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RESUMEN

El &cido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) es un polimero ampliamente utilizado para
formular nanoparticulas con aplicaciones biomédicas, sin embargo, no se ha reportado
un rango de dosis seguro para su administracion en modelos animales. Por lo que, el
presente estudio tuvo como objetivo evaluar la DL50 (dosis letal media) de
nanoparticulas de PLGA (PLGA NP) administradas por via oral en ratones Balb / c. Las
PLGA NP fueron sintetizadas por el método de nanoprecipitacién siguiendo el
protocolo de Fessi et al. (1992) modificado, y se purificaron por destilacion al vacio y
liofilizacion. Para la determinacion de la DL50 se dividié a los ratones (10 semanas de
edad y peso promedio de 33 g) en cinco grupos de estudio, cada uno conformado por
cinco machos y cinco hembras. Ademas, se cont6 con un grupo de control (6 machos
y 5 hembras). Las PLGA NP suspendidas en buffer PBS pH 7,4 fueron administradas
en cinco dosis: 100, 223, 400, 600 y 800 mg / kg. La tasa de supervivencia fue del
100%, excepto para el grupo tratado con 223 mg / kg, en el que se registré un ratén
macho fallecido. Debido a que no se estableci6 el limite de respuesta de 100 % de
mortalidad, no fue posible calcular la DL50 por ningin método estadistico. Por lo que
se puede concluir que las PLGA NP administradas por via oral en dosis de hasta 800
mg / kg no produjeron efectos toxicos en ratones Balb / c.
Palabras clave:

e DOSIS LETAL MEDIA

e POLIMERO

e NANOPARTICULA

e NANOPRECIPITACION

e TASA DE SUPERVIVENCIA'Y MORTALIDAD
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ABSTRACT

Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) is a polymer widely used to formulate nanoparticles
with biomedical applications, however, a safe dose range for its administration in animal
models has not been reported. That’ why, the purpose of this study was to evaluate the
LD50 (mean lethal dose) of PLGA nanopatrticles (PLGA NP) administered orally in
BALB / ¢ mice. The PLGA NPs were synthesized by the nanoprecipitation method
following the modified protocol of Fessi et al. (1992), and purified by vacuum distillation
and lyophilization. To determine the LD50, the mice (10 weeks old and average weight
of 33 g) were divided into five study groups, each one made up of five males and five
females. In addition, there was a control group of 11 individuals (6 males and 5
females). The PLGA NPs suspended in PBS buffer with a pH of 7.4 were administered
in five doses: 100, 223, 400, 600 and 800 mg / kg. The survival rate of the mice was
100%, except for the group treated with 223 mg / kg, in this case a deceased male
mouse was recorded. Because the 100% mortality response limit was not established,
it was not possible to calculate the LD50 by any statistical method. Therefore, it can be
concluded that PLGA NPs administered orally in doses up to 800 mg / kg did not
produce toxic effects in Balb / ¢ mice.
Keywords:

e MEDIAN LETAL DOSE

e POLYMER

o NANOPARTICLE

o NANOPRECIPITATION

e SURVIVAL AND MORTALITY RATE
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Capitulo |
Introduccién

Antecedentes

El PLGA es un copolimero de acido polilactico (PLA) y acido poliglicélico (PGA),
el acido polilactico contiene un carbono asimétrico que en términos estereoquimicos, se
describe como la forma D o L clasicos y, en ocasiones, como las formas Ry S,
respectivamente. Las formas enantioméricas del polimero PLA son acido poli D-lactico
(PDLA) y &cido poli L-lactico (PLLA) (Makadia & Siegel, 2011). PLGA es generalmente
un acronimo para poli D, acido L-lactico-co-glicélico donde las formas de acido D y L-
lactico estan en la misma proporcién. Es soluble en una amplia gama de disolventes
comunes, incluidos los disolventes clorados, tetrahidofurano, acetona o acetato de etilo

(Uhrich et al., 1999).

Se ha demostrado que las propiedades fisicas de PLGA dependen de mdltiples
factores, incluido el peso molecular inicial, la relacién de PLA y PGA, el tamafio del
dispositivo, la exposicion al agua (forma de la superficie) y la temperatura de
almacenamiento. Las nanoparticulas de PLGA (PLGA NP) se han preparado
principalmente mediante la emulsificacion-difusion, la evaporacion del disolvente y los

métodos de nanoprecipitacion (Kumari et al., 2010).

El PLGA es uno de los polimeros biodegradables méas exitosamente utilizados
para formular nanoparticulas (NP); tiene mdltiples aplicaciones biomédicas en
vacunacion, cancer e inflamacién. Debido a que es un compuesto aprobado por la FDA

(Administracion de alimentos y medicamentos de EE.UU, por sus siglas en inglés) y la
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EMA (Agencia Europea de Medicamentos, por sus siglas en inglés) para ser usado en

varios sistemas de administracion de drogas en humanos (Danhier et al., 2012).

La encapsulacion de un farmaco en NP basadas en PLGA protege al farmaco
contra la degradacion, permite la liberacién sostenida del farmaco y hace posible dirigir
el farmaco directamente a 6rganos o células especificos (Sahoo et al., 2008). Estos
conjugados de PLGA cargados de drogas no solo prolongan el tiempo de circulacion in
vivo del agente terapéutico de varios minutos a varias horas, sino que también reducen

la absorcion celular a lo largo de la ruta endocitica (Sahoo et al., 2008).

Por este motivo, en la actualidad existen formulaciones y métodos de produccion
adaptados a varios tipos de drogas, esto con el fin de modificar las propiedades de la
superficie de las NP para proporcionar una mejor interaccién con los materiales
biol6gicos (Danhier et al., 2012) y, sobre todo, para que estas puedan escapar del
reconocimiento del sistema fagocitico mononuclear, ya que puede ocasionar la
eliminacion prematura del sistema polimero-droga. Por lo tanto, la modificacién de la
superficie de las NP juega un papel fundamental en sus aplicaciones in vivo (Kim et al.,

2005).

Para mejorar la aplicacién del PLGA en nanomedicina se han desarrollado
varios tipos de copolimeros de bloques de poliésteres con polietilenglicol (PEG) como:
dibloque PLGA / PEG (Cheng et al., 2007; Y. P. Li et al., 2001), moléculas tribloque ABA
(PLGA-PEG-PLGA) (Ghahremankhani et al., 2007) y BAB (PEG-PLGA-PEG) (Jeong et

al., 2000).

Los copolimeros de tipo diblogue presentan cadenas de PEG orientadas hacia la

fase acuosa externa formando micelas en donde se encapsula la compuesto quimico de
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interés y de esta manera se reducen las interacciones con moléculas extrafas, lo que
proporciona una mayor estabilidad de almacenamiento (Tobio et al., 1998). Sin
embargo, la adicion de PEG al sistema también da como resultado una reduccion de la
eficiencia de encapsulacién de farmacos y proteinas, incluso con las técnicas de

fabricacidbn méas apropiadas (Tobio et al., 1998).

La incorporacion reducida del farmaco puede deberse a la interferencia estérica
de la interaccién farmaco / proteina-polimero por las cadenas de PEG (Tobio et al.,
1998). Por su parte, los polimeros tribloque PLGA-PEG-PLGA o PEG-PLGA-PEG, estan
compuestos de segmentos de PLGA hidréfobos y segmentos de PEG hidrdfilos, 1o que
resulta en una mayor facilidad de manejo durante la fabricacién, formulacion, filtracion y
llenado, ya que son termorresistentes (Duvvuri et al., 2005; Ghahremankhani et al.,

2007).

