Dextrano: polimero transportador
para la liberacion de farmacos intraoculares

Dextran: carrier polymer for intraocular drug delivery
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RESUMEN

La administracién de los farmacos bajo la forma de colirio, afecta su famacocinética, debido a las barreras protecto-
ras del segmento anterior del ojo, ellas impiden alcanzar concentraciones efectivas en el segmento posterior. La via
mas adecuada para tratar las inflamaciones intraoculares la constituye la inyeccion intravitrea, sin embargo, su uso
frecuente puede ocasionar riesgos que afectan la vision. Es por ello, que en este trabajo se disené un sistema de
liberacién para el hemisuccinato de metilprednisolona empleando dextrano de diferentes pesos moleculares como
polimero transportador. Se evalué el contenido del farmaco en la matriz polimérica mediante hidrolisis basica y su
liberacién in vitro en funcién del tiempo. De igual modo, se investigd su liberacién una vez encapsulado en nanopar-
ticulas de quitosano. El farmaco fue capaz de unirse covalentemente a los dextranos de 10 y 70 kDa observandose
una mayor concentraciéon en el de menor peso molecular, muy probablemente debido a la estructura menos volu-
minosa y mas ramificada del polimero, que favorecié la interaccién efectiva de los grupos hidroxilos del dextrano 10
KkDa, con el grupo carboxilo del farmaco. Asimismo, los estudios de liberacién durante ocho dias, estuvieron cerca-
nos al 35% de metilprednisolona, observandose una liberacién mas lenta en el compuesto sintetizado con dextrano
de menor peso molecular. Al encapsular éste ultimo, se observé que su liberacion disminuy6 alrededor de un 50%.
Tomando en consideracion estos hallazgos, se concluye que se podria continuar los estudios in vivo, empleando el
hemisuccinato de metilprednisolona-dextrano 10 kDa y quitosano como posible sistema de liberacién prolongada.
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ABSTRACT

Administering drugs by eye drops modifies its pharmacokinetic’s. The absorption is limited due the protective
barriers that prevent reaching intraocular therapeutic concentrations. The most appropriate route of intraocular
administration for inflammatory treatment is the intravitreal injection; however, its frequent application may cause
ocular damage to the patient and, affect the vision. The objective of this work was to design an intraocular delivery
system, using Dextran with different molecular weights as drug carrier and, methylprednisolone hemisuccinate as
model drug. We evaluated the drug content in the polymeric matrix, applying a basic hydrolysis as well as their
in vitro release under isotonic and physiological pH conditions. As well as, we investigated the drug release, once
encapsulated in Chitosan nanoparticles. The drug was able to bind covalently to Dextrans10 and 70 kDa. The poly-
mer with lower molecular weight showed higher drug concentration, maybe because of its structure, which is less
bulky and with more ramifications sections, so there may be better interaction between the Dextran 10 kDa’s
hydroxyl group and the drug’s carboxyl group. Also, in vitro release studies during eight days were close to 35% of
methylprednisolone. However, the lower molecular weight compound showed slower release. By encapsulating
dextran 10 kDa-drug, the drug release decrease around 50%. Therefore, these findings could help to continue with in
vivo studies, using Dextran 10 kDa-methylprednisolone hemisuccinate and Chitosan as extended-release system.
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Introduccion

Las inyecciones intravitreas constituyen un riesgo
al paciente, que aumenta con la frecuencia del trata-
miento, pudiendo afectar la vision. En este sentido,
se han hecho esfuerzos en el desarrollo de sistemas
de liberacion de farmacos que sean mas efectivos en
lugares especificos del organismo, es decir, que su
accion terapéutica sea dirigida exclusivamente a un
organo blanco y que a su vez, el compuesto activo ac-
tie por un periodo deseado en el sitio de accion sin
causar efectos indeseados en otras partes del orga-
nismo. De forma general, se podria entender como
sistema de liberacion de farmacos, cualquier médulo
de administracion capaz de aportar un beneficio bio-
farmacéutico, farmacocinético o terapéutico. Estos
beneficios se relacionan con un incremento de la bio-
disponibilidad del principio activo, una prolongaciéon
del tiempo de permanencia y por ende, la frecuencia
de administracion.

