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RESUMEN

El Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa debilitante que afecta a las células del
Sistema Nervioso Central que controlan el movimiento. Se caracteriza por un déficit de
dopamina en el organismo, el cual es provocado por una pérdida de las neuronas

dopaminérgicas situadas en la sustancia negra del cerebro.

El principal tratamiento para esta enfermedad es Levodopa, precursor de la dopamina, de
administracién oral fundamentalmente. Sin embargo, debido a los problemas que presenta este
farmaco en cuanto a su degradacidn a nivel periférico, el objetivo de este trabajo esta enfocado
en proponer una formulacién en forma de inserto en film, para su posterior administracion por

via intranasal.

Para ello, se buscd la composicién polimérica mas adecuada para elaborar un gel que servira de
soporte para obtener el film. Finalmente, se establecieron diferentes mezclas de
Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) y Pluronic F127, sobre los cuales se afiadieron Propilenglicol
y Chitosano. Se realizacién ensayos de morfologia, uniformidad de peso, uniformidad de
espesor, hinchamiento y mucoadhesividad. Tras seleccionar la formulacidn éptima, se incorporé
al gel una formulacion de liposomas, ya estudiado previamente. Finalmente, se llevaron a cabo
estudios de liberacién y permeacion in vitro con el fin de dilucidar el comportamiento de estos

sistemas.

Los estudios revelaron que la mejor proporcién de los componentes en la mezcla para obtener
insertos con caracteristicas adecuadas para administracién intranasal fue de 8 g de HPMC al 4%
p/p, 2 g de Pluronic F127 al 17% p/p, 2,2 g de Chitosano de alta viscosidad al 2% p/vy 0,8 g de
Propilenglicol. En cuanto a la incorporacion de los liposomas de Levodopa en los insertos, se
concluyd, en base al perfil obtenido, que el sistema proporciona una liberacion prolongada del
farmaco, por lo que podria ser una estrategia a seguir profundizando en ella como alternativa

en el tratamiento del Parkinson.
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1. INTRODUCCION

1.1. ENFERMEDAD DEL PARKINSON

El Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa debilitante que afecta a las células del
Sistema Nervioso Central que controlan el movimiento. Actualmente, constituye el trastorno
neuroldgico de mayor crecimiento en el mundo. Se caracteriza por un déficit de dopamina en el
organismo, el cual es provocado por una pérdida de las neuronas dopaminérgicas situadas en la
sustancia negra del cerebro. Esta establecido que la neurodegeneracién estd producida por la
acumulacién de proteinas llamada a-sinucleinas en el citoplasma de las neuronas, las cuales se

agregan conformado los conocidos cuerpos de Lewy (Kim et al., 2018; Richter et al., 2019)

No se conoce con certeza la etiologia de esta enfermedad, aunque se sugiere que su causa puede
ser multifactorial, donde se combinan factores genéticos, medioambientales y el envejecimiento
del organismo. La incidencia de la enfermedad aumenta a partir de los 60 afos, llegando a
afectar al 1% de la poblacidn de mds de 65 afios. Asi mismo, se trata de una enfermedad mas

comun en hombres que en mujeres.

Se caracteriza principalmente por sintomas motores como bradicinesia, temblor, rigidez
muscular, inestabilidad de la marcha o problemas de equilibrio y coordinacion, entre otros
(Richter et al.,, 2019). Estos sintomas motores aparecen cuando ya se han perdido
aproximadamente un 60% de neuronas dopaminérgicas y la cantidad de dopamina se ve
reducida un 80% (Morales-Bricefio et al., 2011). Sin embargo, esta enfermedad también conlleva
sintomas no motores como son el deterioro cognitivo, la disfuncidon autondmica, los trastornos

del suefio, la depresion y la hiposmia (Kim et al., 2018).

En cuanto al diagndstico de la enfermedad, éste es fundamentalmente clinico, ya que se basa
en un examen fisico para identificar los sintomas caracteristicos y en la historia del paciente
(McKenzie et al., 2018). En cuanto a los sintomas, se tiene que presentar la combinacién de

bradicinesia con, al menos, un sintoma mas (temblor en reposo, rigidez o inestabilidad postural).

El Parkinson es una enfermedad progresiva, variable en funcién de la persona. A lo largo del
trascurso de la enfermedad, se suceden diferentes fases, que van desde la afectacién de un solo
lado del cuerpo o una parte del mismo, donde el paciente aln es independiente, hasta llegar a
una afectacién severa de todo el organismo, convirtiéndose en una persona dependiente.

Actualmente, aun no existe cura para esta enfermedad.



1.2. DOPAMINA: FUNCION Y SINTESIS

La dopamina o (4-(2-aminoetil)benceno-1,2-diol) es el neurotransmisor principal encargado de
transmitir la informacion entre células del sistema nervioso. Pertenece al grupo de las
catecolaminas, las cuales son un conjunto de moléculas constituidas por un nucleo de catecol y

una cadena de etilamina o derivados (Bahema-Trujillo et al., 2000).

Esta molécula se sintetiza principalmente a partir del aminodacido L-tirosina mediante una ruta
metabdlica que se desarrolla en dos etapas sucesivas en el citosol de la neurona presinaptica
(Figura 1). La primera etapa de la ruta comienza con la L-tirosina sobre la que actua la enzima
tirosina hidroxilasa (TH), la cual se considera el principal regulador de la sintesis de dopamina
(Jamal et al., 2019), produciendo una hidroxilacidn sobre el carbono 3. Como resultado de esta
primera etapa se obtiene levodopa (L-dopa). Los cofactores necesarios para que esta reaccion
se lleve a cabo son tetrahidrobidoperterina, oxigeno (0,) y hierro (Fe?*). La segunda etapa
comienza con la L-dopa sobre la que actua la dopa descarboxilasa (DDC) produciéndose
finalmente dopamina. Para que se desarrolle esta etapa es necesaria la presencia como cofactor
del fosfato de piridoxal. Una vez se ha sintetizado la dopamina, ésta se almacena en vesiculas
cuyo interior es acido, a través del transportador de monoamina vesicular 2 (VMAT2), hasta que
se produzca su liberacion al espacio sinaptico el cual generalmente, se produce por exocitosis
debido a cambios en el potencial de membrana de la neurona. Esta liberacidn es dependiente

de Ca?*y actividad eléctrica (Klein et al., 2019).
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Figura 1. Sintesis de dopamina en la neurona presinaptica (modificado de Klein et al., 2019)



Este almacenamiento en vesiculas protege a la dopamina de ser metabolizada por enzimas como

la monoamino oxidasa-B (MAO-B) o catecol O-metiltransferasa (COMT).