Las PLGA NP son aplicadas en vacunacion, pues la liberacion prolongada de
antigenos puede proporcionar respuestas inmunes mas efectivas, evitar el riesgo de
tolerancia y sustituir la necesidad de varias administraciones (Jiang et al., 2005). Las
investigaciones relacionadas con el empleo de PLGA NP en terapias contra el cancer
han aumentado sustancialmente en los Gltimos afios, puesto que, los agentes
guimioterapéuticos comunes pueden provocar toxicidad sistémica y efectos adversos
gue limitan su eficacia terapéutica (Danhier et al., 2009). En general, las PLGA NP
contribuyen al efecto de permeabilidad y una retencién mejoradas (EPR), factores
considerados como un estdndar en el disefio de nuevos sistemas de administracion de
medicamentos para tratar el cancer (Makadia & Siegel, 2011). Se han probado vacunas
contra el cancer encapsulando antigenos asociados a tumores solos (Zhang et al.,

2011) o asociados con adyuvantes (Hamdy et al., 2008).
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La biocompatibilidad y biodegradabilidad del PLGA se asumi6 por su utilidad en
la produccion de suturas biodegradables. Las suturas Dexon (PGA) y Vicryl L-PLGA (8:
92) se han sido aplicadas exitosamente durante mas de 30 afios (Anderson & Shive,
1997). La hidrdlisis del PLGA produce &cido lactico y acido glicolico; estos dos
monomeros son endbégenos y el cuerpo los metaboliza facilmente a través del ciclo de
Krebs, por lo que se espera que produzcan una minima toxicidad sistémica (Kumari et
al., 2010). Proteinas, péptidos, lipopéptidos, lisados celulares, virus y ADN plasmidico

han sido encapsulados con éxito en PLGA NP (Clawson et al., 2010).

Varios estudios han demostrado que la implantacion de PLGA en huesos o
tejidos blandos de animales podria causar una respuesta inflamatoria leve (Tiainen et
al., 2004). Sin embargo, en el estudio realizado por Kim et al. (2007), en el que se
examinaron las reacciones inflamatorias provocadas por prétesis de PLGA implantadas
por via subcutanea en un modelo de rata Fisher, los analisis inmunohistoquimicos de
secciones de tejido realizados catorce dias después de la implantacion, evidenciaron
gue los implantes basados en PLGA provocaron una inflamacién severa, probablemente

debido a la degradacién de PLGA formando un ambiente acido.

Por otro lado, se ha reportado acumulacién de PLGA NP cargadas con
farmacos, hasta siete dias después de la administracion, principalmente en 6rganos
como el higado y el bazo (Reul et al., 2012; Semete et al., 2012). Segun Guo et al.
(2015), complejos de PLGA NP cargados con daunorubicin (DNR) provocaron cambios
patoldgicos leves de corazén, higado, bazo, pulmon y rifion de los ratones tratados. La
distribucion de las NP no dirigidas, en estos 6rganos, podria atribuirse a la captura

inespecifica por el sistema reticuloendotelial (J. Li et al., 2011; Paul et al., 2013).
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Del mismo modo, los estudios in vivo han revelado pérdida de peso significativa
en los individuos tratados con PLGA NP cargadas; a diferencia de los individuos
tratados solamente con PLGA NP, en donde dicha pérdida no fue relevante, aunque no
se especifica la dosis exacta de polimero que fue administrada (Peter Christoper et al.,

2014).

Los estudios toxicologicos del PLGA muestran posibles alteraciones tisulares
locales en el sitio de aplicacion (Sundback et al., 2005). Estas generalmente son leves,
pero se debe considerar que las aplicaciones de este compuesto a hanoescala pueden
provocar resultados diferentes, debido a que las NP de cualquier material pueden crear

biodistribuciones y perfiles toxicoldgicos especificos (Olivier et al., 1999).

Justificacion

El perfil de toxicidad de una sustancia permite identificar su impacto en la
estructura y funcionalidad de los 6rganos. Los estudios toxicoldgicos ayudan a
determinar en qué medida la toxicidad biolégica es dependiente de la dosificacion,
especie, mecanismo o via de administracion. Las lesiones que podrian ocurrir en los
rifiones, el corazon, el higado y otros drganos vitales ayudan a determinar el margen de
seguridad de un medicamento. Los resultados obtenidos pueden ser muy Utiles para
maximizar la seguridad y minimizar el riesgo en futuros ensayos clinicos, y, ademas,

ayudan a establecer cudles 6rganos deben ser monitoreados.

Si bien la encapsulacién de farmacos en NP presenta numerosas ventajas,
también se debe tomar en cuenta que pueden generar o potenciar efectos toxicos. Para
evaluar la toxicidad de una sustancia en un sistema nanotecnoldgico se debe
obligatoriamente considerar la accion de los nanomateriales que lo componen y

monitorear su interaccion con los sistemas biolégicos.
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Por esta razén, la biocompatibilidad de los nanoportadores debe ser establecida
en base a los estudios toxicol6gicos, se debe considerar que, si bien los estudios in vitro
proporcionan resultados alentadores, estos pueden estar muy lejos de la realidad in
vivo. Siendo asi, la determinacion de la DL50 (cantidad de una sustancia que, si es
administrada en una dosis Unica a un grupo objetivo de animales, causara la muerte del
50% de ellos) es muy importante como una medida de la toxicidad aguda de los

productos quimicos.

Los estudios revisados en los que se ha probado nuevos sistemas de
administracion de farmacos basados en PLGA NP asumen que es biocompatible, pero
no proporcionan informacion precisa sobre la dosis de NP sin carga que es
administrada en los modelos animales durante los ensayos in vivo y no existen
investigaciones que se centren en la determinacion de la DL50, o que muestren un

rango de seguridad para su administracion.

En general, los estudios de toxicidad aguda de NP basadas en PLGA revisados
para el presente trabajo, se limitan a atribuir la toxicidad de sus formulaciones al
farmaco que contienen, pero no investigan a fondo los efectos del PLGA en la
funcionalidad de los 6rganos, evolucién del peso y sobrevivencia de los animales. Tener
un conocimiento claro sobre un rango de dosis adecuado de PLGA NP ser& de gran

ayuda para evaluar in vivo posteriores nanoformulaciones basadas en este compuesto.

Planteamiento del problema

Los polimeros biodegradables actualmente tienen multiples aplicaciones en
ciencias farmacéuticas y biomédicas. Las aplicaciones de PLGA NP incluyen el
suministro especifico y controlado de diversos farmacos, péptidos, proteinas,

anticuerpos monoclonales, factores de crecimiento y ADN (Mir et al., 2017). Sin
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embargo, aunque la toxicidad de PLGA NP cargadas con diferentes sustancias se ha
estudiado ampliamente, no se ha evaluado directamente los efectos del PLGA, pues
pocas investigaciones muestran la concentracion exacta de polimero que contienen sus

formulaciones.

Por otro lado, las PLGA NP pueden sintetizarse por varios métodos, la mayoria
de los cuales emplea solventes toxicos, por lo que las NP deben pasar por un riguroso
proceso de purificacion. Es necesario conocer los efectos de las NP sin carga para asi
evaluar los posibles efectos que estas puedan ocasionar por si solas, es decir, sin la
interaccion de la molécula encapsulada. Este primer paso es muy importante para la

formulacion de productos de interés farmacéutico.

Objetivos
Objetivo general

Evaluar la Dosis Letal Media (DL50) de nanoparticulas de acido poli(lactico-co-

glicélico) (PLGA) administradas por via oral en ratones Balb / c.

Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de PLGA por el método de nanoprecipitacion.

e Eliminar totalmente el solvente de sintesis de las nanoparticulas de PLGA mediante
destilacién al vacio y liofilizacion.

e Determinar la Dosis Letal Media (DL50) de las nanoparticulas de PLGA mediante el
Método Bliss.

e Determinar si el sexo de los animales influye en su respuesta ante la administracion

oral de diferentes dosis de nanoparticulas de PLGA.
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Hipotesis
HO: La determinacién de la dosis letal media (DL50) de las PLGA NP demostr6
gue no producen ningun grado de toxicidad al ser administradas por via oral en ratones
BALB / c.
H1: La determinacion de la dosis letal media (DL50) de las PLGA NP demostrd

gue producen toxicidad al ser administradas por via oral en ratones Balb/ c.
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Capitulo 1l
Marco referencial
PLGA

El &cido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) es un copolimero de &cido polilactico
(PLA) y acido poliglicélico (PGA). Ya que el acido polilactico tiene un carbono asimétrico
en su estructura quimica, tiene dos enantioméricas, y su estructura se describe
tipicamente como la forma D o L en términos estereoquimicos (Makadia & Siegel,
2011). PLGA es generalmente un acrénimo de poli D, acido L-lactico-co-glicélico donde
las formas de acido D y L-lactico estan en la misma proporcién (Makadia & Siegel,
2011). Se puede observar la estructura quimica del PLGA en la Figura 1.

