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RESUMEN

M. C. Guadalupe Yazmin Solis Cruz Fecha de graduacion: Agosto, 2023

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facuitad de Medicina

Titulo de estudio: EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTI-HERPETICA DE SISTEMAS
NANOPARTICULADOS DE RIOLOZATRIONA

Numero de paginas: 120 Candidata para el grado de doctorado en
Ciencias con orientacién en Quimica
Biomédica

Area de estudio: Quimica Analitica.

Propésito y método del estudio: La riolozatriona (RZ) es un compuesto diterpenoide aislado
del extracto de diclorometano de la raiz de Jatropha dioica. Se ha demostrado que este
compuesto posee una actividad antiherpética moderada in vitro. Debido a la poca solubilidad de
este compuesto en vehiculos acuosos, es un desafio generar una formulacion estable para su
uso potencial en el tratamiento de la infeccion. El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad
anti-herpética in vitro e in vivo de un sistema nanoparticutados de RZ. Consté de cuatro etapas:
1) Obtencién de nanoparticulas cargas del extracto de diclorometano de J. dioica (NPPE) y con
riolozatriona (NPPR) por la técnica de nanoprecipitacion. Se realizé su caracterizacién
fisicoquimica: tamafio, indice de polidispersidad, potencial zeta, porcentaje de encapsulacion
(%E) y de eficiencia de encapsulacién (%EE). 2) Determinacién de disolventes residuales,
evaluacion del perfil de liberacion de RZ y analisis FTIR de NPPR. 3) Evaluacién in vitro en linea
celular Vero de: la actividad citotéxica de las NPPR con el método de Mossman y la actividad
anti-herpética con el método de reduccién de placas virales. El indice de selectividad (IS) de las
NPPR se determind mediante la relacién de su concentracién citotdxica cincuenta y
concentracion inhibitoria 50. 4) Evaluacién in vivo en ratones BALB/c de: la actividad anti-
herpélica mediante la escala de puntuacién de enfermedad establecida por Cardozo y
colaboradores y la toxicidad mediante el analisis macroscopico e histologico del aparato
reproductor femenino, higado, bazo y rifiones. Para la administracién de las NPPR en los
modelos in vivo, se desarrollé en frio un hidrogel termosensible (HG).

Conclusiones y contribuciones: Las NPPR fueron homogéneas, estables, con un tamafio de
263.26 nm, %E de 8.51% y %EE de 89.64%, caracteristicas ideales para su aplicacion vaginal.
La formulacion de NPPR permitié duplicar el IS para el VHS-2 y casi triplicarlo para el VHS-1
respecto al IS reportado para la RZ libre que es de 5.8 para ambos virus: Ademas, la formulacion
HG-NPPR presenté una actividad anti-herpética in vivo comparable con el HG-aciclovir a una
concentracion 76 veces menor y no ocasiond alteraciones histolégicas en ninguno de los 6rganos
analizados en la evaluacion de toxicidad.

Dr. C. Luis Alejandro Pérez Lépez
Director de tesis
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Herpes

Los miembros de la familia Herpesviridae son virus de ADN grandes con un
tamafo que va de los 120 a los 260 nm. El virién de todos los herpesvirus se
compone de cuatro elementos: un nucleo que contiene el material genético
(ADN bicatenario), una capside icosaédrica conformada por 162 capsémeros,
un material proteico amorfo llamado tegumento y una envoltura lipidica rica en
glicoproteinas 2. Se pueden encontrar diversas especies de herpesvirus en
mamiferos, aves, reptiles, peces e incluso moluscos. Nueve de estas especies
pertenecientes a tres subfamilias (a, B, y) tienen la capacidad de infectar al ser

humano. Sus caracteristicas se resumen en la TABLA | 3-5,

La subfamilia Alfaherpesvirinae se caracteriza por tener un ciclo de
replicacion corto y un amplio rango de hospederos. Por su parte el ciclo de
replicacion de la subfamilia Betaherpesvirinae es largo y tiene un rango de
hospederos reducido, mientras que la subfamilia Gammaherpesvirinae tiene la

capacidad de infectar a una muy limitada cantidad de especies 2.



TABLA I. Principales caracteristicas de importancia clinica de los miembros de la

familia Herpesviridae.

Abreviatura de

Nomenclatura

Manifestacién de la

Nombre comUn . . : Subfamilia . L, . .
uso comun internacional infeccién primaria
Virus del herpes . .
. . VHS-1 HVH-1 Lesiones mucocutaneas
simple tipo 1
Virus del herpes
. erp VHS-2 HVH-2 A Lesiones genitales
simple tipo 2
Virus de la .
. \AY/4 HVH-3 Varicela
varicela zoster
Citomegalovirus CMV HVH-5 Sindrome asintomaético
Herpes virus ;
HVH-6A HVH-6A Roséola
humano 6A
. B
Herpes virus .
HVH-6B HVH-6B Roséola
humano 6B
Herpes virus L
HVH-7 HVH-7 Pitiriasis rosada
humano 7
Barr VEB HVH-4 infecciosa
Y
Herpes virus .
HVH-8/KSHV HVH-8 Sarcoma de Kaposi

humano 8

Una de las caracteristicas distintivas de estos virus es su capacidad de

establecer latencia de por vida en el huésped y reactivarse periédicamente. Las

infecciones primarias de estos virus pueden causar un amplio espectro de

enfermedades, algunas de las cuales pueden llegar a ser mortales en pacientes

inmunocomprometidos 134,

El presente trabajo se enfoca de manera particular en el virus del herpes

simple (VHS).




1.1.1 Virus del Herpes simple

El miembro prototipo de la familia Herpesviridae es el VHS. El hospedero
natural del VHS tanto del tipo 1 (VHS-1) como del tipo 2 (VHS-2) es el hombre,
pero el virus tiene la capacidad de infectar a varios animales incluidos los
roedores. La infeccion por VHS es altamente contagiosa, frecuente y endémica
en todo el mundo 8. El VHS (Figura 1) tiene un tamafio que oscila entre los 150
y 200 nm que depende de la integridad de su membrana. Como todos los

miembros de la familia Herpesviridae el VHS se compone de cuatro estructuras:

e El ndcleo estd formado por ADN bicatenario de alrededor de 155 kb que
codifican para aproximadamente 80 genes. El genoma se organiza en dos
secciones denominadas region larga unica (UL por sus siglas en inglés) que
corresponde al 82% del genoma y la region Unica corta (US por sus siglas en
inglés) que es el 18% ”.

e La capside es de forma icosaédrica y se compone de 162 capsémeros de
150 hexones y 12 pentones. Esta conformada por cuatro proteinas
denominadas proteinas del viron (VP por sus siglas en inglés), la proteina
principal VP5 (UL19), VP19C (UL38), VP23 (UL18) y VP26 (UL35) >'.

e Eltegumento comprende 26 proteinas, estas tienen funciones importantes: el
transporte del ADN viral al nacleo, la activacion de la transcripcion de genes
para la replicacion viral, la supresion de la biosintesis de proteinas celulares
y la degradaciéon de ARNm %7,

e La envoltura viral consiste en una bicapa lipidica que a su vez esta

conformada por al menos 2 proteinas no glicosiladas (UL20 y US9) y 11



glicoproteinas denominadas gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, y gM. Su
funcién principal es mediar la interaccion y penetracion del virus a la célula

blanco al unirse con receptores de membrana como el heparan sulfato &°.

Tegumento

Figura 1. Estructura del virus del herpes simple.

1.1.2 Prevalencia y transmisién de la infeccion por VHS

El virus del herpes simple es un patdégeno humano cosmopolita, es la
segunda causa principal de enfermedades virales humanas. Se estima que
alrededor del 90% de la poblacion mundial mayor de 50 afios presenta
anticuerpos contra VHS-1 41912, Por su parte el VHS-2 presenta una incidencia
global de 23 millones de nuevos casos al afio, en donde las mujeres
representan el 64% ya que tienen mayor susceptibilidad bioldgica a la infeccion.
Recientes estudios demuestran que existe una fuerte asociacion entre la
infeccion por VHS-2 y la infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). Las personas con antecedentes de lesiones recurrentes de herpes
genital son mas susceptibles a la adquisicion del VIH 71314 Por otro lado, se ha

encontrado una correlacion positiva entre la infeccion en neuronas por VHS-1y
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la presencia de un fenotipo similar a la enfermedad de Alzheimer *°. Ademas, la
infeccion de VHS-1 también se ha asociado con comportamientos suicidas y el

desarrollo de trastornos psiquiatricos 6.

La estructura de los viriones es fragil desde el punto de vista de
resistencia a factores fisicos y quimicos, por lo que estos virus deben
transmitirse por contacto estrecho entre la persona infectada y el individuo sano
617 La infeccién primaria ocurre a través de los ojos o de alguna pequefia
herida en el epitelio nasal, bucal, genital, o incluso la piel. El VHS-1 se adquiere
comunmente por via oral mediante besos o por auto inoculacion en la mucosa
conjuntiva ®7. Por su parte el VHS-2 se adquiere principalmente por contacto
sexual a través de micro lesiones en los genitales, pero también puede
transmitirse de forma vertical en el parto si la madre presenta la infeccion
durante el alumbramiento!!. Aunque existe una mayor prevalencia de la
infeccion genital por parte del VHS-2 ambos virus tienen la capacidad de

producir todas las manifestaciones clinicas 17,

1.1.3 Patogénesis y mecanismo de infeccion del VHS

La infeccién por VHS inicia cuando el virus penetra a través de la piel
desgastada o mucosas ©*2. Sin embargo, para que el virus logre ingresar a las
células es necesaria una interaccion entre la envoltura externa del virus y la
membrana de las células diana . Esta interaccién esta mediada por las
glicoproteinas gB y gC de la envoltura externa y el heparan sulfato presente en
la superficie celular. Una vez que se establece dicha union, gD se acopla con

uno de sus tres receptores: nectina-1, el mediador de entrada del virus herpes o
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el heparan 3-O-sulfatado. Lo anterior con el objetivo de liberar la capside en el
citoplasma celular ® 10 1° A continuacién, la particula viral se desnuda mientras
se dirige al nucleo. Durante este proceso algunas proteinas del tegumento
realizan el arresto celular y comienzan la degradacion del ARNm celular. Al
llegar al nucleo la proteina VP16 se une al ADN e inicia la transcripcion en
cascada de los genes de la particula viral + 20, El proceso de traduccién de las
proteinas virales se lleva a cabo en el citoplasma, mientras que la replicaciéon
mediante la ADN polimerasa viral se realiza en el nucleo 12!, Finalmente,
después de la producciéon de nuevos viriones, estos se liberan principalmente

por lisis celular para contagiar a nuevas células 18,

Una parte del inoculo viajard a las neuronas en donde permanecera en
estado de latencia lo que permite evadir la respuesta inmune, mientras que en
el sitio de infeccion comenzard la aparicion de lesiones eritematosas, papulas y
Ulceras ocasionadas por la destruccion directa del tejido ?2. Las manifestaciones
clinicas de la infeccion dependeran del sitio de inoculacion, la edad y el estado
inmunologico del hospedero. Dentro de las manifestaciones mas comunes de la
infeccion se encuentran la gingivoestomatitis herpética, la queratoconjuntivitis
herpética, el herpes genital, el panadizo herpético y herpes neonatal. En casos
mas graves puede llegar a generar encefalitis herpética y en casos aislados
puede ocurrir una infecciéon generalizada . Debido al establecimiento de
latencia y reactivacion del virus, el VHS existe durante toda la vida del huésped
infectado. Los cambios histoldgicos observados en la infeccion primaria suelen

ser mas graves que los de los episodios recurrentes 72122,



1.1.4 Tratamiento contra la infeccion por VHS

La terapia contra VHS esta dirigida a la inhibicion de la replicacion viral.
El medicamento de eleccion es aciclovir (ACV) que ademas se acompafa de
medicamentos para combatir la inflamacion y el dolor. Los anti-herpéticos ACV,
ganciclovir y penciclovir son analogos de nucledsidos. Estos medicamentos se
unen en el sitio activo de la enzima polimerasa y actian como competidores del
sustrato en la sintesis de ADN viral. Para llevar a cabo su funcion estos deben
fosforilarse por la timidina quinasa viral, presente Unicamente en células

infectadas por el VHS 671022,

Las terapias contra el VHS son efectivas para reducir las manifestaciones
clinicas, no obstante, aunque pueden reducir la intensidad y frecuencia de los
sintomas no curan la infeccibn. En pacientes inmunosuprimidos con
tratamientos prolongados de ACV y en pacientes que requieren terapia
supresora a largo plazo o que padecen de infecciones recurrentes se puede
desarrollar resistencia al ACV. Esta resistencia se debe principalmente a
mutaciones en la timidina quinasa viral 3710 Es por esta razén que en la
actualidad se buscan nuevas alternativas para el tratamiento de las infecciones

causadas por VHS.

1.1.5 Plantas medicinales contra el VHS

El uso de plantas para combatir enfermedades es una practica que ha
acompafnado al ser humano a lo largo de toda su historia. Este conocimiento

ancestral adquirido de forma empirica se ha transmitido de generacion en



generacion y es la base de la investigacion en los productos naturales 23. Los
compuestos quimicos que poseen las plantas, bien llamados fitoquimicos, han
sido objeto de estudio debido a su privilegiada variabilidad estructural, a sus
singulares estructuras quimicas, su elevado potencial terapéutico y a su
capacidad de activar multiples vias de transduccién de sefales. Todo lo anterior
los convierte en excelentes candidatos para combatir enfermedades
multifactoriales como el cancer o aquellas relacionadas con resistencia

emergente a farmacos 242,

Hoy en dia, la importancia de los productos naturales se ve reflejada en el
namero de medicamentos basados en fitoquimicos que podemos encontrar en
el mercado. De los 1,881 medicamentos aprobados en el mundo desde junio de
1981 a septiembre del 2019, el 53% derivan directa o indirectamente de
productos naturales 6. En la actualidad existen diversos estudios en los que se
demuestra la actividad anti-herpética de diversas plantas (TABLA ll), incluso en
algunos casos se ha logrado aislar el o los metabolitos responsables de la
actividad. La naturaleza de estos metabolitos es muy variada ya que se incluyen
polisacéaridos (Lasiodiplodan), alcaloides (harmina), flavonoides
(dihidromiricetina), terpenos (hiponorterpenos), entre otros 2/-3°, Esto nos indica
gue podrian ser una fuente importante para el desarrollo de nuevos

medicamentos contra este virus.



TABLA Il. Plantas medicinales con actividad anti-herpética in vitro e in vivo.

Nombre de | Nombre Partes Naturaleza indice de Tipo de - .
, .. . Ensayo utilizado Referencia
la planta comun usadas del extracto selectividad virus
i A i6 31
Eryth.rlr_ma Arbol de Corteza Extracto >7143 VHS-1 Ensayo de rec_jucmon Mollel, et al.
abyssinica coral acuoso de placas virales (2022)
Artemisia Artemisa . Extracto Ensayo de reduccion .
. . Hojas L 8.58 VHS-1 y . Liu, et al. 32 (2023)
argyi china etandlico de placas virales
Oryza . . Extracto Ensayo de reduccién Suantai, et al. 33
-y Arroz rojo Semilla . 155.23 VHS-1 y .
sativa L etanolico de placas virales (2022)
i6 i 34
Jat.rqpha Sangre Raiz .Extracto de 49 VHS-1 Ensayo de reQucmon Solis, et al.
dioica de drago diclorometano de placas virales (2019)
Thymus Tomillo Partes Extracto Reduccidn de placas Toujani, et al. 3
g . L 26.8 VHS-2 .
capitatus | cabezudo aéreas etandlico virales (2018)
iA i 28
Peganum R_uQa Semillas Extra,ct_o 132 VHS-2 Ensayo de rec_jucmon Benzekri, et al.
harmala siria metandlico de placas virales (2018)
Nombre de | Nombre Partes Naturaleza . .
, Hallazgos Ensayo utilizado Referencia
la planta comun usadas del extracto
Las pruebas de eficacia
terapéutica topica y oral Modelo de herpes .
Tanacetum . Parte Extracto p Benassi-Zanqueta,
. Artemisa ) . e mostraron que el extracto cutanea por VHS-1
parthenium aérea hidroetandlico . . et al. 3¢ (2019)
fue efectivo contra la en lomo de ratén
infeccién por VHS-1
Es posible prevenir el
. desarrollo de la infeccion - .
Equisetum | Yerba del . Extracto . Modelo de vaginitis Churqui, et al. 37
. Raiz y tallo | . . cuando se administra el i
giganteum platero hidroalcohdlico por VHS-2 en raton (2018)
extracto antes de la
inoculacién




1.1.6 Modelos experimentales para la evaluacién de la actividad anti-

herpética

Para evaluar la actividad anti-herpética se emplean modelos in vitro de

forma inicial y posteriormente modelos in vivo .

Los modelos in vitro son el primer paso para determinar la potencial
actividad anti-herpética de algin compuesto o extracto. Dentro de estos
podemos encontrar el ensayo de reduccion de placas virales, el ensayo de
inhibicién del rendimiento viral y la técnica de titulaciéon de punto final 3940, Estos
modelos se basan en la capacidad de los virus para replicarse en las células
cultivadas, las lineas celulares mas recomendadas para estos ensayos son las
lineas celulares Vero y MRC-5. Ademas de evaluar la concentracién a la que se
logra inhibir el crecimiento del virus o la inhibicion del dafio celular, estos
modelos deben incluir la citotoxicidad. Lo anterior debido a que la efectividad
antiviral se reporta como indice de selectividad (IS). EI IS es la relacién entre la
concentracion inhibitoria 50 (Clso) de la sustancia a probar y su concentracion

citotéxica 50 (CCso) 38.