En la hendidura sinaptica, los niveles de dopamina se encuentran regulados por dos
mecanismos: transmision fasica y tonica (Figura 2). La transmisidn fésica se caracteriza por la
liberacién de dopamina regulada por potenciales de accidén de la neurona presinaptica. La
transmisién tdnica consiste en la liberacidn de dopamina, la cual no depende de potenciales de
accion, sino que esta regulada por la actividad de otras neuronas, de manera que, mediante este

mecanismo la liberacidn es mas leve en comparacién con la liberacidn fasica (Klein et al., 2019).
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Figura 2. Mecanismos de transmision de la dopamina en la neurona presinaptica (modificado

de Klein et al., 2019)

Una vez que la dopamina se encuentra en la hendidura sindptica se puede unir tanto a los
receptores del terminal presindptico como postsindptico. Cuando se une al terminal
presindptico, la dopamina es recaptada a través del transportador de dopamina. Esto constituye
el principal de mecanismo de terminacién de la actividad de la dopamina en el espacio sinaptico,
siendo degradada por las enzimas MAO y COMT. En cambio, cuando se une al terminal
postsinaptico, la dopamina interacciona con receptores de dopamina. Estos receptores
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, de los cuales existen 5 tipos
gue se dividen en dos grupos: D;, donde se encuentran los subtipos D; y Ds, y D,, donde se
encuentran los subtipos D,, D3 y D4. Estos receptores se encuentran ampliamente distribuidos
por el SNC, asi como en vasos sanguineos, rifones, corazon, retina y glandulas suprarrenales.
Entre los dos grupos, existen diferencias en cuanto a la afinidad de dopamina por ellos, siendo

los del grupo D1 menos afines que los del grupo D,. Estos receptores estan implicados en una



gran cantidad de funciones como son actividad locomotora, cognicién, ingesta de alimento y
regulacién endocrina, entre otras (Missale et al., 2017). Asi mismo, también existen diferencias
en cuanto a su actividad. Los del grupo D1 se acoplan activamente a la adenilato ciclasa, por lo
que tienen una accion activadora de la formacién de AMPc, mientras que los del grupo D2 se
acoplan negativamente a la adenilato ciclasa, teniendo una accidon inhibidora (Rangel-Barajas et

al., 2015; Klein et al., 2019).

La neurodegeneracion, y, por tanto, la pérdida de dopamina, es debida a la formacion de los
cuerpos de Lewy, como se aprecia en la Figura 3. Estos se forman debido a la mutacién y
posterior acumulacion de la proteina a-sinucleina en la neurona presindptica. Se trata de una
proteina cerebral que se encuentra de manera abundante en las neuronas (Shastry, 2001; Wider
and Wszolek, 2008). Sin embargo, tras diversos estudios, no se conoce con certeza cdmo los
cuerpos de Lewy estdn relacionados con los bajos niveles de dopamina, asi como de otros

transmisores neuronales como la acetilcolina.

Figura 3. Cuerpos de Lewy (Osterhaus et al., 1997)

1.3. TRATAMIENTO

Como ya se comentd anteriormente, el Parkinson es una enfermedad que actualmente no tiene
cura. Por ello, los tratamientos que se utilizan tienen como objetivo mejorar la sintomatologia
de la enfermedad. Asi, se aconseja empezar el tratamiento tan pronto como la enfermedad sea
detectada, ajustandolo a la pérdida de dopamina sufrida, con el fin de tratar los sintomas de la

manera mds temprana posible.



1.3.1. TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO

El tratamiento no farmacoldgico se basa en terapias de rehabilitacion como son fisioterapia,
logopedia, psicologia, musicoterapia, hidroterapia, entre otras. Estas estan encaminadas a
facilitar el dia a dia del paciente, mejorando su autonomia. Diversos estudios demostraron que
la realizacién de ejercicio fisico ejerce una funcién de mejora importante en la funcién fisica

(Gazquez et al., 2018).

Como es de esperar, este tipo de tratamientos son Utiles utilizdndose de forma complementaria
a los tratamientos farmacoldgicos o quirdrgicos, ya que por si solos no mejoran la sintomatologia

del paciente. (Garcia y Cruz, 2007)
1.3.2. TRATAMIENTO QUIRURGICO

El tratamiento quirdrgico se basa principalmente en la estimulacidn cerebral profunda. Se trata
de una opcién muy util para mejorar la sintomatologia motora de los pacientes de Parkinson.
Este tipo de tratamiento esta siendo utilizado cada vez mas en el manejo de los pacientes con
Parkinson, estando indicado cuando el paciente ha sido sometido a un tratamiento
farmacoldgico y los sintomas motores no han respondido bien. Sin embargo, no todos los
pacientes pueden ser sometidos a este tipo de tratamiento ya que tienen que cumplir una serie
de criterios, entre ellos el tener una respuesta adecuada a la levodopa con una mejoria minima
del 30% en la escala motora entre los estados “off” (sin efecto del medicamento) y “on” (con

efecto del medicamento) (Amin and Alfonso, 2014).

El tratamiento consiste en colocar unos electrodos en diversas zonas conocidas como blancos
terapéuticos. Los blancos terapéuticos mas habituales son el ndcleo subtalamico, globo palido
interno y nucleo ventrolateral del tdlamo. El nucleo subtaldmico es considerado el principal
blanco terapéutico ya que al estimularlo se obtienen beneficios en la funcion motora, asi como
una reduccidon de tratamiento farmacolégico con antiparkinsonianos postoperatorios. La
estimulacién del nucleo ventrolateral del tdlamo supone una mejora de los efectos discinéticos
mientras que la estimulacién del globo palido interno supone una reduccién del temblor (Guridi

et al,, 2014).
1.3.3. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

El tratamiento farmacolégico es el mas importante para tratar la enfermedad del Parkinson. El
principal objetivo se centra en aumentar los niveles de dopamina intentando reestablecer sus
niveles normales en el cerebro. Este tipo de tratamiento se debe iniciar una vez que el paciente

experimente algun tipo de deterioro en sus funciones. La dopamina no se puede administrar
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directamente, ya que no es capaz de atravesar la BHE debido a su elevada hidrofilia. Ademas,
no existe ningln transportador especifico en dicha barrera capaz de facilitar el paso de
dopamina. Es por ello que se han venido desarrollando farmacos alternativos a la administracion

de dopamina.