La hidrdlisis del PLGA produce &cido lactico y acido glicdlico, estos dos
monomeros son endbégenos y el cuerpo los metaboliza facilmente a través del ciclo de
Krebs, por lo que se espera que produzcan una minima toxicidad sistémica (Kumari et
al., 2010). Por este motivo, el PLGA es uno de los polimeros biodegradables mas
exitosamente utilizados (Danhier et al., 2009).

Figura 1

Estructura quimica del Poli D, acido L-lactico-co-glicélico (PLGA)

— - - -

CH3 O

HO" O\\\)LO/H

- O -n - -m

Nota: Tomado de Poly Lactic-co-Glycolic Acid (PLGA) as biodegradable controlled drug

delivery carrier (p.1377-1397), por Makadia & Siegel, 2011, Polymers.
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Propiedades Fisico-quimicas del PLGA

El PLGA es soluble en disolventes clorados, tetrahidofurano, acetona o acetato de
etilo y se biodegrada en agua por la hidrélisis de sus enlaces éster (Uhrich et al., 1999).
La hidrolisis de PLGA y sus propiedades fisicoquimicas pueden variar de acuerdo a su
formulacion, tiempo, temperatura de transicion vitrea (Tg), el contenido de humedad,
peso molecular, temperatura de almacenamiento y grado de cristalinidad (Siegel et al.,
2006). Dichas propiedades, tienen una gran influencia en la velocidad de liberacién y
de degradacién del farmaco incorporado en de las matrices poliméricas (Siegel et al.,

2006).

Perfil de Biodistribucion

Mediante estudios de distribucion cuantitativa y autorradiografia de cuerpo entero,
se ha determinado que las PLGA NP se acumulan rapidamente en el higado, la médula
0sea, los ganglios linfaticos, el bazo y los macr6fagos peritoneales (Bazile et al., 1992).
La degradacion del 30% de PLGA se da en la etapa inicial, luego se ralentiza 'y
finalmente es eliminado por la respiracion en el pulmén (Bazile et al., 1992). Se ha
informado que las PLGA NP pueden ser reconocidas y eliminadas por el sistema de
fagocitos mononucleares (MPS) (Panagi et al., 2001). Siendo las particulas con un
tamafio <100 nm con una superficie hidrdéfila, las que tienen la mayor capacidad de
evadir la MPS (Gref et al., 2000). Para abordar estas limitaciones, se ha modificado la
superficie de las PLGA NP, con el fin de aumentar significativamente la vida media de la
circulacion sanguinea (Esmaeili et al., 2008).
Copolimeros del PLGA y Modificaciones de Superficie

Cuando las PLGA NP son administradas por via intravenosa, corren el riesgo de

ser eliminadas rapidamente por los macréfagos (Kim et al., 2005). La asociacion de NP
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con biomoléculas les permite circular dentro del sistema vascular sanguineo por mas
tiempo. El método mas comun de modificacion de superficie es la adsorcion o injerto de
PEG en la superficie de las NP, lo que evita su opsonizacion por ciertas proteinas
séricas o plasméticas (opsoninas) (Gref et al., 2000). Se ha demostrado que aumentar
el peso molecular de las cadenas de PEG también disminuye la opsonizacion (Gref et
al., 2000).

El desarrollo de nuevas y mejores formulaciones han dado como resultado la
aplicacion de PLGA y PEG como diblogue (PLGA-PEG) (Cheng et al., 2007; Y. P. Li et
al., 2001), tribloque ABA (PLGA-PEG-PLGA) (Ghahremankhani et al., 2007) y BAB

(PEG-PLGA-PEG) (Jeong et al., 2000).

Encapsulamiento de drogas en NP basadas en PLGA

La alta capacidad de carga de las NP reduce la cantidad de polimero que debe
ser administrada (Soppimath et al., 2001). Los medicamentos o vacunas pueden
encapsularse en las NP durante su fabricacion o pueden ser adsorbidos después de su
produccion. La adsorcion de farmacos se logra incubando los NP en una solucion
concentrada de farmacos (Soppimath et al., 2001).

La encapsulaciéon del farmaco en el polimero, la dispersion del farmaco en el
polimero, la adsorcién del farmaco en la superficie de las NP. y la unién quimica del
farmaco al polimero se puede lograr usando técnicas de incorporacion / adsorcion
(Shenoy & Amiji, 2005). La cantidad de farmacos unidos a NP y el tipo de interaccion
entre farmacos y NP dependen de la estructura quimica del farmaco, la estructura del

polimero y las condiciones de carga del farmaco (Shenoy & Amiji, 2005).



Métodos de Sintesis de NP poliméricas para el Encapsulamiento de Farmacos

Los principales métodos de sintesis de NP poliméricas para el encapsulamiento

de farmacos se resumen en la Tabla 1. El solvente de sintesis de las NP puede ser

eliminado por evaporacion, filtracion, destilacién o centrifugacion (Figura 2) (Pinto Reis

et al., 2006; Urrejola et al., 2018).

Tabla 1

Métodos de Sintesis de NP poliméricas

Método Solvente No solvente Ventajas Desventajas
Emulsién / Inmiscible en  Agua con Rapido y Permite
evaporacion agua.? agente escalable.? encapsular solo

emulsionante NP de tamafioy compuestos
(PVA).2 morfologia liposolubles y
controlada.” tiene altos
requisitos de
energia.°
Doble Inmiscible en  Agua con Es rapidoy Resultados
emulsion agua.? agente permite dependen de la
emulsionante.?  encapsular eleccion del
compuestos solvente y la
solubles en velocidad de
agua.? agitacion.®
Emulsion / Parcialmente  Agua purificada Logra altas Permite
difusion del  soluble, y agua con eficiencias de encapsular solo
solvente como el agente encapsulacion compuestos
acetato de emulsionante Es reproducible liposolubles.©
etilo. (PVA).P y escalable.®
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Método Solvente No solvente Ventajas Desventajas
Nanopreci- Miscible en Agua purificada Altas eficiencias Permite
pitacion agua, como y agua con de encapsular solo
la acetona.f agente encapsulacion compuestos
estabilizador de farmacos.® liposolubles.®
(PVA 0 PEG).
Eliminacion  Miscible en Agua con La sal minimiza  Permite
de la sal agua, como agente el estrés cuando encapsular solo
el THF.h estabilizadory  se trata de la compuestos
una alta encapsulacion liposolubles y
concentracion de proteinas.’ requiere extensos
de sacarosao  Norequiere un  pasos de lavado.”
sales, como, el aumento de
cloruro de temperatura.)
magnesio."
Dialisis Miscible en Agua Permite Limitado a ciertos
agua, como purificada.k encapsular polimeros.*
DMA X tanto
compuestos
lipofilicos como
hidrofilicos.
Tecnologia  No hace uso Fluido Ecoldgico, Aplicable solo en
de fluidos de solventes.” supercritico.' rentable y no polimeros baja
super hace uso de masa molecular.©
criticos solventes
toxicos.’

Nota: 2 Makadia & Siegel (2011). PPinto Reis et al. (2006). *Soppimath et al. (2001).

dChaisri et al. (2009). ®Mahapatro & Singh (2011). 'Sharma (2017). ®Mohanraj & Chen

(2007). "Zweers et al. (2004). 'Jung (2000). 'Lambert et al. (2001). ¥ Mishima (2008).
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'Chernyak et al. (2001). Alcohol polivinilico (PVA). Tetrahidrofurano (THF).

Dimetilacetamida (DMA).

Método de nanoprecipitacion

El método de nanoprecipitacion, también llamado método de desplazamiento de
solvente, implica la precipitacion de un polimero preformado de una solucién organica 'y
la difusién del solvente organico en el medio acuoso en presencia o0 ausencia de un
surfactante (Sharma, 2017; Vauthier et al., 2003). Los polimeros y las drogas se
disuelven en un disolvente polar miscible en agua, como acetona, acetonitrilo, etanol o
metanol (Mahapatro & Singh, 2011). Luego, la solucién se vierte gota a gota en una
solucién acuosa que contiene un estabilizador. Las NP se forman instantdneamente por
rapida difusion del solvente (Figura 2). Finalmente, el disolvente se elimina a presion
reducida (Mahapatro & Singh, 2011).

