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Resumen

Las Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD) afectan a mas de mil millones
de personas, principalmente en areas empobrecidas, causando cerca de 200.000
muertes y generando consecuencias socioecondmicas significativas. A pesar de ello, no
han recibido espacio suficiente en agendas y presupuestos publicos y privados. Las
leishmaniasis, ETD distribuidas mundialmente, son provocadas por 22 especies de
Leishmania, que tienen a mas de 70 animales como reservorio, y son transmitidas por
la picadura de mas de 90 flebétomos. Se manifiestan en tres formas principales:
leishmaniasis cutanea, visceral y mucocutanea, todas tratadas con farmacos de limitada
efectividad, que ademas producen multiples efectos adversos, algunos de ellos graves.
El reposicionamiento de farmacos es un enfoque mas eficiente, en términos de recursos
y tiempo, que el desarrollo de nuevas moléculas para tratar ETD; mas aun si esta
acoplado a la nanomedicina, la cual puede incrementar la efectividad y seguridad de los
medicamentos. En este trabajo mostramos como la nanoencapsulacion del farmaco
reposicionado delamanid, en nanoparticulas sélido lipidicas (SLNP), incrementa su
actividad leishmanicida. En primera instancia, se seleccioné un grupo de substancias
mediante le revisidn de bases de datos, articulos y estudios in silico. Estudios in vitro
con promastigotes permitieron elegir al delamanid como el de mayor potencial. En base
a sus caracteristicas fisicoquimicas se desarroll6 una formulacién para SLNP y un
proceso de sintesis, disenado para que sea eficientemente aplicado con minimo
equipamiento. La efectividad de las SLNP se demostré en estudios in vitro, in cellulo e
in vivo. El efecto del farmaco en la morfologia y division del parasito sugieren al menos
tres dianas moleculares que deberan ser estudiadas para comprender su mecanismo
de accion. Pero, ademas, el nanosistema de entrega de farmacos desarrollado tiene el
potencial de encapsular farmacos para el tratamiento de otras ETD, infecciones
intracelulares, cancer y otras afecciones. El proceso de sintesis esta disefiado para que
sea de facil aplicacion, potencialmente en todos los niveles de atencion de la salud,

contribuyendo a incrementar la accesibilidad de la nanomedicina al paciente.
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Abstract

Neglected Tropical Diseases (NTD) affect over a billion people, primarily in
impoverished areas, causing approximately 200,000 deaths and leading to significant
socio-economic consequences. Despite this, they have not received adequate attention
in public and private agendas and budgets. Leishmaniases, globally distributed NTD, are
caused by 22 species of Leishmania, with over 70 animals serving as reservoirs, and are
transmitted through the bites of over 90 sandflies. They manifest in three main forms:
cutaneous, visceral, and mucocutaneous leishmaniases—all treated with drugs of limited
effectiveness, which also pose multiple and sometimes severe adverse effects. Drug
repositioning proves to be a more efficient approach, both in terms of resources and
time, than developing new molecules to address NTD, especially when coupled with
nanomedicine, which can enhance the efficacy and safety of medications. This study
demonstrates how the nanoencapsulation of the repositioned drug delamanid, using
solid lipid nanoparticles (SLNP), increases its leishmanicidal activity. Initially, a group of
substances was selected through the review of databases, articles, and in silico studies.
In vitro studies with promastigotes led to the selection of delamanid as the most
promising candidate. Based on its physicochemical characteristics, a formulation for
SLNP and a synthesis process were developed, designed for efficient application with
minimal equipment. The effectiveness of SLNP was demonstrated through in vitro, in
cellulo, and in vivo studies. The drug's impact on the morphology and division of the
parasite suggests at least three molecular targets that need further investigation to
comprehend its mechanism of action. The developed drug delivery nanosystem has the
potential to encapsulate drugs for treating other NTD, intracellular infections, cancer, and
various conditions. The synthesis process is designed for easy application, potentially in
all healthcare levels, contributing to increasing the accessibility of nanomedicine to

patients.
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1. Introduccion

La leishmaniasis es wuna enfermedad tropical desatendida que afecta
predominantemente a comunidades empobrecidas en zonas tropicales y subtropicales.
Factores como la pobreza, la desnutricién, el acceso limitado a la atenciéon médica y el
desplazamiento de la poblacion exacerban sus consecuencias [1,2]. La enfermedad,
causada por varias especies de Leishmania, se propaga a través de la picadura de
hembras de fleb6tomos infectados y puede manifestarse en una amplia gama de
sintomas, desde pequefias lesiones cutaneas persistentes hasta complicaciones

mortales.

La leishmaniasis es endémica en mas de 90 paises de las regiones tropicales y
subtropicales de Asia, Africa, América y el Mediterraneo. Pero los cambios en los
patrones de temperatura y precipitaciones debidos al cambio climatico estan influyendo
en el tamafo y la distribucion de las poblaciones de vectores y reservorios [3]. El
incremento de temperatura a nivel mundial esta redistribuyendo las enfermedades antes
exclusivamente tropicales, algunas desapareceran de algunas zonas y emergeran en
otras del hemisferio norte donde antes se veian solo en casos importados, la

enfermedades tropicales desatendidas se estan globalizando [4].

Se estima que cada afo surgen alrededor de 1 millon de nuevos casos de
leishmaniasis que generan consecuencias sanitarias, sociales y econdmicas
devastadoras para millones de personas; los desafios a los que se enfrentan se
intensifican por los cambios demograficos, que conducen a una mayor vulnerabilidad a
los altos costos de atencién médica. No deben dejarse de lado la pérdida de
productividad (bajo rendimiento, ausentismo laboral) [5], la discapacidad, el estigma [6]
y la discriminacién, originadas en la naturaleza de las lesiones. No obstante, la inversion
publica y privada no ha sido suficiente y adecuada para el desarrollo e implementacion

de medidas de prevencion y control [3].

Actualmente, el tratamiento de la leishmaniasis es un desafio principalmente en
comunidades empobrecidas con acceso limitado a la atencion médica regular. La
seleccién de leishmanicidas depende de la forma clinica, que a su vez esta influenciada
por la especie del parasito y su ubicacién geografica. La eficacia del tratamiento
seleccionado esta determinada en gran medida por la toxicidad y los efectos adversos

asociados, lo que afecta la aceptacion del paciente. Los medicamentos utilizados



pueden ser costosos, ineficaces y, en ocasiones, asociados con una toxicidad

significativa.

En las Américas, la Organizacién Panamericana de la Salud recomienda el uso
de antimoniales pentavalentes, como el antimoniato de meglumina, administrados una
vez al dia durante un maximo de 30 dias. Lamentablemente, los efectos adversos
asociados, incluidas mialgias y artralgias, a menudo conducen al incumplimiento y

contribuyen al desarrollo de cepas resistentes [7].

Lo anterior justifica la necesidad urgente de nuevas alternativas terapéuticas, sin
embargo, el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos puede llegar a costar
cientos o miles de millones de ddlares, tomar decenas de afos, con una tasa de éxito
baja: es un proceso de alto riesgo y alta inversion, y al ritmo actual, no ha logrado
satisfacer las necesidades de la sociedad [8]. El reposicionamiento de medicamentos
es una estrategia de investigacion que explora nuevas aplicaciones terapéuticas de
medicamentos aprobados, ofreciendo importantes ahorros de tiempo y costos en

comparacion con el desarrollo tradicional de compuestos completamente nuevos [9].

Algunas de las moléculas seleccionadas para reposicionamiento pueden tener
limitaciones en términos de solubilidad, biodisponibilidad, efectos adversos vy
dosificacion, los cuales podrian mitigarse mediante el desarrollo de sistemas de
nanoadministracion [10,11]. Las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNP) representan un
nanosistema de encapsulaciéon prometedor para la administracion de farmacos, que
ofrece numerosas ventajas: una mejor disolucion y biodisponibilidad de farmacos

hidrofdbicos y una liberacion sostenida para efectos terapéuticos prolongados.

Ademas, proporcionan estabilidad mejorada, biocompatibilidad, administracion
dirigida, toxicidad reducida, proteccion contra la degradacion enzimatica y la capacidad
de superar barreras biologicas, lo que los convierte en una plataforma versatil y
prometedora para aplicaciones farmacéuticas. Estos nanosistemas podrian exhibir la
capacidad de traducirse rapidamente en productos listos para el paciente, centrandose
en minimizar la heterogeneidad derivada de las variaciones en los procesos de

fabricacion [12].

Para abordar eficazmente las enfermedades tropicales desatendidas, es
esencial emplear métodos de fabricacion de medicamentos eficientes vy
econdmicamente viables; especificamente, en el contexto de la nanomedicina aplicada
al tratamiento de la leishmaniasis, el éxito del escalado de las SLNP del laboratorio a la
industria depende del disefio de formulaciones y procesos de sintesis que requieran

pocos recursos al tiempo que prioricen la responsabilidad ambiental [13-16].
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En coherencia con lo expresado anteriormente, esta investigacion estuvo
enmarcada en la vision de esta tesis doctoral: Desarrollar medicamentos seguros,
efectivos, accesibles y de facil manufactura a pequefia y gran escala para tratar
Leishmaniasis y otras enfermedades tropicales olvidadas, adoptando como estrategia

la busqueda de sinergias entre el reposicionamiento de farmacos y la Nanomedicina.

1.1 Enfermedades Tropicales Desatendidas

Se conoce como Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD) a un grupo
heterogéneo de 20 afecciones prevalecientes en areas tropicales y subtropicales, que
impactan a comunidades empobrecidas, principalmente a mujeres y nifios. Conllevan
consecuencias socioecondmicas, afectando a mas de mil millones de personas. Su
epidemiologia es muy compleja y vinculada a condiciones ambientales. Muchas son
transmitidas por vectores, tienen reservorios animales y sus agentes etioldgicos tienen

ciclos de vida complejos [17].

Ademas de ocasionar aproximadamente 200.000 muertes al afio y una pérdida
de 19 millones de afios de vida ajustados por discapacidad (disability-adjusted life year,
DALYs), que es la suma de los afios de vida perdidos y los afos vividos con
discapacidad, estas enfermedades conllevan costos sustanciales para las
comunidades. Estos, incluyen gastos directos en salud, la disminucion de la
productividad, y la reduccion de los niveles socioecondmicos y educativos. Varias tienen
otras consecuencias como discapacidad, estigmatizacién, exclusion social y
discriminacién, suponiendo una carga financiera considerable para los pacientes y sus
familias. A pesar de todo lo anterior, las ETD han recibido poca atencién y han estado

practicamente ausentes de la agenda de politicas de salud global [3].

1.1.1 Leishmaniasis.

Las leishmaniasis son un conjunto de enfermedades provocadas por varias
especies de protozoarios parasitos pertenecientes al género Leishmania. Son
transmitidos a los seres humanos mediante la picadura de un fleb6tomo hembra
infectado. Existen tres formas principales de la enfermedad: leishmaniasis cutanea (LC),
la mas comun, leishmaniasis visceral (LV), la mas grave, y leishmaniasis mucocutanea

(LM), la mas incapacitante. En la mayoria de los casos, las personas infectadas no



desarrollan sintomas a lo largo de su vida. Por ello, el término "leishmaniasis" se refiere
a la condicion clinica debida a una infeccién por Leishmania, no simplemente a estar
infectado con el parasito. Mas de mil millones de personas residen en zonas endémicas
de leishmaniasis y estan en riesgo; se estima que cada afio surgen alrededor de 30.000

nuevos casos de LV y mas de 1 millén de nuevos casos de LC [18][7].

1.1.1.1 Etiologia

El agente etiologico es un protozoo pertenece a la familia Trypanosomatidae,
género Leishmania, el cual comprende 22 especies patdogenas para el humano,
agrupadas en los subgéneros Leishmania y Viannia. Es endémica en el sur de Europa:
Grecia, ltalia, Portugal, Espafa y Turquia, donde se notifican alrededor de 700 casos
humanos autéctonos en promedio anual; Leishmania infantum se identifica como el
agente causal, siendo los perros domésticos los principales reservorios [19]. En las
Américas se han identificado 15 especies de Leishmania con tropismos visceral,

cutdnea y mucoso.

El parasito es digenético, es decir, durante su ciclo de vida se encuentra en dos
formas: como promastigote, de entre 20 um y 30 pym, extracelular y alargado, con un
flagelo que le permite la movilidad en el intestino de los insectos vectores; y, como
amastigote, de entre 2 um y 5 pym, redondeado e intracelular. Esta forma parasitaria
carece de flagelo y se multiplica en células del sistema mononuclear fagocitico,
principalmente en macréfagos. Ambas formas se dividen por fision binaria y, poseen

una mitocondria unica modificada, conocida como kinetoplasto.

1.1.1.2 Vectores

Los vectores son dipteros pequefios (< 5 mm) pertenecientes a la familia
Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. En las Américas, se reconocen cerca de 540
especies en tres geéneros, siendo las que pertenecen al género Lutzomyia las que
representan el mayor riesgo sanitario. Las hembras son hematoéfagas con actividad
principalmente crepuscular y nocturna. Estos vectores predominan en las regiones
tropicales y subtropicales, sus habitats varian desde la selva humeda hasta regiones

muy aridas.



La biologia de cada una de las diferentes especies es Unica y compleja, pero en
todos los casos las larvas son terrestres o crecen en residuos organicos, pero nunca
son acuaticas. A diferencia de los mosquitos, no tienen una etapa acuatica en su ciclo
de vida. Sin embargo, la humedad y la temperatura afectan su desarrollo, esto justifica
que se distribuyan en areas con temperaturas superiores a 15,6 °C, durante al menos
tres meses al afo. Esto corresponde a la mayor parte del mundo: desde la latitud 50° N
hasta la latitud 40° S, estando ausentes solo en Nueva Zelanda vy las islas del Pacifico
[20].

1.1.1.3 Reservorios del parasito

Los reservorios son animales vertebrados que mantienen al parasito en la
naturaleza, permiten que los vectores se infecten de ellos y perpetuan el ciclo de
transmision. Las leishmaniasis pueden ser zoondticas, cuando los huéspedes
reservorios son animales salvajes, comensales o0 animales domésticos, vy
antropozoondticas, cuando el huésped reservorio es el ser humano. Los animales
domésticos y salvajes infectados por Leishmania pueden o no presentar signos

evidentes de infeccion, algunos, como el perro, pueden morir de la infeccién [21].

En las Américas, donde se considera que las leishmaniasis son zoonosis, los
reservorios que se han identificado incluyen a los marsupiales, al 0oso perezoso, al oso
hormiguero, al zorro y a varios roedores; siendo el perro el reservorio doméstico mas

importante [22].

1.1.1.4 Ciclo de vida de la Leishmaniasis

A continuacién, se describe el ciclo de vida de la leishmaniasis tal como consta
en una publicacién de la OMS que contiene las opiniones conjuntas de un grupo
internacional de expertos: Operational manual on leishmaniasis vector control,

surveillance, monitoring and evaluation [23] de donde también se tom¢ la figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida de las leishmaniasis

1. Un vector infectado se alimenta de sangre de un humano u hospedador

reservorio (inocula promastigotes metaciclicos en la piel).

2. Los promastigotes son fagocitados por macréfagos (u otros tipos de células

fagociticas mononucleares).

3. Los promastigotes se transforman en amastigotes (la “d” indica que es una etapa

donde se puede diagnosticar la enfermedad).

4. Los amastigotes se multiplican en células de varios tejidos e infectan otras
células.

5. El vector se alimenta de sangre que contiene amastigotes.

6. Los amastigotes sobreviven dentro de la membrana peritréfica que se forma
alrededor de la sangre ingerida.



7. Los amastigotes se transforman por diferentes etapas de promastigotes en el

intestino del vector después de que la membrana peritrofica se descompone.

8. Los promastigotes atraviesan una serie de transformaciones y se multiplican en
el intestino del vector; luego, los promastigotes metaciclicos (fase infecciosa) se
desplazan hacia la parte anterior del intestino y la probdscide, listos para ser

regurgitados por el vector durante su proxima toma de sangre.

9. Dentro del hospedador reservorio, los promastigotes son fagocitados por

macrofagos (u otros tipos de células fagociticas mononucleares).
10. Los promastigotes se transforman en amastigotes.

11. Los amastigotes se multiplican en células de varios tejidos e infectan otras
células. Este proceso tarda de 7 a 14 dias en completarse, dependiendo de la

especie de Leishmania y de la mosca de arena.

1.1.1.5 Aspectos epidemiolégicos

La epidemiologia de la leishmaniasis depende de la especie del parasito, de las
caracteristicas de los lugares de transmision, de la exposicion y comportamiento de la
poblacién humana. La pobreza incrementa el riesgo de leishmaniasis: las deficiencias
en la vivienda, gestion de desechos, alcantarillado, etc., pueden aumentar los lugares
de cria de los vectores; el hacinamiento puede atraerlos; la formacién de barrios
marginales en zonas periurbanas, asi como la migracion forzada por factores
econdmicos pueden exponer a la poblacion. Ademas, las deficiencias nutricionales

aumentan la probabilidad de que las formas clinicas se manifiesten.

La distribucion irregular de los focos de transmision discretos se debe a
condiciones microecoldgicas que afectan al vector, al parasito y al reservorio; la tasa de
transmision guarda proporcion inversa con la distancia al foco de transmision, por la
limitada dispersion de los fleb6tomos. Los cambios, naturales o inducidos, en las

condiciones ecoepidemioldgicas, aumentan o reducen la incidencia de la enfermedad.

La deforestacion, la urbanizacion, la intrusion de areas agricolas acercan el ciclo
de transmision a la poblacion: la tasa de infeccién de las leishmaniasis zoonéticas suele
ser mas elevada en los margenes de los focos naturales. En algunos casos, sin

embargo, la destruccidn de habitats naturales puede reducir la transmision.
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Estas circunstancias hacen que la leishmaniasis sea sensible al clima: las lluvias,
la temperatura y la humedad, alteran la distribucion y el tamafio de las poblaciones de
vectores y reservorios. Ademas, pequefios cambios de temperatura pueden afectar el
ciclo de los promastigotes en los flebétomos, posibilitando la transmisién en zonas
previamente no endémicas. Por otra parte, la sequia, el hambre y las inundaciones
producen migraciones y desplazamientos poblacionales hacia zonas con transmisién de

la leishmaniasis [22].

1.1.1.6 Distribucion geografica

Las leishmaniasis estan en los cinco continentes y son endémicas en 98 paises
o territorios. Entre 1998 y el 2019 se registré una tendencia general de aumento en el

numero de casos nuevos de LC, y una marcada disminucién entre el 2019 y el 2020.

En el mundo, el 80% de la LV se concentra en Brasil, Etiopia, Eritrea, India, Kenia
y Sudan. Mas de 90% de los casos de LC ocurren en las Américas y el Mediterraneo
Oriental. Por otra parte, la LM ocurre principalmente en las Américas: Bolivia, Brasil y

Peru son los paises con los registros mas altos.

En las Américas se han registrado casos desde el sur de los Estados Unidos
hasta el norte de Argentina, con excepcion de Chile. En el periodo 2001-2020 se
registraron 1.067.759 casos de LC y LM, con un promedio anual de 53.387 y una
tendencia decreciente. Brasil, Colombia y Peru son los paises con mas casos. En el
mismo periodo se registraron 67.845 casos de LV, con un promedio anual de 3.392; el
96% se notificaron en Brasil, seguido por Paraguay, Colombia, Venezuela y Argentina.

Si bien la tendencia también es a la disminucion, el area geografica se incrementa [22].

En el Ecuador se ha reportado leishmaniasis en todo el territorio, excepto el
insular; la forma clinica mayoritaria es LC, no se han reportado hasta la fecha LV. En
2022 las provincias mas afectadas fueron Morona Santiago, Esmeraldas y Pichincha.
La tendencia, al igual que en otras regiones es que el numero de casos reportados
disminuyan [24]. La figura 2 resume en un esquema la informacion presentada hasta

este punto.
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Figura 2. Resumen esquematico de los principales aspectos de las Leishmaniasis

1.1.2 Manifestaciones clinicas de la leishmaniasis

1.1.2.1 Leishmaniasis visceral (LV)

Es la forma clinica mas grave, si no se diagnostica o trata adecuadamente puede
ocasionar la muerte. Cuando los parasitos y macréfagos infectados invaden higado,
bazo, médula ésea y ganglios linfaticos, infectan a los macréfagos locales causando
fiebre constante o irregular, esplenomegalia leve, hepatomegalia, linfadenopatias,
palidez mucocutanea causada por anemia grave, y pérdida de peso lenta y progresiva.
Sin embargo, la mayoria de infectados no presenta ninguno de estos signos y sintomas.
La LV afecta principalmente a nifios menores de 5 afios, puede asociarse con aspectos
nutricionales, pacientes con comorbilidades previas y a otras condiciones de

inmunosupresion, como infeccion por VIH y sida.

Los pacientes presentan plaquetopenia, infeccion de la médula ésea y secuestro
de plaquetas en el bazo. La anorexia es un sintoma frecuente. Las manifestaciones
menos frecuentes son la ictericia, el edema, alteraciones neurolégicas y ataxia
cerebelosa. La leucopenia, hipoalbuminemia, trombocitopenia e
hipergammaglobulinemia hace a los pacientes mas susceptibles a sangrados e

infecciones oportunistas, lo que puede agravar la enfermedad y causar la muerte.
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1.1.2.2 Leishmaniasis Mucocutanea (LM)

Surge como una metastasis, hematica o linfatica, de una lesion cutanea, raras
veces contigua o, por picadura directa. Frecuentemente aparece en los primeros 2 afios
después de haber cicatrizado la lesidén cutanea; en algunos pacientes se puede
presentar simultdneamente y, en otros, no hay evidencia de cicatrices previas, ni
historial de enfermedad. No se cura espontaneamente, provoca destrucciones y

mutilaciones graves, afectando la calidad de vida del paciente.

Inicialmente se afecta el tabique nasal con sensacion de obstruccion nasal,
prurito o dolor, presencia de costras, rinorrea o hemorragia. El eritema, el edema y la
infiltracion causan aumento de tamafo de la nariz, ocasionalmente hasta las mejillas.
Se puede llegar a perforar el cartilago del tabique nasal e incluso destruirse todas las
estructuras, causando una deformidad grave. El proceso puede extenderse al paladar y
laringe, la Uvula se hipertrofia y amputa. Algunos pacientes presentan disfonia, y luego
afonia, que compromete su capacidad para comunicarse. En los casos fatales, la

complicacién terminal suele ser neumonia por broncoaspiracion.

1.1.2.3 Leishmaniasis Cutanea (LC)

En su variante localizada, las lesiones pueden aparecer en cualquier parte del
cuerpo, pero generalmente la macula, dejada por la picadura del vector, evoluciona a
papula que se ulcera y luego forma una lesion redondeada en forma de crater u ovalada
tipica, o bien evolucionan como lesiones nodulares. En ocasiones, se forma una costra
bien adherida, que sangra con facilidad cuando se intenta desprenderla. Cuando se
desprende se observa la Ulcera tipica: superficie limpia, rosada, tejido granuloso, forma
redondeada, de bordes regulares y elevados, indolora y de base indurada. A veces, en
las ulceras se producen infecciones secundarias con infamacién local, dolor y, en
algunos casos, secrecion purulenta. Los parasitos invaden vasos y ganglios linfaticos,
con aparicion de nodulos y adenopatias regionales en su trayecto. La ulcera puede

curarse espontaneamente en semanas o meses, o, volverse cronica.

En su variante diseminada, las Ulceras granulomatosas de bordes elevados dan

lugar a varios cientos de lesiones papulares con apariencia de acné en diferentes zonas
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del cuerpo. Después de las lesiones primarias, el parasito se disemina por la sangre o

los vasos linfaticos, generando lesiones a distancia de las iniciales.

La variante difusa, rara pero grave, es una condicién anérgica, en la que, por
efecto directo del parasito o del sistema inmunitario, el hospedador no responde en
forma adecuada ante la infeccién. Presenta lesiones numerosas, de tipo nodular y en
forma de placas que la asemejan a la lepra, con gran contenido de parasitos. La
respuesta al tratamiento es transitoria, en muchos casos pueden causar deformidades

o mutilaciones.

Finalmente, la variante atipica, se ha descrito en Venezuela y Centroamérica, en
infecciones con Leishmania infantum, se trata de lesiones circunscritas en forma de

nodulos o placas, no ulceradas y crénicas [22] [21].

1.1.3 Farmacos recomendados para el tratamiento de la leishmaniasis

El tratamiento de la leishmaniasis sigue siendo un desafio y depende todavia de
compuestos con efectos secundarios toxicos. Se necesitan con urgencia nuevos
tratamientos para esta enfermedad. El hecho de que mas de 20 especies de parasitos
sean los causantes, hace muy dificil utilizar los mismos regimenes en todas las areas

geograficas [25].

La seleccion de la terapia farmacoldgica debe basarse en funcion de la forma
clinica de la enfermedad, la edad y condicién del paciente, la relacion riesgo-beneficio
del medicamento, su disponibilidad, el tipo de servicio de salud disponible para la
administracion y el seguimiento, entre otros factores. A continuacion, se describen

algunos de estos tratamientos.

1.1.3.1 Antimoniales pentavalentes

El antimoniato de meglumina y el estibogluconato de sodio son quimicamente
similares, su toxicidad y eficacia dependen del contenido de antimonio: la solucién de
antimoniato de meglumina contiene un 8,1% de Sb®", mientras que la de estibogluconato
de sodio contiene un 10%. Se administran por inyeccion intramuscular o intravenosa en
infusion (en 5—10 min) o inyeccidn lenta con aguja fina para evitar el riesgo de trombosis.
En los casos de leishmaniasis cutanea, el farmaco puede administrarse directamente

en las lesiones.
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Los efectos adversos mas comunes son: anorexia, vomitos, nauseas, dolor
abdominal, malestar, mialgias, artralgias, cefaleas, sabor metdlico y letargo. La
cardiotoxicidad y la muerte subita son efectos adversos graves, pero infrecuentes. La
elevaciéon de las enzimas pancreaticas, hepaticas, la leucopenia, la anemia y la
trombocitopenia también son frecuentes. Deben vigilarse la bioquimica sérica, el
hemograma y el electrocardiograma. Se cambiara de farmaco en caso de que
aparezcan efectos adversos graves: hepatotoxicidad o cardiotoxicidad. Debe
garantizarse la calidad de los antimoniales pentavalentes puesto que los medicamentos

de calidad subestandar pueden causar toxicidad grave y muerte.

1.1.3.2. Desoxicolato de amfotericina

La amfotericina B es un antibiético poliénico administrado por infusién que
genera frecuentemente reacciones como fiebre alta y escalofrios, asi como
tromboflebitis de la vena inyectada. La nefrotoxicidad también es comun, y lleva a la
interrupcién frecuente del tratamiento. Efectos toxicos infrecuentes, pero graves, son la
hipopotasemia y la miocarditis. Este tratamiento debe administrarse siempre en un

hospital para que el paciente pueda ser sometido a monitorizacién continua.

Se han utilizado también varias formulaciones lipidicas de amfotericina B, como
la liposomal, el complejo lipidico de anfotericina B o la dispersién coloidal de anfotericina
B, cuya eficacia es similar a la del desoxicolato de anfotericina B, pero con toxicidad
significativamente menor. Se administran por infusién intravenosa durante 2 horas
pudiendo producir fiebre, escalofrios y dolor de espalda. Se ha observado nefrotoxicidad
o trombocitopenia transitorias. La mayoria de los ensayos clinicos se han realizado con
una formulacion liposomal de referencia; deberia evaluarse la toxicidad, bioequivalencia

y eficacia de todas las demas formulaciones lipidicas antes de utilizarlas en la clinica.

1.1.3.3. Paramomicina

Es un antibidtico aminoglucésido que se administra por via intramuscular en
dosis de hasta 20 mg/kg. El efecto adverso mas frecuente es el dolor leve en el lugar de
la inyeccion, en un 2% de los casos hay ototoxicidad reversible, la nefrotoxicidad es rara;

se puede presentar hepatotoxicidad, manifestada por la elevacion de las enzimas
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hepaticas; también se han descrito casos de tetania. Esta disponible una formulacion

tépica para la leishmaniasis cutanea.

1.1.3.4. Isetionato de pentamidina

Se administra preferentemente en infusion, la via intramuscular es una
alternativa. Presenta efectos adversos graves: diabetes mellitus, hipoglucemia grave,

choque, miocarditis y nefrotoxicidad, por ello su uso esta muy limitado.

1.1.3.5. Miltefosina

Un analogo de los fosfolipidos, desarrollado inicialmente como antineoplasico,
es el unico tratamiento oral disponible; produce frecuentemente efectos colaterales
gastrointestinales tales como anorexia, nauseas, vomitos y diarrea, que suelen ser de
corta duracion. En ocasiones los efectos pueden ser graves y exigir la interrupcion del
tratamiento, se ha reportado alergia cutanea, elevacién de las transaminasas hepaticas
e insuficiencia renal. Es teratégena: no debe utilizarse en embarazadas ni en mujeres
en edad de procrear en las que no se pueda garantizar anticoncepcién adecuada
durante y hasta 3 meses después del tratamiento [21]. A pesar de lo anterior, en
comparacion con otras opciones, tiene un perfil de seguridad favorable. Sin embargo,

su uso se limita por la resistencia y eficacia variable contra diferentes parasitos [25].