Los modelos in vivo se emplean para la evaluacion preclinica de la
eficacia de los compuestos anti-herpéticos. Estos modelos brindan informacion
sobre la respuesta del organismo a la infeccion. Los modelos in vivo son de
mucha utilidad en la investigacion ya que permiten el uso de técnicas de
analisis que en humanos no serian éticamente correctas. Hoy en dia se
emplean diversos modelos experimentales para la evaluacion de compuestos

con potencial actividad contra VHS. En la TABLA 1ll se muestran algunos de los
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modelos mas utilizados con este fin, asi como la forma en la que se evallan la

evolucion o resolucion de la infeccion.

TABLA lll. Modelos animales para la evaluacion de la actividad anti-herpética.

. Medida de la _
Modelo Cuadro clinico : . Referencia
infeccion
) iy : Stoyanova, et al. 4
Raton Encefalitis Mortalidad, conducta :
' (2023)
Conejo, Chapellier, et al. 42
ratén Enfermedad ocular (2022)
Severidad de lesion, Li, et al. ** (2018)
Cobayo, . . . . . 44
B Herpes cutaneo | titulo viral, transcripcion Schmitz, et al.
raton .
de genes virales y (2022)
] expresion de citocinas Bernstein, et al. 4°
Raton, .
cobavo Herpes genital (2019)
yo. Zhang, et al. %6 (2023)
Herpes neonatal . Bernstein, et al. 4/
Cob . . Mortalidad
obayo diseminado ortalida (2011)

En este trabajo se evaluara la actividad anti-herpética de sistemas
nanoparticulados con riolozatriona. La actividad anti-herpética in vitro se
determinara con el ensayo de reduccién de placas virales y su citotoxicidad
mediante el ensayo de MTT en células Vero. Ademas, se evaluard su actividad
anti-herpética in vivo en un modelo de vaginitis herpética en raton y

adicionalmente se evaluara su toxicidad.

1.2 Nano encapsulacién de principios activos

El término nanotecnologia hace referencia a un campo multidisciplinario que
se encarga del estudio, disefio, sintesis y la aplicacion de materiales a nivel de

la nanoescala. Las nanoparticulas son sistemas coloidales con un tamafo
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menor a los 1,000 nm lo que les confiere una gran area superficial. Cuando el
tamafio de los materiales alcanza el nivel de nanoescala, se observan cambios
drasticos en sus propiedades Opticas, biolégicas, magnéticas y fisicoquimicas.
Estos cambios son la base de las multiples aplicaciones y areas de estudio de
los nanomateriales como es el caso de la nanomedicina 48-0.

La nanomedicina es la aplicacion de la nanotecnologia para llevar a cabo el
diagnéstico médico, tratamiento y prevencion de enfermedades. Las principales
areas de interés para la nanomedicina son la ingenieria de tejidos para su uso
en la medicina regenerativa, el diagnéstico de enfermedades a través de
nanodispositivos y los sistemas nanométricos para la administracion de
farmacos llamados nanoportadores (NP) 4.

El desarrollo de NP ha brindado la oportunidad de abordar y tratar
enfermedades desafiantes como cancer, Alzheimer y Parkinson 553, Estos
sistemas pueden transportar farmacos a tejidos especificos y proporcionar una
terapia de liberacion controlada. Ademas, los NP protegen al farmaco de la
degradacion o eliminacion rapida y mejora la concentracion del farmaco en los
tejidos diana. Todo lo anterior se traduce en una mejor farmacocinética,
farmacodinamia y menor toxicidad 48545,

Actualmente existen mas de 50 medicamentos basados en NP aprobados
por organismos reguladores tales como la FDA (Administracion de Drogas y
Alimentos de EE. UU) y la EMA (Agencia Europea de Medicamentos). Ademas,
alrededor de 100 productos basados en NP se encuentran en fase de ensayos
clinicos. Cabe mencionar que al menos 30 de estos involucran la administracion

de algin producto natural °7.
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El uso de NP para la entrega de productos naturales ademas de mejorar su
estabilidad ha resuelto el problema de solubilidad para la administracion de
muchos metabolitos y/o extractos °8°°, En la Figura 2 se muestran los NP mas

utilizados para la entrega de productos naturales.

Nanoemulsion Nanoparticulas Portadores lipidicos
lipidicas solidas nanoestructurados

Micelas Nanoesferas Nanocapsulas

Figura 2. Nanoportadores de principios activos.

1.2.1 Caracteristicas ideales de los NP

Las caracteristicas ideales de los NP como sistemas de administracion
de principios activos dependeran del compuesto que se desee encapsular, el
tejido u o6rgano diana, la via de administracion y en algunos casos el
microorganismo al que este dirigido. A continuacion, se enlistan algunas de las
caracteristicas mas relevantes para el desempefio de los NP como sistemas de

administracion de principios activos:
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e Tamafo apropiado: Se ha observado que NP con un tamafio inferior a 5 nm
se eliminan rapidamente mediante filtracion glomerular en los rifiones,
mientras que NP con tamafios superiores a 300 nm estan mas expuestos a
la eliminacion por macrofagos. Por lo tanto, el tamafio ideal para la aplicacion
in vivo es de 100-300 nm 60.61,

e Propiedades de la superficie: Entre las caracteristicas mas importantes de la
superficie de un NP, se encuentra el potencial zeta () y se define como la
diferencia del potencial eléctrico que se genera entre la doble capa eléctrica
del NP y el medio de dispersion. Este parametro se utiliza como indicador de
estabilidad de los NP ya que un valor ¢ mayor o igual a £+ 30 mV generaré
repulsiones electrostéticas entre los NP para evitar su agregacion y
sedimentacion. Ademas, el ¢ tiene una importante injerencia en la actividad
biolégica de los NP; este potencial eléctrico puede impedir o favorecer la
interaccién del NP con su sitio de accién 6263, De igual forma, los grupos
funcionales en la superficie de los NP tiene efectos importantes sobre el
direccionamiento y la interaccién de estos con el microambiente bioldgico. La
superficie de los NP se puede modificar mediante la aplicacion de
recubrimientos funcionalizados. Estas modificaciones se realizan con base
en las caracteristicas de las células diana y del sitio de accion a donde se
dirigen los NP 6465,

e Bioseguridad y biocompatibilidad: Los NP deben ser biocompatibles con el
ser humano, asi se evitara un rechazo por parte del sistema inmunoldgico.

Ademas, se busca que los NP sean biodegradables para que puedan ser
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metabolizados y eliminados por el organismo sin ocasionar efectos adversos.
Es importante considerar que el sistema NP-principio activo debe ser seguro
tanto para quien lo consume como para quien lo elabora 666,

e Liberacion del principio activo: La liberacion modificada que se logra con los
NP tiene diversas ventajas dentro de las cuales destacan la dosificacion
disminuida del activo y por lo tanto una menor presencia de efectos
secundarios %8, Para aumentar la cantidad del principio activo disponible para
qgue ejerza su efecto, es necesario incrementar el % de encapsulacion (%E)
del principio activo 7. Los NP deben ademas exhibir nula o poca
probabilidad de liberacién o fuga del principio activo de forma prematura.
Finalmente, los NP deben poseer la capacidad de liberar el principio activo
de forma completa en una tasa 6ptima de liberacién 3856-60,

Aunado a todo lo anterior, se busca que el proceso de elaboracion de los

NP sea simple, econdémico, libre de compuestos tdxicos y que una vez

elaborados puedan someterse a procesos secundarios como liofilizacién,

esterilizacion y secado ’t. La seleccion del NP adecuado dependera de las
propiedades fisicoquimicas del principio activo a administrar, del sitio de accion,
asi como de los excipientes utilizados durante su obtencién. En la TABLA IV se
mencionan las ventajas y desventajas que ofrece cada NP en la administracion

de productos naturales.
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TABLA 1IV. Ventajas y desventajas de los NP en la administracion de

fitoquimicos.

Nanoportador Excipientes Ventaja Desventaja Referencias
Capacidad de Inestabilidad, Tai, etal. "2
ﬁcégleﬁ;%?l;/ administrar moléculas oxidacién de (2020)
Liposomas fosfolipidos hidrofilicas y !lpoflllcas .I|p|dos.,,y Alavi, et al. 73
y uso de lipidos liberacién
- (2022)
naturales que anticipada del
disminuyen la toxicidad fitoquimico
Fécil produccion, carga Inestabilidad, Chgij(e;r(]),zit)al.
. de fitoquimicos elevada toxicidad por uso
: Aceites y o de tensoactivos y .
Nanoemulsiones tensoactivos y uso de lipidos baio control en el Pereira, et al.
naturales que ! ~ 5 (2023)
_— . tamafo de
disminuyen la toxicidad .
particula
Inestabilidad,
e
grasos, Elevada capacidad de fito Simico Tang, et al. 7
Nanoparticulas alcoholes carga y uso de lipidos q y (2023)
A 2 elevada
lipidicas sélidas grasos, naturales que ermeacion aue Mohammed,
triglicéridos y | disminuyen la toxicidad P q etal. 77 (2023)
lleva ala
ceras -
deposicion en
células.
Acidos admcii\?spt?glrdriglggulas Inestabilidad y Houacine, et
Portadores de grasos, e o eficiencia pobre al. 8 (2020)
o . hidrofilicas y lipofilicas
lipidos mono, di o uso de linidos en la carga de
nanoestructurados | triglicéridos y y P fitoquimicos Tang, etal. "®
naturales que L 202
ceras . . hidrofilicos (2023)
disminuyen la toxicidad
Toxicidad por uso
t‘)je_ ter;_sqacti_vog, Jangid, et al.
L . ., aja eficiencia de 79 (2019
Tensoactivos Facil pro.ducmon y encapsulacion, ( )
. ! capacidad de - . 73
Micelas y moléculas administrar moléculas limitado control Alavi, et al.
anfifilicas P o del tamafio y (2022)
hidrofilicas y lipofilicas . L
liberacion
anticipada del
fitoquimico
Capacidad de . . )
Polimeros administrar moléculas TOXI;'?E% %eebldo Feggelra, etal.
naturales, hidrofilicas y lipofilicas, . (2020)
. " tensoactivos,
Nanoparticulas sintéticos y buen control sobre el i . . .
A S ~ degradacién mas Narisepalli,
poliméricas semisintéticos tamafio y uso de 81
lentay et al. ®* (2023)
y compuestos - .
. . ; produccion mas
tensoactivos biocompatibles y
costosa

biodegradables
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1.2.2 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas (NPP) pueden transportar principios
activos, proteinas o material genético hacia un 6rgano o célula especificos. Las
NPP consisten en particulas solidas formadas con polimeros, en los que el
principio activo u otra sustancia terapéutica se encapsula, adsorbe o se
incorpora en la matriz polimérica. Con base en su morfologia las NPP pueden
ser nanocapsulas o nanoesferas. En las nanocapsulas, el agente activo se
encapsula dentro de una membrana polimérica, mientras que en las
nanoesferas el activo se adsorbe o incorpora en una matriz polimérica (Figura
3) 6082 | os polimeros utilizados para su formulacién pueden ser de origen
sintético como los poliacrilatos o el polietilenglicol, semisintéticos como los

derivados de la celulosa o naturales como el quitosano 8082,

Membrana

Y8

Principio
activo

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 3. Tipos de NPP.
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Las NPP se han vuelto sistemas acarreadores utiles en la entrega de
productos naturales para el tratamiento de diversas afecciones y enfermedades
como la inflamacion, la irritacion ocular, la infeccion de heridas y el herpes. En
donde ademas de evitar la degradacion de los productos naturales, han logrado
disminuir significativamente la citotoxicidad y favorecer la biodisponibilidad
respecto a los productos naturales libres 8-85, Es por esta razén que la
elaboracion de nuevas formulaciones de NPP cargadas con productos naturales
es un campo de creciente interés.

La elaboraciéon de NPP a partir de polimero preformados se lleva a cabo
mediante diversas técnicas que permiten encapsular moléculas de caracter
hidrofébico o hidrofilico. Dentro de estos métodos podemos encontrar emulsion-
evaporacion, desplazamiento de disolventes (nanoprecipitacion),
desplazamiento por sales (“salting-out”) y emulsificacion-difusion. Debido a su
simplicidad y a las condiciones para la formacion de las NPP, el método de

nanoprecipitacion es uno de los mas utilizados 718688,

La técnica de nanoprecipitacion para la elaboracién de NPP se lleva a
cabo mediante la lenta interaccion de una fase organica (FO) y una fase acuosa
(FA) a temperatura ambiente y con agitacién constante. La FO debe contener al
menos un disolvente miscible en agua; en esta fase se encuentran disueltos el
polimero y el principio activo. Por su parte a la FA se adiciona en algunas
ocasiones un agente tensoactivo. Cuando ambas fases entran en contacto, las
cadenas poliméricas se agregan con las moléculas del principio activo lo que da

lugar a las NPP; al mismo tiempo el disolvente organico difunde hacia la FA.
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Después de la formacion de las NPP es necesario eliminar el disolvente
organico, con el fin de estabilizar el sistema y evitar la formacién de agregados
gue puedan incrementar el tamafio de particula. El método de eliminacién del
disolvente organico mas utilizado es la evaporaciéon a presion reducida 718688,
En este trabajo se empleara la técnica de nanoprecipitacion para la elaboracion

de las NPP.

1.2.2.1 NPP en la administracién vaginal

En los afos recientes, las NPP han sido ampliamente utilizadas como
portadoras de farmacos para su administracion vaginal debido principalmente a
su capacidad para proteger de la degradacion a los principios activos, la
facilidad de ajustar sus propiedades de superficie y su versatilidad para
controlar la liberacién de los farmacos. Dentro de los polimeros mas utilizados
con este fin se encuentran el &cido poli(lactico-co-glicélico) o PLGA (por sus
siglas en inglés), el polietilenglicol (PEG), los polimeros de metacrilato y los

poliésteres 8%-°1,

La seleccién del polimero, asi como de los excipientes adecuados para
lograr una formulacibn de NPP exitosa depende sobre todo de la fisiologia
vaginal %9292 | a vagina presenta diversos obstaculos para la administracién y

absorcion de farmacos debido a factores como:

e El epitelio vaginal: esta compuesto por células escamosas con uniones
intercelulares laxas que promueven la formacion de canales entre células

adyacentes, estos espacios permiten el movimiento de moléculas,
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electrolitos y la absorcion de farmacos. Durante el ciclo menstrual el
grosor del epitelio vaginal va de 0.2 a 0.5 mm como consecuencia de la
variacion en los niveles de estrégeno 2.

El flujo vaginal: se trata de una mezcla compleja de secreciones de las
glandulas de Bartolino y Skene, células epiteliales, enzimas, urea, acido
lactico, proteinas, carbohidratos y moco vaginal. Este dltimo es una
compleja red de microfibras de mucina enredadas con multiples pliegues,
cuyo objetivo es evitar la entrada de posibles patégenos 899294,

La actividad enzimética: la presencia de enzimas en especial lisozimas
esta asociada a la degradacion de principios activos, principalmente
aquellos basados en péptidos °2.

El pH: el valor de pH normal en una mujer adulta sana es de = 4, debido
a la presencia del comensal Lactobacillus spp. que produce acido lactico
a partir del glucégeno de las células epiteliales. Este valor de pH brinda

proteccion innata contra los patégenos oportunistas 8992,

Los desafios méas grandes en la preparacion de formulaciones de

administracion vaginal son asegurar la solubilidad del farmaco y la penetraciéon

de este en la mucosa vaginal. Con base en lo anterior Smolenski y

colaboradores enlistaron las propiedades imprescindibles para el desarrollo de

formas farmacéuticas de administracion vaginal a partir de NPP (TABLA V), en

donde destacan la solubilidad en agua, el tamafio de la NPP, el pH y las

propiedades mucoadhesivas ©°.
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TABLA V. Propiedades ideales de formulaciones basadas en NPP
para la administracion vaginal.
Propiedades

Miscible en agua

Bioadhesivo

pH=4

Osmolaridad <1200 mOsm/kg
Tamafio de NPP:

100-150 nm : actdan dentro del moco vaginal

200-500 nm: penetran la mucosa vaginal hasta el epitelio vaginal
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>1,000 nm: accién sobre la superficie del moco vaginal

Interacciones hidrofébicas reducidas
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La mayoria de las investigaciones actuales se enfocan en el desarrollo
de formulaciones que permitan un adecuado tiempo de residencia en la cavidad
vaginal, en donde los sistemas de liberacion mucoadhesivos a base de
polimeros han mostrado excelentes resultados 8%°294, Como ejemplo, Melo y
colaboradores prepararon NPP a base de Eudragit® RL100 cargadas con
anfotericina B (AMB) y recubiertas con acido hialurénico para el tratamiento de
candidiasis vaginal °. Estas NPP exhibieron una liberacién in vitro controlada
de la AMB durante 96 h y en los ensayos en ratas se demostré que el acido
hialurénico interactuaba con el receptor CD44 de las células epiteliales, lo que

favorece la bioadhesién y la internalizacion de las NPP.
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1.3 Antecedentes

1.3.1 Jatropha dioica

Jatropha dioica es un arbusto nativo de México, presenta un tamafo
promedio de 70 cm, posee ramas de color rojizo y produce un latex amarillo que
al oxidarse se torna rojo, de ahi el nombre popular de sangre de drago (Figura
4). J. dioica se distribuye en el centro y norte del pais en climas secos y
semisecos, desde el norte de Querétaro hasta Chihuahua dentro del pais, y en

el estado de Texas en Estados Unidos de América 9697,

Los usos medicinales de este arbusto en la medicina tradicional
mexicana son muy diversos: los tallos y raiz cocidos se utilizan para evitar la
caida del cabello, para aliviar infecciones por golpes o heridas, para aliviar los

ojos irritados, etc., mientras que la raiz cruda se ha empleado como astringente

98,99

Figura 4. Planta de Jatropha dioica.