Para facilitar la formacion de particulas de polimero coloidal durante el primer
paso del procedimiento, la separacion de fases se realiza con un solvente totalmente
miscible en el que también se disuelve el polimero (Sharma, 2017). Generalmente se
informan altas eficiencias de carga para farmacos lipofilicos, sin embargo, la utilidad de
esta técnica simple, se limita a los solventes miscibles con agua, en los cuales la
velocidad de difusion es suficiente para producir emulsificacion espontanea (Mohanraj &
Chen, 2007). Los solventes més usados para disolver y aumentar el atrapamiento de
drogas son la acetona y el diclorometano (Mohanraj & Chen, 2007; Sharma, 2017),
catalogados como clase 3 (bajo potencial toxico) y clase 2 (disolvente que debe
limitarse), respectivamente, segun el Consejo Internacional sobre Armonizacion de los
Requisitos Técnicos para el Registro de los Productos Farmacéuticos de Uso Humano

(ICH) (European Medicines Agency, 2019).
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Figura 2

Esquema del proceso de sintesis de NP poliméricas. A) Emulsion / evaporacion. B)

Emulsion / difusion del solvente. C) Nanoprecipitacion.
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Nota: Tomado de Sistemas de Nanoparticulas Poliméricas Il: Estructura, Métodos de
Elaboracion, Caracteristicas, Propiedades, Biofuncionalizacién y Tecnologias de Auto-
Ensamblaje Capa por Capa (Layer-by-Layer Self-Assembly) (p. 1463-1471), por

Urrejola et al.,2018, International Journal of Morphology.



30

Estudios toxicologicos

Los estudios de toxicidad permiten analizar el perfil de seguridad de un
compuesto de interés médico (Rispin et al., 2002). Ademas, proporcionan informacion
importante sobre la relacidn entre las caracteristicas fisicoquimicas de las NP y sus

efectos biolégicos (Yang et al., 2017).

Toxicidad Aguda y Dosis Letal Media (DL50)

La toxicidad aguda puede ser expresada por la DL50, es decir, la dosis que
produce la muerte en el 50% de los animales (Rispin et al., 2002). Este tipo de estudios
pretenden determinar los efectos a corto plazo de la administracion de una dosis Unica

de la sustancia de interés en animales, generalmente roedores (Creton et al., 2010).

Importancia y objetivos de los Estudios de Toxicidad Aguda en el campo de la
Nanotecnologia

La nanotecnologia ha sido muy aplicada en las ciencias médicas debido a las
propiedades de las NP (tamafio pequefio, composicién quimica, estructura, gran area
de superficie y forma), pero, dichas propiedades también podrian contribuir a su pefrfil
toxicoldgico (Donaldson et al., 2006). De hecho, mientras menor sea el tamafio de una
particulas, mayor sera su area de superficie por unidad de masa; lo que provoca que
sean reactivas en el entorno celular (Donaldson et al., 2006). Los estudios de toxicidad
aguda buscan definir la capacidad téxica de la sustancia, la susceptibilidad de los
animales dependiendo de su especie 0 sexo e incluso identificar los 6rganos en los que
se podrian presentar efectos adversos, para monitorearlos en futuros estudios (Creton

et al., 2010).
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Bases legales para el uso de animales en investigaciones cientificas
El Art. 147 del Cédigo Organico de Ambiente de la Republica del Ecuador
expedido el 2017, establece que: “La experimentacidn con animales vivos se permitira
en universidades, laboratorios o centros de educacién Unicamente en los casos en
donde no sea posible realizar otros procedimientos o alternativas. Se aplicara el
principio internacional de reemplazo, reduccion y refinamiento de procesos, asi como

estandares internacionales de bioética” (Codigo Organico Del Ambiente, 2017).

Métodos estadisticos para determinar el DL50

El método a usar para determinar los valores de DL50 en pruebas de toxicidad
aguda depende de la forma de la distribucion de tolerancia, es decir el porcentaje de
organismos de una poblacién dada que se vera afectada a una cierta dosis (Igbinosa et
al., 2013). Segun Raj et al. (2019), el valor de la DL50 se puede calcular por los
siguientes métodos: Litchfield-Wilcoxon (grafico) (Litchfield & Wilcoxon, 1949), Miller y
Tainter (Miller & Tainter, 1944), Bliss (Bliss, 1934), Finney (Finney, 1972)y Thompson
(Thompson, 1947).

Dado que el método Bliss es considerado preciso y sensible, sigue siendo aplicado
en numerosos estudios (Li et al., 1995). EI método Bliss (0 modelo Probit) transforma
las relaciones tiempo-mortalidad y dosis-mortalidad en relaciones lineales (Bliss, 1934;
Raies & Bajic, 2016) (Figura 3). Este método tiene en cuenta la variacion de la

susceptibilidad de un individuo a los agentes toxicos (Bliss, 1934, 1935).



Figura 3

Métodos para representar el porcentaje de mortalidad
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Nota: (a) La frecuencia de mortalidad (el nimero de sujetos muertos) versus la dosis o
el tiempo. (b) La frecuencia en porcentajes (porcentaje de sujetos fallecidos). (c)
Porcentajes en probits y la dosis o el tiempo en logaritmos. Tomado de In silico
toxicology: Computational methods for the prediction of chemical toxicity, por Raies &

Bajic,2016, John Wiley & Sons.
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Capitulo 1l
Metodologia

Ubicacion del lugar de investigacion
Ubicacion politica

El proyecto fue ejecutado en el Laboratorio de Caracterizacion de Nanomateriales
del Centro de Nanociencia y Nanotecnologia (CENCINAT) y en el Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE en la
provincia de Pichincha, cantén Rumifahui.
Ubicacién geogréfica

Sector Santa Clara General Rumifiahui S/N, Latitud: 0° 18' 53.5" (m), Longitud:
78° 26' 36.5" (m).
Ubicacién Ambiental

Los factores climaticos reportados por el Gobierno Auténomo Descentralizado
Municipal del Cantén Rumifiahui (2014), se resumen a continuacion:
e Altitud media: 2500 msnm.
e Temperatura: promedio 16°C, minima 9 °C y maxima 23°C.
e Precipitacion media anual: 1000mm.
e Humedad relativa: 73,5%.
Espacio fisico en donde se llevaran a cabo los experimentos con animales

Los animales fueron tratados bajo las directrices bioéticas de los animales para la
experimentacion cientifica expuesto en el Art 7.8.8 de la Organizacion Internacional de
Sanidad animal (OIE) (OIE, 2019).

e Ubicacion: La experimentacion con animales se llevo a cabo en el laboratorio

de Inmunologia y Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE.
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e Contencion: Jaula convencional para bioterio 425x276x153 cm estandar tipo 3.

e Distribucion o densidad: Machos y hembras separados a las 4 semanas de
nacidos y 5 ratones por jaula.

e Alimentacion: Los ratones tienen acceso libre a alimento y bebederos de agua,
la composicion del alimento se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2.

Composicién de la comida de los animales de experimentacién

Componente Porcentaje
Proteina cruda (min.) 16.0%
Grasa cruda (min.) 3.0%
Fibra cruda (max.) 6.0%
Ceniza (max.) 8.0%
Humedad (méx.) 13.0%

e Manejo de luz, temperatura, humedad, ruidos y vibraciones: Acceso a
personas autorizadas, aseo dos veces la semana, juguetes de papel dentro de
las jaulas.

e Temperatura: 18-22°C

e Humedad relativa: 30-70%

Disefio Experimental
Para el presente estudio se emple6 un disefio bifactorial 5x2 (Tabla 3) mediante el

cual se evaluo la influencia de la dosis (factor 1) y el sexo del modelo animal (factor 2)
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en la tasa de supervivencia de los modelos animales. Se realizaron 10 tratamientos con
5 repeticiones. Ademas, se contd con un grupo de control de 11 individuos.