La tabla 1 muestra las recomendaciones, para las Américas, de la Organizacion
Panamericana de la Salud, OPS [22], para tratar la leishmaniasis en adultos no
inmunodeprimidos; constan las vias de administracion, dosis y los esquemas. El color

verde representa una recomendacion “fuerte” y el naranja una “condicional”.
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Tipo Substancia Via Régimen
3 mg/kg/dia (hasta 20 mg/K
Anfotericina B liposomal Intravenosa ,g/ g/dia g/Ke)
7 dias
+5 ’
VISCERAL Antimoniales pentavalentes [Intravenosa 20 n'ig de Sb™/kg/dia
20 dias
1 mg/kg/dia (hasta 50 mg/dia
Anfotericina B desoxicolato |Intravenosa 4 ’g/ ( g/dia)
14-21 dias.
. . Intravenosa +5 B
Antimoniales pentavalentes 20 mg de Sb"/kg/dia +400 mg cada8h
L o Intramuscular )
+ Pentoxiflina 30dias
MUCOCUTANEA + Oral
Intravenosa > i
Antimoniales pentavalentes 20mg de Sb™/kg/dfa
o Intramuscular |30 dias
. . Subcutanea 3a5infiltraciones / sesidn
Antimoniales pentavalentes . . ,
(Intralesional) |Intervalo entre sesiones 3 a 7 dias
Paramomicina Topica Lvezal dia
P 20 dias
2,5 mg/kg/dia (hasta 150 mg / dia
CUTANEA Miltefosina Oral 8/ke/dia ( g/ dia)

28 dias

Isetionato de Pentamidina

Intramuscular

4-7mg/kg/dia
3dosiscada72h

Antimoniales pentavalentes

Intravenosa
o Intramuscular

20 mg de Sb+5/kg/d|'a
20 dias

Tabla 1. Recomendaciones para el tratamiento de leishmaniasis

La tabla 2, compila los efectos secundarios, que requieren de atencion médica,

de los medicamentos recomendados para tratar la leishmaniasis [26].
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fiebre y escalofrios
dolor de cabeza

cansancio o debilidad inusual

disminucién de la miccion
dolor de gargantay fiebre

‘Zf aumento o disminucién de la miccidn sangrado o hematomas inusuales
O |latidos cardfacos irregulares diabetes/nivel alto de glucosa en sangre
E calambres o dolor muscular somnolencia
Q [|nauseas piel enrojeciday seca
<zt dolor en el lugar de lainyeccidn aliento con olor frutal
cansancio o debilidad inusual aumento de la sed
vomitos aumento de la miccién
dolor abdominal o de estémago pérdida de apetito
hinchazén de cara, brazos, manos, piernas |baja azucar en la sangre <
heces con sangre, negras o alquitranadas |ansiedad =
escalofrios o fiebre escalofrios g
<zt mareos sudores frios E
@ |picazoén o sarpullido piel friay palida w
g dolor en el escroto dolor de cabeza
5 |manchas rojas en la piel aumento del hambre
2 reduccion volumen eyaculacion nauseas
diarrea o vémitos intensos nerviosismo
sangrado o moretones inusuales temblores
cansancio o debilidad inusuales presion arterial baja
ojos o piel amarillos vision borrosa
fiebre confusién
latidos cardiacos irregulares mareos
nauseas desmayos o aturdimiento
o |dolorenabdomeny espalda cansancio o debilidad inusual
'<_T: vomitos calambres abdominales o estomacales <
<23 cambios en el color del rostro diarrea 5
E escalofrios nauseas g
<Zt tos o ronquera ototoxicidad S
<Zt menor cantidad y frecuencia de miccién hepatotoxicidad g
S |dificultad respiracion, opresion en el pecho|nefrotoxicidad =5
3 |desmayo o pérdida del conocimiento doloren el pecho <
E VOz ronca latidos cardiacos irregulares %
hinchazoén de los parpados somnolencia E
erupcion cutanea y/o picazén rubor o
hinchazén de la cara desmayo §

convulsiones

Tabla 2. Resumen de los efectos secundarios de los farmacos recomendados para el

tratamiento de leishmaniasis.

18




En resumen, las leishmaniasis son zoonosis complejas, lo que hace que su
erradicacion sea poco probable por lo que el enfoque debe estar en la eliminacion
(incidencia cero en una determinada area geografica). Ninguno de los medicamentos
actualmente disponibles para el tratamiento resulta satisfactorio; por ello se requieren
nuevas opciones, especialmente aquellas disefiadas para adaptarse a los sistemas de
salud rurales que cuentan con recursos limitados [27]. Estas alternativas deben ser
versatiles en cuanto a su via de administracién, con el objetivo de ser administradas
preferentemente fuera del entorno hospitalario (en los “Point-of-care” o PoC) y en

esquemas de corta duracion.

1.2 Reposicionamiento de farmacos

El proceso tradicional de descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso
costoso en términos de tiempo (12 a 17 afos) y, de dinero (sobre 1000 millones de
ddlares). A pesar de las enormes inversiones, las posibilidades de que una molécula se
comercialice suelen ser minimas y, aun si llega al mercado, su destino durante su ciclo

de vida es impredecible [28].

La razon de lo anterior esta en la alta presion regulatoria a la que estan sometidas
las empresas farmacéuticas durante las cuatro etapas de la I&D de medicamentos:
descubrimiento de las moléculas, estudios preclinicos, ensayos clinicos y seguimiento
de la seguridad post comercializacion; totalmente justificada para reducir los riesgos en

cuanto a la seguridad y eficacia de los medicamentos [29][9].

La definicion de original de Ashburn y Thor, del 2004: “El proceso de encontrar
nuevos usos para medicamentos existentes” [30], ha sido ampliado para incluir
sustancias activas que fracasaron en la fase clinica de su desarrollo debido a su
toxicidad o eficacia insuficiente, asi como a medicamentos retirados del mercado por
motivos de seguridad. Sin embargo, no deberia incluir sustancias que aun no hayan sido
sometidas a investigacion clinica; excluye también por su puesto, cualquier modificacién

estructural de la molécula [31].

El reposicionamiento de farmacos disminuye significativamente el tiempo hasta
la comercializacion, entre 3 y 12 anos vy, el coste se reduce, hasta en un 80% segun
algunos autores, e incrementa las posibilidades de introduccion al mercado, hasta un

150%. El proceso regulatorio también se simplifica en algunos paises, pero por
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supuesto, cualquier cambio en la formulacion, dosis o via de administraciéon requerira

un nuevo examen del perfil de seguridad [31].

Este enfoque también presenta desventajas, desde el punto de vista de una
compania farmacéutica, la principal es la débil propiedad intelectual, que puede reducir
el retorno de la inversion. Como el farmaco ya fue patentado como una nueva entidad
quimica, los medicamentos posteriores que lo contengan soélo pueden protegerse
mediante una nueva solicitud de patente, posiblemente respaldada por un nuevo

proceso de formulacion [31].

Las estrategias para el reposicionamiento pueden ser in silico y experimentales,
pero siempre requieren de una extensa revision bibliografica. La estrategia in silico,
inicia con la evaluacion de moléculas aprobadas frente a un target terapéutico usando
herramientas computacionales; luego, una etapa, in vitro e in vivo, en la que se estudian

vias fisiopatoldgicas especificas; y finalmente, una etapa de estudios clinicos.

En la estrategia experimental, por otro lado, se parte de moléculas de las que se
tenga cierto conocimiento sobre su seguridad o mecanismo de accion; muchas de ellas
estan comercialmente disponibles o pueden obtenerse de programas de apoyo para la

investigacion. Una vez seleccionadas, se realizan ensayos in vitro, in vivo y clinicos [29]

[9].

Existen varios ejemplos de la aplicacibn de ambas estrategias o de una
combinacion de ellas, vamos a citar algunas a modo ilustrativo. Se ha descubierto que
el Itraconazol, aprobado principalmente como agente antifungico, es inhibidor de la
angiogénesis. El compuesto ya fue aprobado para ensayos de Fase 2 para investigar
su eficacia como agente terapéutico de segunda linea en el tratamiento del cancer de
pulmén y cancer de préstata. El Saracatinib, un farmaco de fallido como
anticancerigeno, mostrd una reversion sustancial de los sintomas en modelo de ratén
con enfermedad de Alzheimer y paso a estudios Fase 1. La Talidomida es un ejemplo
de una droga con un excepcionalmente pobre perfil toxicolégico que fue reposicionada
no una sino dos veces, en 1998 para tratar la lepra y en el 2006 para el mieloma multiple
[311[9].

En el ambito de las enfermedades tropicales olvidadas encontramos multiples
ejemplos. En Malaria, son varios los antibiéticos: doxiciclina se utiliza como profilaxis en
combinacion con otros medicamentos, por su actividad sobre esquizontes de este
parasito, igualmente sucede con la clindamicina. Algunas sulfas, inicialmente indicadas
para infecciones urinarias, como el cotrimoxazol se han usado exitosamente en esta

enfermedad.
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Varios de los medicamentos lesihmanicidas aprobados, fueron reposicionados.
La anfotericina B originalmente fue desarrollada como antifungico; la paramomicina, es
un antibiético aminoglicésido, que aparte de su actividad frente a leishmania, se puede
usar contra giardia y entoamebas. La miltefosina fue simultanea pero
independientemente investigada como antineoplasico. El camino también se ha
recorrido en sentido inverso: varios farmacos antiprotozoarios se han investigado para
otras aplicaciones. Quinina, para lupus y artritis; cloroquina como antiamebiano;

artemisinina como antimicrobiano y anticancer, son algunos de ellos [32].

Tendria mucho sentido reposicionar farmacos para tres de las enfermedades
tropicales olvidadas mas comunes causadas por tripanosomatideos: tripanosomiasis
humana africana, chagas y leishmaniasis, que tienen dianas comunes. La
secuenciacion gendémica de los tripanosomatidos y los estudios bioinformaticos han
demostrado la existencia de secuencias proteicas similares a las kinasas humanas y

pueden usarse como posibles dianas.

En este contexto, milciclib y dinaciclib, inhibidores de las enzimas humanas, han
mostrado actividad leishmanicida en el rango nanomolar [33]. Otro ejemplo son las
estatinas que son potentes inhibidores de la produccién de colesterol. Dado que el
destino de las infecciones con Leishmania spp. depende de los niveles de colesterol del
huésped, se han descubierto que muchos parasitos protozoarios, como Plasmodium
falciparum y los Trypanosoma cruzi y varias Leishmania spp. son inhibidos por las

estatinas [34].

Es importante sefalar que la identificacion de la diana y la comprension del
mecanismo de accion de una molécula, son cruciales para acelerar el descubrimiento
de farmacos. Asi, se abren oportunidades para identificar variaciones en los grupos
funcionales que mejoren la potencia y la selectividad, y nos alertan sobre posibles
efectos indeseables en el ser humano [35]; criterios validos tanto para el desarrollo

tradicional, como para el reposicionamiento de farmacos.

1.3 Sistemas de Nanoencapsulacién para administracién de farmacos

Desde que en la década del setenta Taniguchi acufié el término Nanotecnologia
para describir la manipulacion de la materia a nano escala [36], mas especificamente:
la separacién, consolidacion y deformacion de materiales por atomos o moléculas [37],

esta disciplina ha impactado muchas ciencias e ingenierias [38], una de ellas es la
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Nanomedicina. Entendida como el disefio y aplicacion de nanoplataformas para obtener
mejores resultados terapéuticos y de diagndstico, que con micro o macrosistemas [39],
la Nanomedicina, utiliza extensivamente una gran variedad de nanotransportadores
como sistemas de entrega de farmacos. A continuacion, se repasan los principales
sistemas usados para entrega de farmacos, la mayoria aun no han llegado a

comercializarse.

1.3.1 Nanotubos de carbono

Son estructuras huecas en forma de tubo formadas por laminas de grafeno
enrolladas; pueden tener pared simple multiple. Su seccion transversal puede tener
entre 0,4 y 100 nm de diametro, mientras que su longitud puede ser miles mil veces la
del diametro. Presentan multiples ventajas para administrar farmacos, como peso
ultraligero con alta superficie, y, propiedades quimicas, térmicas, mecanicas y eléctricas
propias. Su particular forma de aguja facilita el proceso de endocitosis mediante la
penetracién de las barreras bioldgicas. Los nanotubos funcionalizados son solubles en
agua lo que incrementa el periodo de circulacion en el suero. Por otro lado, los
nanotubos de carbono no funcionalizados son téxicos e insolubles en agua. Su
estabilidad estructural, flexibilidad y superficie modificada han hecho que se usen con
paclitaxel, mitomicina C, doxorrubicina, metotrexato, etc. para atacar las células
cancerosas [40]. De todas las nanoestructuras conocidas, es una de las mas utilizadas
en campos tecnolégicos muy diversos, sin embargo, su toxicidad es un tema aun

pendiente [41].

1.3.2 Nanoparticulas de Oro

Se pueden obtener en diferentes formas: estrella, cilindro, prismas, “jaulas”,
“cascaras”, entre otras. Sus propiedades mas destacables son las épticas, gracias a
ellas tienen aplicaciones en la generacion de imagenes fotoacusticas y el RMN de
superficie mejorada; se emplean ademas en la liberacién fototermal de farmacos y en
terapia génica. También se pueden adherir a su superficie enzimas, carbohidratos,
fluoréforos, péptidos, péptidos, proteinas y genes, ayudando a superar las barreras
bioldgicas, mejorando por tanto la internalizacién celular; sin embargo, la obtencion de

imagenes de células tumorales, es aun su mayor aplicacion [40].

22



1.3.3 Nanotransportadores magnéticos

Un nanoportador magnético consta de un nudcleo metdlico de hematita,
maghemita, nanoferritas o magnetita. Se utilizan para direccionar drogas a las células
cancerosas, para terapia génica y como sensores, por funcionalizacién de su superficie.
Presentan hipertermia por la accion de campos magnéticos alternantes, con
aplicaciones en liberacion de drogas bajo demanda o por el efecto localizado del
incremento de temperatura; sin embargo, existen problemas en la penetracion de los
campos magnéticos a zonas profunda de los modelos animales. Recubiertas de
polimero han sido usadas para obtener imagenes debido a su resonancia magnética
Nanoportadores magnéticos con paclitaxel, mostraron una mayor penetracion en las
células tumorales y una liberacion controlada del farmaco con mayor citotoxicidad. Se

han aplicado también combinando la terapia con el diagndstico, en el cancer [42].

1.3.4 Quantum dots

Son nanocristales de elementos como Se, Zn, Te, Cd, In, As, o P; emiten luz
dependiendo de su tamano desde el UV cercano hasta el infrarrojo: las de diametro
cercano a 2 nm emiten fluorescencia azul, mientras que los de 5 nm, la emiten roja;

estas propiedades 6pticas permiten su uso en la obtencién de imagenes celulares.

Para disminuir el efecto téxico de algunos metales y no metales, por ejemplo, el cadmio
del quantum dot de CdSe, se recubrié con capas de ZnS; lo cual, ademas, incrementd
su acumulacion en tejido vascular en ratones. Se pueden usar también como sistemas
de entrega de farmacos, por ejemplo, la modificacién de su superficie permitio la unién
péptidos anticancer y una mayor internalizacion celular. También se han empleado
vehiculizando ARN de interferencia (ARNi) en estudios de supresion génica. Son
eficientes marcadores fluorescentes que se utilizan en sistemas de entrega de farmacos

para monitorear su metabolismo [43].

1.3.5 Nanotransportadores de Silice mesoporosa

Su principal caracteristica es la extensa area superficial que presentan por la

presencia de poros en toda su estructura, que permiten la incorporacion de farmacos
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hidrofébicos e hidrofilicos. El tamano y la forma de los poros es muy variado y
dependiente del proceso de sintesis [44]. Ademas, de presentar una alta capacidad de
carga, asi como, estabilidad quimica y térmica, entre sus principales ventajas estan la
biodegradabilidad y biocompatibilidad [45]. Se han usado en estudio contra el cancer
transportando camptotecina y metotrexato. Hay numerosos estudios clinicos en curso

para el tratamiento de estas y otras enfermedades.

1.3.6 Nanocristales de farmacos

La obtencién de nanocristales mejora la solubilidad de los farmacos hidrofébicos
debido a una mayor relacion entre la superficie de la particula y su volumen; las mejores
tasas de disolucidon asociadas impactan positivamente en su biodisponibilidad. La
aplicacion de esta tecnologia permitiria rehabilitar farmacos con problemas de
solubilidad o permeabilidad, que habian sido dejados de lado. De entre todas las
nanoparticulas, estas se destacan como las de mayor carga de principio activo,
tedricamente el 100 %, aunque en la practica siempre se requiere de surfactantes u
otros estabilizantes [46]. Farmacos, como resveratrol, glibenclamida, quercetina,

apigenina, curcumina, entre otros, se han usado para producir nanocristales [47].

1.3.7 Dendrimeros

Son macromoléculas tridimensionales de arquitectura radial, con varios puntos
de ramificacion, que al multiplicarse le hacen alcanzar dimensiones nanométricas; su
naturaleza puede ser organica o inorganica, pero los grupos periféricos o terminales
pueden ser funcionalizados [48]. La solubilidad de los dendrimeros depende de los
grupos terminales, si son hidrofilos pueden hacerlo soluble en agua. Pueden transportar
una variedad de moléculas debido a su estructura tridimensional, a sus grupos
terminales y numerosos espacios internos. Los dendrimeros pueden aumentar la
solubilidad del farmaco, aumentar el tiempo de circulacion sanguinea, mantener
concentraciones del farmaco superiores a la dosis terapéutica minima en plasma,
proteger los farmacos de posibles danos ambientales y modificar la liberacion del

farmaco [49].

A diferencia de los polimeros, los dendrimeros se sintetizan en condiciones muy

controladas, lo que da lugar a compuestos monodispersos con estructuras ramificadas
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muy regulares y masas moleculares exactas. Se utilizan varios métodos para su
sintesis, pero en general, empiezan con moléculas centrales multifuncionales a las que
se afiade un grupo reactivo dando como resultado el dendrimero de primera generacion;
luego, la nueva region periférica de la molécula se activa y sufre reacciones con otros
monomeros [50]. La investigacion para aplicarlos como sistemas de entregas de

farmacos es muy activa en quimioterapéuticos.

1.3.8 Nanomicelas poliméricas

La principal caracteristica es su formacién espontanea a partir del
autoensamblaje de copolimeros de bloques anfifilicos en solucién acuosa. En solucién
acuosa diluida, las moléculas anfifilicas estan separadas, si se agregan mas moléculas
al sistema, mayor es la adsorcion de ellas en la interfaz hasta que se produce su
agregacion debido a la saturacion de la solucion, punto en el que se alcanza la
Concentracion Micelar Critica (CMC). Las micelas son estables a concentraciones
superiores a la CMC, mientras que se observa un desmontaje del sistema por debajo

de la misma [51].

Los farmacos pueden encapsularse en las micelas durante su formacion o en un
paso posterior, dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas, y terminan

alojandose cerca de la superficie o en el nucleo interno, en funcion de estas [52].

1.3.9 Liposomas

Los liposomas estan entre las nanomedicinas de las que se dispone mas
informacion en cuanto a su seguridad, eficacia y manufactura a escala industrial. De un
total de mas de 2300 estudios clinicos realizados con liposomas, registrados en la
libreria Nacional de Medicina a la fecha, mas de 500 fueron concluidos y disponen de
resultados [53], asi mismo, desde la aprobacion del Doxyl, a mediados de la década de
los noventa, mas de una docena de medicamentos liposomales, sin considerar los
productos genéricos, estan aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) o la

EMA (European Medicines Agency) y se comercializan [54].

Los liposomas son vesiculas esféricas constituidas por lipidos y fosfolipidos que
forman una bicapa, los unilamelares, o una serie concéntrica de multiples bicapas, los

multilamelares, que encierran un compartimento acuoso central. Su tamafio va desde
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unas decenas de nm hasta la escala micrométrica, la bicapa de fosfolipidos tiene un

espesor de entre 4 a 5 nm [55].

Los métodos de fabricacion comunmente utilizados son los de hidratacion de
pelicula fina, inyeccién de etanol y doble emulsion. El principal problema asociado es la
carga de farmaco, es muy importante definir la etapa del proceso en la que se realizara.
La carga pasiva implica colocar peliculas lipidicas sobre un sustrato seguida de
hidratacion para formar liposomas. En la de carga activa, el farmaco se incorpora
después de la preparacién del liposoma, generalmente por gradientes de pH

dependiendo del pKa del farmaco [56].

Son adecuados para aplicaciones diagnésticas y terapéuticas utilizando las vias
de administracion ocular, oral, pulmonar, transdérmica y parenteral [54]. Presentan
ventajas significativas como alta biocompatibilidad, baja inmunogenicidad,
biodegradabilidad, vida media prolongada del farmaco, posibilidad de administracion
dirigida, menor toxicidad sistémica, proteccion de moléculas sensibles, mejor
biodisponibilidad, entre otras [56]. En contraparte, pueden tener una baja estabilidad
quimica pues los fosfolipidos pueden oxidarse o hidrolizarse, su estabilidad fisica
también suele ser reto durante su desarrollo y elaboracion, los farmacos pueden difundir
hacia el exterior del liposoma, y, no menos importante, sus costos de produccion y

distribucion son elevados [57].

1.3.10 Niosomas

Son sistemas de entrega autoensamblables, esféricos, vesiculares, uni- o multi
lamelares, similares a los liposomas, pero tienen como componente principal los
surfactantes no iénicos. Ofrecen algunas ventajas: mayor estabilidad quimica y fisica
que los liposomas, grupos funcionales hidrofilicos en la superficie, faciimente
modificables, menos téxicos y mas biocompatibles porque no tienen carga superficial.
Al igual que los liposomas, pueden encapsular farmacos hidrofilicos y lipofilicos,
mejorando su biodisponibilidad, se pueden administrar por vias oral, parenteral,
transdermal, ocular y pulmonar. Por otro lado, comparten algunas desventajas como el

escape del farmaco desde el interior y los costos de produccién elevados [58].

Se preparan por hidratacion de pelicula fina y por métodos de inyeccién, con
éter, pero también evaporacion de fase reversa, microfluidizacion, fluidos supercriticos,

entre otros [59]. Las propiedades fisicoquimicas de los niosomas dependen del tipo y
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cantidad de los surfactantes y de los principales aditivos (colesterol y derivados), de la

temperatura de hidratacién, y del tipo de farmacos [60].

1.3.11 Nanoemulsiones

Una emulsién es una mezcla de dos o mas liquidos inmiscibles, con una fase
que se mantiene dispersa en otra, la fase continua, gracias a la presencia de
surfactantes que disminuyen la tensién interfacial. Las nanoemulsiones son emulsiones
transparentes debido a que la fase dispersa tiene diametros de gota de 20 a 200 nm. El
menor tamafo de gota trae consigo una mayor relacion superficie a volumen, que las
hace termodinamicamente inestables, por lo que en la interfaz deben adicionarse
cosurfactantes; a pesar de ello, pequefios cambios en condiciones fisicas o quimicas
puede causar desestabilizacidn, razén por la cual se debe controlar el pH y el ambiente
idnico, y es comun incrementar la viscosidad del medio afiadiendo polimeros naturales

o sintéticos [61].

Los surfactantes ftradicionales pueden presentar problemas de
biodegradabilidad, biocompatibilidad e incluso toxicidad; los biosurfactantes son
alternativas naturales producidos por microorganismos. En cuanto a su carga pueden
ser anidnicos o no idnicos, y quimicamente son glicolipidos, biopolimeros, lipopéptidos
y oligopéptidos. Suelen tener concentracion micelar critica menor que los surfactantes

sintéticos [62].

Los métodos de elaboracion tradicionales generalmente requieren de la
incorporacion de alta energia para disminuir el tamafio de gota de una emulsion,
mediante Ultrasonido o de Homogenizadores de alta presion. Mas recientemente se han
desarrollado métodos basados en microfluidica. Existen opciones de baja energia, como
aquellas que parten de una microemulsién a la que se va agregando la fase acuosa,
presentan como desventaja el uso de concentraciones mas a altas de surfactante e

incluso solventes [61].

De propiedades bien conocidas, permiten desarrollar una gran variedad de
medicinas: vacunas, antineoplasicos, los mas variados antimicrobianos han sido
vehiculizados en ellas [58]. Su pequefio tamafio les permite penetrar en los tejidos y
prolongar su circulacion, el nucleo oleoso se puede cargar con drogas lipofilicas,

protegiéndola del ambiente o de las enzimas, mejorando a la vez la absorcion y por tanto
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la biodisponibilidad. Ademas, se puede decorar la superficie con polimeros hidrofilicos,

anticuerpos monoclonales y marcadores para diagndstico [63].

1.3.12 Lipidos nanoestructurados

Las nanoparticulas sodlido lipidicas se desarrollaron para mejorar la estabilidad
de los liposomas, controlando ademas la liberacion del farmaco y disminuyendo la
toxicidad por la ausencia de solventes organicos; sin embargo, aun presentaban una
baja carga util debido a la reorganizacion interna de la red cristalina. Se desarrollaron
entonces los lipidos nanoestructurados (NLC) que contienen lipidos solidos y liquidos,
en relacion 70:30 a 99:1, generando un nucleo lipidico menos ordenado que favorece
una mayor incorporacion de los farmacos en forma molecular y aglomerados amorfos,
disminuyendo ademas el riesgo de que sean expulsados durante el almacenamiento
[64][65].

Entre los lipidos solidos se pueden nombrar triglicéridos, acidos grasos,
alcoholes grasos, ceras y esteroles; entre los liquidos, ademas de triglicéridos, acido y
alcohole grasos se pueden nombrar los aceites vegetales, lecitina, aceites esenciales,
escualeno, tocoferol, etc. También se requieren surfactantes para estabilizar la
nanoestructura en el medio acuoso, por ejemplo, polisorbatos, fosfolipidos,
polaxameros, algunos surfactantes anionicos, e incluso cosurfactantes como glicerol,

propilenglicol, polietilenglicoles, etc. [66][67].

Su preparacién generalmente involucra un paso de nanoemulsificacién, por lo
que aplican los métodos antes mencionados; ademas se han reportado técnicas como
el spray drying [66], y otras como inyeccidén de solvente, evaporacion de solvente de
emulsificacion y difusion del solvente de emulsificacion [65], las cuales se trataran en

préximas secciones.

Se han reportado multiples estudios con farmacos administrados por varias vias
como la parenteral: bromocriptina, apomorfina, baicaleina, para enfermedades
neurodegenerativas; transdermal: donepezil para tratar el Alzheimer, clotrimazol como
antifungico; oral: repaglinide en la diabetes; ocular: mangiferina para el tratamiento de
las cataratas; pulmonar: montelukast sddico para el asma; pero por su puesto su mayor
aplicacion esta en el area de la quimioterapia: docetaxel, paclitaxel, doxorubicina,

quercetina, etoposido, tamoxifen, etc. [66].

28



1.3.13 Nanoparticulas sélido lipidicas (SLNP)

1.3.13.1 Definicion

Son sistemas coloidales de lipidos sdlidos a temperatura ambiente,
generalmente de forma esférica o de plaqueta, con tamafos de 50 a 1000 nm [68],
estabilizados por surfactantes hidrofilicos y cosurfactantes [69]. Las dispersiones de
SLNP son similares a las emulsiones o/w, pero el lipido es soélido a temperatura
ambiente [70].

Se han reportado tres tipos de estructuras, figura 3, de las SLNP, dependientes
de sus componentes y método de elaboracion. La estructura de matriz homogénea (Tipo
1), es propia de farmacos muy lipofilicos que estan disueltos en la matriz lipidica, o
dispersos como agregados amorfos. Se pueden formar por ruptura mecanica, en frio,
de particulas mas grandes; o, por homogeneizacion en caliente la matriz lipidica con el
farmaco disuelto. En la estructura de corteza enriquecida (Tipo Il), que se produce
durante el enfriamiento de la matriz lipidica fundida, las moléculas de lipidos precipitan
primero, formando un nucleo lipidico, la concentracion del farmaco aumenta en el resto
del lipido fundido, alcanza su limite de solubilidad y cristaliza formando una capa
exterior. Por ultimo, la estructura de nucleo enriquecido (Tipo lll), es opuesta a la anterior
y se produce cuando el farmaco esta cerca de su limite de solubilidad en el lipido fundido
y precipita primero, rodeandose de una cubierta de lipido con menor concentracion de
farmaco [65] [71] [72].

Tipo | Tipo Il Tipo Il

Figura 3. Representacion esquematica de los tipos de estructuras para SLNP

29



1.3.13.2 Ventajas y Desventajas de las SLNP

Como es bien conocido, no existe un nanotransportador perfecto, el tipo de
nanoparticula debe ser seleccionado desde el disefio del nanomedicamento en funcion
de la via de administracion prevista, de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco
que va a ser encapsulado, y, de otras particularidades como por ejemplo los equipos
disponibles y la escala de manufactura. A continuacién, se resumen las ventajas y
desventajas mas relevantes de las SLNP, las cuales deben considerarse para

aprovechar las unas, y mitigar, en lo posible, el efecto de las otras.

Ventajas

* Pueden aumentar la biodisponibilidad del farmaco.

* Mejoran la estabilidad del farmaco.

*+ La capacidad de encapsulacién de farmacos es superior a la de otros
nanotransportadores.

* Pueden encapsular farmacos hidrofilicos y lipofilicos.

* Son biodegradables.

» Permiten reducir o eliminar el uso de solventes organicos.

* Son biocompatibles.

* Permiten esterilizar y liofilizar el sistema.

» Es factible aumentar la escala de produccion.

» El costo de produccion es relativamente menor que el de otras nanoparticulas.

» El proceso de produccion genera baja cantidad de residuos que representen una
amenaza para la salud humana o el medio ambiente [69]

* Excelente reproducibilidad [73]

Desventajas

* Durante el almacenamiento, la matriz lipidica, especialmente de aquellos
altamente purificados, puede sufrir transiciones polimérficas de un estado de alta
energia uno de baja energia, formandose una red cristalina mas organizada que

puede expulsar gradualmente el farmaco [71].
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+ Eltamafio de particula puede aumentar durante el almacenamiento

» Tienen baja capacidad de carga para farmacos hidrofilicos [69].