En la busqueda de técnicas efectivas y eficientes,
nuevos estudios se han inclinado hacia el empleo de
macromoléculas para el desarrollo de sistemas de
liberacién. Macromoléculas como anticuerpos, lipo-
proteinas, proteinas, polipéptidos, polisacaridos y
polimeros, tanto naturales como sintéticos, han ofre-
cido potenciales ventajas como transportadores de
compuestos con actividad terapéutica. Su selecciéon
toma en consideracioén factores como via de adminis-
tracion, solubilidad en agua, estabilidad quimica, per-
meabilidad celular y perfil de liberaciéon deseado. La
hidrosolubilidad de estos sistemas ofrece varias ven-
tajas: estabiliza el agente terapéutico, mejora la solu-
bilidad en agua de compuestos activos lipofilicos
cuando éstos se encuentran unidos a una macromo-
lécula hidrofilica, incrementa el tiempo de vida in
vivo del agente terapéutico, prolonga la duracion de
la accion y reduce los efectos colaterales, entre otras
(Strickley y Oliyai, 2007). Won y Chu (1998), elabo-
raron un profarmaco de estrogeno modificado-dex-
trano, mediante enlace éster labil entre el dextrano
(Dex) y el estrégeno. Los estudios de liberacion in
vitro demostraron que la solubilidad en agua favore-
ci6 la completa hidrdlisis de la hormona, siguiendo
una cinética de orden cero. Por otra parte, los profar-
macos de aplicaciéon oftalmica en su mayoria son
ésteres derivados del farmaco activo. La esterifica-
cion es posible en aquellas moléculas que presentan
grupos hidroxilo libre y/o carboxilo (Strickley y Oliyai,
2007). Se ha demostrado que a nivel del segmento
posterior del ojo (retina, coroides, esclera, y humor
vitreo), se encuentra una gran variedad de enzimas
metabdlicamente activas tales como esterasas, pep-
tidasas y lisozimas que estan involucradas en la de-
sintoxicacién de los tejidos, a fin de mantener la
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homeostasis ocular y que podrian ser aprovechadas
en el metabolismo de los farmacos (Duvvuri y col.,
2004). Esto nos ha llevado a pensar a muchos inves-
tigadores, en el desarrollo de nuevas estrategias para
el disefno de sistemas de transporte de farmacos para
uso oftalmico, que no solo incluya la optimizacion de
sus propiedades fisicoquimicas, sino que también in-
volucre la capacidad de regular la distribucion y de-
puracion del farmaco después de su administracion;
logre alcanzar el sitio especifico de accién a una velo-
cidad y régimen de dosificacion terapéuticamente
controlado y 6ptimo; libere el compuesto activo me-
diante reacciones enzimaticas y/o quimicas in vivo;
proteja y estabilice al farmaco en el ambiente biolo-
gico durante todo su recorrido hasta llegar al lugar
estimado y por ultimo pero no menos importante,
que reduzca los efectos adversos y toxicos (Bodor y
Buchwald, 2005; Paolicelli y col., 2009).

Es por ello, que esta investigacion se enfocé en
desarrollar sistemas de liberacion intravitreo, biode-
dradable, hidrosoluble y compatible a nivel ocular,
que emple6 como compuesto activo el 21-hemisuc-
cinato de metilprednisolona (MPS) y como macromo-
léculas, dextranos de diferentes pesos moleculares,
para asi formar 2 1-hemisuccinato de metilpredniso-
lona-dextrano (MPS-Dex). De igual modo, se evalud
la liberacion in vitro del MPS-Dex 10 kDa, una vez
que éste fue encapsulado en nanoparticulas (NPs) de
quitosano (Qs).