J. dioica tiene diversas actividades bioldégicas comprobadas. El extracto
de éter de petréleo de la raiz tiene actividad contra Staphylococcus aureus,

mientras que el extracto etanolico del tallo presenta una CMI 0.6 mg/mL contra
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Bacillus subtilis y una CMI de 0.8 mg/mL contra Streptococcus spp. 190101 E|
extracto hexanico de la raiz posee actividad antimicrobiana contra Escherichia
coli, Candida albicans, Cryptococcus neoformans y Staphylococcus aureus. 192
Por su parte el extracto hidroalcoholico de la raiz presenta actividad antifungica
contra Candida albicans con una CMI de 500 pg/mL y actividad anti-herpética
moderada contra el VHS-1 con una Clso de 280 pg/mL y contra VHS-2 370
Mg/mL. Con respecto a la toxicidad, presenté un valor de CCso en células Vero
de 644 ug/mL193104 De J. dioica ya se han logrado aislar diferentes metabolitos

de tipo diterpenoide a partir de extractos de la raiz 100 104,

1.3.2 Riolozatriona

Es un compuesto de tipo diterpenoide (Figura 5), aislado por primera vez
por Dominguez y colaboradores en 1980 a partir del extracto de éter de petroleo
de la raiz de J. dioica 1%. Afios mas tarde y después de realizar un aislamiento
biodirigido Silva-Mares y colaboradores determinaron que la Riolozatriona (RZ)
era uno de los metabolitos responsables de la actividad anti-herpética contra

VHS-1y VHS-2 del extracto hidroalcohdlico de la raiz de J. dioica 194,

Figura 5. Estructura quimica de RZ.
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Con el objetivo de conocer el estadio en la via de infeccidon en el que la
RZ tiene actividad contra VHS-1, Ferrel Hernandez y colaboradores realizaron
diferentes ensayos de infeccién in vitro 19, En estos ensayos se analizé la
expresion de proteinas involucradas en los estadios tempranos de la infeccidon
viral. Se determind que la RZ tiene una actividad protectora sobre las células ya
gue reduce entre 33 a 39% la formacion de placas virales respecto al control
negativo. Esta proteccion se genera cuando se trata a las células con el
diterpeno 12 h antes de la infeccion. Ademas, se demostré que la RZ evita la
entrada de la particula viral a la célula. La formacién de particulas virales se
redujo significativamente en las células tratadas durante 1h con RZ respecto a

las células no tratadas.

La actividad de la RZ también se ha evaluado en modelos in vivo. Tamez
Fernandez y colaboradores desarrollaron un ungiento oftalmico con RZ como
principio activo 1%, A pesar de que se prefieren vehiculos farmacéuticos
acuosos en las formulaciones oftalmica, el grupo de trabajo eligié un ungtiento
debido a la baja solubilidad de la RZ en soluciones acuosas. Esta formulacién
fue evaluada en un modelo de queratoconjuntivitis herpética en ratones. El
unguento oftalmico (0.3% p/p) logré una mejor resolucion de la enfermedad con
resultados similares al ACV (2.5% p/v), que se empledé como control positivo.
Estos resultados alientan la evaluacion de la actividad de la RZ en otros
modelos de infeccién in vivo y al desarrollo de nuevas formulaciones que

mejoren la solubilidad y disponibilidad de RZ.
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1.4 Justificacion

La Riolozatriona es un diterpenoide aislado de J. dioica que ha
demostrado un efecto anti-herpético moderado in vitro e in vivo. Sin embargo,
debido a la poca solubilidad de este compuesto en vehiculos acuosos, es un
reto generar una formulacion estable para su potencial uso en el tratamiento de

la infeccion.

Debido a la elevada incidencia de infecciones por VHS, asi como la
aparicion de cepas resistentes al ACV, es de importancia la busqueda de
alternativas de vehiculos de principios activos, en donde las nanoparticulas

poliméricas son una excelente alternativa.

Por lo anterior se propone evaluar la actividad anti-herpética de
formulaciones de nanoparticulas poliméricas con RZ en un modelo murino de

infeccion vaginal.
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1.5 Hipotesis

La riolozatriona administrada en nanoparticulas favorece su actividad

contra el VHS al incrementar su disponibilidad.
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1.6 Objetivo general

Evaluar la actividad anti-herpética in vitro e in vivo de un sistema

nanoparticulados de riolozatriona.

1.6.1 Objetivos especificos

1. Optimizar una formulacion de nanoparticulas poliméricas cargada con
extracto de diclorometano de raiz J. dioica Yy caracterizarla
fisicoquimicamente.

2. Formular y caracterizar fisicoquimicamente nanoparticulas poliméricas
cargadas con RZ y evaluar su perfil de liberacion.

3. Evaluar la actividad anti-VHS de las nanoparticulas poliméricas cargadas
con RZ en células Vero.

4. Evaluar la actividad anti-VHS-2 de las nanoparticulas poliméricas

cargadas con RZ en un modelo de infeccidn vaginal en raton.
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CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1 Material, equipos y reactivos

2.1.1 Material

e Acrodiscos PVDF 45 mm de diametro con filtro de 0.22 um, Millipore®

e Caja de cultivo celular con ventilacién de 25 cm?, 75 cm?y 175 cm?

e Céamara de Neubauer

e Columna cromatografica AccQ-Tag (3.9 x 150 mm, 4 um), Waters®

e Columna cromatogréafica DB-WAX (30 x 0.22 mm, 0.25 pm), Agilent®

e Microplacas estériles de poliestireno de 24 y 96 pozos de fondo plano,
Nest®

e Microtubos de 1.5 mL con filtro de 0.22 pm, Millipore®
+ Pipetas automaticas de 10, 20, 200 y 1,000 pL, Eppendorf®

e Pipetas serolégicas desechables de 5 mL, 10 mL, 25 mL y 50mL,
CELLTREAT®

e Tubos coénicos estériles 15 y 50 mL, Corning®

e Tubos Eppendorf de 1.5 mL y 5 mL, Eppendorf®
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2.1.2 Equipo

Agitador vortex Scientific Industries®, modelo SI-A536

Balanza analitica OHAUS Pioneer® modelo PA214C

Balanza granataria OHAUS Pioneer®, modelo PA3102

Bafio de ultrasonido Bromson®, modelo 2510R-DTH

Bafio recirculador de agua, LabTech®, modelo LCB-6D

Bomba de vacio Vacubrand®, modelo IC

Campana de bioseguridad PRENDO®, modelo CSB-120

Campana de extraccion Lumistell®, modelo CEE-120

Campana de seguridad bilégica Esco®, modelo LR2-6S52

Centrifuga Spectrafuge 24D, Labnet®

Centrifuga Thermo IEC®, modelo Centra CL3

Cromatografo de gases 6890N, Agilent®, acoplado al espectréometro de
masas 5973, INERT®

Cromatografo de liquidos analitico Alliance 2695 con DAD, Waters®
Equipo de rotaevaporacién Heidolph®, modelo 517-61000-01-0
Espectrofotémetro IR-FT, Perkin Elmer®, modelo Frontier Optica
Espectrofotdmetro UV- Vis, Thermo Scientific®, modelo Genesys 10s
Incubadora Quincy Lab®, modelo 10140

Lector de microplacas Thermo Scientific®, modelo 357

Microscopio invertido OLYMPUS CORPORATION, modelo CKX41SF
Potenciémetro Orion, Thermo Scientific®, modelo Star A211

Zetasizer Nanoseries, Malvern Instruments, modelo Nano-Zs90
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2.1.3 Reactivos

Acetato de etilo grado analitico, Fermont®

Acetona grado CLAR, Baker®

Acetonitrilo grado CLAR, J.T Baker®

Aciclovir, polvo liofilizado Laboratorios PISA®

Acido citrico, Mallinckrodt Pharmaceuticals®

Acido lactico, Sigma Aldrich®

Alcohol etilico, CTR®

Amortiguador de fosfato Salino (PBS), Sigma Aldrich®
Antibiético/Glutamina, Sigma Aldrich®

Bromuro metil tiazol tetrazolio (MTT), Sigma Aldrich®
Citrato de sodio, Mallinckrodt Pharmaceuticals®
Cloruro de metileno grado CLAR, J.T Baker®
Colorante de Giemsa, CTR®

Dimetil sulféxido (DMSO), Fermont®

Doxorrubicina, Sigma Aldrich®

Eudragit® L100-55, Evonik Industries®

Hexano grado analitico, Fermont®

Inmunoglobulina Humana Normal (IgG), Flebogamma® IV
Isopropanol grado CLAR, Tedia®

Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), Gibco®
Medroxiprogesterona, Depo-Provera®

Metanol grado CLAR, J.T Baker®
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e Poloxamero 188, Sigma Aldrich®

e Poloxamero 407, Sigma Aldrich®

e Propilenglicol, Analytyka®

e Quitosano de alto peso molecular (310-375 kDa), Sigma Aldrich®
e Silica (0.04-0.063 pum), Aldrich®

¢ Solucion de Glucosa 5%, Laboratorios Pisa®

e Tripsina, Gibco®

2.1.4 Material Biolégico

e Células epiteliales de rifion de mono verde africano (Vero) (ATCC® CCL-
81-VHG)

e VHS-1 cepa Kos (ATCC® VR-1493)

e VHS-2 cepa G (ATCC® VR-734)

e Raiz de la planta Jatropha dioica var. sessiliflora

e Ratones BALB/c

2.2 Métodos

2.2.1 Obtencion del EDJ y purificacion de RZ

% Obtencidn del extracto de diclorometano de raiz de J. dioica (EDJ)

Para la obtencién de EDJ se colecté la raiz en octubre del 2020 en el

municipio de Villaldama, Nuevo Leo6n. La raiz se lavdé con abundante agua y
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jabén y se enjuagé muy bien; después se secO a temperatura ambiente y se
desmenuz6 en finos trozos para posteriormente molerla en licuadora. La raiz
pulverizada (60g) se sometié a 3 extracciones con 600 mL de diclorometano a
temperatura ambiente y en agitacion constante durante 1 h. El extracto obtenido
se filtré y se llevé a sequedad mediante evaporacion a presion reducida. EI EDJ
se analizd mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) segun

la metodologia descrita mas adelante en esta seccion.

% Aislamiento y purificacién de RZ

La purificacion de RZ se realiz6 por cromatografia en columna a baja
presion y el seguimiento de la RZ en las fracciones se realizé en cromatografia
de capa fina. La RZ purificada se recuperd mediante recristalizaciéon segun la
metodologia descrita por Tamez Fernandez y colaboradores a continuacion, se

mencionan las condiciones 106,
= Cromatografia en capa fina para monitoreo de la RZ

La cromatografia en capa fina se llevd a cabo en cromatofolios TLC de
silica gel 60 F254 Merck®, como fase movil se emple6 una solucién de

hexano/acetato de etilo en proporcion 6:4.
= Columna cromatogréfica 19:1

En la columna cromatografica se emple6é como fase estacionaria gel de
silice 60 y como fase mévil una disolucién de cloruro de metileno/acetona en
proporcion (19:1). Las fracciones que contenian RZ se combinaron y se

evaporo el disolvente a presion reducida.
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= Columna cromatogréfica 6:4

La fase estacionaria de esta columna fue silice gel 60 y como fase movil se
emplearon 3 diferentes soluciones en donde se varid la proporcion de
hexano/acetato de etilo. Las fracciones que contenian RZ se combinaron y se

evaporo el disolvente a presion reducida.

= Obtencioén de cristales de RZ

La fraccion que contenia RZ obtenida en la columna cromatogréfica 6:4, se
recristalizd en una solucion de éter etilico/éter de petréleo en proporcion 4:1. La
solucion resultante se llevé a refrigeracion a 4 °C durante toda la noche. Los
cristales formados se lavaron con éter etilico y se analizaron mediante CLAR

segun la metodologia descrita en la seccion 2.2.1.

% Cromatografia de liquidos de alta resolucion para la identificacion de

metabolitos.

Se realiz6 un analisis cromatografico segun lo descrito por Castro-Rios y
colaboradores 197, Se pesaron 2 mg de la muestra (EDJ o RZ) y se disolvieron
en una solucion de DMSO y acetonitrilo en proporcién 1:50. A continuacion, la
solucion se filtr6 a través de una membrana de nylon (0.22 um), para
posteriormente inyectar 5 pL al cromatografo. Todos los disolventes fueron
filtrados a través de membranas de nylon (0.45 pum) y se sometieron a bafio de
ultrasonido por 15 min para su desgasificacion.

Se utilizé un gradiente de la fase mévil de acetonitrilo:agua (50:50) hasta

llegar a 100% de acetonitrilo con un flujo de 0.2 mL/min. El tiempo de corrida
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fue de 35 min y se mantuvo por 5 min antes de regresar a las proporciones
iniciales. La deteccion de los diferentes metabolitos presentes en la muestra se
realizd a una longitud de onda de 254 nm. Su identificacion se realiz6 por
comparacion de los tiempos de retencidn previamente reportados en nuestro

grupo de investigacion 197,

2.2.2 Desarrollo y caracterizacién de la formulacion de NPPE

Las NPP cargadas con EDJ (NPPE) se obtuvieron segun la metodologia
desarrollada por Salas-Cedillo y colaboradores con modificaciones 198, Se
disolvi6 el polimero Eudragit® L100-55 y el extracto en diferentes
concentraciones en la fase organica. A continuacion, la fase acuosa se inyecto
a la fase organica en agitacion constante (250 rpm). Finalmente, los disolventes
organicos se eliminaron mediante evaporacion a presion reducida a 30 °C y 150
rom. Se prepararon NPP blanco (NPPBco) en las cuales no se incorporo el

EDJ.

Como parte de los estudios de preformulacion se evaluaron diferentes
disolventes para seleccionar la fase organica adecuada. Los disolventes fueron:
etanol, isopropanol, acetona y una mezcla de isopropanol:acetona (1:1). Se
disolvieron 2 mg del extracto de raiz de J. dioica en 1 mL del disolvente en
agitacion constante (250 rpm) a 25 °C durante 24h. Posteriormente, se realizo

un analisis por CLAR segun la metodologia descrita en la seccion 2.2.1.

Para obtener las NPP con las caracteristicas 6ptimas para su aplicacion

vaginal, se modificaron dos variables:
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a) Concentracion del EDJ

Se evaluaron 0.6, 0.84 y 1.4 mg/mL de EDJ en el disolvente previamente
establecido. Las NPPE y NPPBco se prepararon por triplicado. La
concentracion de polimero utilizada en estas formulaciones fue de 14 mg/mL.
Las formulaciones preparadas se caracterizaron de acuerdo con la metodologia

descrita mas adelante en esta seccion.

b) Concentracion del polimero
La concentracion del polimero evaluada fue 8 mg/mL. Se prepararon
NPPE y NPPBco por triplicado. Las formulaciones preparadas se caracterizaron

de acuerdo con la metodologia descrita mas adelante en esta seccion.

¢ Caracterizacion fisicoquimica de las NPPE

a) Tamafo, indice de polidispersidad y potencial zeta

El tamafio y el indice de polidispersidad de las NPP se determind por
espectroscopia de correlacion fotonica en un angulo de 90°. Por su parte el
potencial zeta se establecié mediante microelectroforesis con laser Dopper en
el equipo Zetasizer Nano Malvern (UK). Cada determinacion se realizé por

triplicado.

b) Célculo de porcentajes de encapsulacion y porcentaje de eficiencia de

encapsulaciéon de NPP

El sobrenadante y el sedimento de las NPP se obtuvieron en base a la

metodologia previamente establecida en el grupo de trabajo 1%°. El sedimento
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se solubilizé en la fase movil y se analizé por CLAR segun la metodologia

descrita en la seccion 2.2.1.

En una primera etapa, para las NPPE, se calculé el porcentaje de
abundancia (%A) de cada uno de los metabolitos del EDJ relativo al area de
sefal obtenida. Posteriormente, se seleccionaron 3 metabolitos de seguimiento
con el mayor %A (citlalitriona, RZ y jatrofatriona) para su cuantificacion en las
NPPE. A continuacion, se calculd la proporcion de cada metabolito de
seguimiento con base en la normalizacion de areas 110, Finalmente se
calcularon el porcentaje de encapsulacion (%E) y el porcentaje de eficiencia de
encapsulacion (%EE) con las Formulas 1 y 2 respectivamente. Este proceso se

llevé a cabo por triplicado.

(mg de metabolitos encapsulados)

(%E) = = . * i
(mg polimero + mg de metabolitos totales) Férmula 1
. (mg de metabolitos encapsulados)
o — * p
(%EE) (mg de metabolitos totales) 100 Formula 2

Por otro lado, para cuantificar la RZ incorporada en las NPP, las NPP
cargadas con RZ (NPPR) se centrifugaron a 13,000 rpm durante 1h 1%, El
sedimento se solubilizd6 en la fase movil y se analizd6 por CLAR segun la
metodologia descrita en la seccion 2.2.1. Posteriormente, a partir de las areas
bajo la curva de RZ se realiz6 un analisis de regresion lineal. Con la ecuacion
de la recta de la curva de calibracion de RZ, se determind su concentracion.

Finalmente se calcularon el porcentaje de encapsulacion (%E) y el porcentaje
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de eficiencia de encapsulacion (%EE) con las Férmulas 3 y 4 respectivamente.

Este proceso se llevo a cabo por triplicado.

(mg de RZ encapsulados)

* Formula 3
(mg polimero + mg de RZ totales) 100

(%E) =

(mg de RZ encapsulados)

(mg de RZ totales) 100 Formula 4

(%EE) =

c) Estabilidad de las nanoparticulas

La estabilidad de la dispersion acuosa de las NPPE se evalué a los 5y
11 meses, mientras que la estabilidad de la dispersion acuosa de las NPPR se
evaluo a los 6 meses. Las dispersiones acuosas de las NPP se almacenaron en
la obscuridad a 25.47 + 2.21 °C con una humedad relativa de 48.65 + 6.61%. La
estabilidad de las dispersiones acuosas se evalué mediante la inspeccion visual
de agregados y sedimentos. Asimismo, se realizaron determinaciones del
tamafio de particula, indice de polidispersidad y potencial zeta. Ademas, se
determind el %E y %EE de RZ en las NPPR después de 6 meses de

almacenamiento.