Tabla 3.

Arreglo factorial 5x2 utilizado en el disefio experimental

Dosis de Sexo de Numero de
Grupo PLGA NP L Tratamiento
ratones repeticiones

(mg/kg)
. Hembras 5 1
! Dosis 1 Machos 5 2
. Hembras 5 3
2 Dosis 2 Machos 5 4
. Hembras 5 5
3 Dosis 3 Machos 5 6
. Hembras 5 7
4 Dosis 4 Machos 5 8
) Hembras 5 9

5 Dosis 5
Machos 5 10

Tipo de investigacion
Exploratoria, correlacional, con disefio experimental.
Variables de respuesta

Las variables de respuesta a este estudio es el nimero de animales vivos y muertos.

Operatividad de las variables

La operatividad de las variables y sus factores se indican en la Tabla 4.

Recoleccion de informacidn

Se registro el peso, mortalidad, signos de toxicidad y analisis anatomopatoldgico.
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Tabla 4

Operatividad de las variables

Variable independiente Variable dependiente
Dosis NUmero de individuos muertos
Sexo NUmero de individuos muertos

Andlisis de la informacién

Para la elaboracién de histogramas, la curva de supervivencia y el analisis
estadistico mediante pruebas paramétricas como el analisis de varianza ANOVA y
pruebas no paramétricas como la prueba Kruskal- Wallis, se hizo uso del software
GraphPad Prism version de software 8.0. (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Para
pruebas de comparacién de medias, y estadistica descriptiva se utiliz6 el software
Microsoft Excel (2016).

Sintesis y purificacién de nanoparticulas

Sintesis de nanoparticulas de PLGA

La sintesis de las PLGA NP se llevo a cabo mediante el método de
nanoprecipitacion, siguiendo el protocolo descrito por Fessi et al. (1992) modificado. Se
utilizo el reactivo Resomer ® 502 acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) (Sigma Aldrich).
El proceso consistio en preparar una solucion de PLGA en acetona (Sigma Aldrich),
para lo cual se afiadié 100 mg de polimero en 10 ml de acetona pura a una temperatura
30° y se dej6 en agitacion durante 2 horas. Luego, la solucion de PLGA-acetona se

afadio por goteo a una solucion de agua y PEG (Sigma Aldrich) al 0,001%. El PEG se
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preparé a partir de una solucién madre de 0,01% en agua y se dejo agitar a altas
revoluciones por 10 minutos.

La caracterizacion de las PLGA NP se llevé a cabo en microscopio electrénico de
barrido de emision de campo (FEG-SEM, por sus siglas en inglés) marca Tescan
modelo MIRA 3. Previo a la observacion, 5 uL de PLGA NP fueron colocados sobre
obleas de silicio y secadas con flujo de aire continuo por 3 horas en una campana
extractora de gases (ESCO EFB-4A2). A continuacidn, las muestras fueron cubiertas
con una capa de aproximadamente 20 nm de oro usando un evaporador marca Quorum

modelo Q150R ES y observadas con el detector de electrones secundarios a 10kV.

Eliminacion del solvente de sintesis de las PLGA NP

Para la eliminacion del solvente de sintesis de las PLGA NP (acetona) por
destilacion al vacio, se utilizé el rotavapor BUCHI R-210. La temperatura del bafio Maria
del rotavapor no excedio los 30°C, ya que esta fue la temperatura de sintesis de las NP.
Se ajustd la presion a 35 mmHg, debido a que era la mas baja posible. Posteriormente,
las muestras fueron congeladas con nitrégeno liquido y liofilizadas (ILSHINE Biobase)

por 48 horas seguidas.

Preparacion de inéculo

Las PLGA NP liofilizadas fueron disueltas en el volumen de buffer PBS pH 7.4
autoclavado (Tuttnauer 2540EKA) necesario para obtener soluciones con una
concentracion peso / volumen acorde con la dosis que sera aplicada. Luego, las
soluciones fueron homogenizadas utilizando el vértex Fisher Scientific.
En base a la bibliografia consultada y a los resultados obtenidos en el primer ensayo

(223 mg / kg), se realizaron pruebas con dosis de 100, 400, 600 y 800 mg / kg. Las
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dosis de 600 y 800 mg / kg tuvieron que ser filtradas a través de una membrana estéril
con un tamafo de poro de 0,45 um (EMD Millipore) debido a la aglomeracion de las NP.

Administracion de las dosis de PLGA NP en ratones

Unidades experimentales

Se utilizaron un total de 61 ratones Balb / ¢ (31 machos, 30 hembras) que
pertenecian al Bioterio del Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la Universidad de
las Fuerzas Armadas ESPE, las cuales tenian una edad de 10 semanas y un peso
promedio de 33, 38 gramos (Tabla 5).

Tabla 5.

Grupo de Dosis para la Determinacion DL50 oral de PLGA NP

Numero <
Grupo Ph}%’?‘kgp Sexo _de X ?ﬁilc'?(gso
animales

1 223 Hembras 5 31,40
223 Machos 5 36,20
5 100 Hembras 5 31,60
100 Machos 5 38,14
3 400 Hembras 5 30,32
400 Machos 5 37,84
4 600 Hembras 5 28,98
600 Machos 5 35,48
800 Hembras 5 28,88
> 800 Machos 5 35,00
Total 50 33,384

En primer ensayo se administré una dosis de 223 mg /kg de PLGA NP a 10
ratones, mitad machos y mitad hembras, ademas de 2 ratones en los que no se
administraron NP, los cuales sirvieron como control negativo. La dosis inicial se
determind en base a bibliografia y la administracion fue oral. Posteriormente tomando

en cuenta la dosis del ensayo inicial, se realizaron cuatro ensayos, uno con una dosis
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menor (100 mg / kg) y tres con dosis mayores (400, 600 y 800 mg / kg), de igual
manera, cada dosis fue administrada en grupos de 10 ratones mitad machos y mitad
hembras y se cont6 con 5 ratones hembra y 4 ratones macho como controles negativos.
Caracteristicas del PLGA

Para el estudio se utiliz6 el reactivo Resomer ® 502 acido poli(lactico-co-glicélico)
(PLGA), cuyas especificaciones se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6.

Informacion del PLGA

Caracteristica Especificacion

Resomer® RG 502 H,

Nombre

Poly(D,L-lactide-co-glycolide)
Formula [C3H402]x[C2H202]y
Numero CAS 719889
Empresa SIGMA-ALDRICH
Lote BCCB0256

Dosis

Para el estudio se prepararon soluciones de PLGA disueltos en buffer PBS pH
de 7,4 autoclavado y cada una fue sometida a vértex por varios minutos antes de cada
administraciéon. Previo a la preparacion de las dosis, los animales fueron pesados y se
obtuvo el peso promedio general de machos y hembras de cada grupo. Las dosis
fueron ajustadas a un volumen de 1 ml, para esto se realiz6 una disolucién de las

soluciones madre, como se explica en la Tabla 7.
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Tabla 7

Dosis de PLGA NP administradas en los animales

PLGANP  deloe . PpLGANp Concentracion Volumen
Grupo Sexo (Mg / kg) ratones (M) de la Solucion 1 ml (mg/
(kg) madre (mg/ml) ml)
1 Hembras 223 0,031 7,002 8,500 0,824
Machos 223 0,036 8,073 8,500 0,950
2 Hembras 100 0,032 3,160 4,000 0,790
Machos 100 0,038 3,814 4,000 0,954
3 Hembras 400 0,030 12,128 16,000 0,758
Machos 400 0,038 15,136 16,000 0,946
4 Hembras 600 0,029 17,388 22,000 0,790
Machos 600 0,035 21,288 22,000 0,968
Hembras 800 0,029 23,104 28,000 0,825
> Machos 800 0,035 28,000 28,000 1,000
Inoculacién

Para el manejo de los animales de experimentacion para la determinacion de la
DL50 se siguieron los protocolos establecidos en la por el método 420 de la
Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD) para el manejo,
aplicacion y el uso ético de animales (OECD, 2001).