Materiales y métodos
REACTIVOS Y MATERIALES

La Metilprednisolona (MP) y el MPS fueron adquiri-
dos de Steraloids Inc, USA. Tripolifosfato sédico
(TPP), acetato de sodio; acido acético glacial, solu-
cion amortiguadora de fosfato pH = 7,4, Trietilamina
(TEA), acetonitrilo y metanol grado HPLC, fueron
obtenidos de Fisher Scientific, USA. Dextrano (Dex)
con pesos moleculares promedios de 72,627 kDa y
10,200 kDa; 1,1’ Carbonildiimidazol (CDI); Dimetil-
sulfoxido anhidro (DMSO); 2 propanol anhidro; éter
metil terbutilico anhidro; hidréxido de sodio, acido
clorhidrico y el Quitosano (Qs) (50-190 kDa), fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich.

SiNTESIS DE LOS MPS-DEX

Se adaptaron los métodos previamente publi-
cados por McLeod y col. (1993) y Varshosaz y col.
(2009). Se emplearon Dex de dos pesos molecula-
res: 70 kDa y 10 kDa. A continuacion una breve des-
cripcion de la metodologia.

Condiciones: Atmodsfera de nitrégeno, protec-
cion de la luz y reactivos anhidros.
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Procedimiento general: Se disolvieron 0,1062
mmol de MPS y 0,4934 mmol de CDI en 3 mL de
DMSO y se mantuvo en agitacion constante a una
temperatura (22 °C * 2 °C). Luego se incorporé una
solucion que contenia 0,05 mmol de Dex 70 o 10 kDa
en DMSOy 1 mL de TEA. Se continu6 agitando por 48
horas a temperatura ambiente controlada. Los pro-
ductos MPS-Dex 70 kDa y MPS-Dex 10 kDa fueron
precipitados y lavados con mezclas de 2-propanol y
éter metil terbutilico. Los precipitados fueron separa-
dos del sobrenadante por centrifugacion con poste-
rior decantacion del liquido. Finalmente, los produc-
tos obtenidos se liofilizaron y se conservaron en tu-
bos de poliestireno a -80 °C (Figura 1).
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Figura 1. Sintesis del MPS-Dex.
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DETERMINACION DEL CONTENIDO DE MPS

La cuantificacion del contenido del farmaco se
logré mediante una hidrodlisis basica donde se liberd
el compuesto terapéuticamente activo, MP (Varshosaz
y col., 2009). Se disolvieron 5 mg de cada uno de los
MPS-Dex en 3 mL de metanol y se hicieron reaccionar
con NaOH 0,02N por 20 minutos (Figura 2). La reac-
cion se detuvo con el anadido de solucion de HCI. El
contenido de MP resultante de la hidrdlisis, se deter-
miné aplicando el método de HPLC (cromatografia li-
quida de alta resolucion, de su siglas en inglés) con
fase reversa, empleando una columna C18 y fase mo6-
vil de 60% de metanol y 40% de solucién amortigua-
dora de acetato de sodio/acido acético pH = 5,5 (An-
dueza, 2012). Los resultados obtenidos se expresaron
en concentracion de mg MPS/100 mg de MPS-Dex.

ELABORACION DE NPS DE QS POR EL METODO
DE GELIFICACION IONICA (NPSyps.pex-qs)

Las NPSyps pex.qs S€ formaron espontaneamente
por neutralizacion de cargas, al interactuar a tempe-
ratura ambiente y en medio acido, el Qs cargado po-
sitivamente con el TPP (contra-anién), en una propor-
cion de 3,6:1 p/p respectivamente. Los parametros
de pH, velocidad de anadido de la solucién de TPP y
tiempo de reaccién fueron cuidadosamente controla-
dos. La sintesis de las NPs se realiz6 en presencia de
2015
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Figura 2. Hidrélisis basica del MPS-Dex en el grupo éster en
posicion 21.

MPS-Dex 10 kDa como polimero terapéutico. Las
NPsumps.pex-qs fueron purificadas por dialisis y poste-
riormente liofilizadas (Andueza y Hochhaus, 2013).