1.3.13.3

Componentes de las SLNP

A continuacion, en la tabla 3, se citan ejemplos de los componentes mas

utilizados, omitiendo nombres comerciales, tanto de las substancias puras o como de
combinaciones [65,68,69,73—77].

Componente Clase Ejemplo
Gliceril palmitoestearato, Gliceril behenato,
Gliceril monoestearato
Esteres de — : e — ——
] Gliceril tripalmitato, Gliceril trimiristato, Gliceril
glicerol )
triestearato
Triglicéridos de cadena media
Acidos . _ o _
Acidos estearico, miristico, palmitico.
grasos
LIPIDOS
Cetil palmitato
Ceras Cera de abeja
Cera carnauba
Alcoholes . .
Alcoholes estearilico, cetilico
grasos
Lipido
o PHC, N - palmitoil homocisteina
ionizable
Polisorbato 20, 60 y 80
Polietilenglicol)-bloque-polipropilenglicol)-bloque-
No idnico polietilenglicol)) 182, 188, 407
Polioxietilenglicol éter de aceite de ricino
hidrogenado
SURFACTANTE . Glicolato de sodio
Anionico
Dodecil sulfato de sodio
CTAB, Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
Cationico
DOTAP, 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano
Lecitina de soya
Anfotérico

Fosfatidil colina
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1-Butanol, etanol

Glicerol, propilenglicol

Cosurfactante _ — _
Acidos propionico, butirico.
ESTABILIZANTE
Taurocolato sédico
Alcohol polivinilico
Polimeros

Polietilenglicol

Tabla 3. Clasificacion y ejemplos de los componentes mas usados para la sintesis de

nanoparticulas sdlido lipidicas

Los lipidos mas utilizados son los acidos grasos, alcoholes grasos y ésteres del
glicerol; en ocasiones se incluyen en la formulacion lipidos ionizables con la finalidad de
modificar la carga superficial y hacerlos mas estables, o para facilitar el escape
endosomal o para favorecer la incorporacion de macromoléculas cargadas como ADN
o ARN [68,76,77].

Los surfactantes reducen la tension interfacial de los componentes permitiendo
la emulsificacion, pero ademas estabilizan las nanoparticulas una vez formadas.
Nanoparticulas que emplean lipidos catidnicos, se han beneficiado en cuanto a su
estabilidad, con el uso de surfactantes con amonio cuaternario [69], pero no se debe
olvidar que, si bien los surfactantes idnicos previenen mejor la agregacion de particulas,
también son mas toéxicos, por lo que la cantidad usada debe ser la minima necesaria;

las formulaciones generalmente llevan de 0,5 a 5 % de surfactantes totales [65].

Los cosurfactantes se afaden cuando se requiere una pelicula interfacial mas
flexible, que permita estabilizar estructuras mas pequefias, y por tanto con mayor
energia libre [78]. Los polimeros por otra parte, a las concentraciones usualmente
empleadas en estas formulaciones, forman capas adicionales sobre las nanoparticulas

previniendo su agregacién por estabilizacion estérica [79,80].

1.3.13.4 Métodos de elaboracion de las SLNP
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Homogeneizacion a alta presion

Es la principal técnica empleada para producir SLN; es rapida, escalable, no
requiere de solventes y hay multiples equipos disponibles. Debido a la alta presion
aplicada, 100 - 1000 bares, las particulas son obligadas a pasar por espacios de pocos
micrémetros, de tal manera que se reduce su tamafio por los fuertes esfuerzos cortantes
y fuerzas cavitacionales. Este aporte sustancial de energia puede elevar la temperatura

de la dispersion afectando a sustancias termosensibles [74].

El proceso se puede realizar en frio o en caliente, en ambos casos, la disolucion
o dispersién de la droga en el lipido se realiza a temperaturas aproximadamente 5 - 10
°C superiores a su punto de fusion [69]. En la homogeneizacion a alta presiéon en
caliente, una pre-emulsion a temperatura mayor que el punto de fusion del lipido se
somete a tres 0 mas ciclos de homogeneizacion, una vez que el tamafio de gota se ha
reducido lo suficiente, la dispersion se enfria para generar SLNP por recristalizacion de

la matriz lipidica.

En la homogeneizacion a alta presion en frio, el farmaco se disuelve o dispersa
en lipido fundido, la mezcla es rapidamente enfriada y el sélido resultante se muele
hasta tamafo micrométrico, antes de dispersarse en una solucién acuosa de
surfactantes. Finalmente, la suspensién se hace pasar varias veces por el

homogeneizador de alta presion [73].

Técnica de la Microemulsion

Al igual que el anterior, empieza disolviendo el farmaco en lipidos fundidos a una
temperatura superior a sus puntos de fusién (entre 5y 10 °C). Se agrega una solucién
acuosa de surfactante con una temperatura superior a la temperatura del lipido fundido
con agitacion continua hasta que se obtiene una microemulsion transparente. Esta
microemulsién caliente se dispersa en agua fria mediante agitacion suave y las
microgoticulas se rompen en nanogoticulas que cristalizan para formar SLNP;
finalmente, las nanoparticulas deben concentrarse mediante ultrafiltracion o liofilizaciéon
[65] . No requiere de la aplicacion de altas energias, las microemulsiones se forman
espontaneamente, pero para ello requieren altas cantidades de surfactante lo cual es

su principal desventaja [72].

33



Meétodo de homogeneizacion de alto cizallamiento por ultrasonicacion

La técnica consiste en calentar un lipido sélido hasta 5 a 10 °C por encima de su
punto de fusiéon, dispersarlo en una soluciéon acuosa de tensioactivo, a la misma
temperatura, con agitacion a alta velocidad para formar una emulsion, y, mediante
sonicacion, reducir el tamafio de gota. El enfriamiento gradual de la emulsion hasta
debajo de la temperatura de cristalizacién de los lipidos produce una dispersion de
SLNP [72].

Una de las ventajas de proceso es que no requiere solvente, sin embargo, las
nanoparticulas obtenidas pueden tener alta dispersion en cuanto a su tamafio. También
existe el riesgo de contaminar la dispersion con fragmentos de metal procedentes de la

sonda ultrasoénica [65].

Doble emulsificacion

Esta técnica es adecuada para farmacos y péptidos hidrofilos. Se prepara una
emulsion w/o con la solucion acuosa del farmaco y una mezcla de lipidos derretidos.
Esta emulsion primaria se dispersa en una solucion acuosa de surfactante hidréfilo para
formar una emulsién doble w/o/w. Luego, la doble emulsiéon se agita y se aisla por

filtracion. Finalmente, el enfriamiento precipita las SLNP [72].

Cada etapa de emulsificacion incrementa la polidispersion de la gota, como
resultado, el tamafo y estructura de las SLNP es dificil de controlar, lo que limita su uso

en aplicaciones que requieren un control y liberacién precisos de farmacos [74].

Emulsificacién y difusién del solvente

Esta técnica utiliza un solvente organico parcialmente miscible en agua como,
por ejemplo: lactato de butilo, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de isopropilo y
alcohol bencilico [69]. El solvente esta saturado con agua para lograr el equilibrio
termodinamico, evitando la difusion del disolvente de las gotas de la fase interna a la
fase externa acuosa. El lipido y el farmaco se dispersan en el disolvente y luego se
afiaden a una solucién acuosa que contiene un tensioactivo, formando una emulsién
o/w. Las particulas se forman afiadiendo mas agua, en relacion 1:5 a 1:10, lo que facilita

la difusion del disolvente hacia la fase continua e incita la precipitacion de las
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nanoparticulas [65]. Posteriormente, el disolvente se elimina mediante liofilizacion o
destilacion al vacio. Este método se aplica a compuestos hidrofilos y lipdfilos y no

necesita temperaturas elevadas [69].

Emulsificacién y evaporacion del solvente

Implica la disolucion de la matriz lipidica en un solvente organico inmiscible en
agua, y su emulsificacion en una fase acuosa. El solvente se evapora a presion
reducida, con agitacién constante, durante varias horas, precipitando los lipidos como
nanoparticulas. A veces se requiere un paso intermedio de homogeneizacion para
reducir el tamafo de la gota [72]. Es un método adecuado para farmacos termolabiles,
pero tiene como principal inconveniente el uso de disolventes organicos que dejan

residuos nocivos. La concentracion del lipido determina el tamano de la particula [65].

Microfluidica

Los métodos tradicionales para elaborar SLNP presentan generalmente baja
reproducibilidad en cuanto a las caracteristicas fisicas y quimicas, y dificultades para
escalar los procesos del laboratorio a la industria. Los métodos basados en microfluidos
ofrecen una alternativa para disminuir estos inconvenientes. Su principio implica la
manipulacién de liquidos en dimensiones de microescala utilizando un dispositivo
micromezclador, que permite un control preciso del caudal y presién a la que se
combinan la fase oleosa, mezcla de lipidos y farmaco, con la fase acuosa. La rapida
mezcla de las fases inducida por el micromezclador permite el autoensamblado de las
SLNP debido a la rapida dilucion del solvente organico. Las nanoparticulas asi
producidas muestran una distribucion de tamafio homogénea, reproducible y una
estabilidad mejorada en comparacion con las técnicas convencionales. La produccion
se puede escalar usando varios dispositivos en paralelo. De hecho, Pfizer/BioNTech y
Moderna Therapeutics usan esta tecnologia para la producciéon en masa de vacunas
COVID-19 [81].

Técnica del contactor de membrana
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Este método usa un médulo de membrana cilindrico. La fase acuosa que
contiene un tensioactivo fluye desde el interior de la membrana, a temperatura mayor
que la de fusion del lipido, y éste se comprime fundido a través de los poros de la
membrana desde el exterior hacia el interior para pasar a la fase acuosa. Las SLNP se
forman por enfriamiento de la dispersion. El método es escalable y el tamafio de las

particulas se puede ajustar con el tamafo de poro de la membrana [72].

Inyeccion de solvente

También conocida como nanoprecipitacion, o técnica del desplazamiento de
disolvente, fue desarrollada y patentada por primera vez por Fessi et al. en 1989.
Brevemente, un disolvente miscible en agua que contiene lipidos y farmacos
hidrofébicos, la llamada fase organica, se mezcla con una fase acuosa [73]. La rapida
desolvatacion de los lipidos y farmacos conduce a una rapida precipitaciéon de SLNP y
a la encapsulacién inmediata del farmaco, por lo general, el proceso ocurre bajo
agitacion; es comun la utilizacién de una aguja para que la inyeccion ocurra en el seno
del liquido [72]. El proceso de nanoprecipitacion esta influenciado por el efecto
Marangoni, que es un fenémeno intrincado y acumulado de turbulencia interfacial debido
al flujo, difusién, y cambios de tensién superficial en la interfaz de dos disolventes

miscibles [82].

El tamafio y la eficiencia de encapsulacion se pueden modificar ajustando la
velocidad de agitaciéon, la relacién solvente/antisolvente y la concentracion de
lipidos/surfactante/farmaco. Para reducir la distribucion en el tamafio de las
nanoparticulas, se usa una solucién sobresaturada de lipidos para promover la
nucleacién espontanea. Para obtener un tamano de nanoparticula mas pequefo, la
mezcla debe completarse antes de que ocurra la precipitacion. Sin embargo, el principal
inconveniente de la nanoprecipitacion es el control limitado de la dinamica de fluidos, lo
que da como resultado nanoparticulas con una distribucion de tamano demasiado

amplia, especialmente para los grandes volumenes de la produccién a gran escala [71].

El uso de disolventes organicos es una desventaja de este método, aunque
algunos son farmacéuticamente aceptables, no se pueden utilizar para vias particulares
como la parenteral, ocular o intravenosa, ya que cualquier disolvente residual podria
afectar negativamente al paciente [74]. Esta técnica es facil y rapida, se utiliza en el
laboratorio para producir SLN para evaluaciones preclinicas; no requiere de equipos

complejos [68].
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En base a las consideraciones anteriores, en la figura 4 se realiza una
clasificaciéon multidimensional, en tres niveles, de los métodos de elaboracién de SLNP.
La tecnologia requerida y la energia necesaria durante el proceso para generarlas se
clasifican como baja, media y alta; la escalabilidad, entendida aqui como la factibilidad
para transferir el método del laboratorio a la industria, sigue un orden inverso; y, el
consumo de solventes y surfactantes se categorizo en bajo, medio y alto. Es importante
anotar que se trata de una generalizacion en base a la interpretacion e integracion de la
literatura revisada, que tiene la finalidad de guiar, en una primera aproximacion, la
seleccion de un método de elaboracion, no se pretende incluir en espacios estancos a

la totalidad de formulaciones y procesos existentes.
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Figura 4. Clasificacion de los métodos de elaboraciéon en el contexto de las SLNP
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1.3.13.5 Caracterizacion de las SLNP

Se han utilizado varias técnicas de caracterizacion para controlar y predecir el
comportamiento de los nanotransportadores tanto in vifro como in vivo. Las mas
comunes evaluan sus propiedades fisicoquimicas, la carga del farmaco, la velocidad de
liberacién del farmaco, estabilidad del nanotransportador y la estabilidad del farmaco
entre otras. A continuacion, se describen las principales técnicas para las SLNP,

haciendo énfasis en las aplicadas por disponibilidad de equipos.

1.3.13.5.1 Caracterizacion Fisicoquimica

Las propiedades fisicoquimicas de los nanotransportadores incluyen su tamafo
de particula, distribucién del tamafio de particula, carga superficial y morfologia. Su
determinacion puede predecir, en gran medida, la estabilidad fisica de los
nanotransportador y permite valuar la consistencia entre lotes; asi mismo, en casos
especificos, podrian ser un indicativo de la manera en que interactian con

macromoléculas o estructuras biolégicas.

El tamafio de particula y la polidispersién son, junto con la morfologia, las
caracteristicas mas importantes, y las primeras que generalmente se investigan. La
dispersion en el tamafio de las particulas se expresa por el indice de polidispersidad
(PDI). El tamario y la forma de las particulas afectan su captacion celular, vida media de

circulacion, biodistribucion y eliminacién [83].

La técnica mas utilizada para conocer el tamafo de particula y el PDI de la
poblacion de particulas es la dispersion de luz dinamica, (del inglés Dynamic Light
Scattering o DLS), la cual determina el diametro de las particulas mediante las
propiedades de dispersién de la luz asociadas al movimiento browniano de las mismas;
por ello, particulas grandes con movimiento demasiado lento no son adecuadas para
esta técnica. Los resultados obtenidos deben ser confirmados por microscopia

electrdnica, pues tiene entre sus limitantes la de asumir particulas esféricas [83].

La carga superficial de los nanotransportadores influye en su estabilidad fisica,
captacion celular y biodistribucion; se expresa como potencial zeta (), e indica posibles
interacciones electrostaticas entre ellos y por tanto su tendencia a la agregacién, en
detrimento de su la estabilidad fisica de la dispersion. Su medicién implica la aplicacion

de una corriente eléctrica a través de la dispersion, registrando el movimiento de las
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particulas mediante velocimetria laser Doppler; la dispersion de luz electroforética es el

método mas utilizado [84].

Por lo general, la dispersion de nanotransportadores debe diluirse antes de la
medicion del potencial zeta, para obtener lecturas reproducibles; sin embargo, se debe
considerar que la carga superficial es muy sensible a la fuerza idnica y el pH del medio,
por lo que la seleccion del medio de disoluciéon debe ser cuidadosa. Asi mismo, la
aplicacion de corriente eléctrica durante la medicion puede afectar la muestra, por lo

que es preferible descartarla.

La morfologia de los nanotransportadores impacta en propiedades bioldgicas,
como su vida media, eficacia y toxicidad. Formas no esféricas como discos, elipsoides,
cilindros, cubos y otras mas complejas, tienen profundos efectos en esos procesos

biolégicos.

La microscopia de fuerza atomica (del inglés, Atomic Force Microscopy, AFM)
permite estudiar la forma de nanotransportadores y las caracteristicas estructurales de
su superficie, su rugosidad, con alta resolucion. Permite examinar las propiedades
nanomecanicas de cada particula en condiciones mas cercanas a las fisioldgicas. Este
meétodo de caracterizacion escanea fisicamente las particulas mediante la punta de una
sonda de escala atdmica, que puede o no estar en contacto con la superficie mostrando
la topografia de los objetos a través de la medicion de las fuerzas entre la punta y la

muestra [85].

Entre las microscopias electronicas destaca la de barrido (del inglés Scanning
Electron Microscopy, SEM) que proporciona informacion sobre la topografia mediante
visualizacién directa. Las muestras se secan sobre un soporte y se recubren con un
metal con alta conductividad eléctrica, como el oro, mediante pulverizacion catddica. La
superficie de la muestra se escanea con un haz de electrones enfocado y se registran

los electrones secundarios emitidos desde su superficie.

La microscopia electréonica de transmisién (del inglés Transmision Electron
Microscopy, TEM), a diferencia de la anterior, no usa los electrones emitidos desde la
superficie de la muestra, sino los transmitidos a través de ella. La TEM permite una
mayor resolucion por lo que generalmente se prefiere para estudiar la morfologia de las
SLNP. En el proceso TEM convencional, un haz incidente de electrones se transmite a
través de una extremadamente fina lamina de muestra, transformandose en electrones
no dispersos, electrones elasticamente dispersos o electrones inelasticamente
dispersos. Un conjunto de lentes electromagnéticos enfoca y proyecta los electrones en

una pantalla para generar una imagen [84].
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1.3.13.5.2 Eficiencia de carga

Debido a las pequenas dimensiones involucradas, la determinaciéon de la
composicidon exacta de las particulas y la ubicacién del farmaco en su estructura es
altamente desafiante. La espectroscopia de rayos X se puede utilizar para examinar la
constitucién quimica de la superficie de los nanotransportadores mediante un analisis
elemental que puede ser un indicativo de encapsulacion exitosa. La espectroscopia
Raman puede proporcionar datos sobre las propiedades superficiales de las moléculas
en funcion de sus respectivas transiciones vibratorias. Para estudiar las interacciones
entre los componentes del nanotransportador, se requiere calorimetria diferencial de
barrido (DSC). Ademas, las interacciones poliméricas se pueden investigar mediante
espectroscopia infrarroja, mientras que el analisis de difraccion de rayos X puede revelar

la cristalinidad de los componentes en los nanoportadores [83][84].

La eficacia de encapsulacion (EE) es una de las principales variables a
caracterizar en los nanotransportadores; se utilizan los métodos directo e indirecto para
la cuantificacion. En el método indirecto, el EE se mide determinando la concentracion
del farmaco no atrapado en la capa sobrenadante después haber separado las
nanoparticulas por centrifugacion, magnetismo, filtracion, adsorcién, o cualquier otro
proceso. Por otro lado, en el directo, la concentraciéon del farmaco atrapado se mide
dentro de las nanoparticulas mediante su solubilizacidn en un solvente adecuado,
seguido de la filtracién y el analisis del farmaco mediante el método apropiado.
Dependiendo de la estructura quimica y concentracién del farmaco, se puede cuantificar
mediante espectrofotometria UV, Fluorescencia y por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) [83].

1.3.13.5.3 Liberacion in vitro

La liberacion del farmaco nanoencapsulado es crucial para predecir la eficacia
terapéutica y los efectos secundarios, es decir, el comportamiento in vivo; por su puesto,
que un farmaco se libere al medio no asegura su efectividad, pero si no se libera o lo

hace a una velocidad demasiado baja, muy probablemente no habra efectos in vivo.
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La informacion obtenida de las pruebas de liberacién in vitro es fundamental en
la optimizacion de la formulacion, y constituyen un parametro muy importante para
evaluar la consistencia en los procesos de sintesis, midiendo la variacion entre lotes.
Para obtener un perfil de liberacion de farmacos in vitro se incuban, los
nanotransportadores a temperatura y pH fisioldgicamente relevante; se retiran muestras
en diferentes tiempos y se determina la concentracion del farmaco liberado [84]. Este
método requiere la separacion efectiva de los nanotransportadores del medio mediante
filtros de jeringa, centrifugacion, ultracentrifugacion o ultrafiltracion. Después del
muestreo, se debe reponer el volumen retirado con medio fresco a la misma

temperatura.

Se puede adaptar la configuracion del equipamiento usado, cambiando el
tamano del contenedor, la forma de agitacion y los procedimientos de muestreo. Cuando
el volumen de la muestra, la cantidad de la droga y la senal analitica lo permiten, se
deberian usar equipos reportados en la bibliografia oficial, las Farmacopeas, como el
aparato USP | (canasta), USP Il (paleta) o USP IV (celda de flujo), éste ultimo es
especialmente adecuado para nanotransportadores [86]. La agitacion de las particulas
en el medio de liberacién es crucial para evitar su agregacion. Aunque en general se
recomienda mantener condiciones sink (exceso de disolvente), se han reportado

meétodos no sink para farmacos pobremente solubles en agua [83].
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2.  Objetivos

El propésito central de esta Tesis doctoral es avanzar en el desarrollo de un
sistema de nanoencapsulacién lipidica accesible para la liberacion controlada de
terapias locales destinadas al tratamiento de la leishmaniasis. Este enfoque implica el
reposicionamiento de farmacos aprobados, buscando abordar la enfermedad de manera
mas eficiente.

Para la consecucion del objetivo general, se establecieron los siguientes
objetivos concretos:

1. Seleccionar compuestos leishmanicidas a través del procesamiento de

informacion proveniente de bases de datos y estudios de acoplamiento molecular.

2. Categorizar las sustancias con mayor actividad leishmanicida entre las
seleccionadas mediante estudios in vitro con promastigotes, identificando el candidato

mas prometedor para la siguiente etapa de desarrollo.

3. Desarrollar una formulacién simple y un proceso de sintesis reproducible para

obtener nanoparticulas solidas lipidicas que encapsulen el farmaco seleccionado.

4, Evaluar la eficacia de las nanoparticulas solidas lipidicas a través de ensayos in
cellulo e in vivo, para determinar su actividad leishmanicida, avanzando hacia la

validacion de su viabilidad clinica.

46



47



MATERIALES Y METODOS

48



49



3. Materiales y Métodos

3.1 Seleccidon de substancias leishmanicidas

La primera etapa de la investigacion implicd escoger cuidadosamente las
substancias con las que se trabajarian los siguientes meses. Para optimizar recursos se
elaboré una lista de substancias que podian manejarse adecuadamente, pero,
incrementando las posibilidades de ubicar una con alta actividad leishmanicida y baja

citotoxicidad.

La primera opcion, la mas viable, era provechar las librerias de substancias que
organizaciones como MMV (Medicines for Malarian Venture) ofrecen de manera gratuita
a los investigadores; se trata de colecciones de varios cientos de substancias de las
cuales se dispone algun dato de actividad frente a enfermedades infecciosas, asi como
su citotoxicidad. El cribado, la seleccién rigurosa, en este caso requeria de
complementar la informacién, cruzar referencias y procesar la base de datos disponible

en la mencionada iniciativa.

La segunda opcién era adquirir substancias, por lo que se decidié partir sobre
una base de conocimiento experimental directo: las fluoroquinolonas, estudiadas desde
afios antes en el laboratorio dirigido por una de nuestra colaboradora, la Dra. Ana
Poveda del Instituto de Investigacion en Zoonosis (ClZ), de la Universidad Central del
Ecuador, quien venia trabajando experimentalmente con promastigotes aplicando estos
inhibidores de las topoisomerasas. Se habian categorizado algunas de ellas mediante
su actividad sobre promastigotes, por lo que se seleccioné este grupo de antibidticos
para, aplicando acoplamiento molecular in sillico, ubicar las de mayor afinidad a las

enzimas y por tanto las de mayor posibilidad de presentar actividad leishmanicida.

3.1.1 Procesamiento de Bases de datos

La informacion disponible en las bases de datos de “Pathogen box’
(https://www.mmv.org/mmyv-open/pathogen-box/about-pathogen-box) de la iniciativa
Medicines for Malaria Venture (MMV: https://www.mmv.org/about-us/what-we-

do/overview-our-work), fue cuidadosamente revisad y complementada con la disponible
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en articulos cientificos y paginas web. Se elaboré una tabla con actividad contra
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania infantum, Leishmania donovani,
citotoxicidad en macréfagos y hepatocitos, asi como parametros fisicoquimicos que
permitio clasificarlas en tres niveles, asignando a cada uno una puntuacién que sirvio

para priorizar las sustancias con mayor posibilidad de presentar actividad leishmanicida.

3.1.2 Acoplamiento molecular

Empleando el programa de libre acceso Auto Dock Vina

(http://vina.scripps.edu/index.html) se realizé el acoplamiento molecular (molecular

docking) de la proteina Toposisomerasa (TOP Il) de Leishmania, con fluoroquinolonas,
segun lo descrito en detalle en [87], proyecto de investigacion se grado de la Facultad
de Ciencias Quimicas de la Universidad Central del Ecuador, disefiado y dirigido por el
doctorando en su calidad de docente. Brevemente: se revisaron articulos cientificos
acerca de actividad de fluoroquinolonas, incluyendo aquellas que se estudiaron in vitro
en el laboratorio de Replicacion del DNA e Inestabilidad del Genoma del CIZ (Instituto
de Investigacién en Zoonosis de la Universidad Central del Ecuador), y se seleccionaron
42 fluoroquinolonas representativas de las cuatro generaciones de estos antibioticos.

Sus estructuras, obtenidas de PubChem (htips:/pubchem.ncbi.nim.nih.gov/), se

procesaron en ChemAxon (https://chemaxon.com/), herramienta Chemicalize

(https://chemicalize.com/welcome), se calculd sus pKa, y las curvas de distribucion

dependientes del pH. Mediante los programas ACD/ChemSketch y MarvinSketch

(https://chemaxon.com/marvin) se modificé las cargas de las moléculas para pH 7; se

depuraron, optimizaron y corrigieron en la opcion Check Structure y se guardaron en

formato mol y sdf.

En base a investigaciones anteriores [88], se seleccionaron las proteinas
humanas TOP Il alfa (5GWK) y TOP Il beta (5GWJ), su estructura se tomo de las bases
de datos PDB;j (https://pdbj.org/) y RCSB (https://www.rcsb.org/) y se investigd los

posibles aminoacidos de interés para su union con ligandos, sus centros activos, y
secuencias de interés biolégico en la pagina Uniprot (https://www.uniprot.org/). Se
seleccion6 ademas la TOP |l de Leishmania amazonensis estudiada y validada en

estudios previos [89].

Se determinaron, usando DockingServer (https://www.dockingserver.com/web),
los mejores sitios de union en cada una de las proteinas ensayadas, se subieron las

fluoroquinolonas junto con meglumina antimoniato, una farmaco leishmanicida, como
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ligandos y se especifico el pH al que estaban protonadas. Se cargaron las proteinas a

utilizar, especificando la cadena y los mejores sitios de unidén ubicados previamente.

El acoplamiento se realizd6 en DockingServer, afiadiendo cargas parciales de
Gasteiger al ligando; se agregaron los atomos de hidrégeno no polares y enlaces
rotativos. Los atomos de hidréogeno principales, las cargas de tipo de atomo unido de
Kollman y los parametros de solvatacion se agregaron con la ayuda de herramientas
AutoDock. Se generaron mapas de afinidad y un espaciado de 0,375 A usando Autogrid.
Se usaron funciones dieléctricas dependientes de la distancia y el conjunto de
parametros de AutoDock en el céalculo de los términos electrostaticos y de van der
Waals. Las simulaciones de acoplamiento se realizaron utilizando el algoritmo genético
lamarckiano (LGA) y el método de busqueda local. La posicion inicial, orientacion y
torsiones de las moléculas, al azar. Todas las torsiones giratorias se liberaron durante
el acoplamiento. Cada experimento de acoplamiento se derivé de 2 corridas diferentes
que se configuraron para terminar después de un maximo de 250.000 evaluaciones de
energia. El tamafo de la poblacién se establecié en 150. Durante la busqueda, se aplico

un paso de traslacion de 0.2 A y pasos de cuaternion y torsién de 5.

3.2 Determinacion de la actividad leishmanicida

Una vez concluida la etapa in silico, la siguiente consistio en escoger el mejor
candidato mediante ensayos in vifro consecutivos; los métodos, de menor a mayor
complejidad técnica y de uso de recursos fueron: contaje directo de promastigotes, que
requiere de varias horas de trabajo pero bajo consumo de reactivos; pasando luego a
un analisis cuantitativo para determinar el IC50 de las substancias, basado en la
medicién de fluorescencia generada por el ADN combinado con un fluoréforo; v,

finalmente un método por citometria de flujo.

3.2.1 Actividad leishmanicida por contaje directo de promastigotes

Los promastigotes de Leishmania infantum, se cultivaron en medio Schneider
(Schneider’s Drosophila Medium. Dominique Dutscher. Ref. L0207-500) suplementado
con Suero fetal bovino o SFB (FBS Standard. PAN Biotech. Ref. P30-3306) al 10% y
Gentamicina (Gentamicin (50mg/ml). Gibco. Ref. 15750-045) al 0,05%. A partir de

cultivos que hayan alcanzado una concentracion de 108 a 107 parasitos por ml (p/ml), se
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prepararon dispersiones de promastigotes de concentracion 10° p/ml en el mismo medio

de cultivo.