A la hora de seleccionar el tratamiento inicial se deben tener en cuenta factores como los
sintomas, la edad o trastornos asociados, con el fin de seleccionar el tratamiento mas eficaz. En
muchas ocasiones, se utilizan combinaciones de farmacos para tener asi un mayor control sobre

los sintomas.
Actualmente existe una amplia variedad de farmacos utilizados en el Parkinson. Estos son:

o Levodopa (L-dopa): se trata del farmaco mas eficaz y mejor tolerado para el tratamiento
de esta enfermedad, el cual supuso una revolucién hace mas de 50 afios. Es
especialmente eficaz para el tratamiento de los sintomas motores, como son
bradicinesia y rigidez. Se trata de un precursor de la dopamina (Figura 4), que se forma
por oxidacion enzimatica a partir de tirosina. Se administra como tal y no directamente
dopamina porque, como se ha referido anteriormente, la dopamina no es capaz de
atravesar la BHE, a diferencia de la L-dopa. Una vez en el cerebro, L-dopa se convertira
en dopamina por descarboxilacién por la L-aminodcido descarboxilasa periférica

(AADC), en este caso, la L-dopa descarboxilasa.

HO
OH

NH,
HO

Figura 4. Estructura quimica de la Levodopa (Drugbank)

Sin embargo, uno de los inconvenientes de L-dopa es su corta semivida bioldgica. Por
ello, las preparaciones actuales incluyen inhibidores de la L-dopa descarboxilasa, como
son Carbidopa o Benserazida, para prevenir el metabolismo periférico de la dopaminay
mejorar su biodisponibilidad (Kim et al., 2018). A pesar de ser muy utilizado, se trata de
un fadrmaco con una gran cantidad de reacciones adversas. Las mas leves que produce
son nduseas, vomitos e hipotension, reduciéndose de forma importante con la

combinacion Levodopa/Carbidopa.



Cuando se lleva a cabo un uso crénico de L-dopa, empiezan a aparecer fluctuaciones en
la respuesta motriz debido a una disminucidon a la respuesta del farmaco en el
organismo. Es entonces cuando empiezan a aparecer una serie de fendmenos
caracteristicos como son el fendmeno “on-off”, “wearing off” y acinesia al despertar. El
fendmeno “on-off” es la fluctuacion mas frecuente y consiste en que el paciente
experimenta periodos “on” donde el farmaco esté ejerciendo su accién, y, por tanto, el
paciente presenta una funcién motora normal, y periodos “off”, los cuales aparecen
antes de la siguiente dosis de L-dopa; en éstos el paciente si que experimenta sintomas
parkinsonianos (Lewitt, 2015). El fendmeno “wearing-off”, también conocido como
deterioro de la dosis o efecto de debilitamiento, consiste en una reduccion paulatina del
efecto de cada dosis de L-dopa, es decir, que los sintomas parkinsonianos aparecen
antes de que la siguiente dosis sea administrada. Por ultimo, el fendémeno de acinesia al
despertar consiste en la incapacidad o dificultad de realizar un movimiento preciso
cuando el paciente se despierta. Por tanto, aunque L-dopa produzca una rdpida mejoria
de los sintomas del Parkinson, estas complicaciones secundarias al tratamiento se
deben seguir de cerca para intentar en la medida de lo posible que no afecten al
paciente (Palhagen et al., 2016).

Inhibidores de la monoamino oxidasa-B (IMAO): la enzima monoamino oxidasa-B
(MAO-B) se encarga de la desaminacidn oxidativa de neurotransmisores monoaminas
tales como dopamina, serotonina y noradrenalina. La oxidacion a través de esta enzima,
junto con la recaptacion por parte de las neuronas presinapticas suponen uno de los
principales mecanismos de eliminacion de la dopamina (Kim et al., 2018). Al inhibir a
esta enzima, lo que se consigue es que los niveles de dopamina en el espacio sinaptico
aumenten también. Se trata de una inhibicion reversible (Youdim et al., 2006). Diversos
estudios han demostrado que la utilizacidn de estos farmacos en etapas tempranas del
Parkinson retrasa la necesidad del tratamiento con L-dopa hasta un afio. También se
pueden administrar conjuntamente con L-dopa, aumentando y prologando la respuesta
de ésta y disminuyendo sus efectos secundarios, como son nauseas, hipotension
ortostatica e insomnio. En este grupo se encuentran farmacos como Selegilina,
Rasalgina y Safinamida (Riederer et al., 2004).

Inhibidores de la Catecol O-metiltransferasa (ICOMT): al igual que el grupo comentado
anteriormente, los inhibidores de la Catecol O-metiltransferasa también inhiben la
degradaciéon de monoaminas como son la dopamina, serotonina y noradrenalina. El
efecto es el mismo que el anterior, aumentar los niveles de dopamina. Este grupo de

farmacos tiene como objetivo principal el incremento de la duracién del efecto de la
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dosis de L-dopa, y por tanto, reducir el periodo “off” de los pacientes (Deane et al.,
2009). Por ello, se trata de terapias coadyuvantes al tratamiento con L-dopa,
previniendo asi su metabolismo y mejorar su biodisponibilidad. Aqui se engloban
farmacos como Entacapona, Tolcapona y Opicapona.

Agonistas de la dopamina: se trata de fadrmacos que van a actuar sobre los receptores
de la dopamina, principalmente sobre los D2, ejerciendo una accidn similar a la de la
dopamina. Este grupo se puede dividir en dos: los derivados ergdticos y los no ergéticos.
Los derivados ergoéticos actualmente ya no se utilizan tanto debido a que estos producen
una serie de reacciones adversas tales como fibrosis pleuropulmonar y fibrosis valvular
cardiaca. Entre ellos cabe destacar algunos ejemplos como Cabergolina y Bromocriptina.
En el grupo de los no ergéticos se incluyen una serie de compuestos los cuales han sido
desprovistos de estas reacciones adversas, por lo que son farmacos mas seguros.
Algunos de ellos son Apomorfina, Rotigotina, Pramipexol, Ropinirol y Piribedil. Estos
farmacos se pueden administrar solos o en combinacidn con L-dopa, reduciendo asi sus
efectos secundarios. Una gran ventaja de este grupo de farmacos es que tienen una vida
media mas larga que L-dopa, lo que les convierte en un gran candidato como
tratamiento complementario en pacientes con fluctuaciones motoras (Kim et al., 2018).
Sus reacciones adversas mas comunes son respuestas psicoticas, discinesias, nauseas y
vomitos.

