNI administrado por la via intranasal llega a su diana (las neuronas DA del
NAc), ejerciendo en ellos la accidon esperada: bloqueo de los recetores KOR que se
traduce en el impedimento de la unién del agonista KOR U-50488 a ellos. Como
resultado, observamos una ausencia en el descenso de niveles de DA extracelular en los
animales tratados con Nor-BNI. Este descenso, sin embargo, si que se observa en el grupo

control (Blanco). La diferencia en la liberacién de DA post-inyeccion del U-50488 que
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se manifiesta entre los grupos tratados con Nor-BNI y Blanco es debida al tratamiento,
ya que los niveles basales de DA no presentan diferencias significativas entre los dos
grupos. Sin embargo, para poder concluir qué via de acceso a su diana utiliz6 Nor-BNI

administrado por la via intranasal, hacen falta estudios farmacodindmicos y

farmacocinéticos adicionales.

EL EFECTO DEL NOR-BNI ADMINISTRADO EN FORMA DE
GEL INTRANASAL EN LOS NIVELES DE DOPAMINA
EXTRACELULARES EN NAc DE RATAS

—&— Nor-BNI Vehicle Nor-BNI 0,37
mg/kg

350

300

250 U-50488 0,5 " %
o mg/kg en 0,5 ml
A=
2 200
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< 150
<
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Figura 32: El efecto del Nor-BNI administrado en forma de gel intranasal en los niveles de dopamine
extracelulares en NAc de ratas. Los datos experimentales (mediat SEM) estan representados como

porcentaje de los niveles basales en puntos azul marino (e) para el grupo tratado con Nor-BNI y

para el grupo Blanco; nnoreni=12 nvenicle=11. *=p<0.05, diferencias significativas
entre grupos en los tiempos sefialados (prueba de Bonferroni para comparaciones multiples); #=p<0.05,
diferencias significativas con respecto al nivel basal en los puntos indicados para el grupo Blanco (Dunnet

test).

4.4.2. Determinacion de Nor-BNI en tejido cerebral

Para evaluar los niveles de Nor-BNI en las muestras cerebrales, se estudiaron y se
compararon los picos cromatograficos obtenidos en el andlisis de diferentes areas
cerebrales (cerebelo, cortex, corteza prefrontal y mesencéfalo) para los grupos Blanco y
Nor-BNI (Figura 33). En las muestras procedentes del cerebelo no se observaron picos
medibles. Por otra parte, los datos obtenidos a partir de las muestras de cortex, corteza
prefrontal y mesencéfalo se compararon con la ayuda de la prueba T-Student para

muestras independientes para realizar las comparaciones entre los dos tratamientos
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(Figura 34). La prueba de Levene detectd la ausencia de igualdad de varianzas (p=0,002),
por lo cual, se utilizo6 la prueba de T-Student para muestras independientes para el analisis
de los datos. No se observaron diferencias significativas entre los grupos Nor-BNI y
Blanco en los niveles de Nor-BNI en cortex y corteza prefrontal. Por otra parte, en el
mesencéfalo, los niveles del analito detectados en los animales tratados con Nor-BNI
fueron significativamente superiores a los niveles detectados en los animales del grupo

Blanco (p=0,043, Student T test).

En base a estos resultados, podemos decir que Nor-BNI solo fue detectado a nivel del
mesecéfalo. A nivel de otras areas cerebrales no fue posible observar la presencia del
farmaco en cantidades suficientes para ser medidas por el método analitico utilizado. Con
esto podemos afirmar que se produjo la distribucion del farmaco a nivel cerebral. Para
conocer mejor el proceso de distribucion de Nor-BNI administrado por la via intranasal
tanto a nivel cerebral, como a nivel de otros tejidos, son necesarios estudios

farmacocinéticos y farmacodinamicos adicionales.

mV
mV

[ 10 [ & / \
{ \ ) E of / \\'
/ R \
Tl 4
Nk
PICO CROMATOGRAFICO EN LOS PICO CROMATOGRAFICO EN LOS PICO CROMATOGRAFICO DE
ANIMALES TRATADOS CON NOR-BNI ANIMALES TRATADOS CON BLANCO LA DISOLUCION PATRON

Figura 33: Ejemplos de Picos cromatograficos del Nor-BNI obtenidos en el mesencéfalo de los animales
gel grupo Nor-BNI, grupo Blanco y pico cromatografico de la solucion patron

- 109 -



NOR-BNI EN TEJIDO CEREBRAL

' BLANCO ENOR.BNI

Nor-BNI (pg/ml)

| : -
0
F M C

Area Cerebral

Figura 34: Nor-BNI en tejido cerebral. La figura representa los niveles (media = SEM) de Nor-BNI
(ng/ml) en tres areas cerebrales: “F”= corteza prefrontal, “M” = mesencéfalo, “C” = corteza. Los datos del
grupo tratado con Nor-BNI esta representado en azul oscuro, mientras que los del grupo Blanco — en gris.
*=p<0.05, diferencias significativas entre los niveles de Nor-BNI de los grupos Blanco y Nor-BNI,
detectadas mediante la prueba de T-student
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S. CONCLUSIONES






A partir de los datos obtenidos en este trabajo, se pueden establecer las siguientes

conclusiones:

e Conclusion 1: La dopamina y el Nor-BNI se pueden cuantificar de forma valida
mediante el HPLC-ECD.

e Conclusion 2: El Nor-BNI se puede incorporar en los liposomas de la
formulacion planteada. Ademads, los liposomas presentan propiedades Optimas
para la administracion del farmaco por la via Nariz-Cerebro.

e Conclusion 3: La formulacion presenta una viscosidad adecuada para su comoda
administracion y almacenamiento en la nevera (10°C), y gelifica rapidamente en
respuesta a la elevacion de temperatura en la cavidad nasal. Sus propiedades
fisicoquimicas y reoldgicas se mantienen en presencia del principio activo y de
los liposomas.

e Conclusion 4: La forma farmacéutica elaborada presenta una liberacion del
farmaco controlada en el tiempo.

e Conclusion 5: Se observa efecto a nivel central tras la administracion de la
féormula con Nor-BNI por la via intranasal. El procesado de los resultados del
estudio de microdialisis confirma el bloqueo de KOR en el NAc por la ausencia
del descenso en los niveles extracelulares de dopamina en el area de estudio tras
la administracion del agonista KOR. La presencia de Nor-BNI a nivel del

mesencéfalo reafirma la distribucion del farmaco a nivel central.
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