El contenido de MP en las NPs liofilizadas se ob-
tuvo mediante la extraccién con solucién amortigua-
dora acetato de sodio/acido acético pH= 5,5. Poste-
riormente se ejecutd una hidrélisis basica y se cuan-
tificé por el método de HPLC ya descrito (Andueza y
Hochhaus, 201 3).

LIBERACION INY VITRO DEL MPS DURANTE LA INCUBACION
CON SOLUCION AMORTIGUADORA ISOTONICA DE FOSFATO

Se incubaron muestras de 5 mg de MPS-Dex en
8 mL de solucién amortiguadora isoténica de fosfato
pH=7,2a37 °C+ 0,5 °C, con agitacion constante a
40 revoluciones por minuto. Se tomaron muestras de
500 pLy se diluyeron con 500 pL de fase movil, a di-
ferentes tiempos: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 horas y luego
2,3,4,5,6,7, 8dias (Dann, 1999). Estas muestras
fueron analizadas empleando el método basado en
la técnica de HPLC referida previamente.

Para las NPSyps pex.qs S€ aplico este mismo proce-
dimiento, pero incubando 10 mg de las NPs en 5 mL
de la solucién amortiguadora, durante 7 dias.

Las concentraciones liberadas fueron también
evaluadas por el mismo método de HPLC. Se reportd
el promedio y la desviacion estandar de los compues-
tos en término de MP libre, dividida entre la cantidad
total de MP contenida en cada uno de los compues-
tos sintetizados y en funcién del tiempo. Asimismo,
se calcul6 el contenido de MPS liberado durante el
mismo periodo de estudio.

Resultados y discusion
SiNTESIS DE LOS MPS-DExX

El Dex es un polimero de la glucosa muy ramifica-
do, soluble en agua que presenta excelentes propie-
dades fisicoquimicas en un amplio rango de pH, com-
patibilidad fisiolégica y baja toxicidad. Para unir el
Dex con la MP se requiere intercalar una cadena hi-
drocarbonada, que en este caso fue el grupo hemi-
succinato, con la finalidad de que el grupo carboxi-
lico, pueda reaccionar con los grupos hidroxilos libres
del Dex y formar un enlace éster (Figura 1) (Larsen y
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col., 2007; Hermanson, 2008). Estos enlaces son
fundamentales para modificar el perfil de liberacién
del compuesto activo (MP) in vivo a nivel oftalmico,
ya que se han reportado la presencia de esterasa y
fosfatasas acidas a nivel intraocular (Lam y col.,
1972). La presencia del MPS-Dex, incorporaria las
enzimas metabodlicas en la ruptura de los enlaces
éster de este polimero terapéutico; retardando de
esta manera la liberacién de MP, y creando un posible
nuevo sistema de entrega de farmaco el cual es de-
seado en esta investigacion.

Por otra parte, la MP es un farmaco con caracteris-
ticas lipofilicas y su acoplamiento a las macromolé-
culas hidrosolubles de Dex, modificé favorablemen-
te su solubilidad en agua. Esta propiedad fisicoquimi-
ca es muy importante para las formulaciones oftalmi-
cas, donde el principal solvente y vehiculo es el agua.
Del mismo modo, esta caracteristica podria eviden-
ciar una mejor compatibilidad con los fluidos biol6-
gicos y con las estructuras intraoculares, donde se le
pretende administrar este polimero terapéutico. Tra-
bajos anteriores asi lo demuestran, en donde a mayor
cantidad de moléculas del farmaco con caracteris-
ticas lipofilicas unidas al Dex, menor sera la solubili-
dad del conjugado en agua (Varshosaz y col., 2011).

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE MPS

La hidrdlisis basica por 20 minutos permitié sepa-
rar el compuesto terapéuticamente activo de la ma-
cromolécula y se logré su cuantificacion por HPLC
(Anderson y col., 1984). El peso molecular del poli-
mero fue determinante en el contenido de farmaco
unido al Dex. Los porcentaje de MPS/MPS-Dex fueron:
10,786 mg MPS + 0,28/100 mg MPS-Dex para el sis-
tema con Dex 70 kDa y, 30,302 mg MPS * 0,28/100
mg MPS-Dex, para el sistema con Dex 10 kDa.