En tubos eppendorf de 2,0 ml, se dispensd 1 ml de la dispersiéon de parasitos, y
se adiciond una solucién de la substancia de prueba en Dimetil sulféxido o DMSO (CAS
67-68-5. Sigma-Aldrich. Ref. D1435). Se prepard un control del cultivo y uno con DMSO
en la misma proporcion que la afadida en el tubo con la substancia. Se incubd a 25 —
27 °C durante, 2, 3 0 5 dias. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se tomaron
10 ul del sobrenadante de cada tubo, y se fijaron con 90 ul de formaldehido al 4 %
preparado a partir de Paraformaldehido, 16% p/v solucion acuosa libre de metanol.
(Thermo scientific. Ref. 043368.9M) y Buffer fosfato salino 1x o PBS (PBS pH 7.4 (10X).
Gibco. Ref. 70011-036). Para contar los parasitos en hemocitdmetro, cuando fue
necesario; se realizaron diluciones con PBS 1x para obtener entre 20 a 200 parasitos

en los 4 cuadrantes.

Alternativamente, los parasitos se pueden contar sin fijar, para observar el patron
de movimiento y seleccionar los mas activos para infectar macréfagos, por ejemplo. En
este caso, se debe centrifugar el cultivo entre 800 — 1000 RPM durante 3 minutos, para
separar los parasitos muertos. Tomar 10 ul del sobrenadante, diluir en 990 ul de PBS o

de medio Schneider y contar.

3.2.2 Estudio de Viabilidad Mediante el Método de Fluorescencia

A partir de cultivos de promastigotes de 5 a 7 dias, se preparé una dispersion de
1 x 10% p/ml en el mismo medio de cultivo. En una placa obscura de 96 pocillos se
colocaron 100 pl del cultivo en las filas A, B, C, D, E, F. Se colocaron 100 ul de medio
Schneider en las filas G y H. En la columna 12 se colocaron 75 ul de cultivo en las filas
A, B,C,D,E,F. En G12 y H12 se colocé 75 ul de medio de cultivo.

Se anadio en la columna 12, 25 ul de una dispersion de las nanoparticulas en el
medio que corresponda. Con la pipeta multicanal se homogenizé 3 veces cada pocillo.
Se tomo 100 pl y transfirio a la columna 11, se homogeneizé 3 veces. Se continud de la
misma manera hasta la columna 2. Se incubd 72 horas a 25 °C y se colocaron 200 pl
de PBS en cada pocillo, se centrifugd a 4000 RPM durante 5 minutos, eliminandose
inmediatamente 200 pl del sobrenadante (de lo contrario los parasitos vuelven al

sobrenadante).
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Se afadieron 150 ul de un buffer de lisis hipoténico (Tris 20mM pH:7.5, EDTA
5mM, Tritén 0.008%, Sarcosine 0.008%) en presencia de un fluoréforo, Sybr-Gold 0.1x.
Se homogeneiz6 3 veces antes de medir la Fluorescencia (Excitaciéon: 495, Emision:

539) en lector multiplacas BioTek Synergy H1 Multimode Reader.

Para determinar la citotoxicidad en macréfagos se procedio de la misma manera,
pero el cultivo de macrofagos se realizé en DMEM suplementado con SBF al 10% en
incubadora a 37 °C con 5% de CO..

3.2.3 Estudio del Efecto Leishmanicida por Citometria de Flujo

A partir de un cultivo de 5 a 7 dias de Leishmania infantum en medio Schneider
suplementado con 10% de SFB, se prepard una dispersion de 7,5 x 10° p/ml; se

dispensé en tubos eppendorf.

Se prepardé una dilucién de delamanid (CAS 681492-22-8. Targetmol. Ref.
T4202) a una concentracion de 9,33 UM en etanol, se afadio a los tubos para obtener
concentraciones que podian estar entre 3,12 y 50,00 nM. Se prepararon ademas tubos
con un volumen de etanol correspondiente al de la mas alta concentracion de farmaco,

se incluyo cultivo sin tratamiento como control.

A las 48 h de incubacion, se centrifugaron los tubos a 3000 RPM durante 3
minutos. Se eliminaron 950 ul de sobrenadante y se remplazaron con 950 ul de PBS.

Se centrifugé a 3000 RPM durante 3 minutos y eliminé 950 ul del sobrenadante.

Se anadieron 1000 ul de PFA al 1% en PBS y se incubd durante 15 minutos, los
tubos se centrifugaron a 3000 RPM durante 3 minutos. Se eliminaron 950 ul y afiadieron
250 pl de Yoduro de Propidio 1:500 en PBST (Triton al 0,1 % en PBS). Se dej6 en
refrigeracion durante toda la noche. Se centrifugaron los tubos a 3.000 RPM durante 3
minutos, se eliminé el sobrenadante y se afiadié 250 ul de PBS. Finalmente, los tubos

se llevaron al citdmetro de flujo, maximo dentro de la siguiente hora.

3.2.4 I|dentificacion de cambios morfolégicos en promastigotes por efecto del

delamanid
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Durante la cuantificacion directa de promastigotes mediante microscopia se
observaron cambios morfolégicos en los parasitos tratados con delamanid, para
evidenciarlos y explorar el posible mecanismo de accion del farmaco, se cultivaron
promastigotes de Leishmania infantum en el medio y condiciones anteriormente
descritos, y se trataron con delamanid a concentracion 25 nM, y nocodazol (CAS
31430-18-9. Sigma Life Science. Ref. M1404) a concentracion 5 uM. Asi mismo, se
trataron parasitos con farmaco y con SLNP con y sin farmaco para evidenciar la similitud
del efecto. Utilizando el microscopio Motic SE2000, con aumento 20x y 40x, se
fotografiaron seis dias después de una uUnica administracion y comparandose con un

cultivo control sin tratar.

3.3 Desarrollo de la formulacién de las nanoparticulas sdlido lipidicas
(SLNP)

Una vez seleccionada la molécula, delamanid, se estudiaron sus caracteristicas
fisicoquimicas, especialmente solubilidad acuosa y coeficiente de particién (lipofilicidad),
lo que decantd, de entre las varias posibilidades, a las SLNP como el sistema de entrega

de farmacos a desarrollar.

De todos los métodos descritos para su elaboracion, se seleccion6 el de solvente
- antisolvente por su potencial para ser adaptado a requerimientos minimos de
tecnologia. Su principal, desventaja, la necesidad de un solvente organico, se pensoé
sobrellevar, desde el inicio del disefio, usando las minimas cantidades de etanol,

excipiente empleado en formas farmacéuticas parenterales, orales y topicas.

La formulacién se optimizé en etapas: la primera enfocada en el tamafo de
particula, la segunda en la reproducibilidad del tamafio, luego en la estabilidad del
tamano de particula y finalmente en su carga superficial. Posteriormente, se evalud la
reproducibilidad del proceso en al menos tres sintesis independientes y consecutivas de
las SLNP.

3.3.1 Sintesis de SLNP

La formulaciéon desarrollada se describe a continuacion:
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Fase organica: en un tubo eppendorf de 1,5 ml se pesaron 3,8 mg de acido
estearico (CAS 57-11-4. Thermo Scientific. Ref. A12244), se afadié 740 ul de una
solucion 0,5 mg/ml de delamanid en etanol, y 260 ul de una solucion 2,4 mg/ml de la sal
de amonio de N-palmitoil homocisteina PHC, (CAS 474942-73-9. Avanti Polar Lipids.
Ref. 870320P), en etanol. Se sonicé en bano durante 60 segundos hasta disolucion total

del lipido.

Fase acuosa: en un tubo eppendorf de 15 ml se colocaron 160 ul de bromuro de
cetil trimetil amonio o CTAB (CAS 57-09-0, Thermo Scientific. Ref. A15235), al 1% en
PBS; 40 ul de Tween 80 (CAS 9005-65-6. Sigma Aldrich. Ref. P8074) al 10% en PBS y
4600 ul de PBS 0,25x. Agitar en vértex durante 30 segundos.

Se inyectaron 200 ul de la fase organica en la soluciéon acuosa, sonicando con
sonda a 40% de amplitud (130 W / 20 KHz), 5 pulsos de 30 segundos. Se filtrd por
membrana de MCE (mixed cellulose esters) de 0,22 um. La dispersién se almacené a 4

°C hasta su uso (figura 5).

Para la determinacion quimica de la eficiencia de encapsulacion, la liberacion in
vitro y otros ensayos, fue necesario incluir en la formulacién un componente que
incremente la densidad de las particulas lipidicas de tal manera que se puedan separar
por centrifugacion. Para ello se afadieron 10 ul de la dispersién de nanoparticulas
magnéticas de 200 nm (BNF Dextran. Micromod. Ref. 84-00-102), en 1.000 ul de agua
destilada filtrada por 0,22 um, se agitdé en un vortex durante 15 segundos; se centrifugd
a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 °C durante 15 minutos. Se elimin6 el sobrenadante
y repitid el lavado. El pellet se resuspendiéo en 200 ul de agua destilada filtrada,
sonicando en bafo durante unos pocos segundos. Se afnadié 100 ul de esta dispersién

en la fase acuosa de la sintesis.
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Figura 5. Esquema de elaboracion de las SLNP por el método solvente antisolvente

3.3.2 Caracterizacion de las SLNP sintetizadas

3.3.2.1 Tamafrio de particula y potencial zeta ({ potential)

La Dispersion de luz dinamica (DLS) permite determinar el tamafio de particulas
coloidales, mediante las fluctuaciones temporales de la de la intensidad de la luz
dispersada por particulas en movimiento Browniano. La carga superficial de una
particula coloidal en suspensién se asimila al potencial zeta, el cual corresponde al
potencial eléctrico en el espacio circundante constituido por moléculas de agua,
moléculas adsorbidas y contraiones. En DLS su valor deriva de la velocidad de las
nanoparticulas y su tamafo. Su magnitud, independientemente de la carga, puede ser
un indicativo de la estabilidad fisica: mientras menor es su valor, mayor sera la tendencia

a aglomerarse o precipitar.
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El DLS mide el diametro hidrodinamico de la particula, es decir, el
correspondiente a la particula rodeada de moléculas de agua, contraiones y moléculas
adsorbidas en su superficie; no el diametro de la particula sola, sino de toda la nube de

moléculas, iones y atomos que rodean y acompafan en su movimiento.

Para la caracterizacion de los diferentes lotes de nanoparticulas, se diluyeron
100 ul de la dispersion de SLNP en un tubo eppendorf con 900 ul de PBS 0,25x. Se
agitd en vortex durante 15 segundos antes de transferirlo a la cubeta de plastico de 1
cm y medirlo en DLS, Malvern Zetasizer Ultra. Se recuperé la dispersion anterior y se
transfirio a la celda con electrodos para la medicién del potencial zeta en el mismo

equipo.

3.3.2.2 Preparacion de muestras para TEM

Se colocaron 10 pl de la dispersion de SLNP en un tubo eppendorf con 990 pl
de agua destilada filtrada por membrana 0,22 um, se agité en vortex durante 15
segundos. Se colocaron 7 ul sobre la rejilla (Ref. CF400-CU. Carbon film, 400 Mesh
Copper) para TEM, y se dejaron secar dentro de una placa Petri durante 24 horas a

temperatura ambiente. Las imagenes se obtuvieron en JEOL JEM 1011.

3.3.2.3 Eficiencia de encapsulado

Se colocaron 650 pl de la dispersiéon de SLNP en un tubo eppendorf de 1,5 mly
se centrifugd a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 °C durante 15 minutos. Se transfirieron
alicuotas de 200 pl del sobrenadante a una placa transparente de 96 pocillos y se
determind su absorbancia a 340 nm, cuantificando con una curva de calibracién

preparada el mismo dia, en el lector multiplacas Biotek, SYNERGY HTX.

3.3.2.4 Eficiencia de liberacion in vitro

Se dispensaron 1667 ul de la dispersion de SLNP en 3 tubos eppendorf de 2 ml,
y se centrifugaron a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 °C durante 15 minutos; se eliminé

el sobrenadante y se afnadieron 1667 ul de PBS en cada tubo, resuspendiendo las SLNP
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en bano ultrasénico durante 5 a 10 segundos. Se transfirid el contenido de los 3 tubos
a un frasco con tapa hermética (volumen total de muestra: 5 ml). Se coloc6 en una placa
de calentamiento dentro de la incubadora a temperatura suficiente para mantener el

liquido a 37,5 °C en continua agitacién magnética a 200 RPM.

A cada tiempo establecido se tomaron, usando una jeringuilla de 1 ml, 500 ul de
la dispersion; se centrifugaron a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 °C durante 15
minutos, se transfirid el sobrenadante a pocillos de una placa de 96 para medir la
absorbancia. Sobre el pellet, se afadié 500 ul de PBS a 37,5 °C y se resuspendio en
bafo ultrasénico durante 5 a 10 segundos, regresandolos al frasco con tapa hermética
para continuar con el estudio. Se cuantificé la cantidad de farmaco liberada en el
sobrenadante a 340 nm frente a una curva de calibracion preparada en PBS el mismo
dia del analisis.

3.4 Estudios de la eficacia in vitro, in cellulo e in vivo de las SLNP

La eficacia de las nanoparticulas sintetizadas no puede predecirse mediante su
caracterizacion fisicoquimica y debe ser confirmada mediante estudios en los que se

evalue su interaccién con parasitos, células y organismos superiores.

En primera instancia se verifico la actividad del farmaco encapsulado en las
nanoparticulas, en un cultivo de promastigotes. Se verifico la captacion de las SLNP por
macrofagos infectados mediante microscopia electronica de transmision; y la liberacion
del contenido mediante una prueba de concepto con pigmentos fluorescentes.
Escalando al siguiente nivel, se ensayo la liberacion de un pigmento desde las SLNP
aplicadas tépicamente en ratones. Las pruebas definitivas de eficacia fueron la actividad

leishmanicida en amastigotes intracelulares y en animales infectados.

3.4.1 Actividad leishmanicida de las SLNP en promastigotes

A partir de cultivos de promastigotes de Leishmania infantum, en medio
Schneider suplementado con SFB al 10%, que hayan alcanzado una concentracion de
10° a 107 parasitos por ml (p/ml), se prepararon dispersiones de concentracion 10° p/ml

en el mismo medio de cultivo.
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Se colocd 1 ml de la dispersién de parasitos en tubos eppendorf de 2,0 ml y se
adiciond la dispersion de nanoparticulas en volumen adecuado para alcanzar la
concentracion deseada del farmaco. Se preparé un control del cultivo sin tratamiento y
otro control con nanoparticulas sin farmaco, en el mismo volumen que el afiadido en el
tubo de prueba. Se incubd a 25 — 27 °C durante, 2 dias. Todos los ensayos se realizan
por triplicado. Se tomaron 10 ul del sobrenadante de cada tubo, y fijaron con 90 ul de
formaldehido al 4% en PBS para contar los parasitos en hemocitémetro haciéndose
diluciones con PBS para obtener entre 20 a 200 parasitos en los 4 cuadrantes en caso

necesario.

Alternativamente, los parasitos se pueden contar sin fijar, para observar
paralelamente el patron de movimiento o los cambios morfolégicos. En este caso se
tomaban 10 pl del sobrenadante diluidos en 990 ul de PBS o de medio Schneider para

recuento.

3.4.2 Localizacion subcelular de las SLNP mediante TEM

En una placa de seis pocillos se colocaron 200.000 células DH82 por pocillo, con
medio RPMI (RPMI Medium 1640 (1X) + Glutamax-l. Gibco. Ref. 61870-010)
suplementado con SBF al 10% y Gentamicina al 0,05%, y se incubaron a 37 °C / 5 %

CO; durante 24 horas para asegurar su adhesion.

Tras reemplazar el medio, se afiadieron 2 x 10° promastigotes de Leishmania
infantum (de un cultivo de 5 a 7 dias) y se incubaron durante 4 horas. Se eliminaron los
parasitos no internalizados, se lavd con PBS a 37 °C y se incubaron a 37 °C/ 5 % CO:
durante 12 horas para asegurar la formacion de amastigotes. Se administr6 SLNP con
delamanid, en concentracién correspondiente al IC50 y se incubd a 37 °C / 5 % CO:2

durante 48 horas.

A continuacion, se lavaron las células con PBS y se levantaron mediante
micropipeta. Se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron a 1200
RPM durante 3 minutos, se lavaron con PBS, se centrifugd en las mismas condiciones,
se eliminé el sobrenadante y se fijé con glutaraldehido al 3% en buffer fosfato 0,12 M,
durante 20 minutos. Se centrifugd a 12.000 RPM a 4 °C durante 5 minutos y se eliminé

el sobrenadante.

En lo posterior, entre lavados se centrifugé 5 minutos a 7000 RPM. Para la

inclusion, se lavo el pellet con PBS durante 15 minutos por tres ocasiones; se afadio
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tetradxido de osmio al 2 % en buffer fosfato 0,12 M con CaCl; al 0,5%, y se dejé en
agitacion durante 3 horas a temperatura ambiente. Se lavo durante 15 minutos con NaCl

2,4% por dos ocasiones.

Se lavo con acetona al 30% durante 10 minutos, por dos ocasiones, luego con
acetona al 50%, y dejar 12 horas con uranilo en acetona al 70% (filtrado por 0,45 um) y
con acetona al 80% durante 10 minutos por 2 ocasiones; finalmente con acetona al 95%
y acetona al 100%. La muestra se embebio en resina Araldite (Durcupan ACM, Sigma-

Aldrich), como se describe a continuacion.

Se afadio acetona:Mezcla B (75:25) y se dejé 1 hora. Luego acetona:Mezcla B
(50:50), acetona:Mezcla B (25:75) y se dej6é en Mezcla B durante 12 horas. Se coloco
Mezcla B nueva durante 3 horas, se coloco el cédigo y dejo en estufa a 65°C durante
48 horas.

La mezcla A es Epoxiresina (Resina epodxica. Durcupan. Ref. 44611),
Endurecedor (Hardener 964. Durcupan. Ref. 44612) y Plastificante (Component D.
Durcupan. Ref. 44614), 10:10:0,1 (v/v). La mezcla B contiene 100 ml de Epoxiresina y
1,6 ml de acelerador (Accelerator 960. Durcupan. Ref. 44613)

3.4.3 Prueba de concepto de liberacion in cellulo

Se prepararon SLNP con delamanid y Dil (41085-99-8. Invitrogen. Ref. D282),
un pigmento fluorescente (excitacion: 549 nm, emision: 565 nm), para dar seguimiento
a la liberacion del contenido de las nanoparticulas mediante el microscopio confocal
Nikon A1R.

Se colocaron macréfagos J774 (macrofagos murinos, derivados de células
mononucleares de médula dsea) en placas de 6 pocillos con cubreobjetos redondos
conteniendo medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium-high glucosa. Sigma
Life Science. Ref. D6429) suplementado con 10% de SFB, se incubaron a 37 °C /5 %
CO2 durante 24 horas para asegurar su adhesion a la placa de cultivo. A continuacion,

se trataron con las nanoparticulas durante 24 horas.

Se eliminé el medio, se lavdo con PBS y los cubreobjetos se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos. Se mantuvieron sumergidos en
PBS y refrigerados hasta la tincion. Los cubreobjetos se enjuagaron con PBS, se tifieron
con DAPI (CAS 28718-90-3. Sigma Life Science. Ref. D9542) 1:4000 durante 3 minutos,
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se montaron sobre portaobjetos (Immu-Mount. Epredia. Ref. 9990402) y se observaron

en el microscopio confocal Nikon A1R.

3.4.4 Prueba de concepto de liberacion transdermal

Similar al caso anterior, se prepararon SLNP con delamanid y DiR (CAS 100068-
60-8. Invitrogen. Ref. D12731), un pigmento que fluorescente en el infrarrojo cercano
(excitacidn: 750 nm, emisién: 780 nm), para dar seguimiento a la liberacién del contenido

de las nanoparticulas mediante microscopia confocal.

Se seleccionaron al azar seis ratones adultos (BALB/C; Janvier-Labs, Laval,
France), mantenidos en condiciones libres de patégenos, tres machos y tres hembras,
y se los dividié en tres grupos experimentales para tiempos cero, 2 y 24 horas. Con el
ratén ligeramente sedado, se elimind el pelo del lomo, de un area de 1 x 2 cm

aproximadamente, inmediatamente junto a la cabeza, con una rasuradora eléctrica.

Se aplicaron 20 pl de la dispersion de nanoparticulas topicamente y se dejo secar
durante 5 minutos. Los ratones se mantuvieron en jaulas individuales. Una vez
cumplidos los tiempos estipulados, se procedié a la eutanasia y se diseco y secciono la

piel de la zona de aplicacién y de una zona adyacente sin contacto con nanoparticulas.

El tejido se colocd en casetes de biopsia y se sumergio en PFA al 4% durante al
menos 1 hora. Para la deshidratacion, los cortes se lavaron por dos ocasiones con PBS
antes de proceder a la deshidratacion. Para ello, se sumergieron en etanol al 50%
durante 1 hora, luego en etanol al 70% por el mismo tiempo, e igualmente por etanol al
96%. Se pasaron los cortes a etanol al 100% durante 30 minutos, se repitié este paso.
Finalmente se sumergié en xilol durante 10 minutos, repitiéndose este paso un total de
tres ocasiones. Para la inclusion, se sumergio en una mezcla xilol — parafina (50:50) en
estufa a 60 °C durante 30 minutos, luego en parafina durante dos horas, se cambio de

parafina y se sumergioé 1 hora mas y se repitio este paso.

Para el montaje en parafina se orientd el corte de piel en un molde para
histologia, y se cubrié con parafina nueva fundida, se rotuld y refrigerd. Los cortes de
aproximadamente 70 um se realizaron en un micrétomo LKB, colocando los fragmentos
en la superficie de agua a 52 °C para separarlos y se los coloco en un portaobjetos con
superficie cargada positivamente (Superfrost Plus Adhesion Microscope Slides. Epredia.
Ref. J1800AMNZ). Se dejaron secar a temperatura ambiente y se almacenaron en

refrigeracion.
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Para deparafinar, los portaobjetos se colocaron de manera perpendicular dentro
de estufa a 60 °C durante 20 minutos para que escurra la parafina. Se sumergieron en
xilol durante 20 minutos, se repitio este paso. Se paso luego a etanol al 100% durante
10 minutos por dos ocasiones, etanol 96% durante 10 minutos por dos ocasiones, etanol
70% durante 10 minutos, etanol 50% durante 10 minutos, PBS durante 10 minutos. Se
tind con DAPI 1:4000 durante 3 minutos, se lavé con PBS, y finalmente con agua
destilada, se colocé medio de montaje (Immu-Mount. Epredia. Ref. 9990402) y

cubreobjetos para su observacion mediante microscopia confocal.

3.4.5 Actividad leishmanicida de las SLNP en amastigotes

Se colocé en cada pocillo de placas Lab-Tek, (8 well glass slide. Lab-Tek
Chamber slide, system. Ref. 177402), 5 x 10* macrofagos DH82, y se llevd a un volumen
de 300 pul con medio RPMI completo. Se incubé a 37 °C / 5% CO; durante 1 hora. Se

verificd al microscopio la adhesion de las células.

Se centrifugd un cultivo de Leishmania infantum, de entre 5 a 7 dias, a 800 -
1000 RPM durante 3 minutos. Se paso el sobrenadante a otro tubo y centrifugé a 3000
RPM por 3 minutos. Se eliminé el sobrenadante, se resuspendié en medio completo, se
tomo 10 ul del sobrenadante y colocé en un tubo con 990 ul de PBS 1x para contar los

parasitos vivos y moviles.

Se colocaron en cada pocillo de la placa LABTECK, con los macréfagos
adheridos, 2,5 x 10° parasitos. La placa se incub6 a 37 °C / 5% CO; durante 4 horas. Se
eliminé el medio de cultivo con los parasitos no internalizados y se lavdé por dos
ocasiones con PBS. Se afnadio 300 ul de medio de cultivo (control), o de medio de cultivo
con el farmaco o nanoparticulas segun corresponda e incubé a 37 °C / 5% CO- durante
48 horas. A continuacioén, se elimind el medio de cultivo, lavd con PBS, se afadio 250
ul metanol y se fijo durante 5 minutos. Finalmente se dejé secar al ambiente (invertido

sobre papel secante).

Para la tincion se anadio 250 ul de Giemsa (Giemsa Stain. Sigma — Aldrich. Ref.
48900) diluido 1/20 en agua de grifo y filtrado 0,2 um. Se dejé a temperatura ambiente
durante 15 minutos y se lavo con agua destilada por inmersién en vaso de precipitados
(2 a 5 veces). Se dejo secar al ambiente (invertido sobre papel secante). Se retiraron
los pocillos, eliminando la silicona, se colocé medio de montaje y un cubreobjetos. Se

contaron 400 células por duplicado en un microscopio Olympus BX41. El porcentaje de
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células infectadas y la media del numero de amastigotes por célula infectada fueron

evaluados. El indice de infeccién se calculé por multiplicacion de los dos parametros.

3.4.6 Actividad leishmanicida de las SLNP in vivo

En la figura 6, se esquematiza el estudio realizado. Primero se prepararon SLNP
con y sin delamanid (abreviado en adelante como Dm), sin nanoparticulas de hierro. Se
agruparon 15 ratones hembra (BALB/c; Janvier-Labs, Laval, France) de 8 semanas de
edad en cuatro grupos experimentales: control (n=4), nanoparticulas sin farmaco (SLNP,
n=3), nanoparticulas con delamanid (SLNP Dm. n=4), y delamanid en solucién (Dm,
n=4). Todos los ratones fueron inoculados, por via subcutanea en la almohadilla plantar
de la pata derecha, con 1 x 10* promastigotes metaciclicos de Leishmania major. A partir
de la segunda semana postinfeccion se iniciaron los siguientes tratamientos durante tres

semanas (2 veces/semana) inoculando 10 pl peri-lesionalmente:

Grupo Dm (solucion de delamanid a una concentracion 18,7 uM en PBS estéril);
grupo SLNP Dm (dispersién de SLNP con delamanid correspondiente a una

concentracion de 18,7 uM); grupo SLNP (dispersion de SLNP sin farmaco).

A partir de la cuarta semana postinfeccion se determiné la progresion de las
lesiones restando del ancho, en mm, de la almohadilla plantar derecha (infectada), el
ancho de la almohadilla plantar izquierda, control, de cada individuo. Durante la sexta

semana se registro fotograficamente el avance de la lesion.

Al llegar a la séptima semana postinfeccién, para determinar la carga parasitaria,
se practico eutanasia a todos los ratones, para extraer su bazo y ganglio linfatico
popliteo drenante del punto de infeccion. Los 6rganos se sometieron a un ensayo de
dilucion limite a partir de una dilucién inicial del macerado de 6rgano en 4 ml de medio
Schneider con SFB al 10%, sembrando replicas por cuadriplicado de 50 ul sobre 200 pl
de medio en placas de 96 pocillos y cultivandolos a 26 °C durante 7 dias. Se estimaron
los valores de carga parasitaria usando microscopio Olympus BX41, para localizar los

pocillos con promastigotes y que representan la maxima dilucion alcanzada.
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Administracion perilesional
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SLNP 3 10 0
L. major 1x10* metaciclicos Progresion de la lesion
Sub cutaneo, pata derecha SLNP Dm 4 10 18,7 Carga parasitaria
Dm 4 10 18,7

Figura 6. Esquema del ensayo in vivo para determinar la actividad leishmanicida de las
SLNP en modelo murino.

El estudio fue aprobado por el Comité de Bienestar Animal de la Comunidad de
Madrid, Espafia, (referencia: PROEX 211/18) siguiendo la legislacion espafiola y de la
Union Europea (Ley 32/2007, R.D. 53/2013 y Directiva del Consejo 2010/63/UE).

3.4.7 Tratamiento estadistico de resultados

Para comparar entre dos grupos, en los que por el numero de muestras no fue
posible hacer supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad de la distribucion,
se aplicé una prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Cuando la comparacion debia
hacerse entre 3 0 mas grupos con las mismas caracteristicas, la prueba no paramétrica
fue la de Kruskal-Walllis y para el analisis de comparaciones multiples se aplicé la prueba
de Dunn. Cuando fue posible se aplicé un analisis paramétrico ANOVA de una via y el
analisis de comparaciones multiples por el método de Tukey. Se utilizd el software
GraphPad Prism.
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4. Resultados

4.1 Seleccion de substancias leishmanicidas

4.1.1 Procesamiento de Bases de datos

A partir de base de datos “Pathogen box” del proyecto Medicines for Malaria
Venture (MMV) se elaboré una tabla de las substancias con actividad frente a
tripanosomatideos y su citotoxicidad. Los datos no disponibles se complementaron
cuando fue posible con la de articulos cientificos. Para acotar la seleccion se incluyeron
parametros fisicoquimicos caracteristicos de moléculas con actividad bioldgica
(Drugability) y con informacion sobre el mecanismo de accion reportado. Las

substancias se clasificaron en tres grupos: alta, media, baja actividad.

Mediante el estudio de la informacién de las tablas antes mencionadas se
seleccionaron las seis substancias con mayor potencial de presentar alta actividad
leishmanicida, con baja citotoxicidad, y con caracteristicas fisicoquimicas apropiadas
para ser encapsuladas en sistemas de entrega de farmacos. La figura 7 muestra la

estructura quimica de las substancias.
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Figura 7. Estructura de las seis substancias seleccionadas por su alta actividad frente a
tripanosomatideos y baja citotoxicidad.
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4.1.2 Acoplamiento molecular

Mediante la aplicacién de estudios bioinformaticos en el software Autodock Vina
se identificaron varias Fluoroquinolonas con alta afinidad por TOP Il de Leishmania y
baja afinidad por TOP Il o y TOP Il B humanas. De entre las 42 fluoroquinolonas,

representativas de todas las generaciones, se seleccionan las tres representadas en la

figura 8.
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Figura 8. Estructura quimica de las substancias con mayor afinidad frente a enzimas de

interés.