2.2.3 Obtencion y caracterizaciéon de NPPR

Las NPPR se prepararon segun la metodologia establecida en la seccion
2.2.2, se disolvié la RZ y el polimero Eudragit® L100-55 en una relacién 1:10 en
la fase organica en agitacion (250 rpm). A continuacion, la fase acuosa se

inyecté a la fase organica en agitacién constante (250 rpm). Finalmente, los
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disolventes organicos se eliminaron mediante evaporacion a presion reducida a
30 °Cy 150 rpm.

Para llevar a cabo la caracterizacion de las NPPR se sigui6 la
metodologia descrita en el apartado 2.2.2
Disolventes residuales

La presencia de disolventes residuales en las NPPR se determiné
mediante micro extraccion en fase solida modalidad headspace (HS-SPME) por
cromatografia de gases-espectrometria de masas (CG-EM) de acuerdo con la
guia 467 de la USP (Farmacopea de los Estados Unidos) 1. El andlisis se llevé
a cabo en un CG-EM Agilent 6890N con detector de masas 5973 Inert y con
una columna DB-WAX 30 mx, 0.22 mm y 0.25 um de espesor. Se prepard una
solucion estandar de una mezcla de disolventes que contenia: 5,000 pg/mL de
acetato de etilo, éter etilico, isopropanol y acetona; 600 ug/mL de diclorometano
y 290 pug/mL de hexano. Se analizé la solucion estandar, las NPPR y las
NPPBco por triplicado. La adquisicion de datos se realizé por barrido completo

en un rango de 20 a 500 m/z con una velocidad de 3.06 escaneos por segundo.

Andlisis por FT-IR

El analisis FT-IR de las NPPR se llevo a cabo mediante la obtencion de
40 barridos en un rango de los 4,000-700 cm™ en un espectrofotometro Frontier
Optica de Perkin Elmer®. Se obtuvieron los espectros de cada uno de los
componentes de NPPR individualmente (Eudragit® L100-55 y RZ) asi como de

la suspension de NPPR. Para su analisis, se formaron peliculas de NPPR
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segun una metodologia previamente establecida en nuestro grupo de

investigacion 2. Cada determinacion se realizé por triplicado.

2.2.4 Estudio de liberacion de RZ a partir de NPPR in vitro.

El perfil de liberacion se evalu6 mediante el método de muestreo y
separacion '3, Para ello, se adicioné la dispersién de NPPR (10.15 pg/mL de
RZ) al medio de disolucién que contenia propilenglicol, amortiguador (pH 4.3 o
7.4) y agua en proporcion 1:3:5 respectivamente a 37 °C y agitacion constante
a 150 rpm. La liberacion de RZ se evalu6é alos 15y 30 min,yalas 1, 2,4, 24y
48 h. Cada ensayo se realiz6 por triplicado. Se utiliz6é un Microcon® (Merck
Millipore®, Alemania) para recuperar el sobrenadante 1%, La cuantificacion de la
RZ liberada de la NPPR se realiz6 mediante espectroscopia UV-visible en un
espectrofotometro Genesys 10s Thermo Scientific® (EE. UU.) a una longitud de

onda de 245 nm.

a) Validacion del sistema por espectrofotometria UV-Vis

Para la validacion del sistema se utilizd un estandar de RZ disuelto en el
medio de liberacion del estudio in vitro. Se prepard una curva de calibracion con
seis niveles de concentracion (8, 10, 12, 14, 16 y 18 pg/mL de RZ) por
triplicado. Se determind su absorbancia a una longitud de onda de 245 nm. Los
parametros evaluados fueron: linealidad, precision, precision intermedia, limite

de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LQ). Las determinaciones se
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realizaron segun lo establecido por la Comision de Control Analitico y

ampliacion de cobertura (CCAYAC) de la Cofepris 14,

Linealidad: Se evalué mediante la construccibn de una curva de
calibracion de absorbancia en funcion de la concentracion con los seis
niveles de concentracion y se realizé un analisis de regresion lineal. Los
criterios para la evaluacion de la linealidad fueron el coeficiente de
correlacion (R) y el coeficiente de determinacion (R?).

Precision: Se determind con el porcentaje de desviacion estandar relativa
(%DER) de las respuestas correspondientes a cada nivel de la curva de

calibraciéon obtenido con la Férmula 5.

WMDER = (E_) 100 Férmula 5
x

%DER = Desviacion estandar relativa en porcentaje

S = Desviacion estandar

= Media

Precision intermedia: Se determind con el porcentaje de desviacion
estandar relativa (%DER) de las respuestas de los niveles de
concentracion de 6, 12 y 18 ug/mL de RZ preparados y analizados en 3
dias no consecutivos.

LD: Se calculd al sustituir los valores de la ordenada en el origen y la

pendiente obtenidos en el analisis de regresién lineal en la Formula 6.

330
Lo = (=2)
m

Férmula 6

o= Desviacion estandar de la ordenada en el origen
m= Pendiente
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e LQ: Se calculd al sustituir los valores de la ordenada en el origen y la

pendiente obtenidos en el andlisis de regresion lineal en la Férmula 7.

Lo — (1[! c:r)
Q= m Férmula 7

o= Desviacion estandar de la ordenada en el origen
m= Pendiente

Los parametros se evaluaron segun los criterios para la verificacion de métodos

fisicoquimicos farmacopeicos de la Cofepris 114,

b) Validacién del método por espectrofotometria UV-Vis

La validacién se llevo a cabo con el método de adicion de estandar (o de
patrén) para lo cual se adiciond6 un volumen constante de NPPR a los
estdndares de RZ. Los parametros evaluados fueron: linealidad, precision y
exactitud. Las determinaciones se realizaron segun lo establecido por la
CCAYAC de la Cofepris 4. Cada parametro se evalué por triplicado.

e Linealidad: Se evalué mediante la construccion de una curva de calibracion
con seis niveles de concentracion (8, 10, 12, 14, 16 y 18 pg/mL). Con los
resultados obtenidos se realizdé un analisis de regresion lineal. Los criterios
para la evaluacién de la linealidad fueron Ry R2.

e Precision: Se determiné con %DER de las absorbancias de las NPPR
adicionadas con estandar con la Férmula 3.

e Exactitud: Se evalué con el porcentaje de recuperacion (%R) de la RZ

establecido con la Féormula 8.
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Formula 8

%R (Cnncentracién de BZ encnntrada) 0
ot = > —
Concentracion de RZ adicionada

2.2.5 Evaluacion de la citotoxicidad

a) Cultivo celular

Las células Vero se cultivaron en monocapa en placas de 24 0 96 pozos
con medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 2% y glutamina y
penicilina al 1% a 37 °C y una atmésfera de 5% de CO2. Cuando se obtuvo una
confluencia 80-90%, estas placas se utilizaron en los bioensayos de reduccién

de placas virales (24 pozos) y citotoxicidad (96 pozos) 1%4.

b) Evaluacién de la citotoxicidad mediante la viabilidad celular

La determinacion de la concentracion citotoxica 50 (CCso) se llevo a cabo
en microplacas de 96 pocillos segun la metodologia descrita por Silva Mares y
colaboradores %4, Se sembraron 15,000 células por pozo y se cultivaron con
medio DMEM suplementado (suero fetal bovino al 2%, glutamina, aminoacidos
esenciales, estreptomicina y penicilina al 1%), incubandolas 24 h a 37 °C en
una atmésfera de 5% de CO2. A continuacién, se adicion6 con diferentes
concentraciones de muestra a probar y se llevé a incubacion por 72 h. Como
control negativo se emplearon células Vero adicionadas uUnicamente con el
medio DMEM suplementado (suero fetal bovino al 2%, glutamina, aminoacidos
esenciales, estreptomicina y penicilina al 1%). Se determind la viabilidad celular
de las siguientes muestras:

e RZ, NPPR, NPPBco y ACV a 20 pg/mL.
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e NPPR a concentraciones de 11.25, 22.5, 45, 90, 180 y 360 pg/mL de RZ.
e NPPBco correspondientes a 45, 90, 180, 360, 720 y 1,440 pg/mL de

polimero Eudragit® L100-55.

Una vez concluido el periodo de incubacion, se determiné la viabilidad
celular mediante la adicion de 10 pL de una solucion de MTT a una
concentracion de 5 mg/mL por pozo, se incubaron 3 h a 37 °C en una atmosfera
de CO:2 al 5%. El medio de cultivo se removio y se afiadieron 100 puL de DMSO
con el objetivo de disolver los cristales de formazan. Posteriormente, se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm en un lector de microplaca. La
CCso fue la concentracion de la muestra que redujo la viabilidad celular en un

50%, para la determinacién de la viabilidad celular se utilizé la Férmula 9:

DO células tratadas

%Viabilidad = DO células control (100) Formula 9

DO: Densidad o6ptica
Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

2.2.6 Evaluacion de la actividad anti-herpética in vitro

a) Obtencidén del concentrado Viral

La obtencion del concentrado viral se llevo a cabo segun la metodologia
de Ferrel Herndndez y colaboradores con ligeras modificaciones 195,
Previamente se cultivaron células Vero en 4 frascos T-175 hasta llegar a una
confluencia del 90%. Se descongelaron 4 viales correspondiente a la cepa
VHS-2 G a una temperatura de 4 °C. A partir de estos viales se preparé una
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suspension viral 1:10 en PBS glucosado al 0.1%. A continuacion, se eliminé el
medio de cultivo de los frascos T-175 y se reemplazé por la suspension viral.
En seqguida, los frascos T-175 se llevaron a incubacion 1 h a 37 °C, 5% de CO
y 60 rpm. Posteriormente, se elimind la suspension viral de los frascos T-175y
se afadieron 15 mL de medio DMEM suplementado (estreptomicina y
penicilina/glutamina al 1%, suero fetal bovino al 2%, y aminoacidos
esenciales). Después, se llevaron a incubacion 72 h a 37 °C, en una atmosfera
de 5% de CO.. Posteriormente se trasvaso el medio de los frascos T-175 hacia
tubos conicos de 50 mL y se centrifugaron a 4 °C por 10 minutos a 1,000 rpm.
Los tubos cénicos se pasaron a un bafio de hielo y se tomaron alicuotas de 1
mL, mismas que se depositaron en crioviales que se encontraban en bafio de
hielo. Finalmente, los crioviales se almacenaron a -80 °C hasta su uso en la
determinacién del titulo viral y la inoculaciébn del virus en el modelo de

infeccion vaginal.

b) Determinacién del titulo viral

El titulo viral se realiz6 mediante diluciones seriadas Logl10 a partir de
las suspensiones virales 5. En una serie de tubos de fondo cénico se
adicionaron 4.5 mL de PBS glucosado al 0.1% y se introdujeron en hielo. Los
tubos se enumeraron del 1 al 6, se tomd 0.5 mL de la suspension viral y se
deposité en el tubo # 1, se agitd y a partir de este tubo se hicieron diluciones
seriadas (1:10) hasta el tubo # 6 como se observa en la Figura 6. se
sembraron 120,000 células Vero por pocillo en una placa de 24 pozos,

después de 24 h se infectaron con 0.1 mL de cada tubo marcado en su pozo
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correspondiente y se incub6 durante 1 h, a 37 °C y 5% CO:2 en agitacion

constante.
0.5 mL 0.5 mL 0.5mL 0.5mL 05mL 0.5mL
N
J
\/
W/
Muestra
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo S Tubo 6

4.5mL 45mL 45mL 45mL 4.5mL 4.5mL

Figura 6. Diluciones seriadas para determinacion del titulo viral.

A continuacién, se desechoé el sobrenadante de cada pocillo y de forma
inmediata se adicioné 1 mL de medio DMEM suplementado (suero fetal bovino
al 2%, glutamina, aminoacidos esenciales, estreptomicina y penicilina al 1%)
con 0.32% de IgG. Las placas se dejaron en incubacion 72 h, posteriormente
se retird el medio de los pocillos por decantacion y se procedio a la tincion.
Las células se fijaron con 2 mL de metanol durante 10 min y se tifieron con 1
mL de Giemsa durante 10 min. Finalmente se realizé el conteo de placas
formadas, para determinar la concentracion del titulo viral se utilizo el pozo
cuyo unidades formadoras de placas virales (UFP) fue de aproximadamente
25 (pozo titulo). La concentracion del titulo viral se determiné segun la

siguiente formula:
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. . UFP contadas en el pozo titulo . .
Titulo viral = - (Vol de infeccion + 10)
FD del tubo titulo Férmula 10

FD: Factor de dilucién

UFP: Unidades formadoras de placas virales

Cada una de las determinaciones se realizo por triplicado y se incluyo

un control de crecimiento celular.

c) Determinacién de la concentracion inhibitoria media (Clso)

La Clso se determind mediante el ensayo de reduccion de placas virales
seguln la metodologia descrita por Silva Mares y colaboradores 194, Para llevar a
cabo el ensayo se sembraron 120,000 células Vero por pocillo en una placa de
24 pocillos. A continuacion, se infectaron con 25 UFP del virus (VHS-1 KOS o
VHS-2 G) y se llevaron a incubacion por 1 h, a 37 °C en agitacién constante.
Después de la incubacidn, se retird el sobrenadante y se adicioné medio fresco
suplementado (suero fetal bovino al 2%, glutamina, aminoacidos esenciales,
estreptomicina y penicilina al 1%) con DMSO al 1% y con 0.32% de IgG.
Posteriormente, se afadieron a los pozos diferentes concentraciones de
muestra a probar y se llevaron a incubacion 72 h. Se determind la Clso de las
siguientes muestras:

e NPPR a concentraciones de 12, 24, 48, 96 y 192 ug/mL de RZ.

e NPPBco correspondientes a 45, 90, 180, 360 y 720 pg/mL de polimero
Eudragit® L100-55.

El control positivo consistié en la adicion de ACV 0.5 ug/mL, mientras que el

control negativo consistié en reemplazar el volumen afadido del extracto por
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medio de cultivo DMEM suplementado (suero fetal bovino al 2%, glutamina,
aminoacidos esenciales, estreptomicina y penicilina al 1%).

Finalmente, las células se fijaron con 1 mL de metanol durante 10 min y
se tifieron con 1 mL de Giemsa durante 10 min. La Clso fue aquella en la que se
observo una reduccion del 50% de la formacion de UFP comparandola contra el
0% de reduccion del control negativo. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado y se determind la Clso de las muestras contra VHS-1 y contra VHS-2.

d) Determinacion del indice de selectividad

El indice de selectividad (IS) de las muestras se determind mediante la
siguiente formula:

CCqp Férmula 11
Clgy

Is =

2.2.7 Formulacién de un hidrogel termosensible con NPPR (HG-NPPR)

El hidrogel termosensible (HG) se preparé en frio (4 °C) segun el método
descrito por Argenta y colaboradores 116, Primero, se preparé una solucién de
quitosano 1% (p/v) en acido lactico al 0.5% (v/v) en agitacion constante a 200
rom durante 24 h. De forma independiente se prepardé una solucién que
contenia poloxamero 407 (P407) y poloxamero 188 (P188) a una concentracion
de 30% (p/v) y 2% (p/v) respectivamente en amortiguador de citratos (pH 4.3)
en agitacion constante a 200 rpm durante 6 h. Después, la solucion de

quitosano se afiadié gota a gota en agitacion constante (200 rpm) a la solucién
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de los poloxameros hasta una concentracion de 0.2% (p/v) y se dejo en
agitacion 2h. Finalmente, en bafio de hielo, se afiadié propilenglicol gota a gota
y en agitacion constante (200 rpm) hasta una concentracién de 3.8% (v/v) y se
dejé en agitacion durante 1 h. En el caso del HG con NPPR (HG-NPPR), se
sustituyé el amortiguador de citratos por la dispersion acuosa de NPPR, lo
mismo ocurrié con el HG con NPPBco (HG-NPPBco). Se preparé un HG con
RZ libre (HG-RZL) para lo cual se empled una solucién de 1,000 pg/mL de RZ
en propilenglicol. Por altimo, se prepardé un HG con ACV (HG-ACV) 5% (p/v) en
el cual el ACV se incorporé a la solucién de los poloxameros antes de afadir el

quitosano.

Caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones de HG
Las formulaciones de HG (2 mL) se colocaron en un bafio de hielo
durante 15 min. Posteriormente, se calentaron a 37 °C en un bafio maria con
agitacion a 300 rpm. Se establecio el tiempo de gelificacibn como el tiempo
gue tard6 la barra de agitaciéon en no continuar en agitacion 16 La medicion
del pH de los HG se realiz6 en un potenciometro Orion Star A211, Thermo

Scientific® (EE.UU).

2.2.8 Evaluacion in vivo de la actividad anti-herpética y toxicidad de las

formulaciones de HG

Los ratones empleados en los ensayos in vivo fueron hembras de la cepa
BALB/c, todos contaban con una edad entre 6 y 8 semanas, y un peso
aproximado de 25 a 34 g. Estos ratones permanecieron en jaulas individuales

con cama de aserrin estéril, bajo condiciones estandar de humedad y
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temperatura, con ciclos de luz/oscuridad de 12 h, y con comida y agua ad
libitum. EI manejo y cuidado de estos animales se realiz6 segun la NOM-062-
Z00-1999.

La limpieza y el encamado de las jaulas se realiz6 dos veces por
semana, los desechos resultantes se procesaron bajo las normativas del
bioterio y conforme a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Se realizaron
observaciones diariamente, ademas el area estuvo supervisada por el M.V.Z.
Gilberto Arévalo Martinez, quien superviso la salud de los animales.