Estos resultados tienen concordancia con los re-
portados por Varshosaz y col. (2009), en donde sinte-
tizaron conjugados de 2 1-hemiglutarato de budesoni-
da-Dex, como sistema de liberacién para inflamacio-
nes del colon. El porcentaje de acoplamiento de la
budesonida al Dex fue inversamente proporcional al
peso molecular del polimero empleado. Esto podria
deberse a que cuando se emplea la macromolécula
con un mayor peso molecular, las estructuras entrela-
zadas y mas voluminosas, producen impedimento es-
térico y dificultan la interaccion efectiva entre sus gru-
pos hidroxilos y la cadena hidrocarbonada que conte-
nia el grupo carboxilico libre (Varshosaz y col., 2011).

LIBERACION IIY VITRO DEL MPS DURANTE LA INCUBACION
CON SOLUCION AMORTIGUADORA ISOTONICA DE FOSFATO

En la Figura 3 se representa graficamente el por-
centaje de farmacos liberados a pH fisiolégico en fun-
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Figura 3. Perfil de liberacién acumulado de la MP y el MPS
en buffer fosfato isoténico pH = 7,2 a 37°C en los sistemas
MPS-Dex.

cion del tiempo, para los dos sistemas de MPS-Dex
sintetizados. La liberacion ocurrié hacia la formaciéon
tanto de la MP como del MPS, es decir, la hidrolisis se
sucedio6 en los dos grupos éster de la molécula (Fi-
gura 1). Los productos de la hidrélisis obtenidos, de-
penden del pH del medio. A pH = 11, la reaccién va
dirigida a la formacién de la MP exclusivamente,
mientras que a pH fisiologico se hidrolizan los dos
compuestos (MP y MPS). Asimismo, al alcanzar las pri-
meras 24 h se observo, un desplazamiento del equili-
brio hacia la formacién de la MP y una disminuciéon
progresiva de la concentracion del MPS. Este resulta-
do es muy satisfactorio puesto que el MPS liberado se
hidroliza progresivamente hacia la MP que es el com-
puesto terapéuticamente activo. Durante el periodo
de estudio la concentracién de MP fue cercana al
35%: 38,5% * 2,4% para el MPS-Dex 70 kDay 31,6%
+ 3,8% para el MPS-Dex 10 kDa; observandose me-
nor cantidad de farmaco libre en el sistema con Dex
10 kDa.

Por otra parte, en la Figura 4 se presenta la varia-
cion entre el porcentaje de liberaciéon acumulada del
MPS-Dex 10 kDa y de las NPSyps pex.qs €n medio fisio-
légico. Como se puede observar, la encapsulacion
del polimero terapéutico en las NPs, permitié un re-
tardo en la liberacion del farmaco cercana al 50%, lo
que es aun mas favorable para esta investigacion.
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Figura 4. Perfil de liberacion del MPS-Dex y de las NPSyps.pex-qs
en buffer fosfato isoténico pH = 7,2 a 37°C.
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Esta combinacién de polimeros biodegradables, bio-
compatibles a nivel ocular, permitié la formacién de
un nuevo nanosistema de liberacién prolongada, que
reduzca la frecuencia de administracion. Ahora bien,
habria que evaluar si estos importantes hallazgos son
consistentes con los futuros estudios in vivo.

Conclusiones

La combinacion de estos polimeros hidrosolu-
bles, podrian ofrecer un potencial terapéutico a nivel
intraocular, que garantice un suministro continuo y
efectivo del farmaco, reduciendo el nimero de dosis.
Sin embargo, debe continuarse evaluando este pro-
metedor nanosistema y compararlo con futuros estu-
dios en presencia de fluidos bioldgicos, cultivos celu-
lares y/o animales de experimentacion.
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