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Introduccion

La Doxiciclina (Dox) es un antibiético
semisintético derivado de la oxitetracicling,
comlnmente utilizado frente a numerosos
patogenos intracelulares y extracelulares. Actlia
inhibiendo la sintesis de proteinas impidiendo el
desarrollo bacteriano (1).

Otra aplicacion reciente de la Dox es en el
control de la expresion de genes. La Dox puede
activar promotores (sistemas tet on/off) que
limitan la expresién de un gen concreto, como el
gen de la interleukina-12 (IL-12). Esta regulacion
depende de la dosis de Dox administrada. En la
expresion génica regulada por el sistema tet en
el higado, es importante dirigir la Dox a las
células hepaticas para evitar los efectos
adversos en otros drganos relacionados con la
administracion de este farmaco por via oral.

Los mas frecuentes son las manifestaciones
digestivas por la administracion oral como
nauseas, vomitos, diarreas, quemazon, colicos
abdominales, gastritis, enterocolitis y
ulceraciones esofagicas. También poseen
toxicidad a nivel seo y dentario y son frecuentes
las reacciones de fotosensibilidad
(hiperpigmentacion, eritemas, etc.) Finalmente,
también puede aparecer tanto en nifios como en
adultos el llamado pseudotumor cerebral o
hipertension endocraneana benigna,
caracterizada por cefalea, vémitos y edema
papilar (2, 3).

En este estudio, se desarrollaron nuevas
formulaciones con el fin de vectorizar el farmaco
hacia el higado, disminuyendo asi los efectos
adversos en otros Organos y conseguir una

liberacidon controlada del mismo que permita
reducir la frecuencia de las administraciones.

El estudio conlleva el disefio, desarrollo,
caracterizacion y evaluacion in vitro, de
liposomas y nanoparticulas biodegradables de
Dox, utilizando copolimeros del &cido lactico y
glicolico (PLGA), en el caso de los vectores
poliméricos. Las  nanoparticulas  fueron
preparadas por el método de evaporacion del
disolvente en emulsion simple (O/A) y mdiltiple
(A1/O/A2) mientras que los liposomas fueron
preparados por el método de hidratacion-
extrusion.

Materiales y Métodos

La preparacion de las nanoparticulas de Dox se
ha realizado por el método de evaporacion del
disolvente, tras la formacién de una emulsion
simple o de una emulsién multiple. Para la
emulsion simple, diferentes cantidades de Dox
se dispersaron en una solucidn de acetato de
etilo que contenia el polimero empleado en cada
caso. La mezcla se afiadid a una solucion
acuosa de polivinilalcohol (PVA) al 1%, y se
homogeneiz6 con una sonda de ultrasonidos
durante 1 minuto, permitiendo de este modo la
formacion de la emulsidn (O/A). Posteriormente,
la emulsion se afiadié a una solucion de PVA
(0,2%) y se mantuvo en agitacion durante tres
horas para conseguir la evaporacion del
disolvente organico y la formacién de las
nanoparticulas. Para la emulsion madltiple,
diferentes cantidades de Dox se disolvieron en
una solucion de PVA (0,5%). La solucion del
farmaco se afiadié a una solucion de acetato de
etilo conteniendo el polimero empleado y se
homogeneiz6 con una sonda de ultrasonidos
durante 1 minuto. A continuacién, esta mezcla se



afiadio sobre una disolucion acuosa de PVA
(1%) y se homogeneizO nuevamente por
sonicacion durante 1 minuto obteniéndose la
emulsion A,/O. Posteriormente, la emulsién se
afiadi6 a wuna solucion de PVA (0,2%)
obteniéndose la emulsién Ai/O/A; y se mantuvo
en agitacion durante tres horas para conseguir,
al igual que en la emulsion simple, la
evaporacion del disolvente organico y la
formacién de las nanoparticulas. Transcurrido
este tiempo, en ambos casos las nanoparticulas
se recogieron mediante centrifugacion y
sucesivos lavados con agua destilada. Por
ultimo, éstas se liofilizaron y conservaron a 4°C.
En este trabajo se han preparado diferentes
formulaciones de nanoparticulas. La diferencia
entre ellas radica en el polimero utilizado y en el
método de preparacion (emulsién simple o
mdltiple).

Los liposomas se prepararon por el método de
hidratacion—extrusion. Para ello, se disolvieron
los lipidos, fosfatidilcolina:colesterol (1:1) en una
solucién de cloroformo:metanol (9:1). Se afiadié
la Dox disuelta en tampdn Hepes. Tras agitar en
vortex 30 segundos, se sonico en bafio hasta la
formacion de una suspension lechosa. A
continuacion, se evapordé la fase orgénica
mediante rotavapor. La pelicula formada se
hidrat6 con Hepes y se homogeneizé. El farmaco
no encapsulado se elimind mediante
centrifugacion y sucesivos lavados con Hepes.
Con el fin de obtener liposomas homogéneos de
menor tamafio, la emulsion lipidica se sometié a
extrusion a través de una membrana de 200 nm.
La caracterizacion de los vectores ha conllevado
diversos estudios, que se describen a
continuacion.  Dentro de los  estudios
fisicoquimicos, la caracterizacion morfologica se
realizd mediante microscopia electronica de
barrido y la carga superficial de los vectores se
determind mediante la medida del potencial zeta.
Este pardmetro, al igual que el tamafio de
particula, fue obtenido por espectroscopia de
correlacion fotonica, utilizando un Nanosizer®.
Otro estudio ha sido el de eficiencia de
encapsulacion. En ellos, la cuantificacion de la
Dox encapsulada en las diferentes
formulaciones, se llevd a cabo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

(4), utilizando 2 técnicas de extraccion del
farmaco desde las nanoparticulas. En el primer
caso, las nanoparticulas se disolvieron en
cloroformo, permitiéndose de esta forma romper
las mismas. Posteriormente, el polimero se
precipitd mediante la adicion de metanol y una
vez centrifugadas las muestras, una alicuota del
sobrenadante se analizd mediante HPLC. En el
segundo caso, las nanoparticulas se
mantuvieron en agitacion con NaOH 0,IN
durante 8 h y una vez centrifugadas las
muestras, una alicuota del sobrenadante se
analizd mediante HPLC. La cantidad de farmaco
encapsulado en los liposomas se cuantificé como
la diferencia entre el farmaco total (obtenido por
lisis de los liposomas con Triton X-100, 10
minutos, 100°C) y el farmaco libre (filtracion 0,20
um) analizado también mediante HPLC.