La anestesia que se utilizé para el procedimiento de inoculacion fue 100
mg/kg de ketamina, 10 mg/kg de xilacina y 100 mg/kg de Zoletil®
(tiletamina/zolazepam) via intramuscular. Ademas, se observaron los siguientes
indicadores de dolor en los ratones: disminucion en la ingesta de alimento,
pérdida de peso, aspecto descuidado, etc. Cuando los animales presentaron
signos de dolor se les administr6 el analgésico Tramadol 5 mg/Kg via
intramuscular 1 dosis diaria por 5 dias.

Después de la eutanasia segun lo establecido por la NOM-033-
SAG/Z0O0-2014, los cadaveres se desecharon en bolsas amarillas para
residuos anatémicos y se almacenaron a 4 °C en un refrigerador designado
para este tipo de desechos. Se realizd la solicitud para la recoleccién de
residuos biolégicos al departamento de bioseguridad de la Faculta de Medicina
gue se encargd de entregar los residuos a un servicio externo de disposicion de

residuos RPBI segun la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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A) Evaluacion de la actividad anti-herpética de las NPPR en el modelo

murino de vaginitis.

% Inoculacion del virus

Cuatro dias previos a la inoculacion del virus se les administré a las
hembras BALB/c 2 mg de medroxiprogesterona via subcutanea. Los ratones
BALB/c hembra se anestesiaron con 100 mg/kg de ketamina, 10 mg/kg de
xilacina y 100 mg/kg de Zoletil® (tiletamina/zolazepam) via intramuscular. A
continuacion, con ayuda de una micropipeta y puntillas estériles se inocul6 a

los ratones via vaginal el VHS-2 G (1.66 X 10"4 UFP/10 pL).

s Aplicacion de los tratamientos
Se establecieron 7 grupos conformados por 5 ratones hembra de la

cepa BALB/c cada uno, elegidos aleatoriamente después del establecimiento
de la infeccion. Los tratamientos se aplicaron 7 después de la inoculacion del
virus, estos consistieron en 15 uL de:

e HG

e HG-NPPR a una concentracion de RZ de 0.5 mg/mL

e HG-NPPBco

e HG-RZL a una concentracién de RZ de 7.69 pg/mL

e HG-AVC a una concentracion de ACV de 38.46 mg/mL

e Control + el cual fue PBS

e Control - de infeccion que no se inoculo con el virus.
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« Evaluacion del efecto anti-herpético

Después de la inoculacién se observé diariamente la conducta de los
ratones, la evolucion de la enfermedad y se registré su peso cada
semana. Los dias 0, 2, 4 y 7 de tratamiento se puntudé la enfermedad
genital. Se empled la escala descrita por Cardozo y colaboradores 7. La
enfermedad se clasific6 como sigue: 0, sin signos de infeccién; 1, ligero
enrojecimiento de los genitales externos; 2, hinchazon y enrojecimiento de
los genitales externos, y/o pus/mucosidad; 3, inflamacion grave de los
genitales externos con pus/mucosidad y alopecia en la zona circundante;
4, ulceracion del tejido genital, enrojecimiento e hinchazén; 5, aumento de
la ulceracion, enrojecimiento, hinchazon, paralisis de las extremidades
posteriores 0 muerte. Los ratones moribundos o con paralisis de las
extremidades posteriores se les retird del ensayo y se sometieron a

eutanasia.

El dia 15 post-inoculacion se llevé a cabo la eutanasia segun lo
establecido por la NOM-033-SAG/Z0O0-2014, mediante sobredosis
anestésica con pentobarbital sédico 150 mg/kg via intramuscular. Los
ratones que mostraron signos de sufrimiento agudo o morbidez se
retiraron del experimento segun lo establece el Manual de procedimientos

recomendables para la investigacion con animales 18,
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B) Determinacién de la toxicidad de las formulaciones de HG

Se establecieron 4 grupos conformados por 3 ratones hembra de la cepa
BALB/c cada uno. A los ratones se les administro via vaginal diariamente el
tratamiento, estos consistieron en 15 pL de:

e HG

e HG-NPPR a una concentracion de RZ de 0.5 mg/mL

e HG-NPPBco

e Control - el cual fue PBS

Diariamente se observo la conducta de los ratones. El dia 15 después de

la inoculacién se procedié con el sacrificio segun lo establecido por la NOM-
033-SAG/ZO0-2014. Los ratones se anestesiaron con Ketamina/xilacina 100:10
mg/kg via intramuscular y una vez inconscientes se realiz6 una dislocacion
cervical. Posteriormente, se realiz6 una diseccion abdominal para la obtencién
del 6rgano reproductor femenino, el higado, rifiones y bazo. Los 6rganos se
deshidrataron e incluyeron en parafina, se cortaron en secciones y se
procesaron para su tincion con hematoxilina y eosina. Finalmente se evaluo la

presencia de alteraciones histolégicas en los tejidos procesados.

2.2.9 Andlisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico se llevo a cabo en el software GraphPad Prism 8,
se realizaron pruebas t de student para comprar medias de dos grupos. En caso

de comparar medias de mas de dos grupos se realiz6 un ANOVA de una via
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seguida de una prueba de comparacién multiple. Se fijo p < 0.05 como nivel de

significancia estadistica.
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CAPITULO Il

RESULTADOS

3.1 Obtencion del EDJ y purificaciéon de RZ

La obtencion del EDJ tuvo un rendimiento de 2.68 + 0.18% (p/p). En la
Figura 7 se muestra el perfil cromatografico de EDJ obtenido mediante CLAR
(seccion 2.2.1.); se identificaron 34 picos cromatograficos, los metabolitos con

mayor %A fueron la RZ (15.40%), jatrofatriona (3.86%) y citlalitriona (3.84%).
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Figura 7. Perfil cromatografico del EDJ.
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La purificacion de RZ a partir de EDJ tuvo un rendimiento de 3.26 *
0.09% (p/p). Se obtuvieron 1.20 g de RZ a partir de 1.50 kg de la raiz seca y
molida de J. dioica. En la Figura 8 se muestran los cromatogramas obtenidos

mediante CLAR (seccion 2.2.1.) de la RZ purificada y RZ de referencia.

Match Plot
244 ¢
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Match Prot
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16 e

Figura 8. Cromatogramas CLAR a) RZ de referencia, b) RZ purificada.

3.2 Desarrollo y caracterizacion de la formulacion de NPPE

Preformulacion, eleccion de la fase organica
Se evaluaron cuatro disolventes organicos para establecer la fase
organica, los cuales fueron, etanol, isopropanol, acetona y una mezcla de

isopropanol:acetona en proporcion 1:1 (Figura 9).
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Isopropanol Isopropanol:acetona  Acetona Etanol
11

Figura 9. Prueba de solubilidad del EDJ en diversos disolventes.

En la TABLA VI se muestra la concentracion de RZ en cada una de las
disoluciones, la cuantificacién se realiz6 mediante CLAR (seccion 2.2.1). La
mezcla de isopropanol:acetona en proporcion 1:1 se seleccioné como fase
organica.

TABLA VI. Concentracion de RZ en las diferentes disoluciones.

Disolvente Concentracion de RZ (ug/mL)
Isopropanol 214.48 +17.74
Acetona 327.17 £16.39
Etanol 236.29 £16.63
Isopropanol:acetona (1:1) 398.47 £14.52
(O £ 0,n=3)

Seleccion de la concentraciéon del extracto

La concentracion del extracto evaluada fue: 1.40, 0.84 y 0.60 mg/mL y se
denominaron F1, F2 y F3 respectivamente. En la TABLA VIl se presenta la
caracterizacion fisicoquimica de las tres formulaciones evaluadas, asi como de

las NPPBco.
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TABLA VII. Caracterizacion fisicoquimica de las NPPE obtenidas con

diferentes concentraciones de extracto.

F1 F2 F3 Bco
(1.4 mg/mL) | (0.84 mg/mL) | (0.6 mg/mL)
Tamafo (nm) 402.60 £9.81 | 392.30+3.24 | 390.40 +£8.01 | 465.70 £ 8.95
IPD 0.24 + 0.02 0.20 £ 0.01 0.17 £0.02 0.26 £ 0.02
Potencial zeta | -30.43+0.95 | -41.10+0.50 | -35.40+0.20 | -41.53+0.37
(mV)
Presencia de Si No No No
agregados
%E* NA 1.32+0.17 0.73+£0.04 NA
%EE* NA 33.23x1.64 | 23.65+0.14 NA
(0 £ 0, n=3) NA: No aplica * Corresponden a citlalitriona, RZ y jatrofatriona.

Se realizé un analisis estadistico (ANOVA, p < 0.05) que indicé que no

existe diferencia significativa entre el tamafio de NPP de las formulaciones F1-

F3.

En la Figura 10 se pueden apreciar los agregados formados durante el

proceso de evaporacion a presion reducida de F1.

Figura 10. Agregados presentes en F1.
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En cuanto a la cuantificacion de los metabolitos incorporados en F2 y F3,
con los resultados de %A de citlalitriona, RZ y jatrofatriona se determinaron los
%E y %EE. El analisis estadistico realizado (prueba t, p <0.05) demostré que si
existe diferencia significativa entre el %EE de F2 y F3. El desarrollo de la

formulaciéon se continué con una concentracion de extracto de 0.84 mg/mL (F2).

Seleccion de la concentracion del polimero

Después de la seleccién de la concentracion de EDJ, se modifico la
concentracion de polimero. Se preparé una formulacidon denominada F4 con
una concentracion de polimero de 8 mg/mL. La TABLA VIII muestra la

caracterizacion fisicoquimica de la F4.

TABLA VIII. Caracterizacion fisicoquimica de la NPPE (F4).

F4
Tamafio (nm) 246.45 £+ 13.55
IPD 0.07 £ 0.04
Potencial zeta (mV) -30.43 £ 0.95
%E* 6.24 + 0.06
%EE* 65.72 + 0.63
(X £ 0, n=3) * Corresponden a citlalitriona, RZ y jatrofatriona

Para verificar la presencia de citlalitriona, RZ y jatrofatriona en F4 y
calcular los %E y %EE, se obtuvo su perfil cromatogréafico (Figura 11, color
rojo); Se compara con el perfil cromatografico de EDJ libre (Figura 11, color
azul) a la misma concentracion (0.84 mg/mL). Se sefalan en los
cromatogramas los metabolitos identificados por sus tiempos de retencion.
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Figura 11. Perfil cromatografico de EDJ (azul) y del contenido de NPPE (rojo)
sobrepuestos.

La TABLA IX muestra el analisis de estabilidad de F4 después de 5y 11
meses de almacenamiento. Se realizé una prueba estadistica (ANOVA, p <
0.05), la cual revel6 que no existe diferencia significativa entre el tamafio e IPD

de las formulaciones en ninguno de los tiempos evaluados.

TABLA IX. Analisis de estabilidad de NPPE (F4).

Inicial 5 meses 11 meses
Tamafo (nm) 246.45 £ 13.55 ] 245.00 £ 18.02 | 247.00 £ 26.71
IPD 0.07 £ 0.04 0.09 £ 0.05 0.11 £ 0.02
Presencia de agregados No No No

(X + 0, n=3)

59



3.3 Obtencion y caracterizacion de NPPR

En la TABLA X se presenta la caracterizacion fisicoquimica de las NPPR

con la formulacién establecida previamente para las NPPE.

TABLA X. Caracterizacion fisicoquimica de las NPPR con la

formulacién establecida previamente para las NPPE.

NPPR
Tamarfo (nm) 263.26 +14.21
IPD 0.13+0.02
Potencial zeta (mV) -37.16 £ 2.16
%E 8.51 + 0.66
%EE 89.64 +£7.81

(O £ 0, n=3)

En la Figura 12 se presenta la curva de distribucion de tamafio de las

NPPR.
=) A P e S ;
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Figura 12. Curva de distribucién del tamafio de las NPPR.
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En la TABLA Xl se muestra el analisis de estabilidad de NPPR después
de 6 meses de almacenamiento. Se realizd un analisis estadistico (pruebat, p <
0.05) que demostrd que no existe diferencia significativa entre el tamafio e IPD
de las formulaciones en los tiempos evaluados. Ademas, el %EE no mostré
diferencias significativas después de 6 meses de almacenamiento (pruebat, p <

0.05).

TABLA XI. Andlisis de estabilidad de NPPR.

Inicial 6 meses
Tamafo (nm) 263.26 £14.21 | 268.45 + 3.73
IPD 0.13+0.02 0.07 £ 0.004
Presencia de agregados No No
%E 8.51 + 0.66 8.45+0.71
%EE 89.64 +7.81 90.02 + 8.35

(U £ 0,n=3)

Dentro de la caracterizacion de NPPR se evalud la presencia de
disolventes residuales. Se analizé mediante CG-masas una solucion estandar
de la mezcla de disolventes que contenia: acetato de etilo, éter etilico,
isopropanol, acetona, diclorometano y hexano a las concentraciones maximas
permitidas por la USP, asi como una muestra de NPPR. En la Figura 13 se
compara el cromatograma de la mezcla de disolventes (cromatograma en color

negro) con la NPPR (cromatograma color rosa).
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Figura 13. Cromatogramas de la solucion estandar de la mezcla de disolventes

a las concentraciones maximas permitidas por la USP (negro) y de NPPR

(rosa).

Como parte de la caracterizacion quimica de las NPPR, se realizé un

analisis de FTIR del polimero Eudragit® L100-55, la RZ y las NPPR, los

espectros se presentan en la Figura 14.
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Figura 14. Espectro de FT-IR de Eudragit® L100-55, RZ y NPPR, de 4,000 a

400 cm1,

3.4 Estudio de liberacion de RZ a partir de NPPR in vitro

Para llevar a cabo el estudio de liberacion de RZ a partir de NPPR in
vitro, se desarroll6 y validé un método de espectrofotometria UV-Vis para la

cuantificacién de RZ.

Validacién del sistema para la cuantificacion de RZ por UV-Vis
En la TABLA Xll se muestran los parametros evaluados, asi como sus

criterios de aceptacion segln la CCAYAC de la Cofepris 4.
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TABLA XII. Parametros del sistema evaluados para cuantificar RZ por

espectrofotometria UV-Vis.

Criterio de aceptacion

> 0.990 ambos

< Concentracion del intervalo de trabajo
< Concentracion del intervalo de trabajo
DER <2.000%
DER <3.000%

Parametro Resultado
Linealidad R=0.996y R =0.993
LD (ng/mL) 1.270
LQ (ug/mL) 3.840
Precisién % DER 1.800
Precisién intermedia %DER 1.470
(X £ 0, n=3)

Validacion del método para la cuantificacion de RZ por UV-Vis

La validacion del método se llevd a cabo con el método de adicién de

estandar (o de patron), para lo cual se adicionaron NPPR con estandares de

RZ. En la TABLA Xlll se muestran los pardmetros evaluados, asi como sus

criterios de aceptacion segun la CCAYAC de la Cofepris 4.

TABLA XIIl. Parametros de validacion del método para cuantificar RZ por

espectrofotometria UV-Vis.

Parametro

Resultado

Criterio de aceptacion

Linealidad
Precisién
Exactitud

2
R=0.996y R =0.993
% DER =1.010
%R =100.050 + 1.030

> 0.990 ambos

DER <2.000%
%R= 95.000-105.000%

(X + 0, n=3)

Andlisis de la liberacion in vitro de RZ a partir de NPPR

En la Figura 15 se presenta el perfil de liberacion de RZ a partir de NPPR

en funcion del tiempo a dos valores de pH.
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Figura 15. Perfil de liberacién de RZ in vitro a dos valores de pH a partir de

NPPR en funcion del tiempo, (X £ g, n=3).

3.5 Evaluacioén de la citotoxicidad

En la Figura 16 observan los porcentajes de viabilidad celular en células
Vero después de la administracion de RZ, NPPR, NPPBco y ACV a 20 pg/mL.
Los analisis estadisticos realizados (ANOVA, p < 0.0001) demostraron que

existe diferencia significativa en las medias de los compuestos evaluados. Una
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prueba de comparacion mdultiple de Dunnett indicO que, si existe diferencia

significativa entre el control y la RZ, asi como entre el control y las NPPR.

150 ¥
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o

Viabilidad celular (%)
3
|
|
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Riolozatriona NPPR NPPBco ACV Control

Figura 16. Viabilidad celular de células Vero después de administrar 20 pg/mL

de RZ, NPPR, NPPBco y ACV. * diferencias estadisticamente significativas (p

<0.0001), (X £ g, n=5).

Las NPPR exhibieron un valor de CCso de 229 £+ 17.80 pg/mL con un
efecto citotéxico dependiente de la dosis. Por su parte, el porcentaje de
viabilidad celular de las células Vero tratadas con las NPPBco a la
concentracion mas alta evaluada (1,440 pg/mL de polimero) fue de 95.06 +

0.23%.
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3.6 Evaluacién de la actividad anti-herpética in vitro

Con el objetivo de evaluar la actividad anti-herpética in vitro se preparo
un concentrado viral, su concentracion evaluada mediante titulo viral fue de 1.66

X 1075 UFP/mL.

En los ensayos in vitro las NPPBco no mostraron actividad antiviral
perceptible contra VHS-1 o VHS-2 a ninguna de las concentraciones evaluadas.
En la TABLA XIV se muestran los valores de Clso e IS de las NPPR contra

VHS-1y VHS-2.

TABLA XIV. Actividad anti-herpética in vitro de las NPPR.