Enla Figura 5 se recoge a modo de esquema, el nivel al que actuan los diferentes grupos

farmacoldgicos empleados en el tratamiento de esta patologia.
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e Anticolinérgicos: este grupo de farmacos eran el principal tratamiento de la
enfermedad del Parkinson hasta la introduccion de L-dopa. Se trata de farmacos
antagonistas del receptor muscarinico. La degeneracién de sustancia negra en el
cerebro provoca una disminucion de la cantidad de dopamina, y esto a su vez conlleva
un desequilibrio entre las vias colinérgicas y dopaminérgicas (Brocks, 1999). Estos
farmacos lo que hacen es intentar controlar las vias colinérgicas. Sus efectos
antiparkinsonianos son débiles, ayudan sobre todo a controlar el temblor y la rigidez,
siendo sus principales efectos secundarios la sequedad de boca, estrefimiento,
retencion urinaria, vision borrosa, etc.

e Amantadina: se trata de un fdrmaco antiviral que se utiliza en el tratamiento
sintomatico del virus de la influenza (virus de la gripe), especialmente en pacientes de
alto riesgo donde la vacunacién no estd indicada. Su mecanismo antiparkinsoniano es
confuso. Los posibles mecanismos incluyen tanto las vias colinérgicas como las vias
dopaminérgicas, aumentando la sintesis y la liberacidn o inhibiendo la recaptacién de
dopamina (Brocks, 1999). Se trata de un principio activo controvertido, ya que tiene
facilidad de ajuste de dosis y sus reacciones adversas son escasas (manchas en la piel,
visién borrosa, edema). Sin embargo, después de varios meses la eficacia de la
amantadina desaparece. Actualmente, es el Unico tratamiento disponible para la

disquinesia producida por la L-dopa (Kim et al., 2018).

1.4. VIAS DE ADMINISTRACION DE LEVODOPA

1.4.1. ViA ORAL

Tradicionalmente la L-dopa se administra por via oral. Sin embargo, este farmaco presenta un
metabolismo presistémico importante debido a la accion de la L-aminodcido descarboxilasa,
consiguiendo que tan sélo un 30% de la dosis administrada alcance la circulacién sistémica. Esto

supone un problema importante ya que la biodisponibilidad de la L-dopa es de por si baja.

Como solucién, los preparados orales de L-dopa se administran junto con inhibidores de la L-
aminodcido descarboxilasa con lo que se consigue una biodisponibilidad oral tres veces mayor y
ademds, se consigue reducir la dosis efectiva y la gravedad de los efectos secundarios (Contin

and Martinelli, 2010).

Las fluctuaciones motoras que se producen como consecuencia del uso de L-dopa se deben
principalmente a que es administrada por via oral y es administrada a elevadas dosis. Para

conseguir la reversion de los sintomas del Parkinson es necesario alcanzar unas determinadas
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concentraciones en sangre (Lewitt, 2015). Por ello, se estan investigando nuevas formas de

administracion.
1.4.2. ViA INTRAVENOSA

Aunque la administracion oral de L-dopa sigue siendo de eleccidn, la via intravenosa posee una
serie de ventajas. Mediante este tipo de administracidn, es posible conocer con mayor exactitud
la concentracion que alcanza L-dopa en sangre ya que los medicamentos administrados por via
oral tienen caracteristicas de absorcion diferentes y variables en funcion del paciente. Ademas,
esta via también permite mantener constantes las concentraciones en el cerebro, lo que es util
para determinados estudios (Siddiqi et al., 2016). Ademas, al mantener concentraciones mas
constantes que por via oral, también se esta disminuyendo el fendmeno “on-off”. Sin embargo,

se trata de una via menos cémoda para el paciente a la hora de administrar la medicacién.
1.4.3. ViA INTRANASAL

La via intranasal es la forma mas simple y directa de administrar farmacos cuyo punto final es el
cerebro. Se trata de una via de facil administracién, de accidn rapida, segura, no invasiva,
observandose concentraciones y efectos elevados en el SNC en tiempos pocos mayores de una
hora. Su elevada efectividad se debe a que es una zona altamente vascularizada con una gran
superficie de absorcidn, en la cual se produce un transporte directo de farmacos a la circulacién
sanguinea, evitando asi el metabolismo de primer paso hepdtico, y por tanto, mejorando su
biodisponibilidad (Battaglia et al., 2018; Miller and Borgman, 1985). Mediante esta via se pueden
administrar de manera efectiva desde macromoléculas hasta moléculas de bajo peso molecular,

las cuales son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica por diferentes mecanismos.

En comparacién con otras vias, esta presenta una serie de ventajas. Entre ellas se encuentran:
el agente terapéutico no tiene que sufrir ninguna modificacién para ser administrado hacia el
cerebro; mejora el cumplimiento por parte del paciente ya que permite la automedicacidn al ser
una via sencilla; se trata de una alternativa a la via parentera, especialmente para la

administracidn de proteinas, péptidos, o incluso células madre (Pardeshi and Belgamwar, 2013).

Sin embargo, también presenta inconvenientes. Se trata de una via en la que existe una gran
variabilidad en la concentracién alcanzable en las diferentes regiones del cerebro y se puede
producir aclaramiento mucociliar. Ademas, un uso continuado de esta via puede ocasionar
danos en la mucosa, provocando una variabilidad en la absorcidn. Situaciones patoldgicas como

la congestidn nasal puede interferir en la administracion de medicamentos.
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En cuanto a las formulaciones empleadas en esta via, existe una gran variedad. Todas ellas deben
compartir las caracteristicas de la mucosa nasal; por tanto, deben ser isotdnicas y ligeramente
tamponadas para mantener un pH de 5.5 a 6.5. Tradicionalmente, esta via se ha empleado con
fines locales, empleandose para ello sprays, soluciones, suspensiones, emulsiones, geles, gotas,
polvos, entre otras. Algunos ejemplos de farmacos administrados por esta via para ejercer un

efecto local son descongestivos y opioides (Paredes Mogollo, 2015).