Los animales fueron identificados siguiendo los codigos de perforacién de oido
(Stewart & Schroeder, 2019) y se registré el peso de cada uno. El volumen administrado
fue de 1 ml; y se us6 una sonda orogastrica. Primero se procedi6 a inmovilizar al animal
y luego se introdujo la sonda lenta y suavemente, aqui el ratbn comienza a tragar y la
sonda se inserta dentro del esofago (Fuentes et al., 2008). Los animales del Grupo 1
fueron observados durante 7 dias y los animales de los demas grupos durante 14 dias

luego de la administracion, se registré su peso, su comportamiento y mortalidad.
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La experimentacion con animales fue realizada en el Bioterio del Laboratorio de
Inmunologia y Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, y se conto
con la guia del Doctor Rachid Seqqat, docente investigador del Departamento de
Ciencias de la Vida y la Agricultura y del CENCINAT.

Sacrificio de los animales y necropsias
El dltimo dia se registrd el peso de los animales y luego fueron sacrificados por
dislocacién cervical manual. Luego del sacrificio, se evalué la presencia de alteraciones

a nivel macroscaopico.
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Capitulo IV
Resultados y Discusion
Resultados
Caracterizacion de PLGA NP
La caracterizacion de las PLGA NP sintetizadas por el método de Fessi et al.
(1992) modificado, se llevé a cabo mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM),

las imagenes obtenidas se muestran en la Figura 4.

Figura 4.

Caracterizacion de PLGA NP mediante SEM

Nota: La magnitud de las imagenes fue de 66,7 kx a 10 kv. Se midi6 el diametro de 534

particulas en el software Image J2, encontrandose que el tamafio promedio es de

149,36nm con una desviacion estandar de 56,32 (Rueden et al., 2017).
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Sintomatologia y toxicidad

La dosis aplicada inicialmente a un grupo de 10 ratones Balb / ¢ sanos fue de 223
mg /kg, al final de este ensayo los ratones machos presentaron diversos sintomas que
incluyen, el debilitamiento fisico y cambios de comportamiento. Un ratén de este grupo
muri6 en el dia 5. Las hembras no mostraron ningiin cambio ni signo de toxicidad. En el
momento de las necropsias no se observaron cambios morfolégicos macroscopicos en
el higado, corazén, rifion y pulmén.

Los Grupos 2, 3, 4 y 5 no mostraron cambios de comportamiento luego de la
administracion. En estos grupos el periodo de observacién fue de 14 dias, en los cuales
no se observé ningln cambio, a diferencia del experimento anterior. Todos los ratones
sobrevivieron hasta el final del experimento, sin presentar signos de toxicidad.

Analisis estadistico del peso corporal de los animales antes y después del
experimento

El peso corporal de los animales fue tomado antes de la administracion de las
PLGA NP y diariamente durante el periodo de observaciéon. En la Tabla 8 se muestra el
resumen del peso corporal de cada grupo de estudio y de los grupos de control.

Tabla 8

Resumen del peso corporal inicial y final de los animales

PLGA NP Namerode Xdel peso X del peso

Grupo SeXo gkg) animales inicial (g) final (g)
L Hembras 223 5 31,40 30,66
Machos 223 5 36,20 37,05
Control Machos 0 2 32,85 32,98
2 Hembras 100 5 31,60 31,38
Machos 100 5 38,14 36,40
3 Hembras 400 5 30,32 29,34*
Machos 400 5 37,84 38,16
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PLGANP Namerode Xdel peso X del peso

Grupo Sexo (mg/kqg) animales inicial (g) final (g)
4 Hembras 600 5 28,98 29,30
Machos 600 5 35,48 36,12
5 Hembras 800 5 28,88 29,86
Machos 800 5 35,00 35,30
Hembras 0 5 29,90 31,06
Control
Machos 0 4 32,625 33,775

Nota: El (*) indica el grupo en el que se encontré una diferencia significativa (p < 0,05)

entre la media del peso inicial y final, Microsoft Excel (2016).

Las medias del peso corporal inicial y final se compararon mediante la prueba t-
Student con un 95% de confianza y se demostré que existe una diferencia significativa
(p<0,05) unicamente en las hembras del Grupo 3 en las que se administré 400 mg / kg
(p= 2.3459x107°).

Los resultados se analizaron mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis
para determinar las diferencias entre grupos. Primero, se compard el peso de cada
grupo con el grupo control, se encontrd que el porcentaje de ganancia de peso varioé
significativamente (p < 0,05) Unicamente en los siguientes casos: hembras tratadas con
400 mg / kg (p = 0,0010), machos tratados con 100 mg / kg (p = 0,0047) (Figura 5). Los
andlisis estadisticos fueron realizados con ayuda del software GraphPad Prism version

de software 8.0. (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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Andlisis del porcentaje de ganancia de peso corporal de los animales durante el periodo

observacion
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Nota: La linea de color rojo indica los grupos que mostraron una variacion significativa

(p < 0,05) con el grupo de control. Los andlisis estadisticos y los esquemas fueron
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elaborados con ayuda del software GraphPad Prism version de software 8.0. (GraphPad

Software, La Jolla, CA, USA).
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Posteriormente, se compararon los pesos de machos y hembras de cada uno de
los grupos, el andlisis mostré que el porcentaje de ganancia de peso varié
significativamente (p < 0,05) entre los machos y hembras tratados con las dosis de 100,
400, 600 y 800 mg / kg (p = 0.0303, 0.0003, 0.0041, 0.0380, respectivamente). El Unico
grupo en el gue no se encontré una diferencia entre los resultados de cada sexo fue el
Grupo 1 tratado con la dosis de 223 mg / kg (p = 0,1863). Las pruebas Kruskal-Wallis se
realizaron con el software GraphPad Prism version de software 8.0. (GraphPad

Software, La Jolla, CA, USA).

Se aplicaron las pruebas Shapiro-Wilk y Kolmogorov—Smirnov para determinar si
los datos seguian una distribucion normal. Una vez verificada la normalidad, se realizé
un analisis de varianza (ANOVA) de tres vias con un disefio de bloques completo al
azar, con el propésito de verificar si la influencia de los factores (dosis, sexo y tiempo)
sobre la variable de respuesta (porcentaje de ganancia de peso) es estadisticamente
significativa. El nivel de confianza considerado para este trabajo fue del 95 %. Se
encontré que el factor tiempo influye estadisticamente en la variable de respuesta (p <
0,05) en todos los grupos excepto en el Grupo 3 en el que se administré la dosis de 400
mg / kg. Por su parte, el factor dosis tuvo una influencia estadisticamente significativa
(p < 0,05) en todos los grupos, exceptuando el Grupo 1 que corresponde a una dosis de
223 mg / kg. El analisis mostr6 que el factor sexo y la interaccion dosis-sexo tuvieron
una influencia significativa en la variable de respuesta (p < 0,05) Unicamente para el
Grupo 3 (400 mg / kg). Estos andlisis estadisticos se realizaron utilizando GraphPad

Prism version de software 8.0. (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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Necropsias
Se examin6 meticulosamente la forma y la apariencia de los 6rganos, y se
analizaron las cavidades en busca de alteraciones. Se observd que la administracion
oral de PLGA NP no produjo un cambio en la forma de los 6rganos internos, ya que
mantenian sus caracteristicas propias. En la Tabla 9 se detalla el peso promedio de los
organos.

Tabla 9

Resumen del peso de los 6rganos de ratones tratados con PLGA NP por via oral.

X del peso (g)

G PLGA NP
rupo Sexo . )
(mg /kg) Rifiones Control Higado  Control
1 Hembras 223 0,346 0,447 1,795 1,616
Machos 223 0,478 0,447 1,391 1,616
5 Hembras 100 0,345 0,315 1,800 1,775
Machos 100 0,525 0,508 2,050 1,975
3 Hembras 400 0,330 0,315 1,330 1,775
Machos 400 0,500 0,508 2,050 1,975
4 Hembras 600 0,320 0,315 1,300 1,775
Machos 600 0,565 0,330 2,020 1,975
Hembras 800 0,295 0,315 1,485 1,775
S Machos 800 0,515 0,508 2,055 1,975

El peso promedio de los 6rganos de cada grupo se comparo con el grupo de
control mediante la prueba estadistica t-Student con un 95% de confianza. Se encontré
una diferencia significativa (p < 0,05) entre la media del peso de los rifiones del Grupo 1
(223 mg / kg) y su grupo de control (p = 0. 00467839).