NPPR
VHS-1 VHS-2
Clso (ug/mL) 14.39 + 0.68 17.58 + 0.59
IS 15.91 13.02

(X + 0, n=4)

3.7 Formulacién de un hidrogel termosensible con NPPR (HG-NPPR)

Los HG termosensibles preparados fueron: HG, HG-NPPBco, HG-NPPR
y HG-ACV. Todos los HG a excepcion del HG-ACV presentaron tiempos de
gelificacion entre 30 y 38 segundos a 37 °C y valores de pH entre 4.50y 4.84 a

4 °C. El HG-ACV presentd un valor de pH de 10.5 a 4 °C y un tiempo de
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gelificacion de 72 £ 5 segundos a 37 °C. La Figura 17 muestra imagenes

representativas de HG a diferentes temperaturas.

Figura 17. Fotografias representativas de HG: (A) HG a 4 °C, (B) HG después

de 1 minuto a 25 °C y (C) HG después de 1 minuto a 37 °C.

3.8 Evaluacién in vivo de la actividad anti-herpética y toxicidad de las

formulaciones de Hidrogel termosensible

La evaluacion de la actividad anti-herpética de las formulaciones de HG
in vivo se llevd a cabo en ratones BALB/c a los que se les inocul6 via vaginal
1.66 X 10”4 UFP/10 pyL de VHS-2 G, después del establecimiento de la
infeccion (7 dias post inoculacién) se inici6 con la administracion de los
tratamientos cada 24 h durante 7 dias.

La Figura 18 muestra fotografias representativas de la evaluacion de la
zona genital de los ratones de cada grupo durante la aplicacion de los

tratamientos en los dias 0, 2,4y 7.
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Dia 0 Dia 2 Dia 4 Dia7

CTR -

CTR +

HG

HG-NPPBco

HG-NPPR
0.5 mg/mL

HG-RZL
7.69 pg/mL

HG-ACV
38.46 mg/mL

Figura 18. Evolucién de la infeccion vaginal por VHS-2 en ratones Balb/C y
evidencia del efecto de los diferentes tratamientos sobre la infeccion en los dias

0, 2, 4y 7 de tratamiento.
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La Figura 19 muestra la grafica la puntuacion de la infeccién para cada

grupo en los dias 0, 2, 4 y 7 de tratamiento.

6-

5= - 1
5
E CTIR-
o CTIR+
c
E A Hidrogel
3 Y HG-RZL7.69 pgmlL
c
% ¢ HG-ACV 38.46 mg/mL
3 % HG-NPPR 0.5 mg/mL
é @ HG-NPPBco

.- 1
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Figura 19. Puntacién de la infeccion de cada grupo a lo largo del periodo de
tratamiento. Puntuacion: 0, sin signos de infeccion; 1, ligero enrojecimiento; 2,
hinchaz6n y enrojecimiento, y/o pus/mucosidad; 3, inflamacibn grave con
pus/mucosidad y alopecia; 4, ulceracion del tejido; 5, aumento de la ulceracion,

pardlisis de las extremidades posteriores o muerte (X £ o, n=5).

El analisis estadistico (ANOVA) mostr6 que si existe diferencia

significativa entre los puntajes de infeccion de los diferentes tratamientos (p <
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0.0008). La prueba de comparacion multiple de Dunnett (p < 0.05) indicé que
Gnicamente existe diferencia significativa entre los puntajes de infeccion del
grupo CTR+ con los puntajes de los grupos tratados con HG-ACV y con HG-

NPPR (Figura 20).

Intervalos de confianza del 95% (Dunnett)

CTR + - HG-NPPBco— |—-0—|
CTR + - HG-NPPR 0.5 mg/mL— ——e—
CTR + - HG-ACV 38.46 mg/mL- —
CTR +- HG-RZL 7.69 pg/mL- r—-—|

CTR + - Hidrogel{ +H—e—

} I |
-5 0 5 10
Diferencia entre las medias de los grupos

Figura 20. Intervalos de confianza de la prueba de comparacion mditiple de
Dunnett de la puntuacion de la infeccion del grupo CTR+ vs los grupos con

tratamientos.

La prueba de comparacion multiple de Tukey (p < 0.05) indicé que no
existe diferencia significativa entre los puntajes de infecciébn de los grupos

tratados con HG-ACV y HG-NPPR (Figura 21).
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Intervalos de confianza del 95% Tukey

HG-ACV 38.46 mg/mL - HG-NPPR 0.5 mgimL- ——e+——

CTR + - HG-NPPR 0.5 mg/mL+ o
CTR + - HG-ACV 38.46 mg/mL- .
} T T 1
-1 0 1 2 3

Differencia entre las medias de los grupos

Figura 21. Intervalos de confianza de la prueba de comparacion mdaltiple de la
puntuacioén de la infeccién entre el CTR+ y los grupos tratados con HG-ACV y

HG-NPPR.

La evaluacion de la toxicidad de las formulaciones de HG in vivo se llevo
a cabo en ratones BALB/c. Los tratamientos: PBS (CTR -), HG, HG-NPPBco y
HG-NPPR se administraron via vaginal cada 24 h por 7 dias via vaginal.
Posteriormente, los ratones se sacrificaron y se les realiz6 una diseccién
abdominal para la obtencién del 6rgano reproductor femenino, el higado,
rinones y bazo.

En ninguno de los oOrganos analizados se presentaron alteraciones
morfologicas evidentes. La Figura 22 muestra imagenes representativas del

tejido cérvico-vaginal de cada grupo después de 7 dias de tratamiento.
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Figura 22. Tejidos cérvico-vaginales de cada grupo después de 7 dias de

tratamiento. Tincidn hematoxilina-eosina.
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CAPITULO IV

DISCUSION

La RZ es un compuesto diterpenoide aislado a partir del extracto de
diclorometano de la raiz de Jatropha dioica . De acuerdo con su IS, este
compuesto posee moderada actividad anti-herpética in vitro 194, A diferencia del
ACV que inhibe la replicacién viral, el mecanismo de accion de la RZ podria
basarse en evitar la entrada de las particulas virales a la célula 1%. Se han
realizado evaluaciones in vivo de su actividad anti-herpética, en donde la RZ
(0.3% p/p) ha mostrado resultados comparables al ACV (2.5% p/v) 1%. Sin
embargo, debido a su limitada solubilidad en vehiculos acuosos, su aplicaciéon
bioldgica se ha visto limitada. Con base en lo anterior, en el presente trabajo se
desarrollo y caracterizo fisicoquimicamente una formulacion de NPP cargadas
con RZ para la evaluacion de su actividad anti-herpética y toxicidad. Para el
desarrollo de la formulacién de NPPR fue necesario obtener el EDJ y a partir
del mismo purificar la RZ. De forma inicial, se optimizaron las variables para
encapsular la RZ a partir de EDJ, para lo cual se consideraron las

caracteristicas fisicoquimicas O6ptimas para su administracion vaginal.
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Posteriormente, ya establecidas las mejores condiciones de encapsulacion de
la RZ, se obtuvo la formulacion de las NPPR, su perfil de liberacion in vitro y su
actividad anti-herpética in vitro en células Vero. Por ultimo, se evalud la
actividad anti-herpética in vivo, asi como la toxicidad de las NPPR en un modelo
murino de herpes vaginal, para lo cual fue necesario desarrollar un hidrogel

termosensible como vehiculo de las NPPR.

4.1 Obtencion del EDJ y purificacion de RZ

La obtencion del EDJ, asi como la purificacion de RZ se realizaron segun
la metodologia establecida en el laboratorio de extraccion del departamento de
Quimica Analitica de la Facultad de Medicina de la UANL. El porcentaje de
rendimiento (p/p) de la obtenciébn del EDJ concuerda con los rendimientos
reportados para el proceso de extraccion optimizado que van de 2.5 a 2.9 % 34
En el perfil cromatogréfico del EDJ se identificaron mediante los tiempos de
retencion a los metabolitos: epoxi-riolozano, citlalitriona, 6-epi-riolozatriona, RZ
y jatrofatriona (Figura 7), algunos de estos metabolitos se relacionan con la

actividad anti-herpética y la RZ fue el metabolito mayoritario 34.

Especificamente, la pureza e identidad de la RZ se evalu6 mediante
CLAR. En la Figura 8 se observan cromatogramas de la RZ de referencia (a) y
la RZ purificada (b) para el desarrollo de este trabajo. Se observa que tanto los
tiempos de retencion como el maximo de absorbancia de ambos picos

cromatograficos coinciden, por lo que podemos inferir que se trata del mismo
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compuesto. Ademas, en el cromatograma de la RZ purificada (b) no aparece
ninguna sefal adicional por lo que al menos cromatograficamente se considera
pura. El rendimiento de la purificacion de este diterpeno fue ligeramente mayor
al 3%, lo cual es comun en metabolitos mayoritarios como en el caso de la RZ
119 Cabe mencionar que el proceso de purificacién de la RZ a partir de EDJ es
arduo y costoso por lo que se utilizé6 el EDJ para establecer las mejores

condiciones de encapsulacion de la RZ.

4.2Desarrollo y caracterizacion de la formulacion de NPPE (F4)

Dentro de las caracteristicas ideales de las NPP para su aplicacion
biolégica se encuentra la bioseguridad y biocompatibilidad de los polimeros
formadores 120121 La familia de polimeros Eudragit® son polimetacrilatos
biocompatibles utilizados ampliamente en la industria farmacéutica para el
desarrollo de sistemas de administracion de farmacos !%2. Ademas, estos
polimeros se han utilizado con éxito para la entrega de productos naturales. Por
ejemplo, Ren y colaboradores desarrollaron un NP de Eudragit® S100, cargado
con piperina (Pi), un alcaloide presente en la pimienta negra el cual es
responsable de muchos efectos farmacolégicos como la epilepsia 123. Mediante
el uso del NP la biodisponibilidad de Pi aument6 2.7 veces, en comparacion con

la de Pi libre en la administracién oral en ratas epilépticas.

El polimero Eudragit® L100-55 es un copolimero compuesto por acido

metacrilico: acrilato de etilo en proporcién 1:1 y es sensible a pH 2 5.5 122,
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caracteristica deseable en una formulacion vaginal. Sobre todo, el copolimero
Eudragit® L100-55 podria asegurar una liberaciéon controlada de la RZ a un pH

vaginal (cercano a 4).

La formulacion de las NPP se llevo a cabo mediante la técnica de
nanoprecipitacion establecida por Fessi y colaboradores 124, Esta técnica se ha
utilizado con éxito para incorporar en NPP una amplia variedad de productos
naturales con altos % EE. Por ejemplo, el aceite esencial de Piper nigrum L. con
un 89% EE,'? el extracto metandlico del propéleo rojo con el 81% EE,'?¢ el
extracto hidroalcohélico de Passiflora edulis con el 100% EE *?7 y la luteolina

con un 71% EE 128,

La nanoprecipitacion o desplazamiento de disolventes, se basa en la
lenta interaccion de una fase organica (FO) y una fase acuosa (FA) a
temperatura ambiente y con agitacién constante. Cuando ambas fases entran
en contacto, el disolvente miscible en la FA difunde desde la FO hacia la FA lo
gue modifica la solubilidad tanto del polimero como del principio activo. A
medida que la concentracion del polimero en la mezcla resultante excede su
limite de solubilidad termodindmica, las cadenas del polimero comienzan a
agregarse al mismo tiempo que incorporan el principio activo, lo que resulta en

la formacion de las NPP 129,

Dentro de las variables clave que controlan la formacion de las NPP en la
técnica de nanoprecipitacion se encuentran: caracteristicas quimicas del

principio activo que en este trabajo seria el EDJ o la RZ, naturaleza del
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polimero (o copolimero) y el grado de solubilidad de estos ultimos en ambas
fases. Con base en estudios previos del grupo de trabajo, se evaluaron cuatro
disolventes. Posterior a la prueba de solubilidad (Figura 9), se cuantificé la RZ
por CLAR y se establecio que la mezcla de isopropanol:acetona (1:1) permitié
disolver la mayor cantidad de RZ por mL de disolvente (TABLA VI). Por lo tanto,

se selecciond la soluciéon de isopropanol:acetona (1:1) como FO.

Para optimizar la concentracion de EDJ se realizaron tres formulaciones
F1, F2 y F3 con diferente concentracion del extracto: 1.40, 0.84 y 0.60 mg/mL
respectivamente. En la TABLA VII se observa que al incrementar la cantidad de
EDJ el tamafio de las NPPE aumentd. Este comportamiento podria atribuirse a
una mayor cantidad de EDJ disponible en el medio para incorporarse a las NPP
durante su formacion. EI mismo comportamiento fue reportado por Alves y
colaboradores quienes elaboraron mediante la técnica de nanoprecipitacion
NPP cargadas con el extracto hidroalcohdlico de hoja de Passiflora edulis 7.
Las nanoformulaciones del extracto (NPPE) mostraron tamafios superiores a
los 390 nm (TABLA VII) y el andlisis estadistico (ANOVA, p < 0.05) demostré
gue no existe diferencia significativa en el tamafio de las tres formulaciones.
Esto es importante ya que diversos autores consideran que el tamafo ideal
para la aplicacion biolégica de NPP es de 100 a 300 nm; ya que se evita tanto
su eliminacioén tanto por filtracion glomerular como por macréfagos 2560 130, por
lo tanto, ninguna de las formulaciones cumple con el tamafio ideal para su
aplicacion bioldgica; a pesar de lo anterior se continué con la caracterizacion

para seleccionar la formulacion que continuaria en el proceso de optimizacion.
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En cuanto al IPD, se obtuvieron valores de 0.17 a 0.26 (TABLA VIl). El
IPD es una medida de la homogeneidad de una muestra basada en su tamafio,
los valores de IPD van de 0 a 1. Sadeghi y colaboradores afirman que una
formulacion se considera mono dispersa si su IPD es <0.3 y presenta un solo
pico en la curva de distribucion de tamafio '3!. Por lo tanto, las tres
formulaciones se consideran mono dispersas. Ademas, es posible observar que
el IPD se incrementé en funcion de la concentracion de EDJ, lo que sugiere que

un exceso de EDJ propicia la formacion de agregados (Figura 10).

En la TABLA VII, también se muestra el potencial zeta de las tres
formulaciones. Este potencial es un parametro que mide la diferencia de
potencial eléctrico generado entre la doble capa eléctrica de la NPP y el medio
dispersor 132, Kamble y colaboradores aseguran que valores de potencial zeta
mayores o0 iguales a + 30 mV generan repulsiones electrostaticas entre las
nanoparticulas lo que ayuda a evitar su agregacion . Las tres NPPE
presentaron un potencial zeta de -30.43 a -41.53 mV (TABLA VII); estos valores
pueden atribuirse a la naturaleza aniénica del copolimero Eudragit® L100-55 por
la presencia de grupos terminales de &cido carboxilico *??2. Con base en lo
anterior, los valores de potencial zeta de las formulaciones de NPPE podrian

favorecer su estabilidad.

Para calcular el %EE de EDJ en las NPPE se seleccionaron 3
metabolitos de seguimiento: citlalitriona, RZ y jatrofatriona, debido a que fueron
los metabolitos mas abundantes en EDJ con %A de 3.84%, 15.40% y 3.86%
respectivamente. El %EE de los metabolitos de seguimiento en F2 fue de
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5.24% de citlalitriona, 22.17% de RZ y 5.82% de jatrofatriona, es decir el %EE
total de EDJ en F2 fue de 33.23% (TABLA VII). Por su parte en F3 los %EE
fueron: 3.07% de citlalitriona, 17.87% de RZ y 2.70% de jatrofatriona, con un
%EE total de EDJ en F3 de 23.65%. Lo anterior indica que F2 logré encapsular
el 22.17% de RZ presente en EDJ, mientras que F3 encapsulo solo el 17.87%.
Esta disminucion del %EE de RZ observada en F3 probablemente se deba a
gue el polimero no incorpora suficiente RZ debido a su baja polaridad, lo que
afecta la relacion RZ/copolimero 127133, Dado que la F2 obtuvo el mejor %EE de
RZ, se selecciond una concentracion de 0.84 mg/mL de EDJ para continuar con

el desarrollo de NPPR.

Con el objetivo de disminuir el tamafio de las NPPE se decidio elaborar
una formulacion con una menor concentracion de copolimero (8mg/mL). Esto
debido a que la concentracion del polimero tiene un efecto directo sobre el
tamafo de las NPP. Bashir y colaboradores demostraron que el tamafio medio
de las NPP elaboradas mediante la técnica de nanoprecipitacion dependia en
gran medida de la proporcién de polimero/disolvente 34, El tamafio de particula
de F4 fue de 246.45 + 13.55 nm (TABLA VIIl), es decir la disminucién en la
concentracion del polimero de 14 mg/mL (F2) a 8 mg/mL (F4), ocasion6é una
disminucion importante en el tamafio de particula. Estos resultados concuerdan
con Beck-Broichsitter y colaboradores, quienes mencionan que cuanto mayor
sea la concentracion del polimero en la fase organica, menor sera la velocidad
de difusion debido al aumento de la viscosidad de la solucion de polimero, y las

particulas resultantes seran mas grandes .
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Por otro lado, el potencial zeta de F4 fue de -30.43 mV y el IPD de 0.07
(TABLA VIII). La disminucion del valor de IPD en F4 respecto a F2 (IPD 0.20)
también puede estar relacionada con la disminucion de la concentracion del
copolimero. Elmowafy y colaboradores reportan que una adecuada viscosidad
de la FO permite una mejor distribucion de los componentes en la misma, lo
que se traduce en menor presencia de agregados y mejores %EE 128, Lo
anterior queda demostrado, ya que F4 presentdé un %EE de 65.72% (TABLA
VIIl) en donde el 46.46% corresponde a RZ, es decir F4 duplico el %EE

respecto a F2.

En la Figura 11 se compara el cromatograma del contenido de la
formulacion de NPPE (F4 en rojo) con una solucién de EDJ (azul) preparada a
la misma concentracién, es posible observar que en ambos cromatogramas la
RZ es el componente mayoritario. Ademas de la sefial correspondiente a RZ, se
aprecian las sefiales correspondientes a citlalitriona y jatrofatriona (metabolitos
de seguimiento), mismas que también se relacionan con la actividad anti-

herpética.