Sin embargo, actualmente, se busca el efecto sistémico en la administracién de farmacos por
esta via. La principal estrategia para conseguir este efecto son las nanoparticulas. Estas
encapsulan al farmaco, protegiéndolo de la degradacién tanto biolégica como quimica que
pueda sufrir en su transporte hacia el cerebro. Con esto se consigue una mejora de la
biodisponibilidad en el cerebro del farmaco administrado. Ademds, debido a su pequefio
tamafio, el area superficial es mayor, lo que implica una liberacién y un transporte mds rdpido
(Mistry et al., 2009). Estos sistemas pueden ser nano o microemulsiones, nanotrasportadores
micelares, nanoparticulas lipidicas sdlidas, chitosano, superficie de lecitina, ciclodextrinas,
polietilenglicol, entre otras. En la Tabla 1 se exponen algunos ejemplos de fdrmacos y su sistema

nanoparticular empleados en esta via.

SISTEMA DE ; ;
i FARMACO PATOLOGIA REFERENCIA
ADMINISTRACION
Nanoparticulas Esquizofrenia/Trastorno
Risperidona (Patel et al., 2011)
lipidicas sdlidas bipolar

Esquizofrenia/Trastorno

Nanoemulsidn Olanzapina (Kumar et al., 2008)
bipolar
Ciclodextrinas Estradiol Alzheimer (Wang et al., 2006)
Chitosano Ropinirol Parkinson (Khan et al., 2010)
Nanotransportadores
Zolmitriptan Migrana (Jain et al., 2010)
micelares

Tabla 1. Farmacos y sistemas de administracion empleados en la via intranasal con efectos
sistémicos.
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2. OBIJETIVOS

La administracién de Levodopa sigue siendo el principal tratamiento de la enfermedad del
Parkinson. En base a las limitaciones que presenta este farmaco para su administracion
sistémica, ya expuestas anteriormente, se plantea direccionar la investigacion hacia la via
intranasal. Por esta via, mediante aplicacion local, se consigue un efecto sistémico del farmaco,

actuando de forma rdpida, eficaz y sin sufrir degradaciones hasta llegar al cerebro.

Basandose en los antecedentes expuestos en la seccidén anterior, el primer objetivo planteado
en el presenta trabajo estd encaminado a buscar la formulacién mds adecuada para la
elaboracion de insertos intranasales capaces de liberar el farmaco de manera prolongada,
seleccionandose aquella con la que se consigan insertos con propiedades adecuadas en aspectos
de hinchamiento y potencial adherencia a la mucosa nasal. También se valoraran aspectos como

la morfologia, el espesor y la uniformidad de peso.

Una vez seleccionada la composicion del inserto, se plantea como segundo objetivo valorar la
capacidad de liberacidn de Levodopa de los insertos mediante tres formas distintas de
incorporar el farmaco en la formulacion. Se estudiard la incorporacién del fdrmaco en liposomas,
con el fin de protegerlo y proporcionar una liberacidn prolongada, o incorporarla directamente
a la formulacion. Ademads, también se valora la influencia de la adicién al farmaco de HP-

ciclodextrina, formando complejos, con el fin de determinar este efecto sobre la estabilidad.

3. METODOLOGIA

3.1. COMPOSICION DEL GEL

Basandose en estudios previos, la seleccidn que se hizo finalmente de los componentes del gel
fueron HPMC, Chitosano y Pluronic F127. Tanto Chitosano como Pluronic poseen capacidad
mucoadhesiva, lo cual es una ventaja para la via intranasal. El HPMC se incluyd, principalmente,
como agente gelificante para aumentar la consistencia de los insertos, aunque también tiene

cierta capacidad mucoadhesiva.

La seleccién de la proporcidn de los geles en la muestra se inicié con distintas mezclas de HPMC
y Pluronic recogidas en la Tabla 2 debido a que son los dos geles mas viscosos de la mezcla. Se
buscaba determinar la mejor proporcion a la cual estos geles se interpusieran perfectamente y
no se produjera una separacion. Para ello, se elaboraron HPMC 5% p/p y Pluronic 17% p/p,

ambos en agua destilada.
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HPMC (%) PLURONIC (%)

20 80
30 70
40 60
50 50
60 40
70 30
80 20

Tabla 2. Proporciones de HPMC y Pluronic estudiadas para la elaboracion del gel.

Las mezclas de HPMC/Pluronic tuvieron un peso final de 10 gramos. Una vez elaboradas, se
agitaron durante tres horas y posteriormente se secaron en la estufa a 38 °C durante 24-48

horas.

Sin embargo, tras observar que los films resultantes eran demasiados rigidos, se procedié a
incluir en la formulacién un plastificante con el fin de que aportara al inserto una mayor
flexibilidad. Se probaron dos plastificantes diferentes, Glicerina y Propilenglicol. Basandonos en
estudios anteriores, se afiadieron en exceso a la formulacién previamente preparada en
cantidades de 0,8 y 1 g. Finalmente, se decidid que el plastificante que se iba a emplear era la

Glicerina en una cantidad de 0,8 g.

Una vez obtenidos los resultados de estos estudios, la mezclas que se obtuvieron no tenian unos
resultados adecuados, por lo que se procedid a bajar la concentracidon del HPMC. En este caso
se probaron concentraciones de HPMC de 4 y 4,5% p/p con diferentes proporciones de mezcla

reflejadas en las tablas 3 y 4.

HPMC PLURONIC GLICERINA HPMC PLURONIC GLICERINA
(%) (%) (g) (%) (%) (g)
80 20 0,8 80 20 0,8
70 30 0,8 70 30 0,8
60 40 0,8 60 40 0,8
Tabla 3. Proporciones de la mezcla con Tabla 4. Proporciones de la mezcla con
HPMC al 4,5% p/p HPMC al 4% p/p
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Para garantizar la mucoadhesividad de los insertos se afadié Chitosano a diferentes
concentraciones, concretamente 1y 2% p/v. Sin embargo, para la disolucion de este compuesto
es necesaria la presencia 4cido acético, por lo que la cantidad de éste en la composicion total
del inserto debe ser minima. Tras estudios previos, se determind que la cantidad de Chitosano

que se afiadio al gel seria de 2,2 g (en exceso).

Como resumen, la cantidad total de gel serd de 8 g de HPMC, 2 g de Pluronic, 0,8 g de

Propilenglicol y 2,2 g Pluronic, siendo el total de 13 gramos (Figura 6).