A las tres fluoroquinalonas, se afiadié la enrofloxacina por haberla usado
experimentalmente en estudios in vitro en investigaciones previas, y, la prulifloxacina
por lo disimil de su estructura (véase figura 9): anillo de cuatro miembros incluyendo N1

y un atomo de azufre, [90], descritos como potenciadores de la actividad [91,92].
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Figura 9. Estructura quimica de las dos fluoroquinolonas adicionales incluidas.
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4.2 Determinacion de la actividad leishmanicida

4.2.1 Actividad leishmanicida por contaje directo de promastigotes

Para esta primera etapa experimental se utilizé la ciprofloxacina como referencia,
dado que el valor de su Concentracién Inhibitoria 50, IC50, se habia determinado
experimentalmente aplicando metodologias basadas en fluorescencia, en proyectos de
investigacion anteriores [93]. Se llevaron a cabo una serie de pruebas de actividad
leishmanicida en etapas sucesivas, comparando la cantidad de parasitos vivos en los
cultivos tratados con ciprofloxacina con la presente en los cultivos tratado con las
substancias a testar.

Los compuestos que presentaron mayor actividad leishmanicida que la
substancia de referencia (ciprofloxacina), se ensayaron a concentraciones cada vez
menores hasta que se pudo estimar la concentracion que causaba una reduccion del
cincuenta por ciento en la poblacion de parasitos (IC50). De los compuestos
investigados, el delamanid (MMV688262) mostré una actividad notable contra los
promastigotes; asi mismo, la prulifloxacina fue la substancia con mayor actividad entre
las fluoroquinolonas. La figura 10 muestra el ordenamiento de las substancias en funcion
de su actividad leishmanicida; la escala de IC50 esta invertida por lo que, a la izquierda,

arriba aparece la substancia con mayor actividad.
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Figura 10. Actividad leishmanicida relativa de las substancias seleccionadas,

determinada por contaje de pardsitos.

4.2.2 Estudio de Viabilidad Mediante el Método de Fluorescencia

A las dos substancias con mayor actividad, determinadas en la etapa anterior,
se aplicé el método de fluorescencia, descrito previamente, para cuantificar su IC 50 en
promastigotes, tabla 4. Se tomé como referencia la enrofloxacina porque se habia
confirmado su actividad sobre promastigotes, en solucion [94] y encapsulada en
nanosistemas [95].

Farmaco IC 50 (uM)
delamanid 0,03
prulifloxacina 180,23
enrofloxacina 451,30

Tabla 4. IC 50 de delamanid y prulifloxacina determinada por el método de fluorescencia.
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El delamanid es un nitroimidazol biciclico, aprobado para uso oral contra
Mycobacterium tuberculosis multirresistente. Tiene un espectro de accion muy estrecho
y no tiene actividad sobre la microflora intestinal aerébica o anaerdbica. Es un
profarmaco que en Mycobacterium se activa mediante una nitroreductasa dependiente
de deazaflavina F420. Se escinde generando especies reactivas de nitrégeno, por lo
que su efecto es doble, por un lado, la interrupcion de la biosintesis de los acidos metoxi
y ceto micdlico, componentes de la pared celular, y por otro, la interrupcién de la

actividad respiratoria [96].

En un estudio realizado con promastigotes de Leishmnaia donovani de cepas
clinicamente aisladas, se demostré que las nitroreductasas no juegan un papel en la
activacion del delamanid en ninguna de las etapas del ciclo vital, por lo que el
mecanismo de accion de este farmaco seria diferente al del fexinidazol; sin embargo,
delamanid es rapidamente metabolizado por el parasito [97]. Es importante recalcar que
el fexinidazol es un nitroimidazol, al igual que delamanid, y es utilizado en el tratamiento

de la tripanosomiasis africana.

La prulifloxacina, por otro lado, es una molécula lipofilica perteneciente a las
fluoroquinolonas; es un profarmaco de un derivado carboxilico de tiaceto quinolina, la
ulifloxacina [98,99], y tiene un amplio espectro antimicrobiano frente a bacterias gram
positivas y gram negativas. Se absorbe rapidamente por via oral, alcanza su Cmax en
1 hora, y se metaboliza rapidamente en ulifloxacino. Tiene actividad intracelular y una
vida media de 10 a 12 horas, lo que permite una administracion una vez al dia [100-
103]. Es bien tolerado, con un efecto y un perfil de seguridad similares a otros farmacos
de referencia de la clase de las quinolonas. Los eventos adversos son de gravedad leve
a moderada, siendo los mas comunes dolor gastrico, diarrea, nauseas y erupcion
cutanea [99]. Su principal mecanismo de accion es el bloqueo de la ADN girasa y la TOP
IV bacterianas, esenciales para la replicacion, transcripcion, recombinacién y reparacion
del ADN [104,105].

En los tripanosomatidos, las TOP comparten muchas caracteristicas con sus
contrapartes humanas, pero exhiben diferentes requisitos de actividad enzimatica, sitios
cataliticos variables y diferentes sensibilidades a los bloqueadores enzimaticos [106].
Los estudios estructurales y mecanicistas sobre la TOP |l de kinetoplastidos mostraron
diferencias suficientes entre la enzima del parasito y sus contrapartes eucariotas [107]

como para convertirlas en objetivos atractivos para la terapia [108].
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Se ha informado actividad micromolar para algunas fluoroquinolonas contra
Trypanosoma brucei [109], asi como para Leishmania panamensis [110]. Otros
investigadores probaron la enrofloxacina sola y en combinacion, contra Leishmania
infantum, mediante estudio in vitro e in vivo en perros, demostrando no tener actividad
en el primer caso, pero si una mejoria en la evolucion de la lesién cutanea cuando se

combina con metronidazol [111].

4.2.3 Estudio del Efecto Leishmanicida Mediante Citometria de Flujo

Se utilizé citometria de flujo para confirmar el IC50 de delamanid, estudiar su
variacion entre especies de Leishmania y determinar la citotoxicidad en las células

eucaridticas utilizadas los ensayos in cellulo. (Tabla 5).

Especie / Linea celular IC 50 (nM)
Leishmania infantum 17,21 + 0,95
Leishmania major 21,95+ 2,82
Leishmania mexicana 13,51 + 0,93
DH82 (macréfagos caninos) >1,6x10°
J774 (macréfagos murinos) >1,6x10°

Tabla 5. IC 50 del delamanid para promastigotes de tres especies de Leishmania y

citotoxicidad en dos lineas de macréfagos (n=3, X t DS).

La concentracion inhibitoria 50 para las tres especies de Leishmania se sitia en
el rango nanomolar, lo que destaca la notable eficacia del compuesto contra estos
patégenos. También es crucial resaltar que, al examinar la citotoxicidad en las células
eucariotas estudiadas, observamos que esta es al menos cuatro 6rdenes de magnitud
mayor. Este contraste enfatiza la selectividad del compuesto hacia Leishmania, ya que
se requieren concentraciones significativamente mas altas para afectar negativamente

las células del hospedador.

Los valores de IC50 obtenidos son congruentes con los reportados para
Leishmania donovani: 18,5 nM, en el estudio realizado con promastigotes de cepas

clinicamente aisladas [97]. La marcada diferencia de tres 6rdenes de magnitud en los
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valores de la IC50 entre delamanid y prulifloxacina, junto con el margen de seguridad
mas amplio observado para el primero, motivd la decision de centrar el estudio

exclusivamente en este farmaco.

4.2.4 Identificacion de cambios morfolégicos en promastigotes por efecto del

delamanid.

La observacion de la morfologia de los parasitos tratados con farmacos puede
mostrar los dafos por la inhibicion de la diana del farmaco; por supuesto esta
informacion debe ser complementada con otros ensayos para identificar los objetivos

moleculares de los farmacos [35].

Se utilizé microscopia de contraste de fases para evaluar el impacto del delamanid
en el parasito, especificamente en posibles alteraciones morfolégicas y signos de
muerte celular. Este enfoque permitid analizar su influencia en el crecimiento y la

estructura del parasito (figura 11).

Figura 11. Cambios morfolégicos (A) y detencién en la citocinesis (B) de promastigotes

expuestos a delamanid. (C) pardsitos sin tratamiento

Ademas de una disminucién notable en la poblacién de promastigotes de
Leishmania infantum, tras el tratamiento con delamanid, se observaron cambios
morfoldgicos importantes, que incluyen aumento de tamafo, forma redondeada de los
parasitos y anomalias notables en la citocinesis, todo evidente desde el dia dos de una

sola administracion de delamanid, incluso a concentraciones inferiores que su IC50.
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Como se describié anteriormente, el mecanismo de accién mas aceptado en la
actualidad para el delamanid en Mycobacterium tuberculosis es la inhibiciéon de la
sintesis de acidos micdlicos. La presencia de estos acidos (figura 12) se ha descrito en
la envoltura celular de varios géneros y especies de microorganismos, pero, hasta la

fecha no se han detectado en Leishmania [112].

o]
OH

Figura 12. Acido alfa micélico

Se ha detectado eso si, en las fosfatidiletanolaminas de los tripanosomatideos
incluida Leishmania, el acido cis-9,10-metilenoctadecanoico (figura 13), un ciclo
propano acido graso, cuya estructura guarda relacion con la de los acidos micélicos
[113].

Figura 13. Acido cis-9,10-metileneoctadecanoico

Es importante sefialar que un mayor contenido de C19A se ha asociado con la
resistencia a farmacos leishmanicidas como la anfotericina B y la miltefosina [114], por
lo que la combinacion de delamanid con esos leishmanicidas tradicionales abre nuevas
posibilidades para el tratamiento de cepas resistentes. Y, aunque la funciéon de los
ciclopropano acidos grasos y de la ciclopropano acido graso sintasa aun no se
comprende completamente, su ubicacién en el reticulo endoplasmico y la membrana
celular [115], asi como su papel en el mantenimiento de la estructura del parasito y su
resistencia al ambiente acido al que esta expuesto dentro del macrofago, justifica su

importancia como posible diana terapéutica [116].
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De hecho, la presencia de ciclo propano acidos grasos, y su relacion con la
resistencia a ambientes acidos, ha sido también reportada en Helicobacter pylori,
Escherichia coliy Salmonella enterica [117,118]. Estos acidos grasos parecen aumentar
la fluidez en la membrana plasmatica de los microrganismos al tiempo que inducen un
estado mas ordenado. Este efecto podria explicar como estos acidos grasos mejoran la
estabilidad de la membrana frente a altas presiones osmdticas y temperaturas,

reduciendo a la vez su permeabilidad a las toxinas [119].

Basados en lo expuesto, proponemos como hipotesis para futuras
investigaciones, que la inhibicidn de la biosintesis de ciclo propano acidos grasos podria
ser la explicaciéon detras de la actividad leishmanicida del delamanid, sugiriendo asi su

posible participacion en el mecanismo de accién del farmaco.

Para fortalecer la base de nuestra proposicién, es relevante destacar que los
mutantes nulos de la sintasa de ciclopropano acidos grasos de Leishmania mexicana
presentan una morfologia celular modificada, mayor susceptibilidad a condiciones de
pH acido y un patron de crecimiento alterado en medios carentes de suero [120]. Estos
hallazgos ofrecen evidencia adicional que respalda la posible conexion entre la

inhibicion de la biosintesis de acidos grasos y la actividad antimicrobiana del delamanid.

Como una segunda posibilidad para explicar el mecanismo de accién del
delamanid en Leishmania, proponemos como hipétesis la participacion de las
aurorakinasas como dianas moleculares. La inhibicién de LAAIRK con hesperadina, en
Leishmania donovani, tuvo efecto en la integridad del citoesqueleto y la citocinesis [121].
Se observaron cambios similares en la morfologia celular cuando se usaron barasertib
y GSK-1070916, otros inhibidores de estas enzimas, aun en concentraciones
nanomolares [122], por lo que, los cambios morfoldgicos observados en promastigotes
tratados con delamanid, podrian también ser explicados por la inhibicién de las

aurorakinasas.

Identificamos una tercera posibilidad al explorar si el fenotipo observado en el
proceso de la citocinesis tiene origen microtubular. Se traté un cultivo de promastigotes
con nocodazol 5 uM durante 3 dias, observandose, figura 14, cambios morfolégicos

similares a los causados por el delamanid.
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Figura 14. Cambios morfolégicos observados en promastigotes tratados con nocodazol

5 uM durante 72 horas.

El nocodazol es un benzimidazol usado como antineoplasico por la inhibicién de
la polimerizacién de los microtubulos generada por su afinidad con la subunidad beta de
la tubulina [123]. Los microtubulos son constituyentes del citoesqueleto el cual, entre
otras funciones, mantiene la morfologia celular y participa en su proceso de division
[124,125]. Existen similitudes estructurales entre nocodazol y delamanid, la tercera
hipotesis que postulamos es que el mecanismo de accion del delamanid podria implicar

la inhibicién de las tubulinas.

En definitiva, (i) las sintasas de los ciclopropano acidos grasos, (ii) las aurora
kinasas, y (iii) las tubulinas deben ser investigadas como dianas moleculares del
delamanid. Al develar el mecanismo de accién de este farmaco en Leishmania se
podria, en primer lugar, identificar otras substancias con potencial actividad
leishmanicida y, luego, extrapolar este conocimiento a otras enfermedades tropicales
olvidadas, empezando, pero no limitdndose, a las causadas por tripanosomatidos:
tripanosomiasis africana (enfermedad del suefio) y enfermedad de Chagas. Los
primeros pasos en la investigacion deberian ser estudios in silico, de Relacion
Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR) y de Acoplamiento molecular, incluyendo
inhibidores conocidos de las enzimas antes mencionadas, y al delamanid, como

referencia.

4.3 Desarrollo de nanoparticulas solido-lipidicas (SLNP)
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El delamanid es un compuesto lipofilico que exhibe una alta afinidad por una
matriz rica en lipidos, como la compuesta por los acidos grasos de una nanoparticula,
de ahi la eleccion de este sistema de nanoencapsulacion. Adicionalmente, los
tripanosomatidos necesitan cantidades sustanciales de lipidos para la construccion de
sus membranas y el anclaje de proteinas glicosiladas en su superficie [126]; asi, las
SLNP disefiadas serian una fuente de lipidos para el parasito, pero llevando en su
interior un farmaco que, paradéjicamente, le impide utilizarlos para construir con ellos

su barrera protectora.

Las SLNP tienen ademas otras ventajas: son muy biocompatibles,
biodegradables, permiten controlar el patron de liberacién del farmaco, presentan
relativa factibilidad de escalamiento de procesos y son muy versatiles en términos de
vias de administracion ya que pueden administrarse por via transdermal, parenteral,

pulmonar, e incluso por vias ocular, oral y cerebral [127].

El principal uso previsto de las SLNP disefiadas es la administraciéon por via
tépica, por lo que es importante destacar entre sus caracteristicas el incremento de la
penetracion o permeacion a través de la piel, el incremento de la solubilidad del farmaco
y la posibilidad de generar un depdsito cutaneo que actue como reservorio para
liberacion extendida. Por otro lado, para el caso de la via parenteral, que es otra opcion
de via de administracion de las SLNP disenadas, es importante destacar el aumento de
la concentracién plasmatica, la acumulacién en las células hepaticas y el potencial para

estimular el sistema inmunolégico [128].

Los componentes basicos de las SLNP son su matriz lipidica y los tensioactivos
que mantienen su estabilidad fisica; si es necesario, se puede incluir un modificador de
carga superficial para mejorar la estabilidad. Como componentes secundarios podemos
nombrar conservantes y crioprotectores, estos ultimos imprescindibles cuando hay un

paso de liofilizacién en el proceso [73,128,129].

En el presente diseno, se combiné: (i) un lipido aniénico, el componente principal,
(i) un lipido cationico en relacién 6:1; (iii) un tensioactivo no iénico y (iv) uno catiénico
como modificador de carga, en relacién 5:2. Ademas se incorporé un PBS diluido (1:4)
en agua destilada filtrada por membrana 0,22 um. Finalmente, el antisolvente

seleccionado fue el etanol por su baja toxicidad.

Los métodos de fabricacién usuales para producir nanoparticulas pueden
requerir la incorporacion de energia térmica o mecanica mediante calentamiento,
cizallamiento, ultrasonido, etc.; o, alternativamente, cambios en la solubilidad, tensién

superficial, etc.; en muchos casos se utiliza una combinacién de las estrategias
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mencionadas [73,127-129]. En el presente desarrollo, los principios involucrados fueron
la insolubilizacién solvente-antisolvente, modulada por ultrasonido y estabilizada

mediante la disminucidn de la tension interfacial.

El disefio cuidadoso del proceso permiti6 combinar estos principios en pocos y
simples pasos, aplicables sin que sean necesarios equipos de alta tecnologia,

generando SLNP con caracteristicas muy reproducibles entre una sintesis y otra.

4.3.1 Sintesis de SLNP

Los componentes de la formulacion, figura 15, fueron seleccionados en funcién
de su lipdfilicidad y solubilidad, por el principio de similar polaridad con el farmaco
delamanid; asi mismo, los lipidos se complementan en cuanto a su carga ionica. Los
surfactantes por su parte se seleccionaron para estabilizar las nanoparticulas en
dispersion, considerando su carga y su balance hidrofilico — lipofilico, (Hydrophilic-

Lipophilic Balance, HLB).

MMV688262 (Delamanid)

o Bf—
HiC_ + CH
N\ 3
/\/\/\/\/\/\/\/\/U\OH N<
CHs
acido estearico. Log P: 8,23.
solubilidad acuosa 0,597 mg/l; HLB: 15 CTAB. Solubilidad acuosa 36,4 g/l. HLB: 21,4
OH
HS e o o
o (
WNH NH,* ° Y o
(@) ~ 0 \_~OH
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PHC. Log P: 7,28. Poco soluble en agua
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Figura 15. Estructura quimica de los componentes de las nanoparticulas sélidas

lipidicas, con sus parametros fisicoquimicos mas relevantes.
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La combinacién de los componentes en proporciones y orden de adicion adecuados,

generan las nanoparticulas representadas en el esquema de la figura 16.
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Figura 16. Esquema de la probable distribucién de los componentes en un corte

trasversal de SLNP dispersas en medio acuoso a pH fisiolégico.

La férmula de manufactura (f.m.), que describe la cantidad de cada componente
expresada en mg, utilizada en una partida de sintesis de 5000 mg, es decir, en un lote
de produccion a escala de laboratorio; y, la formula porcentual (f.p.), que describe lo

mismo en porcentaje peso/peso, se muestran en la Tabla 6.
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COMPONENTE f.m. f.p.
mg % (p/p)
delamanid 0,074 0,0015
PHC 0,125 0,0025
acido estearico 0,760 0,0152
etanol 162,000 3,240
CTAB 1,600 0,0320
Tween 80 4,000 0,0800
PBS 4831,400 | 96,6290
Total 5000,000 | 100,0000

Tabla 6. Frmula de manufactura y férmula porcentual de las SLNP

4.3.2 Caracterizacion de las SLNP sintetizadas

4.3.2.1 Tamafrio de particula y potencial zeta (¢ potential)

La figura 17 muestra el tamafo de particula de cuatro lotes sintetizados
independientemente. Se aprecia la baja variabilidad intra- e inter-lotes, evidenciando la
robustez de la formulacién y del proceso. El tamafio de particula de las nanoparticulas

disenadas, determinado por DLS estuvo entre 120y 150 nm.

Tamano de particula
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Figura 17. Tamafio de particula de 4 lotes de SLNP sintetizados (n=3, Me * DS).
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Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas (n=3) del tamafo de particula entre cuatro lotes (Lote 1, Lote 2, Lote 3y Lote
4) elaborados independientemente. El estadistico de prueba de Kruskal-Wallis fue de
9,359 con 3 grados de libertad (p=0,002), indicando diferencias estadisticamente
significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de comparaciones multiples para
identificar diferencias especificas entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que
toma en cuenta el numero de comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba
de Dunn indicaron que la mediana del Lote 1 (143,1) no difiere significativamente de la
mediana del Lote 2 (140,2), (p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas
entre los Lotes 1y 3 (148,2), (p=0,676); ni entre los Lotes 1y 4 (149,0), (p=0,846); ni
entre los Lotes 2 y 3 (p=0,055); ni entre los Lotes 2 y 4 (p=0,076); ni entre los Lotes 3 y
4 (p>0,999). Todos los analisis se realizaron con un nivel de significancia establecido en
a=0,05. Estos resultados muestran que no hay diferencias significativas en el tamafio

de particula de los cuatro lotes elaborados independientemente.

La caracterizacion del tamafio de particula a través de la técnica de Dispersion
Dinamica de Luz (DLS) desempefia un papel crucial en el proceso de desarrollo de
nanoparticulas. La rapidez con la que se obtienen los resultados mediante esta técnica
es particularmente valiosa, ya que guian de manera agil y efectiva la optimizacién de la
formulacién. También se usan para controles de proceso, controles de calidad rutinarios
y estudios de estabilidad, siempre que se correlacionen sus resultados con los obtenidos

mediante técnicas directas para medir tamafo de particula por TEM.

Debido al enorme numero de particulas que participan en la medicién en DLS,
se puede describir la distribucion de tamanos de particulas en una muestra mediante el
indice de polidispersion (Polydispersity Index, PDI); mientras mas cercano a 0 es su
valor, mas estrecha es la distribucion de tamafos en torno a la media. Un bajo PDI
puede resultar de un mayor control de los parametros de la elaboracion de las
nanoparticulas, asi como de la robustez de la formulacién, debido a que se han
controlado adecuadamente las fuentes de variabilidad inherentes al producto y al

proceso.

Este fue el caso de las nanoparticulas disefiadas, una vez optimizadas, el valor
del PDI nunca superé un valor de 0,3, incluso entre varios lotes de SLNP; tal como se
parecia en la figura 18, en la que se representan los promedios y la variacién de este

parametro en cuatro lotes preparados independientemente.
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Figura 18. Indice de polidispersién de 4 lotes de SLNP (n=3, Me + DS).

Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas (n=3) del indice de polidispersion entre cuatro lotes (Lote 1, Lote 2, Lote 3 y
Lote 4) elaborados independientemente. El estadistico de prueba de Kruskal-Wallis fue
de 4,846 con 3 grados de libertad (p=0,194), indicando que no hay diferencias
estadisticamente  significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de
comparaciones multiples para identificar diferencias especificas entre los grupos,
calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el numero de comparaciones
realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana del Lote 1
(0,193) no difiere significativamente de la mediana del Lote 2 (0,203), (p>0,999);
tampoco se encontraron diferencias significativas entre los Lotes 1 y 3 (0,226),
(p=0,189); ni entre los Lotes 1 y 4 (0,213), (p>0,999); ni entre los Lotes 2 y 3 (p=0,846);
ni entre los Lotes 2 y 4 (p > 0,999); ni entre los Lotes 3 y 4 (p>0,999). Todos los analisis
se realizaron con un nivel de significancia establecido en a=0,05. Estos resultados
muestran que no hay diferencia en el indice de polidispersién de los cuatro lotes

elaborados independientemente.

El potencial zeta ligeramente positivo determinado en tres lotes independientes
de nanoparticulas, figura 19, es congruente con la carga positiva de los grupos amonio

cuaternario y amina presentes en varios de los componentes. La magnitud de la carga
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nunca superé los 15 mV, lo cual, como se vera en breve, no tuvo un efecto significativo
en su estabilidad fisica, dentro de la ventana temporal para la cual estas particulas

fueron disefiadas.
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Figura 19. Potencial zeta de 3 lotes de SLNP (n=3, Me * DS).

Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas (n=3) del potencial zeta entre tres lotes (Lote 1, Lote 2 y Lote 3) elaborados
independientemente. El estadistico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 1,067 con 2
grados de libertad (p=0,664), indicando que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre las medianas del Lote 1 (7,516), Lote 2 (11,260) y Lote 3 (11,140).
Los resultados de la prueba de Dunn arrojaron valores de p>0,999 para todas las
comparaciones. Todos los analisis se realizaron con un nivel de significancia establecido
en a=0,05. Estos resultados muestran que no hay diferencia en el potencial zeta de tres

lotes elaborados independientemente.

4.3.2.2 Estabilidad fisica de las nanoparticulas

Parte de la contribucion que pretende este trabajo es superar la limitacién del

escalamiento de la sintesis desde el laboratorio hasta nivel industrial, debida a la
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inestabilidad fisica de estos nanotransportadores que complica su produccién y cadena
de abastecimiento. De ahi el enfoque en el disefio de un producto y un proceso que
permita la elaboracion de SLNP a pequefa escala, bajo demanda y personalizadas,
destinadas a formar parte de preparaciones farmacéuticas: cremas, geles, etc.,
elaboradas en PoC, puntos de atencién al paciente, dispensadas para ser aplicadas

durante unos pocos dias.

En ese contexto, las nanoparticulas disefiadas, se han monitorizado durante una
semana, almacenadas en refrigeracion. Como se observa en la figura 20, el tamafio de
particula no llega a 180 nm hasta el dia 7 en refrigeracion (izquierda); el indice de
polidispersion no supera el valor de 0,25 (centro); y, el potencial zeta mantiene su signo,

y en su magnitud no hay diferencias durante el tiempo de estudio (derecho).
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Figura 20. Estabilidad fisica de SLNP almacenadas a 4 °C durante 7 dias (n=3, Me * DS).

Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas (n=3) del tamafo de particula entre las tres determinaciones (dia 0, dia 1y
dia 7) durante el estudio de estabilidad. El estadistico de prueba de Kruskal-Wallis fue
de 7,200 con 2 grados de libertad (p=0,004), indicando diferencias estadisticamente
significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de comparaciones multiples para
identificar diferencias especificas entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que
toma en cuenta el numero de comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba
de Dunn indicaron que la mediana del dia 0 (140,2) no difiere significativamente de la
mediana del dia 1 (160,4), (p=0,539); tampoco se encontraron diferencias significativas
entre el dia 1 y dia 7 (176,1), (p=0,539); pero si entre los dias 0 y 7 (p=0,022). Todos

los analisis se realizaron con un nivel de significancia establecido en a=0,05.
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Estos resultados muestran que no hay diferencia significativa en el tamafo de
particula tras un dia de almacenamiento a 4 °C, tampoco entre el dia 1y el 7, pero si
entre el inicio y el final del estudio. El tamafio de particula se mantiene por debajo de

180 nm al finalizar el estudio de estabilidad.

Asi mismo, se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
comparar las medianas (n=3) del indice de polidispersién entre las tres determinaciones
(dia 0, dia 1 y dia 7) durante el estudio de estabilidad. El estadistico de prueba de
Kruskal-Wallis fue de 5,422 con 2 grados de libertad (p=0,071), indicando que no hay
diferencias estadisticamente significativas. Los resultados de la prueba de Dunn
indicaron que la mediana del dia 0 (0,203) no difiere significativamente de la mediana
del dia 1 (0,207), (p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el
dia 0 y dia 7 (0,235), (p=0,158); ni entre los dias 1y 7 (p=0,111). Todos los analisis se
realizaron con un nivel de significancia establecido en a=0,05. Estos resultados
muestran que no hay diferencia significativa en el indice de polidispersién durante el

tiempo que duré el estudio de estabilidad.

Finalmente, se realiz6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
comparar las medianas (n=3) del potencial zeta entre las tres determinaciones (dia O,
dia 1 y dia 7) durante el estudio de estabilidad. El estadistico de prueba de Kruskal-
Walllis fue de 0,267 con 2 grados de libertad (p=0,929), indicando que no hay diferencias
estadisticamente significativas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la
mediana del dia 0 (11,260) no difiere significativamente de la mediana del dia 1 (6,037),
(p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el dia 0 y dia 7
(9,168), (p>0,999); ni entre los dias 1y 7 (p>0,999). Todos los analisis se realizaron con

un nivel de significancia establecido en a=0,05.

Estos resultados muestran que no hay diferencia significativa en el potencial zeta
durante el tiempo que duré el estudio de estabilidad. En definitiva, las SLNP disefiadas

mantienen sus caracteristicas durante al menos siete dias almacenaje a 4 °C.

4.3.2.3 Caracterizacion de las SLNP por TEM

Las mediciones en el DLS dan importante informacion de tamafio y carga, pero
no permiten conocer la forma general ni los detalles estructurales de las nanoparticulas,
por lo cual la microscopia electrénica es un complemente obligado de aquel la técnica.

Como se comenta en materiales y métodos, la necesidad de incluir las nanoparticulas
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de hierro tiene unicamente fines de separacién mediante centrifugacion; un efecto
secundario positivo de esto es el incremento del contraste en microscopia electrénica,
lo cual permitié ubicarlas facilmente al aplicar esta técnica. En la figura 21, se observan
microfotografias electronicas de SLNP; todas ellas tienen como constante la forma
esférica, el tamano inferior a 200 nm y la presencia de nanoparticulas de hierro en su

interior.
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Figura 21. Imagen TEM de SLNP con nanoparticulas de hierro encapsuladas en su

interior.

4.3.2.3 Eficiencia de encapsulado

La cantidad de farmaco encapsulado en una SLNP depende en parte de su
solubilidad en los lipidos. El delamanid tiene un log P de 5,6 indicativo de su alta
lipofilicidad, pues podria entenderse como una molécula que es 5 6érdenes de magnitud
mas afin por una fase lipidica que por una fase acuosa. Los resultados experimentales
confirman lo anterior, la mayor parte del farmaco usado en la sintesis, entre el 84 y 85%,

se encapsulo (figura 22).
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Figura 22. Eficiencia de encapsulamiento de delamanid en las SLNP (n=3, Me * DS).

Se realizé una prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar las
medianas (n=3) de la Eficiencia de encapsulamiento entre dos lotes. El estadistico de
prueba fue de 3,0 con p=0,700, indicando que no hay diferencias estadisticamente
significativas. Todos los analisis se realizaron con un nivel de significancia establecido
en a=0,05. Estos resultados muestran que no hay diferencia significativa en la Eficiencia

de encapsulamiento entre dos lotes fabricados independientemente.