En relacion con la estabilidad de F4 se evaluaron después de 6 y 11
meses de almacenamiento el tamafio, IPD y la presencia de agregados (TABLA
IX). El andlisis estadistico realizado (ANOVA, p < 0.05) demostroé que no existen
variaciones significativas ni en el tamafio de las NPP ni en el IPD y no se
observo la presencia de agregados, por lo que F4 fue estable durante al menos
11 meses. Segun la NOM-073-SSA1-2015, se debe evaluar la estabilidad de un
farmaco nuevo durante 12 meses a 25 °C £ 2 °C / 60% + 5% de humedad
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relativa para que se considere estable a largo plazo; se debe evaluar la
estabilidad de F4 un mes mas para alcanzar la categoria de formulacion estable

a largo plazo.

La F4 presentO caracteristicas ideales para su administracion vaginal y
ha demostrado ser estable. A si mismo, F4 logré6 encapsular 9.30 % de
citlalitriona, 46.46% de RZ y 9.95% de jatrofatriona, mismos que podrian
ejercen un efecto de sinergia en la actividad anti-herpética 34. Al tomar en
cuenta lo anterior, asi como el tiempo y recursos necesarios para la purificacion
de RZ no se descarta la posibilidad de llevar a cabo evaluaciones in vitro e in
vivo de la actividad anti-herpética de F4 y de resultar equiparable a NPPR

podria emplearse en su lugar.

4.3 Obtencidn y caracterizacion de NPPR

Después del desarrollo de la formulacion de NPPE y de acuerdo con los
pardmetros para tamafio de particula, IPD y potencial zeta mencionados
anteriormente, se seleccion6 F4 para continuar con los estudios de
encapsulacién de la RZ pura. Una de las metas de este trabajo fue desarrollar
NPPR que en un futuro puedan administrarse via vaginal para combatir la
infeccion por VHS-2; por lo que se buscaba que las NPPR ademéas de
encapsular la RZ, cumplieran con las caracteristicas fisicoquimicas ideales para

la administracién vaginal.
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En cuanto al tamafio de las NPP, Smolenski y colaboradores mencionan
en su revision que NPP > 200 nm poseen la capacidad de penetrar la mucosa
vaginal y llegar hasta el epitelio vaginal 8. Las NPPR obtenidas exhibieron un
tamafo de 263.26 + 14.21 nm, lo que las vuelve ideales para su aplicacion
vaginal (TABLA X). EI IPD de las NPPR fue de 0.13 £ 0.02 con un solo pico en
la curva de distribucion de tamafo, lo que indica que la formulacion es
homogénea, (Figura 12) y su potencial zeta fue de -37.16 + 2.16 mV (TABLA X).
El cambio de potencial zeta respecto a las NPP con el extracto (NPPE) podria
deberse a la presencia de compuestos en el EDJ de naturaleza cati6nica 6°. Sin
embargo, esta densidad de carga anionica de las NPPR favorecerian la
interaccion de las NPPR con las particulas virales. Es sabido que las
glicoproteinas presentes en la envoltura viral poseen cargas positivas para
unirse con los receptores de heparan sulfato de la membrana celular. Asi que,
se podrian generar interacciones electrostaticas entre las NPPR y las
glicoproteinas de la envoltura del VHS & °. En un estudio realizado por Yadavalli
y colaboradores, se elaboraron NPP de varios polimeros de policarboxilato
(ftlato de hidroxipropilmetilcelulosa, Eudragit® L100, Eudragit® L100-55,
Eudragit® S100, etc); todas las formulaciones de NPP presentaron un tamafio
inferior a 125 nm y valores de potencial zeta negativos debido a la presencia de
grupos terminales de acido carboxilico. Los resultados de ese estudio
comprobaron que la interaccion entre las NPP y el virus depende de la densidad
de carga anionica y del peso molecular del polimero; ademas demostraron que

las NPP son capaces de crear sinergias con medicamentos antivirales 136.
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El %E de las NPPR fue de 8.51 + 0.66 (TABLA X), esto quiere decir que
el 8 % de la NPP esta formada por la RZ y el resto corresponde al Eudragit®
L100-55. Por su parte, el %EE de las NPPR resulté de 89.64 = 7.81, lo que
indica que se logré encapsular cerca del 90% de la RZ presente en el EDJ. Este
%EE es similar a los reportados por Farias y colaboradores para la
encapsulacion del extracto etandlico de propoleo rojo (EEP), las NPP de
Eudragit® E100-Pluronic cargadas con EEP presentaron tamarfios de 175 a 380

nmy %EE de 61.2 a 81% 126,

El incremento de %EE de la RZ en NPPR (89.64%) respecto a NPPE
(46.46%) se puede atribuir a la ausencia de otros metabolitos hidréfobos como
el B-sitosterol que compiten con la RZ por su incorporacion en la matriz
polimérica. Ademas, al tratarse de RZ pura no se presentarian interferencias
por la masa de otros metabolitos como los isojatrofanos y el epoxi-riolozano que

pudieran dificultar la difusiéon de la RZ a la FA 137,

Para el estudio de estabilidad de las NPPR, se evalud el tamafio de
particula, potencial zeta, el %E y el %EE después de 6 meses de
almacenamiento (TABLA Xl). El analisis estadistico realizado (prueba t, p <
0.05) revel6 que no existen variaciones significativas en ninguno de los
parametros evaluados. Al mantenerse constantes los valores de %E y %EE, se
puede inferir que no se libera RZ de las NPPR a lo largo del periodo de
estabilidad evaluado. Debido a lo anterior se considera que las NPPR fueron

estables al menos durante 6 meses.
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Dentro de la caracterizacion de las NPPR se incluyé un andlisis de
disolventes residuales. Las farmacopeas emplean el terminé disolvente residual
para hacer referencia a las impurezas organicas volatiles que estan presentes
en los productos farmacéuticos; estos no tienen valor terapéutico y en algunos
casos pueden llegar a ser téxicos 138, Debido a lo anterior se llevé a cabo un
analisis de disolventes residuales en donde se evaluo la presencia de todos los
disolventes empleados desde la extraccion de EDJ (diclorometano) vy
purificacion de la RZ (acetato de etilo, hexano, pentano y éter etilico) hasta la
formacion de NPPR (isopropanol y acetona). Los resultados evidenciaron que
en las NPPR Unicamente estaba presente el isopropanol. De acuerdo con la
USP el isopropanol se clasifica como disolvente residual de clase 2, es decir,
puede estar presente en formulaciones farmacéuticas siempre y cuando se
encuentre a una concentraciéon menor a 5,000 ppm 11, Es posible observar en
la Figura 13 que la sefal del isopropanol en las NPPR (pico h en el
cromatograma en rosa) es menor que la sefial del isopropanol presente en la
solucion estandar (pico h en el cromatograma en negro), mismo que se
encontraba a 5,000 ppm. Con base en lo anterior, la formulacién cumple con los

pardmetros de disolventes residuales de la USP.

Como parte de la caracterizacion quimica de las NPPR, se realizé un
andlisis de FTIR del polimero Eudragit® L100-55, la RZ y las NPPR (Figura 14).
En el espectro de Eudragit® L100-55 se identifican sefiales de los grupos
funcionales mas importantes de la unidad polimérica de este copolimero. Una

banda ancha en 2,932 cm debido al estiramiento C-H de los grupos alquilo.
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Dos sefales intensas en 1,730 y 1,700 cm™ que corresponden al estiramiento
de los C=0 del acido carboxilico y éster respectivamente, y la sefial que se
aprecia en 1,157 cm™ que corresponde al estiramiento C-O del éster. Estas
sefiales concuerdan con el espectro de Eudragit® L100-55 obtenido mediante

reflectancia total atenuada-FTIR por Yu y colaboradores 139,

Por otra parte, en el espectro de la RZ se observan tres sefiales anchas
de baja intensidad en 2,955, 2,933 y 2,866 cm® que corresponden al
estiramiento de enlaces C-H de metilo, metileno y metino. Ademas, se aprecian
dos sefiales intensas en 1,702 y 1,684 cm™ correspondientes al estiramiento del
C=0 no conjugado y conjugado respectivamente. Asimismo, se aprecia una
sefial de intensidad media en 1,632 cm™ debido al estiramiento C=C de un
alqueno conjugado. Este espectro de IR es muy similar al espectro de RZ

reportado por Melchor-Martinez y colaboradores 14°.

Asi, en el espectro de FTIR de las NPPR se observan sefales
representativas del polimero Eudragit® L100-55, como lo son el estiramiento O-
H (sefial ancha en 2,982 cm), el estiramiento C=0 del éster (sefial intensa a
1,730 cm) y el estiramiento C=0 del &cido carboxilico (sefial intensa en 1,700
cml). Cabe mencionar que alrededor de 1,600 cm™ no se observa ninguna
sefal que pudiera corresponder al estiramiento C=C del alqueno conjugado en
la RZ; esto podria explicarse con el %E de RZ en las NPPR que es del 8%, lo
que significa que unicamente el 8% de la NPP corresponde a RZ. En general,
no se observaron bandas nuevas que indiquen la formacién de otros
compuestos, por lo que se infiere que no ocurre una interaccion quimica
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covalente entre el polimero y la RZ.

4.4 Estudio de liberacion de RZ a partir de NPPR in vitro

Una parte importante del desarrollo de formulaciones farmacéuticas es el
estudio de la liberacion del principio activo a partir del sistema de dosificacion.
El estudio de los perfiles de liberacion in vitro aporta indicios sobre el posible
comportamiento farmacocinético in vivo. En una primera etapa, se desarrollé y
valido un método de UV-Vis para cuantificar la RZ liberada a partir de las
NPPR. Para la validacion del sistema se evaluaron los parametros de linealidad,
precision, limite de deteccion y limite de cuantificacion, mientras que para llevar
a cabo la validacién del método se evaluaron la precision y exactitud. Con
respecto a la linealidad del sistema, se obtuvieron valores de coeficiente de
correlacion y coeficiente de determinaciones mayores de 0.99 (TABLA XIl). Por
lo que se establecio que los datos obtenidos para la curva de calibracion de 8 a
18 pg/mL de RZ son lineales de acuerdo con los requerimientos de la CCAYAC
114 Los resultados obtenidos para los limites de detecciéon y cuantificacion se
encuentran por debajo del nivel mas bajo de concentracion de RZ en la curva
de calibracion. Estos valores cumplen con los criterios estipulados por la
CCAYAC (TABLA XlI) 14, En cuanto, a la precision y precision intermedia del
sistema, se calcularon los valores de %DER respecto a la curva de calibracion y
se obtuvieron valores menores al 2% y 3% respectivamente. Segun los criterios

de la CCAYAC, el sistema se considera preciso (TABLA XII) 114,
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En relacion a la validacion del método se llevo a cabo mediante la adicion
de estandar (TABLA XIII). Se obtuvieron valores de coeficiente de correlacion y
coeficiente de determinaciones mayores de 0.99. Por lo que se establecié que
los datos obtenidos para la curva de calibracion de 8 a 18 ug/mL de RZ es lineal
14 La precision del método se evalué6 mediante la determinacion del %DER y
los valores obtenidos fueron menores al 2%, lo cual de acuerdo con los criterios
de la CCAYAC se considera preciso 4. Para evaluar la exactitud del método se
determind el %R. Se obtuvo un %R de 100.05 £ 1.03, por lo que, segun los
criterios de la CCAYAC, se establece que el método es exacto 4. Una vez
validado el método para la cuantificacion de RZ por UV-Vis, se procedié a

evaluar su liberacion a partir de las NPPR.

Los valores de pH que se emplearon para evaluar el perfil de liberacion
de RZ a partir de NPPR fueron de 4.3 y 7.4. El pH vaginal sano es ligeramente
acido (pH de 4 a 5) debido a la produccion de acido lactico por parte de
Lactobacillus spp, este pH sirve de defensa contra patdgenos oportunistas
141142 Se evalué a un pH de 7.4 debido a que es el pH 6ptimo para el
crecimiento de las células Vero empleadas para las evaluaciones de
citotoxicidad y actividad anti-herpética in vitro 115, En el perfil de liberaciéon de la
RZ (Figura 15) se puede observar una liberacion bifasica en ambos valores de
pH. Es decir, se observa una liberacion inicial de RZ rapida, seguida de una
liberacion de RZ sostenida durante 48 h. Cabe mencionar que a pH de 7.4
(linea rosa) la liberacion de RZ fue del 92% en las primeras dos horas. Este

comportamiento es el esperado, ya que el polimero empleado es sensible a pH,
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a valores mayores a 5.5 las cadenas poliméricas de NPPR se vuelven laxas lo
que permite la rapida difusion de RZ al medio '?2. Por otro lado, a pH de 4.3, la
liberacion inicial de la RZ a partir de las NPPR fue menor, durante las primeras
2 horas se liber6 el 81 % de RZ y después el porcentaje de RZ liberado fue
constante. Si bien, el Eudragit® L100-55 es insoluble a pH menores a 5.5, la
liberacion de RZ a pH de 4.3 podria atribuirse al hinchamiento paulatino del
copolimero formador de las NPPR %3, Finalmente, a las 48 h, el porcentaje de
liberacion de RZ fue de 95.19 % y 97.53 % a valores de pH de 7.4 y 4.3
respectivamente. Estos resultados son favorables ya que cerca del 100% de la
RZ encapsulada fue liberada y disponible para su actividad anti-herpética.
Ademas, después de dos horas, la liberacion de RZ fue sostenida lo que podria

implicar una disminucioén en la frecuencia de aplicacion de las NPPR 144,

4.5 Evaluacién de la citotoxicidad

Dentro de los métodos experimentales mas empleados para evaluar la
citotoxicidad de un nuevo principio activo o farmaco se encuentra la
determinacién de la viabilidad celular 4. Se evalu6 el efecto de la
administracion de RZ, las NPPR, las NPPBco y el ACV a la misma
concentracion y en el mismo medio de disolucion sobre la viabilidad celular. Los
resultados (Figura 16) mostraron que las NPPBco y el ACV no generan efectos
citotoxicos en las células Vero, lo que concuerda con la clasificacion GRAS de

los polimeros Eudragit® y con la CCso reportada para el ACV en células Vero
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(>1441 g/mL) 120136 Por otro lado, las NPPR conducen a una mayor viabilidad
celular, respecto a la RZ libre a la misma concentracion. Dado que el efecto
citotoxico de cualquier compuesto activo depende en gran medida de su forma
de administracion, podemos inferir que la liberacion controlada de RZ a partir de

las NPPR ayudo a disminuir su citotoxicidad 2.

Las NPPR exhibieron un valor de CCso de 229 = 17.80 pg/mL con un
efecto citotoxico dependiente de la dosis. Por otro lado, las NPPBco
mantuvieron una viabilidad celular de 95.06 % a la concentracibn mas alta
evaluada que fue de 1,440 pg/mL de polimero, por lo que a dicha concentracion

no se consideran citotoxicas.

4.6 Evaluacion de la actividad anti-herpética in vitro

Las NPPBco no mostraron actividad antiviral in vitro perceptible contra
VHS-1 o VHS-2 a ninguna de las concentraciones evaluadas. Lo anterior
coincide con un estudio realizado por Yadavalli y colaboradores en donde
demostraron que Eudragit® L100-55 no posee actividad terapéutica contra el

VHS y que su efecto para inactivarlo es muy limitado 13,

Las NPPR exhibieron valores de Clso de 14.39 pug/mL para VHS-1 y de
17.58 pg/mL para VHS-2 (TABLA XIV). Esta ligera selectividad de la RZ sobre
VHS-1 puede atribuirse a las diferencias fenotipicas entre ambos virus. Trybala

y colaboradores reportan que las glicoproteinas purificadas de VHS-1 y VHS-2
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(gB y gC) interactian de forma diferente con los proteoglicanos de heparan
sulfato (HS) en la superficie celular. Lo anterior provoca que la unién de VHS-1
a la membrana celular sea mas sensible a las fuerzas i6nicas del medio
comparado con VHS-2 146, Por otro lado, Ferrel Hernandez y colaboradores
demostraron que la RZ evita la entrada de la particula viral a la célula sin influir
en el proceso de adherencia 1%. Por lo que podemos inferir que la presencia de
las NPPR podria influir en estas interacciones ya que posee un potencial zeta
de -37.16, valor que es significativo para generar repulsiones/atracciones

electrostaticas entre ellas y el microambiente 5,

Ademas de actuar como acarreadores de RZ y permitir el desarrollo de
una formulacién acuosa, las NPPR ayudaron a mejorar significativamente la
efectividad antiviral de la RZ; las NPPR duplicaron el IS para el VHS-2 y casi lo
triplicaron para el VHS-1 respecto al IS reportado para la RZ libre que es de 5.8
para ambos virus. El IS de un compuesto es un parametro ampliamente

aceptado y usado para expresar su eficacia en la actividad antiviral in vitro 3,

Cabe resaltar que, dentro de nuestro grupo de trabajo, Estrada Chavarria
realizd modificaciones estructurales a la RZ y uno de los compuestos obtenidos
(compuesto 1) mostré un IS de 10.9 para el VHS-1 1%/, este seria un candidato
ideal para su posterior nanoencapsulacion y evaluacion de la actividad anti-

herpética.
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4.7 Formulacién de un hidrogel termosensible con NPPR (HG-NPPR)

Las formulaciones de administracion vaginal convencionales como
ovulos, cremas y geles presentan con frecuencia una mala retencion. Ya que la
fuerza de gravedad y los movimientos de las mujeres al realizar sus actividades
son un desafio para la retencion de las formulaciones. Por lo que el uso de
hidrogeles termosensibles representa una alternativa prometedora. Dentro de
los excipientes mas utilizados para la formulacion de hidrogeles termosensibles
se encuentran los poloxameros 48, Los poloxameros son copolimeros tribloque
formados por una cadena central hidrofébica de poli(6xido de propileno)
ubicada entre dos cadenas de poli(éxido de etileno) de caracter hidrofilico, no
idnicos y termosensibles 14°. Propiedades que permiten obtener un hidrogel

termosensible para la aplicacion vaginal de las NPPR.