HPMC PLURONIC
4/4,5% plip 17% plp PROPILENGLICOL

CHITOSANO
1/2% piv

29 0,89

8g | I ; - . 2,29

Peso final = 13g

Figura 6. Composicion final del gel
3.2. DISENO EXPERIMENTAL PARA LA ELABORACION DEL GEL

Una vez seleccionada la proporcién de los componentes, se planteaban una serie de variables
en la composicion del gel las cuales influirian en sus caracteristicas finales. Para estudiar estas
variables, se aplicd un disefio experimental al estudio de la composicion del gel, estudiando la
influencia de las distintas variables en ciertas caracteristicas de la formulacidn, con el fin de

obtener aquella con las mejores caracteristicas para una posterior administracion intranasal.

Para ello, se realizé una fase de cribado, en la cual se pretende discriminar entre un nimero
determinado de variables y niveles, aquellos que ejercen una influencia estadisticamente
significativa sobre las respuestas en evaluacion. En concreto, se estudia el efecto que tiene el
cambio en los niveles de cada variable sobre cada respuesta considerada. En el presente trabajo
se ha desarrollado un estudio en el que se intenta poner de manifiesto la influencia que ejercen

variables sobre las caracteristicas de la formulacién.

Para la etapa de cribado, se seleccioné una matriz ortogonal Lis de Taguchi que correspondia a
un disefio factorial 2>, Para este estudio, los factores y los niveles quedan recogidos en la Tabla

5.
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VARIABLES NIVEL INFERIOR NIVEL SUPERIOR

Variable 1: Concentracién de HPMC 4% p/p 4,5% p/p
Variable 2: Tipo de Chitosano Media viscosidad Alta viscosidad
Variable 3: Concentracion de Chitosano 1% p/v 2% p/v
Variable 4: Adicion del Chitosano Junto con el HPMC Al final
Variable 5: Tipo de plastificante Glicerina Propilenglicol

Tabla 5. Variables seleccionadas en el estudio y sus niveles.

El resultado tras combinar las variables seleccionadas en dos niveles diferentes fueron dieciséis
experimentos, los cuales quedan recogidos en la Tabla 6. Todos los experimentos se realizaron

por duplicado con el fin de estimar la variabilidad de los datos y, por lo tanto, los valores de

error.
. CO:::nngr?’Cién de Ti.po de Co[1centraci6n de Adi-cién del Tip.»? de
(%p/p) Chitosano = Chitosano (%p/v) Chitosano Plastificante
1 4 HV 1 B GL
2 4 HV 1 A PG
3 4 HV 2 B PG
4 4 HV 2 A GL
5 4 MV 1 B PG
6 4 MV 1 A GL
7 4 MV 2 B GL
8 4 MV 2 A PG
9 4.5 HV 1 B PG
10 4.5 HV 1 A GL
11 4.5 HV 2 B GL
12 4.5 HV 2 A PG
13 4.5 MV 1 B GL
14 4.5 MV 1 A PG
15 4.5 MV 2 B PG
16 4.5 MV 2 A GL

Tabla 6. Matriz ortogonal de Taguchi L;¢ utilizada en este estudio. (HV: alta viscosidad. MV:

media viscosidad. A: al final. B: junto con el HPMC. GL: glicerina. PG: propilenglicol)
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Para evaluar los resultados obtenidos, las muestras resultantes se sometieron a ensayos de
uniformidad de espesor, hinchamiento y mucoadhesividad, asi como una caracterizacion
morfoldgica. En la evaluacion de estos resultados se emplearon el analisis de la varianza
(ANOVA) y el analisis de las medias (ANOM) para determinar qué factores ejercian una influencia

estadisticamente significativa sobre las respuestas en evaluacion.

Para llevar a cabo la optimizacidn de las distintas respuestas, se establecié como criterio el deseo

de maximizar o minimizar cada una de ellas (Tabla 7).

RESPUESTA OBIJETIVO
Espesor Minimizar
Hinchamiento Minimizar
Mucoadhesividad Maximizar

Tabla 7. Objetivo para cada respuesta estudiada.

Tras el estudio de las variables, se determinaron aquellas que tenian una mayor influencia en la
formulacién. Con este estudio, se determinaron las caracteristicas éptimas que debia tener la

formulacion.
3.2.1. ENSAYOS

Tras la obtencién de los insertos con diferentes composiciones, se procedio a realizar diversos
ensayos con el fin de seleccionar la formulacién que presentard mejores caracteristicas. Para
ello, los 16 lotes se cortaron en insertos de 1 cm?. Los ensayos que se realizaron fueron los que

se explican a continuacion.

e Ensayo de uniformidad de peso: se realizé pesando individuamente 6 insertos de cada
lote. Se calculé la desviacion estandar (SD) y la desviacidn estandar relativa (RSD).

e Ensayo de espesor: se realizé midiendo el espesor de 6 insertos de cada lote. Se calculd
la media, desviacion estandar (SD) y la desviacidn estandar relativa (RSD).

e Ensayo de hinchamiento: se realizé pesando un inserto en un pesamuestras al que se
le aflade 1 mL de fluido nasal artificial (SNF), el cual estd compuesto por 5mg/mL NaCl,
0,32 mg/mL CaCl>:2H,0 y 1,29 mg/mL KCl ajustado a pH 6,2 (Paul et al., 2018). Cada
media hora y durante 6 horas se retira el exceso de medio y se pesa el inserto. El ensayo
se realizd por triplicado. Con los datos obtenidos se calculé la ratio de hinchamiento

(SR). De acuerdo con Grimaudo et al., 2018 (Figura 6).
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Pt — Pi
SR=——x100
Pi

Figura 6. Ecuacion del ratio de hinchamiento (Pt: peso final del inserto; Pi: peso

inicial del inserto)

e Ensayo de mucoadhesividad: para la realizacion de este ensayo se elabord, en primer
lugar, una solucion caliente de agar/mucina al 1 y 2% p/p respectivamente en buffer
fosfato pH 6, de la cual se depositaron 15,9 g en placas de Petri de vidrio de 9 cm de
diametro. Se dejaron que gelificaran a 4-8 °C durante 3 horas. Una vez gelificadas, se
dejan equilibrar en condiciones de 22 °Cy 79% de humedad relativa. Para ello, se utiliza
una solucion de cloruro de amonio saturada en una camara (Bertram and Bodmeier,
2006).