4.3.2.4 Eficiencia de Liberacioén in vitro

El hecho de que la substancia activa se libere desde un sistema de
encapsulacion y entrega, de una nanoparticula en este caso, no es garantia para su
efectividad; sin embargo, si la liberacion in vitro no se produce, su fallo in vivo es
altamente probable. La figura 23 muestra el perfil de disolucién de las SLNP en medio
a pH y temperatura fisioldgicas; mas del 60% del farmaco se libera durante los primeros
5 dias en una cinética practicamente lineal (orden cero). En transcurso de una semana,
mas del 80% se ha transferido al medio de disolucion.
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Figura 23. Perfil de disolucién in vitro de SLNP en PBS pH 7,4 (n=4, X * DS).

4.4 Eficacia de las SLNP in vitro, in cellulo e in vivo

4.4.1 Actividad leishmanicida de las SLNP en promastigotes

La actividad leishmanicida de la substancia debe ser confirmada, cuando se
encuentra encapsulada en nanoparticulas. Se ensay® la actividad de las nanoparticulas
frente a promastigotes usando como controles el cultivo de parasitos sin tratamiento y
con nanoparticulas sin farmaco, para conocer el efecto de los componentes del
nanotransportador. Adicionalmente, se evalud el efecto de las nanoparticulas de hierro

en la formulacion (figura 24).
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Figura 24. Actividad leishmanicida de SLNP por contaje de promastigotes (n=3, Me £ DS).

Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas (n=3) del numero de promastigotes entre grupos: Control, SLNP (SLNP sin
farmaco) y SLNP Fe (SLNP sin farmaco, pero con nanoparticulas magnéticas). El
estadistico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 0,090 con 2 grados de libertad (p=0,986),
indicando que no hay diferencias estadisticamente significativas entre las medianas del
Control (257,5), SLNP (255,0) y SLNP Fe (242,5). Los resultados de la prueba de Dunn
arrojaron valores de p>0,999 para todas las comparaciones. Todos los analisis se

realizaron con un nivel de significancia establecido en a=0,05.

Asi mismo, se compararon las medianas (n=3) entre Dm (delamanid, el farmaco
libre), SLNP Dm (SLNP con farmaco) y SLNP Dm Fe (SLNP con farmaco y con
nanoparticulas de hierro). El estadistico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 7,200 con
2 grados de libertad (p=0,004), indicando diferencias estadisticamente significativas.
Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana de Dm (15,0) no difiere
significativamente de la mediana SLNP Dm (89,2), (p=0,539); tampoco se encontraron
diferencias significativas entre el SLNP Dm y SLNP Dm Fe (144,2), (p=0,539); pero si
entre Dm y SLNP Dm Fe (p=0,022). Todos los analisis se realizaron con un nivel de

significancia establecido en a=0,05.
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Los resultados antes descritos indican que los excipientes de las nanoparticulas
no tienen efecto sobre los promastigotes; asi mismo, la presencia de nanoparticulas de
hierro no afecta la actividad de delamanid encapsulado. Por otro lado, el farmaco
encapsulado en las SLNP mantiene su actividad leishmanicida frente a promastigotes,
si bien ésta es menor que la del farmaco en solucion. Esto se explica por la liberacién
prolongada desde las nanoparticulas, demostrada en los estudios de disolucion in vitro
donde se muestra como a las 48 horas solo una cuarta parte del delamanid es liberado.
Esto representa una oportunidad interesante para el disefio de formulaciones
farmacéuticas que incluyan las SLNP, puesto que permitiria disminuir el numero de
administraciones, y con ello, incrementar el cumplimiento por parte del paciente a la vez

que disminuir los efectos adversos.

4.4.2 Captacion celular de SLNP mediante TEM

Una condicién altamente deseable para el tratamiento de infecciones
intracelulares con nanotransportadores, es que éstos sean capturados por la célula y no
que solamente liberen su contenido en el medio extracelular. La opsonizacion, el
proceso inmunoldgico que utiliza opsoninas para marcar patdgenos extrafios y
eliminarlos a través de fagocitosis, principalmente a cargo de los macréfagos, que suele
presentarse como una desventaja para los nanotransportadores, puede utilizarse como
estrategia para aumentar la efectividad del tratamiento de infecciones intracelulares, por
ejemplo para la leishmaniasis [129]; es importante sefialar que la respuesta del
organismo ante la presencia de nanoparticulas también depende del tamafo, forma,

topografia, carga superficial, entre otras caracteristicas [130,131].

Para confirmar su internalizacion celular, se incubaron las SLNP Dm con
macrofagos infectados durante 48 horas, se fijaron, embebieron en resina, se cortaron
en el ultramicrétomo. Las secciones ultrafinas, colocadas sobre rejillas, se examinaron
en TEM. Las imagenes obtenidas se muestran en la figura 25, en la cual las flechas
blancas corresponden a los mismos recuadros magnificados, la flecha negra en la

primera fotografia indica un parasito intracelular muerto.
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Figura 25. Imagen TEM de la captacion celular de SLNP por macréfagos infectados con

Leishmania.

Gracias a la presencia de nanoparticulas en el interior de las SLNP, el TEM
permitié la identificacion y observacion de algunos nanotransportadores intracelulares
rodeados de membranas, probablemente incluidos en fagosomas (recuadro 5a), lo que
sugiere captacion por fagocitosis. Otras SLNP se observaron libres en el citoplasma sin
membranas circundantes (recuadro 5b).

4.4.3 Prueba de concepto de liberacién in cellulo
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A continuacion, se investigo la liberacion del farmaco desde la SLNP al interior
celular, prueba de concepto in cellulo que se acerca mas a lo que ocurrira dentro de un

organismo.

Como se establecid anteriormente, lo que se busca en el disefio de
nanotransportadores destinados a infecciones intracelulares, es que estos sean
internalizados en las células que contienen los parasitos. Dado que no puede
descartarse la liberacion del farmaco en el ambiente celular, se sintetizaron
nanoparticulas de idéntica composicion, pero encapsulando ademas un pigmento
fluorescente lipofilico cuyo comportamiento se podria aproximar al del farmaco. Esta
prueba de concepto permitié evidenciar la liberacion de la carga de la nanoparticula y

su permeacion al interior de la célula (figura 26).

Insertot #1

Inserto #1

Figura 26. Actividad leishmanicida de SLNP de delamanid frente a promastigotes.

La fuerte fluorescencia citoplasmatica que se observa en los macréfagos, indica

la liberacion exitosa del colorante encapsulado y su permeacion al ambiente intracelular.

4.4.4 Prueba de concepto de liberacion transdermal
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Para evaluar la liberacién de carga de la nanoparticula in vivo, y sobre todo su
penetracion transdermal, se realiz6 una prueba de concepto: las SLNP cargadas con
delamanid y un pigmento fluorescente que emite en el canal infrarrojo cercano, se
aplicaron topicamente sobre piel de ratones normales. A varios tiempos tras la
aplicacion, se sacrificaron ratones y se recogio la piel que se proceso histolégicamente
para observacion por microscopia confocal (figuras 27, 28 y 29). El canal rojo muestra
la fluorescencia del pigmento que fue encapsulado en las particulas, los nucleos estan

tefidos con DAPI (canal azul), el canal verde representa la autofluorescencia del tejido.
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Figura 27. Microscopia confocal de piel después de la administracion topica de las SLNP
Dm (0 horas)

La figura 27 es una imagen representativa de piel después de la administracion
tépica de las SLNP Dm (0 horas) tomadas mediante microscopia confocal. El pigmento

fluorescente encapsulado se observa en el canal rojo.

Inserto #3
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Inserto #3

Figura 28. Microscopia confocal de piel 2 horas después de la administracién tépica de
los SLNP Dm.
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La figura 28 es una imagen representativa de piel después de 2 horas de la
administracion tépica de las SLNP Dm tomadas mediante microscopia confocal. El

pigmento fluorescente encapsulado se observa en el canal rojo.

Figura 29. Microscopia confocal de piel 1 dia después de la administracion tépica de los
SLNP Dm.
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La figura 29 es una imagen representativa de piel 1 dia después de la
administracion tépica de las SLNP Dm tomadas mediante microscopia confocal. El

pigmento fluorescente encapsulado se observa en el canal rojo.

Luego de pocos minutos de la aplicacién, el pigmento se distribuye en el estrato
cérneo (figura 27), a las 2 horas de la aplicacién se lo puede detectar en el citoplasma
de las células de la capa basal (figura 28) y a las 24 horas es notable su acumulacién
en el foliculo piloso (figura 29). En conclusion, este estudio demuestra como las SLNP

liberan eficientemente su contenido lipofilico tras su aplicacion tépica in vivo.

4.4.5 Actividad leishmanicida de las SLNP en amastigotes

Los promastigotes se cultivan en medio liquido, por lo que, alcanzar
concentraciones efectivas por adicion de farmaco o por liberacién desde un sistema de
entrega, no garantiza su actividad leishmanicida frente a amastigotes intracelulares,
puesto que para alcanzarlos se deben superar varias barreras biolégicas. Por tanto, la
actividad leishmanicida de un farmaco frente a promastigotes es solo un indicativo de
su efectividad, misma que debe ser confirmada en amastigotes intracelulares, la forma

clinicamente relevante del parasito.

Para evaluar la eficacia del tratamiento con SLNP, se infectaron macréfagos
caninos DH82 con Leishmania infantum y se sometieron a tres tratamientos diferentes:
nanoparticulas sin farmaco (SLNP), nanoparticulas que encapsulan delamanid (SLNP
Dm), y el farmaco libre (Dm); cada uno en dos niveles de concentracion. Tras 48 horas,
se cuantificd el numero de células infectadas y el niumero de amastigotes por célula,
mediante tincidon con Giemsa. Los valores resultantes se utilizaron para calcular el indice

de infeccion, proporcionando una medida general de la carga parasitaria (figura 30).
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Figura 30. Actividad leishmanicida de SLNP frente a amastigotes (n=6, Me * DS).

Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas (n=6) del indice de infeccién entre siete grupos: Control de infeccién, SLNP
1x (SLNP sin farmaco, administradas en el mismo volumen que las SLNP con delamanid
a concentracién 25nM), SLNP 2x (SLNP sin farmaco, administradas en el mismo
volumen que las SLNP con delamanid a concentracion 50nM), Dm 2nM (delamanid a
concentracién 2 nM), Dm 6nM ( farmaco a concentracion 6nM), SLNP Dm 25nM (SLNP
con delamanid a concentracion 25nM), SLNP Dm 50nM (SLNP con delamanid a

concentracién 50nM).

El estadistico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 29,020 con 6 grados de libertad
(p<0,0001), indicando diferencias estadisticamente significativas. Posteriormente, se
realizaron pruebas de comparaciones multiples para identificar diferencias especificas
entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el nUmero de
comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la
mediana del Control de infeccién (127,4) no difiere significativamente de la mediana de
SLNP 1x (147,0), ni de la mediana de SLNP 2x (122,5), tampoco de Dm 2nM (93,9), ni
de Dm 6nM (67,0), todos con un valor p>0,999; pero si difiere significativamente de
SLNP Dm 25nM (31,7), (p=0,037) y de SLNP Dm 50nM (20,3), (p=0,015).

99



Tampoco se encontraron diferencias significativas entre SLNP 1x y SLNP 2x
(p>0,999), ni entre SLNP 1xy Dm 2nM (p>0,999), ni entre SLNP 1xy Dm 6nM (p=0,566);
pero si entre SLNP 1x y SLNP Dm 25nM (p=0,004) y entre SLNP 1x y SLNP Dm 50nM
(p=0,002).

No se encontraron diferencias significativas entre SLNP 2x y Dm 2nM (p>0,999),
ni entre SLNP 2x y Dm 6nM (p>0,999), tampoco entre SLNP 2x y SLNP Dm 25nM
(p=0,054); pero si entre SLNP 2x y SLNP Dm 50nM (p=0,023).

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las dos dosis de farmaco
en solucion, Dm 2nMy Dm 6nM (p>0,999), ni entre Dm 2nM y SLNP Dm 25nM (p=0,805)
ni entre Dm 2nM y SLNP Dm 50nM (p=0,416); ni entre Dm 6nM y SLNP Dm 25nM
(p>0,999), ni entre Dm 6nM y SLNP Dm 50nM (p>0,999). Finalmente, tampoco hubo
diferencias significativas en la actividad leishmanicida en amastigotes al administrar
SLNP Dm 25nM o SLNP 50 nM (p>0,999).

Todos los analisis se realizaron con un nivel de significancia establecido en
a=0,05. La convencién comun es asignar asteriscos para indicar diferentes niveles de
significancia, y el numero de asteriscos generalmente refleja el nivel de significancia
alcanzado en una comparacion. Para este contexto: un asterisco (*) representa un nivel
de significancia de p<0,050, dos asteriscos (**) un nivel de significancia de p<0,010 y

tres asteriscos (***) representan un nivel de significancia de p<0,001.

En resumen, no hay diferencia estadisticamente significativa entre el indice de
infeccion de las SLNP sin farmaco y el delamanid en solucién. Sin embargo, las
nanoparticulas con delamanid (SLNP Dm) presentaron diferencias estadisticamente
significativas respecto del control de infeccién y de las nanoparticulas sin farmaco,
presentando el menor indice de infeccidon de todos los tratamientos. Estos resultados
demuestran que el delamanid encapsulado en SLNP presenta un mayor efecto

leishmanicida en comparacién con el delamanid en solucion, forma no encapsulada.

Este resultado es congruente con los otros estudios reportados en este
documento: el farmaco encapsulado mantiene su actividad leishmanicida, las
nanoparticulas son internalizadas en macréfagos infectados, liberan el farmaco
intracelularmente y presentan actividad frente a amastigotes. El farmaco administrado
como solucion, libre en el medio extracelular aparentemente no ingresa lo suficiente

para alcanzar concentraciones leishmanicidas.
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4.4 .6 Actividad leishmanicida de las SLNP in vivo

Dentro del contexto de esta Tesis Doctoral, la confirmacion final de la efectividad
de las SLNP encapsulando delamanid, se logré con el estudio in vivo; la verificaciéon
directa de la progresién de la infeccion a lo largo del estudio constituy6é una herramienta
de gran utilidad. La figura 31 muestra el estado de las lesiones a la semana 6 de
infeccion, es decir, dos semanas luego de la ultima administracion de los tratamientos.
El efecto de las SLNP encapsulando delamanid se evidencia por la diferencia entre el
tamano de la almohadilla plantar del grupo de animales tratados intralesionalmente con
SLNP encapsulando delamanid, y el resto de los grupos, figura 30. Es importante
resaltar que el tamafio de la lesidon no disminuye con el farmaco libre. Estos resultados
son consistentes con los descritos en secciones previas, en los que se dejaba entrever
la importancia de que el farmaco esté encapsulado en nanotransportadores que puedan
ser internalizados en las células.

d
Control

Figura 31. Fotografias representativas del estado de las lesiones a la semana sexta del

estudio, dos semanas después de finalizada la administracién de los tratamientos.

Con la finalidad de obtener informacion numérica sobre la eficacia de los
tratamientos, se calculo la progresién de la infeccion relacionando el ancho de la pata
derecha (infectada) con la izquierda (control) de cada individuo. La figura 32 muestra los
resultados obtenidos desde la ultima administracion del tratamiento, hasta el final del
estudio.
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Figura 32. Actividad leishmanicida de SLNP evidenciada por la Progresion de la

infeccion (n=4, Me £ DS).

Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas de la Progresion de la Infeccion entre los grupos Control (n=4), SLNP (n=3),
SLNP Dm (n=4) y Dm (n=4) a la semana 4 del estudio. El estadistico de prueba de
Kruskal-Wallis fue de 5,963 con 3 grados de libertad (p=0,104), indicando que no hay
diferencias estadisticamente significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de
comparaciones multiples para identificar diferencias especificas entre los grupos,
calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el numero de comparaciones
realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana del Control
(1,00) no difiere significativamente de la mediana del grupo tratado con SLNP (0,65),
(p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el Control y SLNP
Dm (0,30), (p=0,172); ni con el grupo tratado con Dm (0,27) (p=0,206). Todos los analisis
se realizaron con un nivel de significancia establecido en 0=0,05. Los analisis

estadisticos para las semanas 5, 6 7, tampoco mostraron diferencias significativas.

Si bien, debido a la alta dispersidon de los datos, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos, las tendencias son evidentes, como se

aprecia en la figura 33.
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Figura 33. Tendencias en la progresion de la infeccién.

Al finalizar la administracion de los tratamientos, semana 4, la progresion de la
infeccién entre los grupos tratados con SLNP Dm y Dm es similar, siendo muy notoria
la diferencia de ambos grupos con el control de infeccién. En la semana 5, la liberacion
prolongada del farmaco desde la nanoparticula permite mantener la diferencia en la
progresion de la infeccion entre el grupo tratado con SLNP Dm y el Control hasta el final
del estudio; en contraste, en el grupo que fue tratado con el farmaco libre, el efecto
practicamente desaparece una semana después de finalizado el tratamiento.
Curiosamente, las nanoparticulas sin farmaco parecen tener un efecto inicial,
probablemente por activacion del sistema inmune, pero se pierde una semana luego de

finalizado el tratamiento.

En un proximo estudio in vivo, aparte de incrementar el numero de individuos, se
deberian incluir variables como la dosis, la frecuencia de administracion (diaria, en lugar
de dos veces por semana) y la duracién del tratamiento (incrementarlo de 2 a 8
semanas). Por otro lado, el avance de la infeccion debera documentarse por la medicién
del ancho y del espesor de la pata, fue evidente que el incremento en esta ultima
dimensién fue mayor que en la primera. De hecho, seria altamente recomendable usar,
en un estudio futuro, herramientas de fotogrametria y software especializado en

reconstruccién 3D para estimar el volumen de la infeccién a partir de fotografias desde
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varios angulos. La reproduccion de objetos digitales mediante fotogrametria es esta

usando con aplicaciones médicas, por ejemplo, en cardiologia [132].

Para evaluar la infecciéon, mas alla del sitio de inoculacién de los parasitos, se
determind la carga parasitaria en bazo y ganglio popliteo, por el método dilucion limite.

Los datos obtenidos se aprecian en la figura 34.
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Figura 34. Carga parasitaria de los individuos al final del estudio (n=4, Me * DS).

Se realizd una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las
medianas de la Carga parasitaria entre los grupos Control (n=4), SLNP (n=3), SLNP Dm
(n=4)y Dm (n=4) en Bazo, al final del estudio. El estadistico de prueba de Kruskal-Wallis
fue de 7,125 con 3 grados de libertad (p=0,052), indicando que no hay diferencias
estadisticamente significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de
comparaciones multiples para identificar diferencias especificas entre los grupos,
calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el numero de comparaciones
realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana del Control
(4,35) no difiere significativamente de la mediana del grupo tratado con SLNP (4,70),
(p=0,756); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el Control y SLNP
Dm (4,00), (p=0,335); ni con el grupo tratado con Dm (4,35) (p>0,999). Todos los analisis

se realizaron con un nivel de significancia establecido en a=0,05.
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También se realizé una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar
las medianas de la Carga parasitaria entre los grupos Control (n=4), SLNP (n=3), SLNP
Dm (n=4) y Dm (n=4) en Ganglio popliteo, al final del estudio. El estadistico de prueba
de Kruskal-Wallis fue de 7,750 con 3 grados de libertad (p=0,032), indicando diferencias
significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de comparaciones multiples para
identificar diferencias especificas entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que
toma en cuenta el numero de comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba
de Dunn indicaron que la mediana del Control (11,69) no difiere significativamente de la
mediana del grupo tratado con SLNP (11,69), (p>0,999); tampoco se encontraron
diferencias significativas entre el Control y SLNP Dm (8,54), (p=0,068); ni con el grupo
tratado con Dm (8,54) (p=0,164). Todos los analisis se realizaron con un nivel de

significancia establecido en a=0,05.

Las diferencias no fueron tan evidentes como en el caso de la progresion de la
infeccion, muy probablemente debido a que al tiempo de la eutanasia ya habian
transcurrido tres semanas desde la finalizacion del tratamiento. En un siguiente estudio
se debera disponer de suficiente numero de individuos para realizar un seguimiento

semanal de la carga parasitaria.
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5. Conclusiones

Esta tesis doctoral representa un paso adelante en el desarrollo de
nanoparticulas sélidas lipidicas para la liberacién controlada de terapias destinadas al
tratamiento de la leishmaniasis, reposicionando un farmaco aprobado, el delamanid,

dentro de un enfoque de nanomedicina accesible.

1. A través de revision de informacion y de estudios de acoplamiento molecular,
se identificaron once moléculas con potencial para ser reposicionados como
leishmanicidas. Los estudios in vitro con promastigotes mostraron a la prulifloxacina y el

delamanid como las mas promisorias.

2. Por su alta actividad leishmanicida y baja citotoxicidad, se seleccioné al
delamanid para disefiar una formulacion y un proceso que lo encapsule en

nanoparticulas solido-lipidicas.

3. La eficiencia de encapsulacion fue notablemente alta y el farmaco exhibio
liberacion prolongada in vitro. Los resultados mostraron una liberacion exitosa de la
carga util dentro de los macréfagos, asi como una penetracion eficiente en la piel

después de la aplicacién tépica.

4. Los estudios in cellulo e in vivo demostraron que las SLNP encapsulando
delamanid tienen mayor actividad leishmanicida, sobre amastigotes intracelulares, que

el farmaco en solucion.

5. El proceso de fabricacion es sencillo, energéticamente eficiente, rentable y
altamente reproducible, y permite obtener un sistema de entrega para farmacos con baja
solubilidad acuosa para tratar leishmaniasis. Esta plataforma puede ser expandida para
el tratamiento de enfermedades tropicales olvidadas, infecciones intracelulares, cancer

y otras enfermedades.
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0. Conclusions

This doctoral thesis represents a step forward in the development of solid lipid
nanoparticles for the controlled release of therapies aimed at treating leishmaniasis,
repositioning an approved drug, delamanid, within an accessible nanomedicine

approach.

1. Through information review and molecular docking studies, eleven molecules
with the potential to be repositioned as leishmanicidal agents were identified. In vitro

studies with promastigotes showed prulifloxacin and delamanid to be the most promising.

2. Due to their high leishmanicidal activity and low cytotoxicity, delamanid was
selected to design a formulation and a process that encapsulates it in solid lipid

nanoparticles.

3. The encapsulation efficiency was remarkably high, and the drug exhibited
prolonged release in vitro. The results demonstrated successful payload release within
macrophages, as well as efficient penetration into the skin after topical application. /n
cellulo and in vivo studies showed that SLNPs encapsulating delamanid have greater

leishmanicidal activity against intracellular amastigotes than the drug in solution.

4. The manufacturing process is simple, energetically efficient, cost-effective, and
highly reproducible, enabling the production of a drug delivery system for poorly water-
soluble drugs to treat leishmaniasis. This platform can be expanded for the treatment of

neglected tropical diseases, intracellular infections, cancer, and other illnesses.
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7.  Perspectivas futuras del estudio

7.1. Incorporacion de las SLNP con delamanid en Formas
Farmacéuticas

La primera y mas evidente perspectiva del presente estudio es la inclusion de las
SLNP en vehiculos para uso topico: formas farmacéuticas clasicas como las emulsiones
o/w o los hidrogeles. Por la naturaleza lipidica del nanosistema y el farmaco, éstos
ultimos serian la primera opcién por probar. En paralelo se podrian ensayar sistemas no
tradicionales como parches transdermales con microagujas que mejoran el

cumplimiento terapéutico por parte del paciente al disminuir el nimero de aplicaciones.

Ademas de los sistemas no invasivos descritos, es mandatorio la aplicacion de
las nanoparticulas por via parenteral, no solo como referencia de otras vias en estudios
in vivo, sino como apoyo durante tratamientos que requieran inicialmente altas
concentraciones plasmaticas del farmaco, o que tengan contraindicada la via topica por

la edad o condicion del paciente.

En tercera linea estaria la aplicacion de las SLNP desarrolladas por vias de
administracion alternativas. En este contexto, la administracién pulmonar, mediante
aerosoles, del delamanid encapsulado en las SLNP aqui desarrolladas tendria

perspectivas mas bien en el tratamiento de la tuberculosis.

Ademas, se considera que la via de administracién oral no debe ser dejada de
lado: estudios comparativos se las SLNP con los comprimidos orales actualmente
aprobados para tuberculosis, podrian sustentar el uso de estos nanotransportadores

para, mejorando la biodisponibilidad del farmaco, disminuir su dosis.

Finalmente, cabe destacar el potencial de las SLNP que contienen
nanoparticulas de hierro para ser empleadas en la liberaciéon bajo demanda del farmaco
empleando hipertermia por induccion magnética: al llegar al punto de fusién de los
lipidos la gran mayoria del farmaco quedaria libre en el medio. También podrian incluirse
en su estructura nanovarillas (nanorods) de oro estimulables por luz laser con la misma
finalidad.

7.2. Investigacion de la diana molecular del delamanid
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En el presente estudio se han postulado tres enzimas como posibles dianas
farmacologicas del delamanid: ciclopropano acido graso sintasas, Aurorakinasas y
Tubulinas. Estas hipétesis deben ser confirmadas mediante estudios in silico
(acoplamiento y dinamica molecular), in vitro (cinética enzimatica, co-cristalizacion del
ligando con la proteina y difraccion de rayos X, estudios estructurales por microscopia
confocal y electrénica, entre otras). Esta investigacion basica permitira identificar otros
farmacos leishmanicidas, extrapolar su mecanismo de accién a otras enfermedades

infecciosas y disefiar nuevas moléculas farmacolégicamente activas

7.3. ldentificacion de substancias estructuralmente similares a
delamanid con potencial actividad leishmanicida

Sin obstar lo anterior, aun sin haberse validado la diana farmacoldgica, se
pueden identificar moléculas estructuralmente similares al delamanid y realizar ensayos

tanto en forma libre como encapsulada (en SLNP), con promastigotes y amastigotes.

Un ejemplo de lo anterior son los Benzimidazoles representados en la figura 35,
junto con su Log P y solubilidad acuosa. Estos antihelminticos, que comparten el grupo
imidazol con el delamanid, tienen alta afinidad por la B-tubulina inhibiendo la
polimerizacion de los microtubulos en parasitos. Debido su lipofilicidad y baja solubilidad

acuosa es mandatorio que se usen encapsuladas en SLNP como las aqui desarrolladas.

“ N Delamanid
s (5,7/0,0022) : ( ——
X 0 KO
;//’/”—\\ Flubendazole Albendazole
(X ™. ) (2,9/0,0289) (3,2/0,0228)
I P
"B\ Ol @ ®
QLN R cEA o)
9 '//‘ S~ X
Nocodazole Oxfendazole Fenbendazole
(2,8/0,0184) (2,2/0,387) (3,6 / 0,0009)

Figura 35. Benzimidazoles aprobados con grupos funcionales relacionados al delamanid.
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Estas mismas substancias y nanoestructuras pueden ser ensayadas en otras
enfermedades tropicales olvidadas, e incluso cancer. Se ha documentado la actividad
antineoplasica de algunas de ellas, pero su uso no ha prosperado, probablemente por

su baja biodisponibilidad.

7.4. Aplicacion de las SLNP disehadas a tratamientos combinados para
leishmaniasis

Varios de los regimenes terapéuticos recomendados para la leishmaniasis son
combinaciones de farmacos [18] [22], con la finalidad de potenciar efectos, disminuir
periodos de administracion o reducir el riesgo de resistencia. Las SLNP desarrolladas
tienen el potencial de utilizarse como sistemas de entrega simultanea, no solo de
delamanid con otro leishmanicida, sino de las combinaciones recomendadas de los

farmacos actualmente aprobados.

Aparte de la anfotericina, de conocida lipofilicidad, otros agentes leishmanicidas
actualmente aprobados son susceptibles de incorporarse en SLNP. Entre ellos se debe
destacar la miltefosina, un farmaco anfifilico, analogo a los fosfolipidos, con log P de
2,68 y solubilidad acuosa de 0,00022 mg/ml, caracteristicas apropiadas para usos en
nanotransportadores lipidicos y en estructuras micellares [133]. Llama la atencién su
estructura de tensoactivo (figura 36) y aun mas, que presenta un grupo de amonio

cuaternario que recuerda la del lipido catiénico usado en las SLNP.

O
P ® CHs

o \O/\/"{\CH3
CHs,
CH

3

Figura 36. Estructura de la Miltefosina, leishmanicida analogo a los fosfolipidos.

7.5. Aplicacion de las SLNP disefadas a otras ETD

Entre las veinte enfermedades tropicales olvidadas, la Tripanosomiasis emerge
como una candidata preeminente para aprovechar las nanoparticulas desarrolladas en

este estudio, especialmente debido a las notables similitudes en la biologia de los
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parasitos. Estas afinidades allanan el camino para formular la hipétesis de que estas
nanoparticulas podrian demostrar actividad prometedora tanto en la Tripanosomiasis

africana como en la enfermedad de Chagas.

Diversas enfermedades tropicales olvidadas son ocasionadas por parasitos
pluricelulares, tales como nematodos, trematodos o tenias. Entre ellas se encuentran la
Dracunculiasis, Equinococosis, Trematodiasis de transmision alimentaria,
Geohelmintiasis, Teniasis, Esquistosomiasis, Oncocercosis y Filariasis. Algunas de
estas enfermedades pueden abordarse mediante benzoimidazoles para tratamiento o
prevencion. En este contexto, las SLNP utilizadas como sistema de entrega emergen
como alternativas terapéuticas prometedoras, ofreciendo la posibilidad de tratamientos

mas eficaces.