Si bien los poloxameros son considerados como mucoadhesivos, sus
propiedades mucoadhesivas son limitadas en medios biol6gicos 8. Debido a lo
anterior, se incorporé el quitosano a los hidrogeles termosensibles para
favorecer su interaccién electrostatica con la mucina (proteina producida por las

células vaginales) y asegurar una buena mucoadhesion 0,

Se desarroll6 un hidrogel termosensible (HG) y se utilizé como base para
elaborar 4 formulaciones mas: HG-NPPR, HG-RZL, HG-NPPBco y HG-ACV. Se
incluyé la formulacion de HG-ACV ya que, el ACV es el estandar de actividad

anti-herpética
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Como parte de la caracterizacion de los HG se evalu6 su pH. Los HG
preparados (a excepcion de HG-ACV) presentaron valores de pH entre 4.50 y
4.84, valores ideales para la aplicacion vaginal, cabe mencionar que el pH
vaginal presenta valores de pH entre 4 y 5 141142 En el caso de la HG-ACV el
pH aumenté a 10.5, probablemente debido a que el ACV empleado para
elaborar el gel se encontraba en forma de sal como ACV sdédico el cual tiene un

pH de =11.

El cambio en el pH de HG-ACV incremento alrededor de 30 segundos su
tiempo de gelificacion respecto al resto de las formulaciones. Estos resultados
coinciden con Chen y colaboradores, quienes reportan que la transicion sol gel
de los poloxameros es sensible al pH; Un cambio en el pH puede provocar que
no se lleve a cabo una adecuada transicion sol gel, que esta sea mas lenta
como en el caso del HG-ACV o incluso puede provocar la degradacion de los

poloxameros lo que impide la formacion del sol gel 14°.

En la Figura 17 se muestran los cambios del HG en funcion de la
temperatura. A los 4°C es liquida y a 37°C se gelifico después de 30 a 72
segundos. La aplicacion del HG permiti6 que las NPP permaneciera en la
cavidad vaginal a pesar del movimiento natural de los ratones hembra y
ademas evito el uso de anestesia durante la aplicacién de los tratamientos en el

modelo in vivo de infeccidn vaginal.
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4.8 Evaluacion in vivo de la actividad anti-herpética y toxicidad de las

formulaciones de HG

Para llevar a cabo la evaluacion in vivo de la actividad anti-herpética, el
primer punto a considerar fue la seleccion del modelo biolégico. Los hospederos
mas utilizados para reproducir la patogénesis herpética son: ratones, ratas,
conejos y cobayos. Ademas, se debe considerar el cuadro clinico a establecer,
el objetivo final de la investigacion y las instalaciones en donde se realicen los
ensayos 47, Es importante mencionar que diferentes grupos de investigacion
ya han evaluado la actividad de productos naturales en el modelo murino 3637,
En cuanto a la cepa, se han utilizado tanto los ratones C57Bl/6 como los
BALB/c. Sin embargo, la cepa BALB/c presenta la ventaja de ser mas
susceptible a la infeccidn por VHS y gracias a su pelaje (blanco) es mas sencillo

dar seguimiento visual al cuadro clinico 151,

Una vez seleccionado el hospedero, se establecieron dos variables para

asegurar el establecimiento de la infeccion:

a) Tratamiento hormonal: modifica la susceptibilidad y las respuestas
inmunitarias a las infecciones del tracto genital. La administracion de
medroxiprogesterona a ratones incrementa de forma significativa la
duracion del diestro lo que provoca que los ratones sean 100 veces mas
susceptibles a contraer VHS-2 152, Con base en lo anterior, se
administraron 2 mg de medroxiprogesterona a los ratones 5 dias antes

de la inoculacion del VHS-2 G.
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b) Concentracion del inoculo viral: a dosis muy bajas los in6culos actian
como vacunas e inducen inmunidad sin permitir que se desarrolle la
infeccién %3, Cuando las concentraciones del inoculo son menores a
1x10"3 UFP/10 puL se debe realizar micro lesiones en la zona genital y
vaginal para asegurar el establecimiento de la infeccién 4. Se establecié
una concentracion del inoculo viral de VHS-2 G de 1.66 X 10"4 UFP/10
uL, este valor es equiparable con los valores publicados en la literatura

en modelos similares que van de 1x1076 UFP/10 pL a 5000 UFP/10 pL

154,155

El establecimiento de la infeccién se confirmd con la inflamacion y presencia
de ulceras en la zona genital. Se empled la escala descrita por Cardozo y
colaboradores para puntuar la infeccion 7. Cabe mencionar que el
comportamiento de los sujetos no se vio afectado a lo largo de ensayo y no se
observaron diferencias significativas en el peso de los ratones durante el
ensayo (ANOVA p <0.05). Sin embargo, varios sujetos fueron retirados del

estudio debido a que presentaron paralisis de las extremidades posteriores.

En la Figura 18 se puede apreciar una disminucion de la diseminacién y
severidad de la infeccién viral en los grupos tratados con HG-ACV (38.46
mg/mL de ACV) y HG-NPPR (0.5 mg/mL de RZ). Después de 7 dias de
tratamiento con HG-ACV, la infeccion viral en los ratones estuvo resuelta por
completo, incluso se observd la reaparicion de pelo en las zonas que
previamente presentaban alopecia. Cuando se aplico el tratamiento con HG-
NPPR, la infeccion estuvo resuelta casi por completo, sin embargo, las zonas
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con alopecia no se habian recuperado por completo y en 2 ratones del grupo
permanecia una ligera inflamacién. Los grupos tratados con HG, HG-NPPBco y
HG-RZL (0.79 pg/mL de RZ) presentaron una evolucion de la enfermedad

visualmente similar al grupo CTR+ que solo fue tratado con PBS.

La grafica de puntuacién de la infecciobn presentada en la Figura 19
permite ver claramente la evolucion de la infeccion viral. Todos los tratamientos
iniciaron con una puntuacion de 3 (inflamacién grave de los genitales externos
con pus/mucosidad y alopecia en la zona circundante) y después de 2 dias, se
observaron claramente dos comportamientos con base al tratamiento aplicado.
En el primer comportamiento que involucra el tratamiento con HG-ACV y HG-
NPPR los ratones mostraron una clara disminucion en la puntuacion de la
infeccion a partir del dia 4 de tratamiento. Mientras que en el segundo
comportamiento que involucra al CTR+ y tratamientos con HG, HG-RLZ y HG-
NPPBco la puntuacion incrementé hasta 5 (aumento de la ulceracion,
enrojecimiento, hinchazén, paralisis de las extremidades posteriores o muerte)

después de 7 dias.

Se realizé un analisis estadistico (ANOVA p < 0.0008) e indicé que existe
diferencia significativa entre los tratamientos aplicados con base a la escala
establecida *'’. Por lo tanto, se realiz6 una prueba de comparaciéon multiple de
Dunnett para determinar la diferencia significativa entre la puntuacion de los
grupos de tratamientos aplicados, en comparacion con el CTR+. En la Figura 20
se observa que los intervalos de confianza de la diferencia entre las medias de
los tratamientos con HG-ACV y HG-NPPR no cruzan la vertical de efecto nulo
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(0), es decir los tratamientos son significativamente diferentes al CTR+ (p
<0.05). Este comportamiento se podria atribuir al ACV y a la RZ presente en los

hidrogeles aplicados y no a los excipientes empleados en las formulaciones.

Ademas, para establecer la diferencia significativa entre las puntuaciones
de los tratamientos con HG-ACV y HG-NPPR, se realiz6 una prueba de
comparacion multiple de Tukey que incluyé al CTR+. En la Figura 21 se
observa que la media del tratamiento con HG-ACV y HG-NPPR cruzan la
vertical del efecto nulo (0), por lo que se confirma que estos tratamientos no son
significativamente diferentes (p <0.05). Esto significa que la actividad anti-
herpética in vivo de la formulacién de hidrogel con las nanoparticulas cargadas
con riolozatriona (HG-NPPR) no presenta diferencia significativa con la

actividad del hidrogel con el aciclovir (HG-ACV).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos previamente en nuestro
grupo de trabajo. Tamez Fernandez demostré que un ungtento oftalmico con
RZ (0.3% p/p) resolviéo de forma equiparable al ACV (2.5% p/v) un cuadro de
gueratoconjuntivitis herpética en un modelo murino 1%, Cabe mencionar que en
este trabajo el HG-NPPR resolvié la infeccion por VHS-2 en un modelo murino a
una concentracion 76 veces menor que el ACV; por lo que podemos inferir que
la encapsulacion de la RZ permitid mejorar su actividad anti-herpética tanto en

los modelos in vitro como in vivo.

Una vez establecida la actividad anti-herpética es necesario evaluar su

toxicidad. En general la evaluacion de la toxicidad in vivo se divide en dos
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categorias, una involucra cambios morfolégicos (estructura del tejido, apoptosis
e inflamacion), mientras que la otra se enfoca en la fisiologia mediante la
evaluacion de marcadores bioquimicos de dafio en los diferentes sistemas *°6,
En este trabajo se abordé la primera categoria, se analizé el aparato
reproductor femenino, el higado, los rifiones y el bazo, luego de administrar los

tratamientos durante 7 dias a ratones BALB/c.

Los tratamientos administrados a los ratones no tuvieron efecto en la
integridad de la mucosa vaginal, el epitelio vaginal permanece intacto y no hay
evidencia de edema o de reclutamiento de células inflamatorias en la mucosa
vaginal ni en la lamina propia (Figura 22). Al igual que en el 6rgano reproductor
femenino, el higado, riflones y bazo permanecieron intactos; después de la
administracion de los tratamientos no se observaron alteraciones histologicas,
edemas o infiltracion de leucocitos que pudieran indicar un efecto toxico. Estos
resultados sugieren que ninguna de las formulaciones desarrolladas en este
trabajo ocasionan toxicidad después de 7 dias de administracién. Es necesario
incrementar el nimero de sujetos, asi como el tiempo de exposicion para
confirmar que las formulaciones no son toxicas en administracion cronica.
También seria recomendable incluir el analisis de parametros bioquimicos que
brinden mas informacion del estado del sujeto después de la administracion de
los tratamientos.

La formulacién de NPPR desarrollada en este trabajo permitio la entrega
de RZ para llevar a cabo su actividad anti-herpética tanto in vitro como in vivo.

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y a la liberacion controlada de RZ,
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las NPPR mejoraron significativamente su actividad antiviral in vitro, en
comparacion con la RZL. A si mismo, a una concentracion 76 veces menor, el
HG-NPPR resolvio la infeccion por VHS-2 en el modelo in vivo de forma
equiparable al HG-ACV. Aunado a lo anterior no se encontr0 evidencia
histolégica que indique que la formulacion HG-NPPR genere algun efecto toxico
a corto plazo.

La formulacion de NPPR desarrollada en este trabajo aporta evidencias
para continuar con las evaluaciones de actividades biologicas de la RZ, mismas
gue se han visto limitadas por su baja solubilidad. Asimismo, estos resultados
demuestran que la nanoencapsulacion de la RZ podria mejorar el indice de

selectividad de derivados de RZ.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Se obtuvo una formulacién de NPPR estable, con un tamafio de particula
adecuado, un IPD homogéneo y un potencial zeta idoneo para su

administracion vaginal.

La encapsulacion de RZ presenté menor citotoxicidad en comparacién con

la RZ libre.

Las NPPR incrementaron hasta 3 veces el IS en la evaluacion de la

actividad anti-herpética in vitro en comparacion con la RZ libre.

La formulacion HG-NPPR presenté una actividad anti-herpética in vivo

comparable con el HG-ACV a una concentracion 76 veces menor.

La administracion de la formulacion HG-NPPR 0.5 mg/mL durante 7 dias no

ocasiono alteraciones histolégicas en ninguno de los 6rganos evaluados.
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PERSPECTIVAS

Complementar la caracterizacion de las NPPR mediante técnicas de

microscopia electrénica.

Determinar el modelo cinético de liberacion in vitro de la RZ a partir de HG-

NPPR.

Establecer el mecanismo de accion de la RZ contra la infeccién por VHS.

Ampliar la caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones de HG.

Incrementar la n en el ensayo de evaluacion de la citotoxicidad e incluir

parametros bioquimicos.

Evaluar la actividad anti-herpética in vivo de las NPPR en un modelo de

herpes cutanea en raton.

Evaluar la actividad anti-herpética de las NPPE.

Encapsular los compuestos derivados de la RZ y evaluar su actividad anti-

herpética.
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ANEXOS
ANEXO A

Al-Barrido UV-Vis de RZ

La Figura A1 muestra el barrido de UV-Vis de una solucién de 20 pg/mL
de RZ en el medio de disolucion (propilenglicol, amortiguador y agua en
proporcion 1:3:5 respectivamente). La longitud de onda maxima de absorcion

de la RZ en el medio de disoluciéon fue de 245 nm.
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Figura Al. Barrido de UV-Vis de RZ en el medio de disolucion
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ANEXO B

B-1 Eudragit® L100-55
e Estructura:

CH, H

—— CH,— C — CH;—C

COOH COOCH,CH,

S— —

e Nombre IUPAC: Copolimero acido metacrilico-etil acrilato (1:1)
e Nombre comun: Eudragit® L100-55
o CAS: 25212-88-8

e Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcién o Valor
Formula Molecular
Peso Molecular 320,000 g/mol
Estado Polvo
Color Blanco
Densidad Relativa | 0.821-0.841 g/cm?
Solubilidad Disolventes organicos

e Aplicaciones: Industria Alimenticia y Farmacéutica.

e Marcay lote empleado: Evonik, Lote No. B190304209
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B-2 Medroxiprogesterona

e Estructura:

O

e Nombre quimico: (6 alfa)-17-hidroxi-6-metilpregn-4-eno-3,20-diona

e Nombre comun: Medroxiprogesterona

e CAS: 520-85-4

e Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcién o Valor
Formula Molecular C22H3203
Peso Molecular 344.5 g/mol
Estado Liquido
Color Blanquecino
Densidad Relativa
Solubilidad Disolventes organicos

e Aplicaciones: Industria farmacéutica (anticonceptivo).

e Marcay lote empleado: Depo-provera, Lote No. FF1971
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B-3 Poloxamero 188

e Estructura:

- -x L

o
H’/O\/\\"o)\// >~ T oH

_y - _Z

e Nombre quimico: 2-metiloxirano; oxirano

e Nombre comun: Poloxamero 188, Pluronic F68, Lutrol F68

e CAS: 691397-13-4

e Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad

Descripcién o Valor

Formula Molecular

(C3HesO - C2H40)x

Peso Molecular

8400 Daltons

Estado Polvo

Color Blanco
Densidad Relativa 1.06 g/cm?

Solubilidad Agua

e Aplicaciones: Industria cosmética y farmacéutica.

e Marcay lote empleado: BASF, Lote No. W028363
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B-4 Poloxamero 407

e Estructura:

CHs
0 O
H O OH
X y Z

e Nombre quimico: Oxirano, metil- polimero con oxirano
e Nombre comun: Poloxamero 407, Pluronic F-127
e CAS:9003-11-6

e Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion o Valor
Formula Molecular | C2HsO2(C3HsO)n(C2H40)n(C2H4O)n
Peso Molecular 12.600 g/mol
Estado Polvo
Color Blanco
Densidad Relativa 1.06 g/cm?®
Solubilidad Agua

e Aplicaciones: Industria cosmética y farmacéutica.

e Marcay lote empleado: Sigma, Lote No. BCCC7417
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B-5 Propilenglicol

e Estructura:

OH

OH
HsC

e Nombre quimico: Propano-1,2-diol
¢ Nombre comun: Propilen glicol, 1,2-propanodiol
e CAS: 57-55-6

e Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcion o Valor
Formula Molecular C3HsO2 (CHsCHOHCH20H)
Peso Molecular 76.09 g/mol
Estado Liquido
Color Incoloro
Densidad Relativa 1.0361 g/cm?
Punto de ebullicion 187.6°C
Coeficiente de particion -0.92
Solubilidad Agua, Etanol, Acetona

e Aplicaciones: Industria Alimenticia y Farmacéutica.

e Marcay lote empleado: BASF, Lote No. W028363
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B-6 Quitosano de alto peso molecular

e Estructura:

-

HO

e Nombre quimico: Quitina desacetilada, poli(D-glucosamina)

HO
7] (@)
) OH
0O
NH.
NH,

n

¢ Nombre comun: Quitosano, poliglosa, desacetilquitina

e CAS:9012-76-4

e Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcién o Valor
Formula Molecular Cs6H103N9O39
Peso Molecular | 310000-375000 Da
Estado Polvo
Color Amarillento
Densidad Relativa | 0.20- 0.38 g/cm3
Solubilidad Agua a pH acido

e Aplicaciones: Industria Alimenticia y Farmacéutica.

e Marcay lote empleado: Sigma, Lote No. BCCH4876
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B-7 Riolozatriona

e Estructura:

e Nombre quimico: (1R ,3S ,6S)-3-[(1S ,2S ,5S)-2,5-dimetil-3-0x0-2,4,5,6-

tetrahidro-1 H -pentaleno- 1-il]-3,7,7-trimetilbiciclo[4.1.0]heptano-2,4-diona.

e Nombre comun: Riolozatriona

e CAS: 77820-41-8

e Propiedades fisicas y quimicas:

Propiedad Descripcién o Valor
Formula Molecular C20H2603
Peso Molecular 314.4 g/mol
Estado Polvo
Color Blanquecino

Densidad Relativa

Solubilidad

Disolventes medianamente polares
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