Este ensayo se llevo a cabo uniendo la placa de Petri al aparato de disgregacién de
comprimidos (JP Xll), de forma vertical, de manera que la placa experimente un
movimiento ascendente y descendente, sumergiéndose en buffer fosfato ajustado a pH
7,4 cuando desciende. El inserto se colocd en la parte superior de la placa de manera
que cada vez que desciende la placa se humedece con el buffer fosfato (Nakamura et
al., 1996) (Figura 7). Asi, el inserto por gravedad se va a ir desplazando por la placa. Se
midié el desplazamiento del inserto por la placa en intervalos de 1 hora durante 4 horas.

El potencial de adhesidn es inversamente proporcional al desplazamiento del inserto.

]

illsertn

placa de Petri con agar/mucina

huffer fosfato pH 7.4

w— aparato de disgregacion

Figura 7. Equipo para la elaboracion del ensayo de mucoadhesividad (modificado de

Nakamura et al., 1996).

3.3. PREPARACION DE INSERTOS CON LEVODOPA

Una vez seleccionado el inserto, segin su composicién, para los siguientes ensayos se afiadio el
farmaco. Como se refirié anteriormente, se incorpord L-dopa, la cual se adiciond junto con acido

ascorbico como antioxidante, ya que estudios anteriores han demostrado que L-dopa aumenta
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mucho la estabilidad en su presencia. De la misma forma, y con el mismo fin se anadié HPB

ciclodextrina.

Para ello, se prepararon 3 lotes de geles cuya composicion se refleja en la Tabla 10. En los

siguientes puntos se explica cdmo se elaboraron dichos geles.

Gel 1 Lotes L1y L2 formados por liposomas que contienen L-dopa, AAy HPBCD
Gel 2 Lote L3 formado por L-dopa, AAy HPBCD

Gel 3 Lote L4 formado por L-dopa y AA

Tabla 10. Composicion de los geles

3.3.1. ENCAPSULACION DE LEVODOPA EN LIPOSOMAS E INCORPORACION
EN ELGEL1

En primer lugar, se procedid a elaborar los liposomas, cuya composicién ha sido previamente
optimizada. Para la elaboracién de la pelicula, fueron necesarios 3,7 mg de DPPC, 1,53 mg de
CHEMS y 0,25 mg de DCP. Todo ello se pesd en un matraz de fondo redondo y se disolvié en 8
mL de cloroformo, evaporandose el solvente en un rotavapor (Biichi R-210) con bafio
termostatizado a 42 °C (Bichi B-491) y vacio. Una vez formada la pelicula, se dejé en el

desecador durante 24 horas. El ensayo se realizé por duplicado.

Posteriormente, se prepard la fase acuosa. Esta estaba compuesta por 0,045 mmoles de
levodopa, 3,41x10°% mmoles de acido ascérbico y 0,045 mmoles de HPBCD los cuales se

disolvieron en 3 mL de Hepes ajustado a pH 6,2. Se realizaron dos fases acuosas iguales.

Una vez que se prepararon las dos etapas anteriores, se procedié a la formacion de los
liposomas, que consistio en introducir la fase acuosa (3 mL) en el matraz de fondo redondo y
someterlo a 5 ciclos sucesivos que consistieron en 1 minuto de vortex seguido de 5 minutos
dentro de un bafio termostatizado a 42 °C. Asi se obtuvieron los dos lotes iguales de liposomas,

L1y L2.

A continuacién, se introdujeron los lotes L1 y L2 en la centrifuga durante media hora a 10.000
rom a 4 °C. Concluido este tiempo, se procedid a desechar el sobrenadante y resuspender el

precipitado en 500 plL de Hepes pH 6,2.

Los dos volumenes que se obtuvieron respectivamente de cada lote se unificaron y este volumen
se incorpord al gel mediante agitacion con el fin que se interpusieran perfectamente los

liposomas en los componentes del mismo. De esta forma se obtuvo el gel 1.
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El gel se extendid sobre una placa de Petri y se seco en la estufa durante 24-48 horas a 38 °C.

Finalizado el proceso, se cortaron en insertos de 1 cm?.
3.3.2. INCORPORACION DE LEVODOPA EN LOS GELES 2y 3

La incorporacién en el gel 2 se llevd a cabo de la siguiente manera. Se pesaron en un eppendorf
0,045 mmoles de levodopa, 3,41x10°* mmoles de acido ascérbico y 0,045 mmoles de HPBCD los
cuales se disolvieron en 500 pL de Hepes pH 6,2. Una vez disueltos, se incorporaron al gel

mediante agitacion.

Para la incorporacién en el gel 3 se pesaron en un eppendorf 0,045 mmoles de levodopa y
3,41x10° mmoles de &cido ascérbico. A continuacidn, se disolvieron en 500 pL de Hepes pH 6,2.

Estos, se incorporaron al gel mediante agitacion.

Una vez incorporada la levodopa en ambos geles, estos se extendieron en placas de Petri de
vidro individuales y se secaron en la estufa a 38 °C durante 24-48 horas. Por ultimo, una vez

secos los geles, se cortaron en insertos individuales de 1 cm?.

3.4. CUANTIFICACION DE LEVODOPA EN INSERTOS MEDIANTE
HPLC

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se ha convertido en el principal método para
la separacién de especies quimicas estrechamente relacionadas entre si, ademas de permitir
realizar una identificacion cualitativa (tiempo de retencién) y una identificacidon cuantitativa

(dreas de los picos) de las especies separadas (Femenia-Font et al., 2005).

La cuantificacidn de L-dopa mediante HPLC (Lachrom Hitachi HPLC System Manager) se realizd
utilizando una columna Cyg (ZORBAX SB-C18 150mm x 4,6 mm, 3,5 um) con una longitud de onda
de 280 nm. La fase movil estuvo constituida por tampdn fosfato y metanol en proporcién 50:50.
El tampdn fosfato estaba constituido por potasio dihidrégeno ortofosfato 10 mM ajustado a pH
2,5. La velocidad de flujo se fijé en 1 mL/min y la temperatura a 25 °C. El volumen de inyeccion

fue de 20 pL.

Se realizé el estudio colocando los insertos anteriormente obtenidos en un vial con 10 mL de
fase movil, con el fin de destruir el inserto y cuantificar la cantidad de L-dopa por inserto. Para
ello, fue necesario agitacién con el vortex y el bafio de ultrasonido. Esta etapa fue realizada por

duplicado.
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Una vez disueltos los insertos en la fase mévil, se filtraron con filtros de 0,45 pum y se prepararon

en viales para su cuantificacién.