Los estudios de liberacion in vitro se realizaron
dispersando 10 mg de nanoparticulas,
previamente liofilizadas, en 1 mL de PBS (pH
7,4) que contenia 0,02% de azida sddica, como
agente bacteriostatico. Las muestras se
mantuvieron bajo agitacién a 37°C y a diferentes
tiempos la Dox liberada fue analizada mediante
HPLC.

Resultados y Discusién

La caracterizacion morfologica (Figura 1)
permiti6 comprobar cémo las nanoparticulas de
Dox preparadas por emulsion simple o multiple
(con PVA 0,5%, Pluronic 3% o Ovoalblmina 2%
como estabilizador de la fase interna) eran
esféricas y similares entre si. Se muestran los
resultados obtenidos para nanoparticulas de
PLGA 502H cargadas con 10 mg de Dox
obtenidas por emulsion multiple con OVA 2%.

Figura 1. Fotografia de nanoparticulas obtenidas por
emulsion maltiple con OVA.

Las propiedades fisico-quimicas de las
nanoparticulas se muestran en las siguientes



figuras. De este modo el tamafio de todas las
formulaciones fue similar con todos los polimeros
empleados (Figura 2), y es independiente del
método de preparacion (Figura 3). Para los
liposomas, se observa que la menor
polidispersion se obtiene con los de menor carga
nominal (Figura 4).
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Figura 2. Tamafios medios de distintas formulaciones
de Doxiciclina segun el polimero empleado.
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Figura 3. Tamafios medios de distintas formulaciones
de Doxiciclina segun el método de preparacion.
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Figura 4. Tamafios medios de los liposomas.
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En las Figuras 5 y 6, se muestra la eficacia de
encapsulacion de las distintas formulaciones en
funcion del método de extraccion y del
estabilizador empleado en la fase interna,
respectivamente.
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Figura 5. Eficicacia de encapsulacién segin el
método de extraccion.
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Figura 6. Eficicacia de encapsulacion seglin el
estabilizador de la emulsién interna.

Se comprueba de este modo cémo el NaOH 0,1
N extrae mejor la Dox de las nanoparticulas,
observandose asi mismo, una disminucion de la
eficacia de encapsulacién al aumentar la carga
nominal de antibiético. Por otro lado, la eficacia
de encapsulacion mejora significativmente con la
utilizacion de Pluronic 3% como estabilizador de
la emulsion interna.

En relacion a la carga superficial de las
nanoparticulas (Tablas 1 y 2), las particulas
vacias presentan, en general, un valor mas
negativo de potencial lo que sugiere que parte de
la Dox podria estar localizada en la superficie, lo
cual explicaria el burst obtenido en las cinéticas
de liberacion. En el caso de los liposomas, todas
las formulaciones presentan carga neta negativa
(Tabla 3).

Tabla 1. Influencia del polimero en el potencial
zeta.

Carga .
Polimero | Nominal | ¢ p(?:]t\ilr;tlal
(mg Dox)
- -11,6+0,9
10 -8,3+35
PLGA 502H % 3238
30 -109+1,2
- -182+1,1
10 -8,2+1,0
PLGA 502 %0 32210
30 77+10
- 127+13
10 94+05
PLGA 503H % $4205
30 6,6 +0,3
- N.D
10 -78+0,5
PLGA 752H % 28208
30 47+1,7




Tabla 2. Influencia del método de preparacion
en el potencial zeta de nanoparticulas cargadas
con 10 mg de Dox, con el polimero PLGA 502H

Método de preparacion ¢ potential
(mV)
Emulsién simple -83+35
E. multiple PVA 0,5% 92+10
E. mdltiple Pluronic 3% -119+05
E. mdltiple OVA 2% -6,8+0,3

Tabla 3. Potencial zeta de liposomas.

Carga Nominal ¢ potential
(mg Dox) (mV)
5 -32,477
10 -44,647
20 -40,837
Los estudios de liberacién in vitro de las

nanoparticulas cargadas con Dox, utilizando el
polimero PLGA 502H, son mostrados en la
Figura 7.
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Figura 7. Cinéticas de liberacion in vitro de
nanoparticulas cargadas con 10 mg de Dox, utilizando
el polimero PLGA 502H

El perfil de liberacion se caracteriza por una
liberacion inicial rapida (efecto burst) de la Dox.
La totalidad de farmaco es liberada al cabo de 48
horas. Ademas, se comprueba cémo la Dox
liberada se mantiene intacta, ya que con el
método cromatografico empleado, no se
detectaron productos de degradacion en el
medio.

Como conclusién, hemos preparado vectores
poliméricos y lipidicos conteniendo Dox para su
aplicacion en la regulacién de la expresion de
genes en el higado. Las nanoparticulas
formuladas se caracterizan por encapsular

mayores cantidades de Dox que los liposomas.
Actualmente, se estan optimizando las
formulaciones para mejorar tanto la
encapsulacion como los perfiles de liberacion del
farmaco antes de pasar a los estudios en
animales.
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