La filariasis linfatica (elefantiasis) puede ser de especial interés, la hipotesis a
probar en este caso seria si el encapsular el albendazol en SLNP incrementa su
efectividad en parasitos adultos. Seria muy interesante también, ensayar estas mismas
SLNP frente a Echinococus que en la actualidad a veces solo se pueden eliminar con

cirugia [17].

7.6. Aplicacion de las SLNP disefiadas a otros antibioticos

En el ambito de los antimicrobianos, el mismo delamanid abre todo un capitulo,
pues es reconocido su estrecho espectro de accion, aqui la hipétesis seria si su
incorporacion en SLNP amplia su ambito de aplicacién a otras Mycobacterias,
Mycobacterium ulcerans y Mycobacterium leprae, por ejemplo, causantes de otras
enfermedades tropicales olvidadas), y por supuesto a otras bacterias patégenas para

las cuales hoy urgen nuevas alternativas de tratamiento.

Por demas esta senalar que el mismo sistema de entrega podria ser utilizado
con muchos otros antibiéticos que han caido en desuso por su falta de efectividad. Los
mecanismos de resistencia relacionados con el ingreso del antibiético a la bacteria
podrian ser evadidos o superados por la internalizacion que las SLNP consiguen; varios
estudios han evaluado las aplicaciones de la nanotecnologia en la lucha contra la

resistencia antimicrobiana [134].
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Abstract: Leishmaniasis, a soonotic parasitic disease transmitted by infectisd sandilies, impacts
nearly 1 million people yearly and is endemic in many countries across Asia, Africa, the Americas,
and the Mediterranean; despite that, il remains a neglected disease with limited effective treatments,
particularly in impoverished communities with limited access o healtheare. This study aims o re-
purpose approved drugs for an affordable leishmandasis treatment. Afler the sereening of polential
drug candidates by reviewing databases and wtilizing melecular docking analysis, delamanid was
chesen o be incorporated into solid lipid nanoparticles (SLNPs). Both in cellulo and fre vive tests
confirmed the succeasful payload release within macrophages and through the epidermis following
lopical application on murine skin. Evaluation of macrophages Infected with L fnfanbim
amastigoges showed that the encapsulated delamanid exhibited greater leishmanicidal activity com-
pared o the free drog. The process of encapsulating delamanid in SLNPs, as demonstrated in this
study, places a strong emphasis on emploving minimal lechnology, ensuring ensrgy efficiency, cost-
effectiveness, and reproducbility. It enables consistent, low-cost production of nanomedicines, even
ona small scale, offering a promising step towards more accessible and effective leishmaniasis treat-
merils.

Keywords: zoonosis, trypanosomatid, nanomedicine, neglected, fuoroquinolome, beneimidazoles

1. Introduction

Leishmaniasis is a neglected tropical parasitic disease that predominantly atfects im-
poverished communities in tropical areas, placing a disproportionate burden on women
and children. Factors such as poverty, malnutrition, limited healthcare access, and popu-
lation displacement exacerbate the situation [1] [2] [3] [4]. The disease caused by various
Leishmania protozoa species, spreads through the bites of infected female sandflies {5] and
can manifest in three forms, anging from skin lesions to a nearly always fatal visceral
tvpe. Leishmaniasis is endemic in over 90 countries across tropical and subtropical re-
gions of Asia, Africa, the Americas, and the Mediterranean. However, changes in temper-
ature and rainfall patterns due to climate change are influencing the size and distribution
of sandfly populations [f [7].

Every year, an estimated 700,000 to 1 million new cases of leishmaniasis emerge and
impose devastating health, sodal, and economic consequences on over one billion pecple
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according to the World Health Organization [8]. These challenges are further intensified
by shifts in demographics, leading to increased vulnerability to various hardships, includ-
ing high healthcare costs, productivity loss (9], disability, stigma [10] [11] and discrimina-
tion, primarily due to the nature of the lesions. Unfortunately, despite these alarming sta-
tistics, there has not been adequate public and private investment in prevention and con-
tral measures [6].

Treatment of leishmaniasis is challenging in poor communities with limited access to
regular health care. The choice of treatment for leishmaniasis depends on the specific cin-
ical presentation, which is further influenced by the parasite species and geographical dis-
tribution, and the efficacy of treatment is primarily influenced by the level of toxicity and
associated side effects, which can affect the willingness of patients to undergo treatment.
In addition, the drugs used can be both expensive and in short supply [12]. The Pan Amer-
ican Health Organization recommends the use of pentavalent antimonials, such as megha-
mine antimoniate, administered once daily for up to 30 days. Regrettably, the associated
adverse effects, including myalgia and arthralgia, often lead to non-compliance and con-
tribute to the development of resistant strains [13] [14].

The first stage of this study is dedicated to examining existing approved drugs for
their potential applicability in treating leishmaniasis through repositioning [15] [16] [17].
This approach provides notable benefits in terms of both time and cost effidency com-
pared to the development of entirely new compounds [ 18][19]. Certain approved and pre-
viously discarded molecules may suffer from issues like inadequate solubility, restricted
bivavailability, undesirable side effects, and dosing complexities, all of which can poten-
tially be mitigated through the process of nanoencapsulation [20] [21] [20].

Among the various available nancencapsulation systems, Solid Lipid Manoparticles
{SLNPs) present a promising platform for drug delivery [22) [23] [24] |25]. They enhance
the sohubility and bicavailability of hydrophobic drugs, provide sustained release for pro-
longed therapeutic effects, and improve chemical stability [26] [27]. Additionally, SLNPs
boast benefits like better bincompatibility, targeted delivery, reduced toxicity, and protec-
tion from enzymatic degradation, making them versatile for pharmaceutical applications.
They also hold the potential for efficient production processes and minimixing variability
[10].

In the context of leishmaniasis, as well as other neglected tropical diseases, the suc-
cessful use of SLNPs depends on the streamlined formulation and production methods
that are cost-effective, time-efficient, and environmentally responsible [28]]29,30](31].
This approach should address supply concerns; the industrial-scale production of nano-
particles implies high technology costs for manufacturing, storage, and distribution; the
small-scale, on-demand, and personalized production of nanomedicines can improve
their accessibility, especially for impovershed populations.

To address these needs, our research begins by identifying a leishmanicidal com-
pound from a pool of drugs through database analysis and molecular docking. After con-
firming the compound's effectiveness against the Leismurnig promastigote forms, we pro-
ceed to create a point-of-care compatible SLNPs formulation using the solvent-antisalvent
method to encapsulate the drug. Subsequentty, we evaluate the formulation in vitro and
i celluln, ultimately demonstrating its efficacy against the amastigote stage.

2. Materials and Methods

2.1. Mentification of Compounds Exhibuting High Acfivity Ageinst Trypanosomatids and
Minmmal Cytotoxicity.
211 Dalabase Pmﬂ!ﬁlﬂ&. The |n.fnmahun available in databases of "Fathogen box"

" - 7 -Jh‘m‘n‘hem:ha-
tive Med.u.'mes for "ulaiﬂna Vm‘:ure {M’\.{\l' hittps: .n'h\. WO IV amfabm.lt us/what-we-
do/overview-our-work), complemented with scientific articles and web pages allowed
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the preparation of a table with activity against T. cruzi, T. brucei, L. infantum, L. donovani, 99

gytotoxicity in macrophages and hepatocytes, as well as physicochemical parameters; 100
then classity them into three levels, assigning each one a score that served fo prioritize 100
the substances with the greatest possibility of presenting leishmanicidal activity. jlid

2.1.2 Molecular docking, Molecular docking was performed using Auto Dock Vina soft-  1m
ware to analyze the proteins DHFR-TS and topoisomerase Il (TOP I1) from Leishmania, 10
the protein structures were obtained from PubChem, and their pKa and pH-dependent 16
distribution curves were calrulated using ChemAxon's Chemicalize tool The chargesof 106

the molecules were adjusted for pH 7 using AC/DC and MarvinSketch software. The 107
maodified structures were debugged, optimized, and corrected using the Check Structure 108
tool. Human alpha and beta TOF [l proteins and TOF I from L amazomensis, were se- b
lected based on previous research by Uzcanga et al. (2017) [32] and Espindola (2019) 110
|33], respectively. The Docking Server was utilized to test the best binding sites identi- 111
fied previously. Forty-two tluoroquinolones and meglumine antimoniate were used as 12
ligands. AutoDock tools were also employed. A more detailed procedure is described in-— 113
supplementary material Procedures 51 [34] and 52 [33]. 114
2.2 Determimation of the leishmanicidal activity of the selected drugs 115
2.2.1. Leishmanicidal activity in promastigotes. L ffanfune (MACAN/ESSa/BCN150 116
rymodemea MON-1) promastigotes, were maintained for 5— 7 days in Schneider me- 117
dium supplemented with 10% FBS, then, 1 x 1(F promastigotes were seeded in microcen- 118
trifuge tubes with 1 mi of medinm. The etfect of the drug or nanoparticles, was com- 119
pared with controls after 5-day incubation at 25 - 27 °C. Parasite viability was performed 1
in a hemocytometer. Assays were performed in triplicate. 121
A fuorescence method described previousky [35) was applied to drug substances, Proce- 122
dure 53. Briefly, ¢ promastigotes were cultured tor 72 hours at 25 °C in the pres- 13
enoe/absence of the drug dissolved in the medium at the indicated dilutions. Hypotonic 124
Ivais buffer (20mbd Tris pH:7.5, 5mM EDTA, (0.008% Triton, (L.008% Sarcosine) with 175
fluorophore (Sybrgold 0.1x) was added. Fluorescence was measured with excitation at 136

4493 nm and emission at 539 nm_ To determine cytotoxicity, the same procedure was fol- 127
lowed using J774 macrophage in DMEM supplemented with 10% FBS, incubated at 37 1R

*C with 5% CO., 12
The leishmanicidal activity of drugs and nanoparticles was also measured using flow 130
cytometry. Promastignte caltures of L frfantum, L major (clone ¥V 1T:MHOM/IL/ASN 13
Friedlin), and L. mexicana cultivated tor 5-7 davs, were fixed using 4% paraformalde- 132

hyde, followed by thorough washing. Subsequently, they were stained overnight witha 13
1:500 dilution of propidium iodine. A total of 10,000 events minimum were processed m 1M

each fow cytometry experiment. Assavs were performed in iriplicate. 135
2.2.2. Phase-contrast microscopy imaging. Live promastigotes were photographed with 138
a Nikon Eclipse T5 100 phase contrast microscope using the 10x and 2(kx lenses_ 137
2.3, Delanumid encapsulation i SLNFs. 138

23.1 Design and Synthesis of the SLNPs. Delamanid (CAS 681492-23-8, TargetMol), 13
stearic acid (CAS 57-11-4, Thermo Scientific), and the ammonium salt of N-palmitoyl ho- 140
mocysteine, PHC, (CAS 4749%42-73-9, Avanti Polar lipids) where solubilized in ethanol 14
(Code 141086, PanReac AppliChem). Cetvitrimethylammoniuom bromide, CTAB, (CAS 10
57-09-0, Thermo Scientific), Tween 80 (CAS 9005-65-6, Sigma Aldrich), and phosphate 14
butfer saline, FBS (Red. 70011-036, Gibeo) were dispersed in a microcentrifuge tube. The 144
arganic phase was injected into the agueous phase, sonicated (5 cycles 30 seconds each)at 145

130'W [ 20 KHz, filtered through a membrane, and stored at 4 *C until use. 146
For analytical purposes, commercially available magnetic nanoparticles (BNF Dextran, 147
Product code 84-00-102, Micromod ) were introduced into the aqueous phase of the 148
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SLMPs formulation; its original size, 100 nm, is fragmented during sonication (figure 148
2d). This inclusion aided in the separation of SLMPs through centrifugation. The incor- 150
poration of magnetic nanoparticles did not show any noticeable effect on the leishmani- 151

cidal activity as demonstrated in Figure 57 152
23.2. Characterization of SLNPs. The SLMPs dispersion was diluted in I'85 and meas- 153
ured by Dynamic Light Scattering (DLS) in a Malvern Zetasizer Ultra. Transmission 154

Electron Microscopy (TEM) imaging was performed in a Jeol JEM 1011 equipped witha 155
Gatan Orius Sc 1000 CCD, using SLNF placed and dried an a grid, no contrast was nec- 156
essary since fragments of magnetic nanoparticles were included in the formulation for 157
this purpose. Drg encapsulation efficiency was determined indirectly by quantifying 158
the non-encapsulated drug in the supernatant, measuring its absorbance at 340 nm, and 159
using a calibration curve. 160
2.3.3. In vitro drug release. 161

SLMPs dispersions in PBS were subjected to agitation, 208 rpm at 37.5 °C for 8 days, to i
investigate m vitro drug release. The absorbance of 500 pl samples from the supernatant 162
was determined at 340 nm, and the quantification of the drug was performed employing 164

a calibration curve. 165
2.4 In cellulo ackivity of SLNPs 168
2.4.1. Cellular Proof-of-Concept Drug Release. 167
SLMPs carrying both D4l (41085-99-8, Invitrogen) were prepared as a proof-of-concept L
(PaC) to investigate drug release in ceflule. After 24-hour exposure to these nanoparti- 168

cles. macrophages 1774 were fixed using 4% paraformaldehyde. They were then stained 170
with DAPL{CAS 28718-90-3, Sigma Aldrich) and mounted on slides for imaging usinga 171
Mikon AR confocal microscope. 172
2.4.2. Transdermal FoC drug release. Eight-week-old female and male BALE/c mice 173
{Janvier-Labs, Laval, France) were maintained in the Animal Facility of the Complutense 174
University of Madrid under specific pathogen-free conditions without food or waterre- 175
striction. The animal research described in this manuscript complied with Spanish {Ley 176
6/2(113) and European Union legislation (2000/63/UE). The protocols used were ap- 177
proved by the Animal Care Committee of the Complutense University of Madrid. The 178
animals were carefully shaved to facilitate the application of 20 pl of the dispersion con- 179
taining SLNFs loaded with both the drug and DiR (CAS 100068-60-8, Invitrogen). The LED
treatment was left in place as indicated in the text. After humane sacrifice, the skin was 1K1
dissected, fixed in 4% formalin, and embedded in paraffin. Samples were then sectioned, 182

stained, and prepared for confocal microscopy imaging. 183
2.4.2. Electron microscopy imaging of infected macrophages. Canine macrophage 184
DHE2, cultured in RPMI (RPMI Medium 1640 ( 1X) + Glutamax-1. Giboo. Ref. 61870-010) 185
supplemented with 10% FBS and (L05% Gentamicin, and incubated at 37 'C / 5% C02 168
were infected with L. mfantum promastigotes for 4 hours. Then, non-internalized para- 187

sites were removed and cells were treated. After 12 hours, treatments {drug or SLMNPs)at 188
a concentration corresponding to the IC50 were added and incubated for 48 hours. After (&

treatment, the cells were fived with glutaraldehyde 3% for inclusion and post-fived in 1501
2% buftered osmium tetroxide, dehydrated in a graded acetone series, and embedded in 191
Araldite resin (Durcupan ACM, Sigma-Aldrich). Ultrathin sections of ca. 7 nm thick, 152
were obtained on an LKB ultramicrotome, stained with lead citrate and uranyl acetate. 153
Imaging was performed using a JEQL JEM 1011 operated at 100 kY. 19
2.4.4. Leishmanicidal activity in amastigotes. DHS2 cells were infected with L infantum 195
live parasites on cell culture slide chambers for 4 b Cells were treated with the drug, L%
SLMPs, or control media for 48 hours. The number of infected macrophages and 157

amastigotes by cell was determined in 400 cells under optic microscopy. Olympus BX41, 198
on Giemsa-stained slides. The infection index was obtained by multiplving the number 199
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of infected cells by the number of amastigotes per cell. A one-way ANOVA statistical m
test, followed by post hor comparisons using the Tukey HSD test, was used to evaluate 201
differences. e
The ot mitre experiments were carried out in a laboratory equipped with laminar flow 200
cabinets adapted for biosafety level 2 microorganisms following the procedures of Biose- 204
curity Standard Operating Procedures (S0Ps) applied to the Faculty of Veterinary Medi- 26

cine. 206

247

s
3. Hesults 208
3.1. Wdmtification of Compounds Exhibiting High Activity Ageinst Trypanosomatids md 10
Minimal Cytotaxicity 21
3.1.1. Database processing 12

We assessed the activity of compounds against trypanosomatids and their cytotomd- 213
city against macrophages using the “Medicines for Malaria Ventare (MMV) project’s Path- 214
ogen box” database. The results were summarized in comparative tables for evaluation; 215
briefly, the leishmanicidal activity values were stratified into tertiles and color-coded as 218
green, orange, or red, corresponding to scores of 3, 2, and 1, respectively. The highest score 217
was assigned to the lowest 1050 values, indicating superior leishmanicidal activity. Con- 218
versely, for cytotoxicity assessment, higher 1050 values were associated with elevated 219
scores, To establish prioritization, these scores were multiplied to generate a priority num- 20
ber, Substances falling within the first tertile, marked by the highest combined scores, 1m

were considered to exhibit greater potential. In cases where data was unavailable for 22
promising molecules, we supplemented it with information from scientific articles To re- 21
fine the selection process, we took into acoount physicochemical parameters that are in- 24
dicative of biological activity (Drugability). This data was then cross-referenced with sci- 235
entific literature, offering valuable insights into potential targets and mechanisms of ac- 226
tion. Finally, six different molecules were selected: MMV6SE262 (delamanid), 27
MMV6REITZ, MMVe85061, MMVeS9437, MMVeR102, AND MMV690103 (Figure 51). 8
3.1.2. Molecular docking 9

Using Autodock Vina (https://vinascripps.edu/), we conducted bicinformatic stud- 2w
ies examining 42 flusmogquinolones representing all generations: Among them, com- 23t
pounds with high affinity for topoisomerase Il (TOF ) of Leishmanis and Salmonella Gy- 232
rase, coupled with low affinity for human TOF U alpha and TOFP 1 beta, were identified. 23
In the process of data analysis, affinity values were categorized into tertiles and color- 24
coded as green, orange, or red, with corresponding scores of 3, 2, and 1, respectively. The 235
highest score was attributed to the compounds displaying the greatest affinity for parasite 2%
enzymes. In contrast, for human enzymes, higher scores were linked to lower affinity val- 237
ues. To facilitate prioritization, these scores were multiplied to generate a comprehensive 238
priority number. Substances situated within the first tertile, characterized by the most fa- 2
vorable combined scores, were deemed to possess superior potential.  These molecules 240
include Trovafloxacin, Tosufloxadn, and Sitafloxacin. Enrofloxacin was selected forinclu- 201
sion based on its previous use in in vitro research, along with its high biavailability and 242
low tosicity [36]. Furthermore, Prulifloxacin (Figure 52) was included in the study due to 243
its structural feature of a four-membered ring containing a sulfur atom, which has been 241
reported to enhance its activity [37] [38]. M5
3.2, Assessing Leishmanicidal Activity of Selected Dvugs against Promastigotes 246
3.2.1. Leishmanicidal activity in promastigotes M7
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Leishmanicidal activity assays were conducted in multiple phases, systematically
comparing the efficacy of the experimental compound with that of ciprofloxacin. The ef-
tectiveness of the latter had been previously confirmed using fluorescence-based method-
ologies described previously [35], Compounds exhibiting significant activity were sub-
jected to dilution, and the test was reiterated until the concentration causing a fifty-percent
reduction in the population (IC50) could be approximated. Delamanid displayed notable
activity against L. mexicans promastigotes and prulifloxacin was the best among the fluo-
roquinolones (Figure 53).

To gain deeper insights into the prior findings, we applied the fluorescence method
outlined in section 2.2.1 to ascertain the 1C50 values in promastigotes. The results indi-
cated an IC50 value of 0.026 uM for delamanid, 180.2 uM for prulifioxacin, and 451.3 uM
for enroffoxacin. Enrofloxacin was selected as a reference due to its previous usage on
promastigotes, both in solution [39], and encapsulated in nanosystemns [40,41].

Additionally, we emploved flow cytometry to determine the 1C50 (Table 1) for dif-
ferent Leishurmanin species and macrophage cell lines DHSZ and [774, both used in m ceflulo

assays.

Table 1. Determination of delamanid IC50 Against Leishmania Species and Macrophages Using
Flow Cytometry (n=3, media £ 50)

Specie/cell line 1C 50 (nM)
L. infantum 172109
L. major 219+2.8
L mexicana 13.5+09
DHS2 macrophages >16x e
774 macrophages > 16x 1P

The IC50 of delamanid against the three Lefshmanin species is within the same order
of magnitude, while the cytotoxicity in assayed eukaryobic cells is at least 10,000-fold
higher. These results agree with previous investigations that revealed an 1050 of 185 nM
in L. donorans promastigotes derived from clinically isolated strains [42].Given the =ignif-
icant difference in leishmanicidal activity observed between delamanid and prulifloxacin,
coupled with its safety margin in eukaryotic cells, the study aimed toward delamanid
{Figure 1a).

3.2.2. Phase-contrast microscopy evaluation of the effect of delamanid on pro-
mastigotes.

We utilized phase-contrast microscopy to assess the impact of delamanid on the parasite,
focusing on potential morphological alterations and signs of cell death. This approach en-
abled us to analyze how delamanid influenced the growth and structure of the parasite
(Figure 1b). Alongside a notable decrease in the population of L. infirrfum promastigobes,
we noted morphological abnormalities such as an increase in their size, a more rounded
shape, and noticeable cytokinetic abnormalities, all evident six davs after a single admin-
istration of delamanid at its IC50 concentration.
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Figure L. Molecular structure of delamanid and impact on p Hgobes. (a) Chemical structure
of delamanid, a bicyclic nitroimidazole compound approved for the trestment of multi-dug re-
sistant luberculosls, exhibiling high activity against Leishinmnin parasites. (b) Untreated L. fefanlum
promastigoles after 7-day culture. (e} Morphological alterations Induced by delamandd in L jifar-

Tum promastigotes after 2 days of reatment

3.3 Encapsulotion of delanmanid in SENPs
3.3.1 Design and Synthesis of the SLNPs

The SLNP formulation comprises seven components, the exact quantities employed
for the synthesis are shown in Table 2. The ethanol content is maintained well below the
maximum allowable limit, the combined total of surfactants is kept below 0.12%, and the
lipids are limited to (L018%. Lipids complement each other due to their charges, stearic
acid is a widely recognized ingredient in the pharmaceutical and cosmetic industries [43].
The added delamanid corresponds to 27.7 uM in the SLNP dispersion.

Table 2. Delamanid SLNFs weighl/weight percentage formula

Component % (wiw)
delamanid 0.0015
PHC 0.0025
stearic acid 0.0152
etanol 3.240
CTAB 0.0320
Tween 80 (.0800

FES 96,6290

The manufacturing process, as illustrated in Figure 2a, was intentionally designed to
involve a minimum number of steps and incur low energy costs. Onie notable feature of
this method is the remarkable consistency in the batches of nanoparticles produced, as
demonstrated in Figure 54
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Figure 2. SLNPs synthesis and characterization. (a) Schematic representation of SLNP synthesis 310

using the solveni-antisolvent method. (b) Characierization of hydrodynamic diameter. Data from 311
three dislingt balches exhibit high reprodudbility in pasticle size, as determined by Dynamibe Light 312
Scattering (DLS), with a polydispersion index below 0.25. {c) In vitro drug release profiles indicate 313
sustained release over one week. [d) The SLNPs dispersion was diluted at a ratioof 1 to 10 in PBS, 314
applled to a grid, and lefl bo alr-dry at room temperature ovemnight before observation under TEM. 315

36

3.3.2 Characterization of SLNPs 317

As shown in Figures 2b and 2d, particle size does not exceed 200 nm with a highly 318
reproducible polvdispersity index. Four consecutive batches, prepared independently, 319
showed minimal variation in particle size between 140-180 nm diameter and a polydis-
persity index of less than (1.25. The zeta potential measured approximately +10 mV, indi-
cating a slight positive charge (refer to Figure 54). Importantly, the encapsulation of
delamanid in the SLMPs did not alter their sizes or zeta potential. The stability of the phys-
ical characteristics of the SLNPs was assessed for 7 days at 4 *C (Figure 55), and no dis-
cemible changes in properties were observed.

Regarding drug encapsulation, the produced SLNPs demonstrated an average en-  3m
capsulation efficiency of 84.5% (Figure 56). When it comes to drug release from SLNPs 327
under physiological conditions (pH 7.4, 37 °C), these nanosystems exhibited a sustained 128
release pattern for delamanid. Specifically, over half of the content was released during 329

REBREE

the first four davs. The 80% threshold was surpassed by the sixth day (Figure 2c). 330

33
3.4 SLNPs Payfoad Release: Proofof~Concept 2]
3.4.1 In cellulo and in vivo payload release 313
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in cellulo t=24h Pol

i wivo t=0 Pol

in viva t=2h PoC

Next, we exposed macrophage cells to the SLNFs in the culture media to examine the
uptake, the pathways for intracellular nanoparticle transport, and the payload release. To
assess the effectiveness of intracellular drug release within macrophages following SLNE
internalization, we conducted a proof-of-concept experiment by incorporating a fluores-
cent pigment into the delamanid-loaded SLNPs (Materials and Methods). After 24 hours
of exposure to the nanoparticles, macrophages were imaged using confocal microscopy.
The study revealed a prominent fluorescence in their cytoplasms, indicative of the suc-
cessful release of the nanoparticle pavioad intracellularly (Figure 3a, Inset £1). This con-
firms both the capture of the SLNPs and the release of the cargo.

d

In wivo t=24h PoC

10K jam

100 pm

Figure 3. Liberation of payload from SLNPs containing dye and delamanid. (a) After 24 hours of
exposure to SLNFs, macrophages display robust cytoplasmic fluorescence, Indicating the successful
release of the encapsulated dye intracellularly (Inset #1). {b-d) Confocal microscopy images of skin
sections taken al sequential ime points after the topical administration of the SLNFs show distinc
patterns. (b} Immediately after application, the released compound is visible in the comeal stratum
{Inset £2, arrow). e) In 2 hours, the J_\.‘L‘ has punulr:l.-.'d the: basal Lnju'! of the dermis beuq.: visilile
imtracellularly (Inset &3, arrow). (d) A notable concenteation of the dye arsund the hair follicles is
datected at 24 hours. The red dhannel shows the luorescence of the |i_'.'|:- {Imsed 84 arrows). MNucle
are stained with Dapi (blue channel). The green channel represents tssue autofluorescence.

Finallv, to evaluate in vieo payload release, we conducted a proof-of-concept experi-
ment to evaluate the release of the compounds. In this experiment, SLNPs loaded with
both, the fluorescent dye and delamanid were applied topically on normal murine skin.
Skin from treated mice was collected at various times after topical application and histo-
logically processed for confocal microscopy imaging to assess compound release and dif-
fusion through difterent skin layers. Figures 3b-d depict ditferent time points at which the
skin was observed to assess the penetration of the dve (indicated by arrows). Immediately
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after the initial application, the fluorescent dye was primarily observed within the comeal
stratum {Figure 3b). Two hours later, the dye had successtully penetrated down to the
basal cell layer of the dermis (Figure 3c). After 24 hours, the dye was mainly concentrated
in the hair follicles (Figure 3d).

These findings illustrate that the nanoparticles demonstrate a high level of efficency
in releasing their cargo at the intracellular level. Additionally, they highlight the potential
of the nanoencapsulation system for transdermal delivery of lipophilic molecules like
delamanid. Moreover, because of its fully biocompatible formulation, there is optimism
regarding the efficient delivery of the treatment through alternative routes of administra-
bom.

3.4.2 Subcellular Distribution of SLNPs in Infected Macrophages

To study the entry of SLNPs into macrophages, the nanoparticle subcellular path-
way, and the effect of amastigotes, we infected macrophages with L infamtum for 48 hours.
Following the incubation period, the parasites were removed by washing, and the macro-
phages were then treated with SLNPs. For imaging purposes, magnetic nanoparticles
were incorporated into these nanoparticle batches. Following an additional 48-hour expo-
sure to the SLNPs, cells were fived, dehydrated, and embedded in resin for ultramicrot-
amy and TEM imaging.

Figure 4 shows a section of two representative infected macrophages. Some intracel-
lular nanoparticles were observed surrounded by membranes, probably phagosomes
(Figure 4, inset # 5a), suggesting uptake by phagocytosis, while others were also seen free
in the cytoplasm of cells, lacking surrounding membranes (Figure 4, insets #5b, £#6). The
distinct recognition of SLNFs is fadilitated by the inclusion of iron nanoparticles in the
formulation, making their structure visible and clearly distinguishable from other cellular
structures observed in these sections.

These findings are consistent with confocal mictoscopy observations and suggest
successful uptake of SLNPs by macrophages, the cells targeted for treatment. The results
suggest that this novel formulation shows promise for the treatment of leishmaniasis.

3.4.3 Comparative Leishmanicidal Efficacy of SLNP's Against Intracellular
Amastigotes

To assess the effectiveness of SLNP treatment compared to controls, canine macro-
phages infected with L. infimrtum were subjected to three different treatments: {i) unloaded
nanoparticles as a control (SLMNI), (ii) nanoparticles encapsulating delamanid {SLME Dim),
and (iii} the free drug (Dmj). Following treatment, the number of amastigotes per infected
cell was guantified on Giemsa-stained cells, The resulting values were used to calculate
the infection index, providing an overall measure of parasite burden (Figure 4b).

A one-way ANOVA statistical test was performed to assess the impact of treatments
om the Infection Index of DHS2 macrophages. The analysis revealed a statistically signifi-
cant effect of the treatment on the Infection Index at the p < 0.05 level, compared to the
control conditions [F(2, 15) = 22.13, p < 01|, Post hoc comparisans using the Tukey
HSD test indicated that the mean score for SLMP Dm (M = 30,95, 5D = 25 36) was signifi-
cantly ditferent from SLNP (M =147.12, SD = 30.34) and Dm {M= 77 20, S0 = 34.92).