Mortalidad Post inoculacion
Los resultados de mortalidad por la administracion de una dosis Unica de PLGA

NP mediante via oral se presentan en la Tabla 10.



Tabla 10

Mortalidad de los ratones tratados con una dosis Unica de PLGA NP por via oral

PLGA NP Numero NUumero de NUumero de
Grupo Sexo de .
(mg/kQg) , muertos Vivos
animales
1 223 Hembras 5 0 5
223 Machos 5 1 4
5 100 Hembras 5 0 5
100 Machos 5 0 5
3 400 Hembras 5 0 5
400 Machos 5 0 5
4 600 Hembras 5 0 5
600 Machos 5 0 5
5 800 Hembras 5 0 5
800 Machos 5 0 5
Hembras 5 0 5
Control
0 Machos 6 0 6
Total 61 1 60
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En la Figura 6 se observa la elevada tasa de supervivencia de los ratones Balb/c

tratados por via oral con PLGA NP en un rango de dosis entre 100 y 800 mg / kg.
Mediante las pruebas de prueba de Mantel-Cox y Logrank Test se encontré que no
existe una diferencia significativa entre los grupos tratados y el grupo de control, asi

como tampoco se encontré la influencia del sexo de los animales en la tasa de

sobrevivencia (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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Figura 6

Curva de supervivencia de ratones Balb / ¢ tratados con distintas dosis de PLGA NP
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Nota: Esquema elaborado en el software GraphPad Prism versién de software 8.0.

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

Determinacion de la DL50 de las PLGA NP
Con los resultados obtenidos no fue posible calcular la DL50, ni por el método Bliss, ni

por ningun otro método estadistico, esto debido a que no se estableci6 el limite de respuesta
de 100 % de mortalidad.
Discusion

Actualmente el PLGA es ampliamente usado en aplicaciones de administracion de
farmacos (Jain, 2000a; Panyam & Labhasetwar, 2003). Por esta razon, este estudio se
centrd en evaluar la toxicidad de las PLGA NP in vivo. Esto, debido a que todavia existe
mucha controversia con respecto a los posibles efectos adversos de la administracion oral

de estos compuestos, por lo que se necesitan estudios que verifiquen la seguridad de estos
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materiales (LU et al., 2009). Adicionalmente, el desarrollo de sistemas de NP requiere una

comprension profunda de la respuesta biol6gica después de la exposicion.

Acorde con Semete et al. (2010) la administracién por via oral de una dosis de 160
mg / kg de PLGA NP en ratones Balb / ¢ ( 20-25 g de peso corporal) con el fin de
compararlas con NP industriales, no provocé signos de toxicidad en el rifion, higado,
cerebro y corazon. De igual manera, en el estudio de Paul et al. (2013), se administraron
dosis de 50, 75y 100 mg / kg de PLGA NP cargadas con chelidonine, y se encontré que
ninguna de estas dosis causo efectos toxicos en ratones albinos suizos (20-25 g de peso
corporal). Por esta razén, la dosis administrada inicialmente a un grupo de 10 ratones Balb /
¢ sanos fue de 223 mg / kg, que corresponde a una dosis mayor a las mencionadas
anteriormente, esto con el fin de observar los resultados y en base a ello seleccionar otras

dosis.

Al finalizar el periodo de observacién de este grupo, se encontrd que los machos
presentaron debilitamiento fisico y cambios de comportamiento, ademas en el quinto dia de
observacion se registré la muerte de un individuo de este grupo. Segun (Navarro et al., 2012)
las variaciones del comportamiento y apariencia normal de los animales pueden indicar una
condicion tipica relacionada con enfermedad o dafio, aunque cuando es asi, estos signos

suelen ir acompafiados de pérdida de peso corporal.

Para determinar si existid 0 no una pérdida de peso, se realiz6é un analisis estadistico,
el cual mostré que no existié una diferencia significativa (95 % de confianza) entre el peso
inicial y final de los animales de este grupo y del mismo modo, la prueba Kruskal-Wallis
tampoco mostré una variacion significativa entre el porcentaje de ganancia de peso de los
machos de este grupo en comparacion con el grupo de control. Por otra parte, Fuentes et al.

(2008), menciona que estas alteraciones pudieron ser causadas por otras variables como:



51
cambios de temperatura, iluminacion, ruido, dieta o composicion del aire. Sin embargo, se
descarto estas posibles causas debido a que el grupo de control no mostré cambio alguno.
En las necropsias no se observaron cambios morfolégicos macroscoépicos ni alteraciones en
el peso del higado y los rifiones, sin embargo, al comparar las medias del peso de los
rifones de los machos de este grupo y el grupo control, se encontré que son

significativamente diferentes (95% de confianza).

Debido a estos resultados, para los siguientes ensayos se selecciond una dosis
menor a la inicial (100 mg / kg) y tres dosis mayores (400, 600 y 800 mg / kg). En estos
grupos la administracion de PLGA NP no provoco ninguna alteracién o signo de toxicidad en
los individuos de estudio, y tampoco se registré ninguna muerte. El andlisis estadistico del
peso corporal mostré que existié una diferencia significativa entre el peso inicial y final, de

todos los grupos, con una sola excepcién (hembras tratadas con 400 mg / kg).

De igual manera, también se encontré diferencias significativas en varios grupos
luego de la comparacién entre el peso de los individuos de los grupos de estudio con los del
grupo control (Figura 5). Esta variacion pudo ser causa de los efectos que cualquier
sustancia administrada puede ejercer en un organismo, dependiendo de las vias de
metabolizacién y la tasa de distribucion de dicha sustancia (Navarro et al., 2012), variables
gue no se consideraron en el presente estudio. Las necropsias de los animales de
experimentacién no mostraron ningln cambio en la forma y tamafio de los 6rganos internos,
asi como el peso de los riflones e higado tampoco tuvieron una diferencia significativa con el

peso de los 6rganos del grupo de control.

La influencia del sexo en el porcentaje de ganancia de peso corporal de los animales
se verificO mediante la prueba no paramétrica Kruskal-Wallis, en este caso el Gnico grupo en

el que no se encontrd una diferencia significativa correspondia a la dosis de 223 mg / kg.
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Esta influencia se debe basicamente al efecto de las hormonas sexuales sobre la regulaciéon

del peso corporal (Shi & Clegg, 2009).

Con los resultados obtenidos en este estudio (Tabla 10), el célculo de la DL50 fue
imposible, ya que Bliss (1935) menciona que para el calculo de este parametro es
imprescindible conocer una dosis que provoque el 100 % de supervivencia (100 mg / kg) y
conocer la dosis que provoque el 100 % de mortalidad, misma que en este estudio no se
pudo estimar. No se aumenté la dosis de PLGA NP en otro grupo de ratones debido a que
resulta indtil aplicar dosis extremadamente altas, si éstas no tendran una aplicacion como tal
en la encapsulacién de farmacos, como lo demuestra el estudio publicado por Sarti et al.
(2011), en el que se administro por via oral 100 pl de solucion de PLGA NP cargadas con
ovoalbumina (OVA) e el inmunoestimulante monofosforil lipido A (MPLA) al 1 % (p/v) en
ratones Balb / ¢ (dosis que corresponde aproximadamente a 40 mg / kg) los cuales no

mostraron ningun signo de toxicidad.

De igual manera los estudios realizados por Gajendiran et al. (2013), (2014); Mittal et
al. (2007); y Yin et al. (2007); en los que se utilizaron ratones como modelo animal para la
administracion por via oral de dosis aproximadas de 136, 98 mg/ kg, 12mg/ kg, 5mg/kgy
1 mg / kg de PLGA NP, respectivamente. Pero, cabe destacar que estas dosis de PLGA
solo, no son exactas, ya que los datos mostrados en los articulos corresponden a todo el
sistema de suministro de farmacos y esto incluye las PLGA NP, el farmaco de estudio y los

adyuvantes.

Otros estudios, como la investigacion de Guo et al. (2015), en la cual se estudio la
toxicidad de NP de PEG-poly L-lysine (PLL)- PLGA (PEG-PLL-PLGA) administradas por via
intravenosa cargadas con el farmaco daunorubicin, muestra que la DL50 de sus NP fue de

464.4 mg / kg. En dicha investigacion el calculo de la DL50, fue posible debido a que se la
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administracion se realiz6 por via intravenosa, en este caso se evita el metabolismo de primer
paso, por lo que una mayor cantidad de PLGA NP pueden llegar directamente al torrente
sanguineo. Ademas, las PLGA NP estaban cargadas con un farmaco que posee cierto

grado de toxicidad por si mismo.

En el presente estudio se demostré que las PLGA NP sintetizadas por el método de
nanoprecipitacion siguiendo el protocolo descrito por Fessi et al. (1992) modificado, no
muestran ningun efecto tdéxico en un rango de dosis de 100 a 800 mg / kg. En adicién, se
demostré que la composicion quimica del compuesto Resomer ® 502 acido poli(lactico-co-
glicélico) (PLGA) y los reactivos que intervinieron en la sintesis de NP, no contribuyeron a la
toxicidad, lo que significa que el proceso de purificacién por destilacion al vacid y liofilizacion
fue exitoso, ya que no se detectd la existencia de trazas de acetona en el inéculo. Este tipo
de destilacion fue muy util, debido a que nos permitié usar temperaturas mas bajas, por lo

tanto, las PLGA NP al ser térmicamente sensibles se pudieron procesar facilmente.

A pesar de esto, se presentaron ciertas dificultades durante la preparacion del
in6culo, puesto que luego del proceso de liofilizacion, las PLGA NP presentaban
aglomeraciones. Segun Ramos (2017), este problema puede estar relacionado con ciertas
variables como la morfometria de la particula, la humedad residual y la osmolaridad; y puede
ser evitado modificando la concentracion de PEG de las NP, ya que este compuesto sirve a

la vez como lioprotector.

Debido a la aglomeracion de las PLGA NP, los in6culos para las dosis de 600 y 800
mg / kg tuvieron que ser filtrados y esto pudo provocar la pérdida de un porcentaje de PLGA
NP de estas soluciones. El proceso de filtracion, es necesario para que el indculo sea una
mezcla homogénea, Gued;j et al. (2015) menciona que inéculo fue filtrado con una

membrana estéril de tamafio de poro de 0,45 um, y por tal razén las dosis administradas que
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se reportan en el estudio (entre 20 y 1000 pg por ratdbn) toman en cuenta Unicamente la
concentracion de farmaco, mas no la concentracion de PLGA. Danhier et al. (2009) también
report6 que las suspensiones de PLGA NP cargadas con paclitaxel, tuvieron que ser filtradas
con membranas de poros de 1,2 pm, por lo que la concentracion final del farmaco
administrada tuvo que ser determinada por HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia). De
manera similar, Duan et al. (2006) menciona que las diferentes dosis de PLGA NP cargadas
con mitoxantrone contienen entre 20 y 50 ug de farmaco, determinada por HPLC y una

cantidad 3 mg polimero estimada a partir del porcentaje de encapsulacién del farmaco.

Esto demuestra que estudios de PLGA NP en sistemas de administracion de
farmacos por via intravenosa, reportan la concentracion de farmaco administrada, pero se
desconoce la concentracion de PLGA exacta y solo se puede calcular un estimado de la
misma. La determinacién de la concentracion exacta de PLGA en el filtrado, se podria
realizar mediante técnicas como la espectroscopia UV-visible (Castellanos et al., 2018), esto

puede ser tomado en cuenta para estudios posteriores.

La baja toxicidad de las PLGA NP y la razon por la que se consideran
biodegradables, se debe a que experimentan la hidrélisis de sus enlaces éster en presencia
de agua y sufren una degradacion enzimatica, para asi producir los monémeros originales,
acido lactico y acido glicélico, que son subproductos de varias vias metabdlicas en el cuerpo
en condiciones fisiol6gicas normales, mismos que pueden ser metabolizados y finalmente
son eliminados del cuerpo por el ciclo de Krebs (Burch & Wood, 1991; LU et al., 2009). Estos
productos de biodegradacion del PLGA se forman a una velocidad muy lenta y, por lo tanto,
no afectan la funcion celular normal (Semete et al., 2010). La tasa de degradacién de los
polimeros PLGA esta relacionada con la proporcion de monémeros utilizados en la

produccion; el polimero que contiene una proporcion de 50:50 de acidos lactico y glicélico,
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como el usado en este trabajo, se hidroliza mucho mas rapido que los que contienen
proporciones mas altas de cualquiera de los dos monémeros (Jain, 2000b; Kitchell & Wise,
1985). Por tanto, existe una toxicidad sistémica minima asociada con el uso de PLGA para la

administracion de farmacos o aplicaciones de biomateriales (Lu et al., 2009).

Si bien las necropsias realizadas no mostraron ninglin cambio morfolégico en los
tejidos evaluados, lo que demuestra que las PLGA NP no causaron efectos toxicos en las
células, para garantizarlo hacen falta estudios histoldgicos. Se debe tomar en cuenta que,
segun Semete et al. (2010) la administracion oral de PLGA NP con una capa de moléculas
hidrofilicas de polietilenglicol (PLGA-PEG) minimizan la opsonizacién de las particulas,
aumentando asi el tiempo de circulacién en la sangre con el eventual efecto de minimizar la

cantidad de particulas que llegan al higado.

Hasta el momento, se han utilizado diversos tensioactivos hidrofilicos para minimizar
la opsonizacion. Los poloxameros, las poloxaminas y otros polimeros como el quitosano
también pueden usarse para este propésito. Esto, a su vez, minimizara el metabolismo de

primer paso de los farmacos encapsulados (Storm et al., 1995).

Aunque en este estudio no se encontré evidencia que sustente algun efecto toxico
PLGA NP cuando se administran por via oral en las dosis de hasta 800 mg / kg en ratones
Balb / c. Es necesario realizar mas estudios con otros sistemas de suministro de farmacos
poliméricos a nanoescala, para evaluar su seguridad. Con este enfoque, la administracion de
medicamentos que tienen poca permeabilidad y solubilidad se puede mejorar en gran
medida con sistemas de administracion de medicamentos seguros y efectivos (LU et al.,

2009).
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Capitulo V

Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Las PLGA NP fueron sintetizadas por el método de nanoprecipitacién, siguiendo el
método de Fessi et al. (1992) maodificado.

El solvente de sintesis de las PLGA NP, acetona pura, se elimin6 totalmente
mediante la destilacién al vacio de las soluciones de PLGA NP, y la posterior
liofilizacion del producto de dicha destilacion durante 48 horas seguidas.

No fue posible determinar la DL50 de las PLGA NP mediante el Método Bliss, debido
a gue las dosis administradas: 100, 223, 400, 600 y 800 mg / kg, no lograron el limite
de respuesta de 100 % de mortalidad.

No se encontré evidencia de que el sexo influyd en su respuesta de los animales ante
la administracion oral de diferentes dosis de PLGA NP, esto debido a la alta tasa de

supervivencia de los animales.

Recomendaciones

Debido a las complicaciones encontradas para disolver las PLGA NP liofilizadas, en
buffer PBS, se debe probar otras soluciones que puedan ser usadas en reemplazo de
este buffer. También se recomienda estudiar si es posible administrar directamente la
solucion de PLGA NP en agua destilada, producto de la destilacion al vacio.

La concentracién de PEG y su rol como agente protector frente a la liofilizacion, debe
ser estudiada con mas profundidad, para asi evitar la aglomeracion de las PLGA NP
luego de este proceso.

Es conveniente probar si es posible determinar la concentracion de PLGA NP de una

solucion filtrada mediante espectrofotometria UV-visible o mediante otra técnica.
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e El célculo de la DL50 por via intravenosa, también puede ser motivo de estudio. Esta
forma de administracién permite que una mayor cantidad de la sustancia
administrada llegue directamente al torrente sanguineo, eliminando la posibilidad de

metabolismo de primer paso.
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