These results demonstrate that the delamanid encapsulated in SLNPs displays a
markedly enhanced leishmanicidal effect when compared to delamanid in its unencapsu-
lated form, particularly in its potency against intracellular amastigotes of L. mfantum.
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40
i
Figure 4. Effect of SLNPs Treatment on Amastigotes. (a-b) Subcellular localization of SLNPs in - 412
infected macrophages. TEM images of an ullrathin section of an infected macrophage treated with 413
SLNPs Black arrows delineate the localization of intracellular dead parasites. Insets #5a and #5b 404
offer magnified views of the areas enclosed in Inset 5. Inset #6 highlights the specified region In - 415
Figure db. White arrows indicate intracellular SLNPs, some observed within a putative phagosome 416
{Inset #5a), while others are freely present in the cytoplasm (Insets §5b, #6). The presence of magnetic 817
nanoparticles inside serves as the identifier for the SLNPs. (c) The use of SLNFs containing 418
delamanid (SLNF Dm) significantly reduces the Infection Index of macrophages infected with L. 419
infantion in comparison to the control groups, which include unloaded SLMPz and the plain drug 420
(D), an

4. Discussion

et
a

Delamanid, an approved oral treatment for multidrug-resistant Mycobeclerium tuber- 425
culpsis, possesses high lipophilicity, making it compatible with the lipid-rich matrix of 4%
SLMFs. These nanoplatforms offer a range of benefits, particularly in overcoming biolog- 427
ical barriers and providing sustained drug release. Motably, the manufacturing process is = 48
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highly versatile, allowing for various administration routes, including topical, parenteral,
inhalation, and even routes like ocular, oral, or even intra-cerebral administration [44].

In comparison to other nancencapsulation methods, which often necessitate the ap-
plication of thermal or mechanical energy (such as heating, shearing, ultrasound, etc.) or
induce nanoparticle formation through alferations in solubility and surface tension [44]
|45][46] the approach employed in this study is notably streamlined and straightforward.
It combines principles like solvent-antisolvent insolubilization, ultrasound-mediated top-
down processes, and reduction in interfacial tension. Importantly, this method can be car-
ried out without the need for high-tech equipment. As a resul, it yields SLMNPs with highly
consistent and reproducible characteristics across different synthesis batches.

The mechanism of action of delamanid on Mycobacterium may entail disrupting the
bigsynthesis of crucial components of the cell wall, namely methoxy and keto mycolic
acids. Additionally, it may interfere with respiratory activity in the bacteria [47]. How-
ever, it's important to note that mycolic acids, which are commonly encountered in the
cell envelopes of various microorganisms, are absent in Letshmanie [45]. However, this
parasite does contain cis-9,10-methylene octadecanoic acid, a fatty acid strocturally akin
to myoolic acids. This similarity suggests that it could potentially be the target of
delamanid'’s leishmanicidal activity [49]. It's worth noting that a higher content of C19%4
has been associated with resistance to antileishmania drugs like amphotericin B and
miltefosine [50]. Additionally, cyclopropane fatty acid synthase null mutants of L. mexi-
amma display altered cell shape, increased sensitivity to acidic pH, and modified growth
patterns in serum-free media [51].

It is also important to consider the potential involvement of Aurora kinases as targets
tor delamanid in Leishmania. The significance of hesperidin, an inhibitor, in preserving
cytoskeletal integrity and facilitating cytokinesis, as indicated by previous research [52],
could potentally offer insight into the observed experimental outcomes. Similar results
were replicated with inhibitors such as Barasertib and GSE-1070916 [53].
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5. Conclusions

This study primarily focused on formulating SLNPs for the delivery of delamanid in
the treatment of leishmaniasis. The process encompassed the selection of delamanid
among different drug candidates, its incorporation into SLNPs; and subsequent evalua-
tiom of its effectiveness against Leishnania parasites. Encapsulation efficiency was notably
high, and the released drug exhibited prolonged release characteristics. Results show-
cased successful payload release within macrophages, as well as efficient skin penetration
following topical application. Moreover, delamanid demonstrated heightened activity
against intracellular amastigotes when incorporated into the SLMNPs formulated in this
study. The manufacturing process proved to be not only straightforward and energy-effi-
cient but also cost-effective and highly reproducible. In summary, this research suggests
that delamanid-loaded SLNPs hold substantial promise as an effective treatment for leish-
maniasis, representing a significant advancement in the quest for improved therapies
against this parasitic disease. 471
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Many drugs are administered in the form of Hguid-dispersed nanoparticles. Frequently, one of the overlooked aspects in the
development of this drug delivery system is the boas of efficacy and the degradation of the carried druge. Estimating the shelf life
ul’l!.rus pmd.l.lr_l.'. Jmpliu the storage tl’ump]u undber controfled conditions of lemperature and humidity for different Pa'!nds.
ranging from months o RS, -I!d.ﬂ}'i.ll.n_ devaama dlurma dn‘\dnpmml. mamlfaﬂurins. and commercialization. a'u!apli:ng_ well-
known isothermsal and nonlsothermal methods 1o mnu'pu:ﬁlﬂus would aflow r.'r.lrr:hl:inﬁ kinetic Pummﬂmubwnzd ina llngi:
mathematical model and pr:'dll:l:l.ng the shelll life faster than traditional methods Unlike the tradational lFFIFDﬂI’J1ﬂ, the
isoconversional method (i} considers drug products a3 heterogeneous systems, without a unique kinetic order, (i) establishes a
maximum percentage of degradation, (iii} assumes the same kinetics for all processes regandless of the conditions, and (iv)
ineludes the influence of humidity by 3 modification of Arrhenivs equation. This method serves in caleulating the kinetic
parameters and sheff life devived from them, in a fw weeks. In the ame way, nonisothermal treatments albow ubl:lmnt; thizse

rameters by differential scanning calorimelry. Samples are subjected to dilferent hesting rates 1o establish the temperatuse at
which the thermal ilmmmpn!iﬂuu evenl occurs aud 1J'||u. to caleulate in a few dﬂvg the activation :nug)- and the Fr:l:l:pnnm[h]
factor usdng the h.l:lsl.nFt method. But this app[u.ll.h has liodiations: the Jmm\'mmm] method does not consider crystalling
state of the sample, while nonisothermal method ignores the effect of the storage conditions. Processing nanoparticles for
isothermal and nonsothermal treatments would allow accurate and fast prediction of the drug-loaded nanoparticle shelf life
correlating parameters obtained using a single mathematical model. The sccuracy of the prediction would be aswssed by
comparisom of estimated shelf life versus data coming from tradational stability sudies

1. Introduction

I_I. Nanoparticles as Drug Carriers. Nanotechnology offers
different solutions in the development of new therapeutic
strategies for the treatment of diseases where traditional
solutions have already failed. As an important specific
application. nanomedicine emerged. this is a new science
with diverse therapentic possibilities for the development
of new treatments [1].

Many dmgs are frequenily supplied in the form of
nanoparticles dispersed or not in a liquid for consumption.
These particles have diameters in the range of one to several
hundred nanometers and are presented in colloidal forms.

Poorly soluble drugs that have an average partide size
between 200 and 600 nm are stahilized in suspension by sur-
factants and/or polymers in a dispersion media. In crystalline
nanosuspensions, the drug is maintained with a decreased
particle size and an increased surface area leading to a higher
rate of dissolution [2] and thus better bioavailability. Mano-
particles intended for oral administration are ofien presented
in manosuspensions, commonly transformed into a solid
paste to prevent sedimentation, cremation, and crvstal
growth. This facilitates drug administration, patient cormfort,
and medication compliance |2].

One of the main problems of nanoparticles in suspension
is the great difference that they present in the saturation
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solubility and the concentration gradient that can give rise to
Ostwald maturation (small crystal dissolution te increase size
of larger crystals). The process of proeducing nanoparticles
can lead to (i) a crystalline or amerphous product, (i a mix-
ture of both, or even (iii) a disordered phase. Amorphous
nanoparticles are prone to particle growth doe o Ostwald
maturation; on the other hand, it can be highly unstable in
the presence of small amounts of crystalline particles. In
addition, the high surface energy of these particles triggers
sgglomeration of the drug orystals. These phenomena can
be controtled by the addition of various additives to ensure
adequate stabilization. The main function of the stabilizer is
to coat the drog particles to prevent Ostwald maturation
and agglomeration of the nanosuspension and to achicve a
physically stable formulation by providing o steric or ionic
barrier. Suitable weiting of drug particles as well as- their
electrostatic and steric stabilization by excipients is necessary
to produce stable nanesuspensions [3, 4].

As it happens for many other manoparticles of different
natures, the industrial production of pharmaceutic nano-
particles is also carried out through two basic approaches
(i} bottom-up, opstream process and (i) top-down, down-
stream process. The first consists of controlled precipitation
or crystallization to make nanoparticles of desired size from
the maolecular state, while the latter technologies consist of
mechianical wear of large drug powder into smaller particles.
The relationship of production process in the stability of
ranoparticles is not yet complately clarified, but it is highly
probable that processes requiring high levels of mechanical
energy, like top-down ones, affect the most.

To improve nanoparticle bisavailsbility, it is of prime
importance to control their extent of dispersion and, there-
fore, an encapsulation process is required. In this respect,
drug nanoparticles can be straightforwardly encapsulated in
the presence of polymers, surfactants, and both. These poly-
meric nanoparticles have been extensively investigated in
both pharmacentical and medical fields because their subcel-
lular size and hiocompatibility with tissue and cells can serve
in contrelling their release properties in vivo. The most com-
maon methads to eaborate polymeric nanoparticies are based
on sofvent-based encapsulation such as selective nanopreci-
pitation in the presence of surfactants. It is now clear that
the stability of heterogencous particulate systems depends
on the number of components. As the number of compo-
nents increases, greater is the possibility of negative interac-
tions of & physical or chemical type with deleterious effects
over the stability of the particle.

Mast of the characterization processes are performed in
nanoparticle dispersions. These analyses are carried out in a
wary similar way to traditional studies, where the panticle size,
appearance, color, odor, and related impurities are analyzed.
In addition, dispersion is also evaluated for zeta potential,
crystaliine state, dissolution, and in vive efficacy. For an
electrostatically stabilized nanodispersion, a suitable reta
potential is above +30mV or below —30mV and for a static
and electrostatic stabilization, it must be above 420 mV and
below -20mV. Dynamic light scattering {DLS) is a fast and
sensitive method, especially for determining particle sizes
that are in the nanometer range, requiring only a small
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amount of particles. Therefore, it is very suitable for routine
measurements and development of eary formulation, when
only small amounts of APT are available {5].

1.2 Stability Test for Drug Delivery Systems. Determining the
stshility of 2 pharmaceutical compound in the form of nano-
particles is critical in terms of safety and efficacy. Thise tests
serve to recommend ideal storage conditions and to establish
the effect of out-of-specification results or deviations on the
manufacturing process. This will ulimately affect the safety,
efficacy, or quality of a drug in the shoet term, medium term,
or long term.

There are different stability tests to determine the sheif
life of pharmaceutical forms. Official guidedines—such as
those recommended by fnrermational Conference of Har-
monization, ICH Q1A (R2), Stability Testing of New Drug
Substances and Products (2003)—describe an isothermal
process, where the sample is subjected to constant temper-
ature and humidity conditions tor @ minimum period of
12 months in the case of long-term studies and 6 manths
for accelerated studies in order to determine the decreas-
ing content of active principle during degradation, as well
as changes in other parameters specific to the performance
of the product such as degradation products, dissolution
test, and appearance.

Traditional stability methods are based on theapplication
of mathematical models that come from the kinetic theory of
gases to wide variety of liquid, semisolid, and solid drug
products. These tests are applied at different stages of dug
product life cvcle. In early stages, extreme conditions of tem-
perature and homidity are investigated, not only o identify
the degradation products that can be found in long-term
storage but also to select the most promissory drug candi-
dates. Other smdiss are also carried out a posteriori under
less severe conditions to predict the.shelf life of

In addition to these tests, real-time stability tests ame
performed over lomg periods (months to years). During these
studies, the evolution of the degradation process is measured
sampling at different time points. The reliability of data
interpretation can be increased by including & batch of
reference material, the characteristics of which have already
been established.

In accelerated stability tests, samples are suhjected to
relatively high temperatures in order to canse an increase in
degradation rate, in an attempt to reduce the ime necessary
tov take decisions over safety, efficacy, and quality of medi-
cines. These methods are used to predict drug shelf life or
for comparison with alternative formulations. The most used
is Arrhenius method, which determines the variation of the
kinetic constant a3 & function of temiperature; its application
requires knowing the kinetic order of reaction:

L3 Kinetics in Heterogeneous Drug Delivery Systems. The
study of the rapidity of physical and chemical transforma-
tions is of great importance, since it has uses in many fields
of industry, pharmacy, or chemistry, both in its processing
conditions and in the storage of raw materials and produocts.

Most pharmaceutical nanoparticulated systems are highly
complex and not homogeneous at malecolar or atomic levels,
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soapproaches based on gas kinetic theory which assumes that
each reactant molecule is surrounded mostly by vacuum
probably are not the best. The ransformations of substances
in swch systems comprise changes in physical state, crystalli-
gation, melting, solubility, chemical reactions, etc. that can
be thermally stimulated by heating or cooling processes. The
speed and form 1o which they are transformed are determined
by the kinetic characteristic of the system [2].

The classical method of assessing pharmaceutical stahil-
ity has three main problems that must be considered: First,
a mathematical model that attempts to match the kinetics
of solid substances must be created. The second element 1o
be considered is the effect of relative humidity on the reaction
kinetics, and the third lies essentially in the time required to
perform the determination of stability [6)].

From the classical perspective, chemical reactions can be
fitted into a mathernatical model with a cemain kinetic order.
Nevertheless, this approach may be appropriate when deal-
ing with homogeneous systems, such as chemical reactions
that occur in gaseous or liquid solution where the intensity
at which the reaction takes place is a function of the total
maolecules present in the volume occupied by the system, in
other words, the kinetic equations are expressed as a fanction
of the concentration of the reactants. In the case of a hetero-
geneous system, a substance that reacts with an external
agent is not mixed at the molecular level, and the reactants
should be represented as individual phases, which interact
at the interface, In pharmacentical forms, the active pharma-
centical ingredient {APT} may exist in several states; which
may be modified as changes in temperature ocour in the sys-
tem. Parallel to the physical transformation, processes of
chemical degradation can develop, which also modify the
structure of the API and even of excipients. In such scenario,
mathematical expressions describing the rate of degradation
will be only approximated.

In the evaluation of the reaction kinetics in heteroge-
neous systems, the only concentration of importance is
at the reaction interface, which cannot be quantified in a
practical way; for this reason, the way of monitoring the
development of the reaction is measuring the degree of
conversion (a) of the reagent or the product [7]. Consid-
ering the above, the kinetics of transformation can be rep-
resented by

da )
e = kTS (), e

where a is the magnitude of the chemical or physical con-
version, I ia the time, T is the temperatare, f(a) i the
reaction model. and k(T) is the proportionality constant
whose value depends on temperature and is defined by
Arrhenius equation:

k(T = A 5RT {2)
where A is the collision factor, £, is the activation energy,

R is the constant proportionality of the ideal gas, and T is
the systemn’s temperature.

The degree of transformation can be defined in different
ways, either as a decrease in the amount of the substance of
interest or in the generation of a decompogition compound

H=— (3}

For the purposes of the present study, @ is considered
to be

-G

C,

where o corresponds to the extension of change in a spe-
cific parameter of interest, the amount of degraded sub-
stance for example; in this particolar case, © in the
initial concentration of substance and € is the amount of
substance measured at time ¢ [8],

For homogeneous systems, the chemical kinetics of
reactions can be classified as first, second, and third order;
in heterogeneous systems, models should be developed to
describe the phenomena of kinetic transformation, and three
main types of kinetic behaviors are identified and repre-
sented by isothermal corves o versus T acceleration,
deceleration, and linear sigmaidal

In acceleration models, the degree of conversion a
increases with time; on the contrary, in the deceleration
modets, the conversion rate decreases over time; sigmoddal
ones share the characteristics of both and represent autocat-
alytic process. The three tvpes of kinetics can spread on
dozens of heterogensous reaction models. Frequently, exper-
imental data do not fit any moded, or if it does, it will fit one of
them at the beginning of the process and other at the end.
The challenges increase when model fitting is performed on
experimental data obtained in a nonisothermal run at a single
heating rate, § [9].

To overcome this complexity, the isoconversion para-
digm was developed: it allows the calculation of the Arrhenius
equation constants, without the need to determine the order
of the reactions.

a=

(<)

L4 fsoconversional Methods, The isoconversion is a method-
ology created by Kujirai and Akahira in 1925, who stodied
the decomposition of materials under isothermal conditions,
aliowing them the determination of the activation énergy as a
function of masa loss; in 1948, Dakin propesed some kinetic
models in the decomposition of complex materials; and, in
the 19505, instry tation was [ ted that allowed the
study of materials under nonisothermal conditions.

Maodern methods maintain the principle of iseconversion
throwgh flexible integration procedures for the determination
of activation energy. Moreover, it has been observed that the
activation energy obtained from the free models is indepen-
dent of the heating rate, but certain studies indicate that there
would be dependence of the heating range.

The kinetic isoconversion methods are based on the
eliminstion of the reaction model from kinetic caloula-
tions. The principle states that the rate of comversion,
under certain environmentul conditions, depends solely

160



on temperature. For the experimental determination, it is
necessary io establish a specification (broken line in
Figure 1}, an acceptation limit to which the samples must
not reach, in a determined time, in order to remain safe
and effective.

In plotting degradation versus time, the shape of the
curve would be the same at different temperatures, being
more pronounced at elevated temperatures and with a ten-
dency to look like a straight line as the temperature decreases
[10]. From Figure 1, it can be said that the lines k1 and k2
start from zero as the origin and can be described by

=2 s)
[ ¥]

If the degradation value a is the same for the lines k1 and
k2, one has to

kltl=k2e2, 6}

It is possibie to calculate the value of the kinetic constants
based an & fived degradation limit, regardless of the shepe of
the curve. Thereby, 2 sample submitted o intense conditions
of temperamre and humidity will reach a predetermined
limit in & specific time. The isoconversion stability test uses
some samples oz maintained at different temperature and
humidity conditions, in order to determine the values of
the kinetic constants at different temperatures [6, 11, 12].
Unlike the gaseous or solution state kinetics, where the mal-
ecules react according o a reaction order, in nonhomoge-
néeous systems, the molecules are arranged in multiple
unbalanced states, characterized by their variable mobility,
where each one can react to form under their own
kinetics. The kinetics of the set of states or phases is complex.
In this situation, the isoconversion method is advantageous
for the determination of degradation kinetics becanse it only
considers the time to reach the specification [13]. There are
some types of isoconversional methods.

Standard isoconversion method uses the logarithm of the
exponential relation between degradation and time of the
Amhenius Equation. for data of an isothermal process, of
the function gia|, which expresses the degree of conversion.

EI.
Inglal=InA- (RT‘) +lnt (7}

Friedman's method is a differential method expressed as

ln(%):]nﬁj’[a]—(%). (8}

Ozawa Flyn and Wall, who applies to data from noni-
sothermal process:

AE, :
log gla) =log (R_ﬁ.) +In pix}), (9}
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Frauae 1: Relation between the degree of conversion and the time at

different temperatuses (graph based on [9]).

where p(x) is the integral function of Arrhenius, x is equal to
E,/RT,and B=dT/dt {2].

L5, Moisture Effect. Moisture has a significant effect on the
stability of the pharmaceuticafly active ingredient even if
the reactions do not involve water molecules. As the temper-
ature’ increases, the water content in the atmosphere for a
given relative humidity value increases; however, the water
activity depends only on the relative humidity (% RH) value
[14]. One of the main effects of the relative humidity valoe is
the loss or addition of water molecules of hydration in the
crystalline forms of the active principle; in certain cases, this
lngs of water of hydration can result in the complete transtor-
mation of the AP to the amorphous state, which may present
4 higher instability than the crystalline forms. For a given
temperature, the effect of moisture on the kinetic constant
can be represented by the following equation:

In k=B{%RH) + C., (1o

This expression is called moisture sensitivity equation,
where B and  are constants. The value of 8 usually ranges
from 0.00 to 0.09; for example, under conditiona of 10%
RH, B will have a value of 0.0, and under conditions of
75% RH, B would have a valoe of 0.09,

L6 Combining the Effect of Temperature and Relative
Humidity. The combination of Arrhenius equations and
maoisture sensitivity (6] gives an equation that considers the
effects of temperature and humidity on AP stability.

nk=lnA— (i)wmm}. (1
RT

This equation states that the rate of degradation, or
kinetic constant, depends on temperature and relative
humidiry.

Because the equation hag 3 constants A, E,, and B and
two independent variables, the minimum number of experi-
ments required to solve the equation is three, being necessary
toy increase the number of paints to improve the acouracy of
the measurements. [13]. In most studies, two o three weeks
may be suitsble to determine the shelf life of a product under

161



Journal of Nanomaterials

environmental conditions. Some authors suggest considering
the variation of 5°C and 5% of RH for 14-day assay_

These measurements can be used to estimate the isocon-
version time in each condition. (1) First, draw a line through
the data to find the intercept with the limit specification. {2)
The two points closest to the specification limit can be used
tor interpolate or extrapolate the time to reach the specifica-
tion. {3} A single point dosest to the specification can be wsed
to determine k = ait,

To determine the relationship between the variables with
the degradation, two methodologies can be used: (1) trans-
form the Arrhenius equation to the linear form and deter-
mine the constants by least squares regression and (2) mabe
a least squares fit in the exponential form.

L7 Accuracy of Accelerated Isoconversion Stability Studies.
The determination of the value of the constants in the
corrected Arrhenius equation for moisture is associated with
an imprecision valoe from the measurements. In addition,
extrapolation is required in the axes of temperature and
humidity, incorporating another imprecision factor. Apply-
ing an error propagation procedure in the corrected
Arrhenius equation is mathematically complicated; instead.
an approximation is used by simulation. The approach wsed
is the Monte Carlo method, which provides variations at each
temperature and relative humidity, within a certain range,
and makes a least squares fit with all possibie combinations.
In the application of the simulation with the Monte Carlo
method, a normal distribetion and its standard deviation
are assumed. The process comprises 5000 simulations, in
order to build confidence limits for kinetic parameters {15].
In the development of the isoconversion stability test, it is
necessary to consider the following: (i) the precizion of the
analysis will affect the accuracy of the shelf life, the improved
result may increase the number of repetitions, but in many
cases, it will not be necessary. {ii) Greater extrapolation in
the magnitude of % RH or temperature generates a greater
error of the predictions, {iii) for certain API's, broad extrapo-
tations provide an acceptable determination. (iv) Conditions
of low humidity levels and high temperatures can cause prob-
lems if physical changes are generated, such as dehydration
and changes of crystalline forma.

L& Nonisathermal Methods As previously stated, stabilivy
tests provide information on how the guality of an AP,
excipient, or drug delivery system changes as a function
of time under the influence of environmental factors such
as temperature, humidity, and light, in order to establish
the shelf life of the compound and propose the best stor-
age comditions.

The factors influencing the reaction rate of homogeneous

,such as tenyperature, pressure, and compaosition, dao
not include factory characteristic of heterogeneous systems
such as the matter transport between phases and the mode
of interaction between these phases.

This leads to the use of standard methods to determine
small changes in drug concentration, which have bow sensi-
tivity and therefore require the previous dissolution of the
solid product, cansing distortions. in the test as a result of

the acceleration of the decomposition process when the com-
pound is salvated.

Applving a nonisothermal treatment by differential scan-
ning calorimetry would reduce the analysis period from
maonths or years to a few days and redoce the problems
refated o the evaluation of heterogeneons systems.

In order to do that, some points have to be issved
First, it is necessary to create a mathematical model that
could adjust to the kinetics that develops in condensed
phases; the second element to be considered is the effect
of the relative humidity on the reaction kinetics, and the
third one is the necessary time to carry out the determina-
tion of the stability.

The traditional kinetic models state out that their
postulates an the concentrafion monitoring as a function
of time consider the system as homogeneous and accept
the loss of precision by sssuming a zero-order model for
all reactions,

For heterogeneous systems, kinetic studies monitor the
degraded fraction, a, as a fanction of time and reaction order
models are much more varied than for liquids. To deal with
the large number of models invelved, isoconversional
methods have been developed, which do not need to consider
the reaction model. focusing instead on the failure time or
shelf life, 1, ie, the time during the substance, which
undergoes decomposition as a result of the conditions under
which it is stared, is kept within acceptable limits.

The kinetic parameters of a decomposition reaction can
be estimated using differential scanning calorimetry (DSC).

If a sample is subjected to different heating rates, §, in
DSC, the maximum decomposition temperatures T,
increase as f increases.

According to Kissinger's method, if In ( /T 7 is plotted
as a function of the inverse of T, the activation energy of the
reaction, E,, can be determined fram the slope of the line.

)

u )
& (13)

El
=

In which

b=

Once E, is known, the value of A can be estimated by the
EXPression:

E
A= ﬁ(ﬁ:l_) Ex.PrE_.IIT_.I_ (14)
i

The values of the decomposition rate constant, £, can be
calculated for a reference temperature, T, by

EI.
e S e (z_.mr) (15)
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Froume 2 Schermanic representation ufme(huduhm mnﬁnh:sunrhmll issoonversional and nonisothermal appru:ldm e thie assessment

of shelf hife in nanoparticles.

Low E, values would imply a lower energy barrier to be
overcome for degradation to ocour and, theretore, less stabil-
ity; low values of & would indicate longer times until the
substance comes out of the specification by decompasition.

The shelf life of a drug delivery system is the period
during it remains under the acceptable limits, for example,
an APl content>95% (or a valoe of ®=0.05}; it can be
calculated by

s —In (1 - [afLODYY (16)
L Ap-ESRT)
where the reference temperature, T, is 298.15K (25°C) [18].

The kinetic parameters and the shelf life time are used
o compare APL from different batch, manofacturer, time,
or storage conditions and make inferences about their sta-
bility and decomposition progress, In the case of drug
delivery systems, decisions can be made about which for-
mulation has the greatest stability or whether a formula-
tion in the process of development is similar or not to a
market one, of known stabiliry.

The validity of the predictions of shelf life must be
verified because the caleulstions are made by assuming
that (i) the reactions are of first order; (i) the values of
the kinetic parameters are similar for the temperatures in
the study range: and (i) the effect of moisture is not sig-
nificant, Studies that propose new methods of analysis or
that provide specific information on an active principle
such as kinetic parameters and degradation pathways are
very useful in the pharmacentical industry because they
can save resources, as well as guarantee the safety, quality,
and effectiveness of medicines.

Thermal analysis techniques such as differential scan-
ning calorimetry (DSC) allow the characterization and
identification of physicochemical changes in the solid state
of ditferent compounds, thus streamlining the process of
preformulation and development of drugs and substances

of pharmacological interest. Its use is not limited solely
to the determination of purity, polymorphs, solvates and
hydrates, melting point, and component gquantification
but also allows the characterization of the surface proper-
ties of powders, such as humectants, adsorbents, and sor-
face energy. thus constituting o useful tool in decision
making in the case of problems related to the production
process.

Another advantage of using a nonisothermal method is
that it is not based on any assumptions about the reaction
mechanism and thus does net require any prior knowledge
of the initial concentration of the AP, which eliminates the
prolonged reaction times and storage requirements required
by conventional techniques.

It also allows the saving of money, labor, and amount
of drug used and decreases the generation of waste, which
even lowers the cost of the drug, making it more accessible
for the popolation.

Finally, by combining isothermal soconversional and
nonisothermal method, their individual limitations could be
overwhelmed, allowing a faster and accurate shelf life estima-
tion that could be contrasted against data obtzined from
accelerated or long-term stability studies. This proposal is
schematired in Figure 2.

L&1. Isothernal Stage. Nanoparticles should be weighted in
I8 open aluminum capsules for DSC; all the capsules of the
same type of nanoparticle (d1, d2, or d3) are placed in spe-
cially designed supports, subjecting the nanoparticles to the
established humidity and temperature conditions (3 different
conditions). Keep the nanopartices to the selected condi-
tiona during the selected time (3 storage times). Cuantify
by HPLC the amount of APl remaining in 3 capsules at 7,
14, and 21 days.

L.82. Nonisothermaol Stage. For T, determination, submit
the remaining @ capsules of isothermal stage at three different
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heating rates (3 capsules for each speed). Calculate the kinetic
parameters for the isothermal and nonisothermal methods.

L83 Accelerated Stability Study Stape. Another set of 12
samples will be subjected to 40°C and 75% RH in accelerated
raditional stability study. Samples will be takenat 1, 2, 3, and
& months and analyzred for APL content.

Using the API remaining guantity in each sample, corre-
sponding to each temporal point, elaborate confidence
hyperbola 1o establish the shelf life.

The accuracy of the estimated shelf life will be assessed by
comparison with long-term stability data. A mathematical
model to predict shelf life stability should be established.

2. Conclusions

The development of a fast and reliable method to assess shelf
life nanoparticles by isothermal and nonisothermal methods
allows to calculate its kinetic parameters and to establish a
mathematical model to estimate its shelf life.

The accuracy of mathematical model could be assessed
by comparison of predicted shelf life versus results coming
from long-term stability studies.

Isothermal isoconversional methods and nonisothermal
reatments could allow the establishment of mathematical
predictors of stability with less uncertainty than traditional

approach for nanoparticles.
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