Ademas, se elaboraron dos estandares. El primero de ellos (estandar 1) estaba compuesto por
0,050 mmoles de L-dopa, 0,011 mmoles de acido ascérbico y 0,15 moles d HPBCD disueltos en
10 mL de fase movil. El segundo (estandar 2) estaba formado por 0,050 mmoles de L-dopa, 0,011

y mmoles de acido ascorbico disueltos en 10 mL de fase movil.
3.5. ESTUDIO DE PERMEACION IN VITRO

El estudio de permeacion se llevé a cabo en celdas de Franz depositando un inserto de cada gel
en membranas de celulosa. Ademas, se colocaron dos estandares, uno de ello compuesto por
0,045 mmoles de levodopa, 3,41x103 mmoles de acido ascérbico y 0,045 mmoles de HPBCD
disueltos en 3 mL de Hepes pH 6,2, y el otro compuesto por 0,045 mmoles de levodopa vy
3,41x10° mmoles de &cido ascérbico disueltos en 3 mL de Hepes pH 6,2. Ademas, también se

elabord una muestra que contenia los liposomas anteriormente elaborados.

El compartimento receptor estaba compuesto por una solucidon de tampdn Hepes pH 6,2 para
simular el medio fisioldgico de la cavidad nasal. El ensayo se realizé a una temperatura de 36-37
°C. el ensayo tuvo una duracién de 24 horas, durante las cuales se extrajeron muestras de 500
uL en los minutos 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300, 360 y 24 horas. Una vez extraidas las
muestras, el volumen extraido se reemplazaba con 500 uL de Hepes pH 6,2 con el fin de
mantener constante el volumen inicial. Ademds, en el compartimento donador se fueron
inyectando 500 uL de SNF tras cada toma de muestra para mantener la humectacion del inserto
durante todo el ensayo. Las pruebas se realizaron por duplicado. El contenido de levodopa de

las muestras extraidas se cuantificé por HPLC.

4. RESULTADOS

4.1. SELECCION DE LAS CARACTERISTICAS DEL GEL

Como se describié anteriormente, se comenzé con la seleccion de la proporciéon de
HPMC:Pluronic. EIl HPMC se trata de un polimero que ha sido ampliamente utilizado en la
elaboracion de insertos debido a su capacidad para aumentar la consistencia de estos, asi como
por su capacidad bioadhesiva. El Pluronic es otro polimero que ha sido elegido como
componente del gel debido a su capacidad de gelificacion a temperaturas fisioldgicas y su

capacidad mucoadhesiva (Schmolka, 1991).
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Una vez elaborados los geles de HPMC y Pluronic al 5% y 17% p/p respectivamente, se procedié
a mezclarlos en diferentes proporciones anteriormente explicadas en la Tabla 2. Se estudio cada
una de estas combinaciones fue estudiada con el fin de determinar cual era la que ofrecia

mejores propiedades. Las placas que se obtuvieron tras extender los diferentes geles se

muestras en la Figura 8.

Figura 8. Imagenes obtenidas tras la mezcla de las distintas proporciones de geles. A) 20%
HPMC, 80% Pluronic + 0,8 g Glicerina; B) 30% HPMC, 70% Pluronic + 0,8 g Glicerina; C) 40%
HPMC, 60% Pluronic + 0,8 g Glicerina; D) 50% HPMC, 50% Pluronic + 0,8 g Glicerina; E) 60%
HPMC, 40% Pluronic + 0,8 g Glicerina; F) 70% HPMC, 30% Pluronic + 0,8 g Glicerina; G) 80%
HPMC, 20% Pluronic + 0,8 g Glicerina
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Se observé que bajas concentraciones de HPMC no dan una consistencia adecuada al gel. Cuanto
mayor sea la proporcién de HPMC en la mezcla, mejor consistencia tiene el gel, y, por tanto,
mejores caracteristicas para el inserto intranasal. Siguiendo estos resultados, las mezclas con

una proporcion menor al 60% de HPMC fueron descartadas.

Sin embargo, una concentracion del 5% p/p de HPMC hace que sea un gel muy denso, lo que
provoca que cuando los geles se dejaban en reposo tras la agitacion e interposicion de los
componentes, estos se separaban. Como solucién a esto se propuso disminuir la concentracion
del gel de HPMC de un 5% p/p. Se probaron dos concentraciones diferentes que fueron 4% y
4,5% p/p. Con estas dos concentraciones nuevas se elaboraron las mezclas 60:40, 70:30 y 80:20

(HPMC:Pluronic) las cuales contenian 0,8 g de Glicerina.

Como se puede observar en la Figura 9, las mezclas con proporciones inferiores a 80% de HPMC,
al dejarlas reposar se produce la segregacién del HPMC y Pluronic, lo cual supone que los geles
son inestables. La Unica mezcla en la que los componentes no sufren separacion es la mezcla
80:20 (HPMC:Pluronic). Por tanto, se determind que los geles deben llevar una proporcion de

HPMC:Pluronic correspondiente a 80:20 p/p.

0 HIPMC [4,5% pip] 40% PLURONIC
0.8 ¢, GLICERINA
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502 HPMC [4% p/p] 20% PLURONIC
+ 0, g GLICERINA |

| 80% HPMC [4,8% pip] 20% PLURONIC
1 0,% g GLICERDNA

Figura 9. Imagenes de los geles con concentraciones de HPMC de 4% y 4,5% p/p. 1) 60% HPMC
[4% p/p] 40% Pluronic + 0,8 g Glicerina; 2) 60% HPMC [4,5% p/p] 40% Pluronic + 0,8 g Glicerina
3) 70% HPMC [4% p/p] 30% Pluronic + 0,8 g Glicerina; 4) 70% HPMC [4,5% p/p] 30% Pluronic +
0,8 g Glicerina; 5) 80% HPMC [4% p/p] 20% Pluronic + 0,8 g Glicerina; 6) 80% HPMC [4,5% p/p]

20% Pluronic + 0,8 g Glicerina.

Una vez se decidié que la proporcién de HPMC:Pluronic en el gel debia ser de 80:20, se probaron
los dos tipos de plastificantes. Como se explicd anteriormente, los plastificantes seleccionados,

segun estudios anteriores fueron Glicerina y Propilenglicol.

Como se puede apreciar en las Figuras 10 y 11, al afiadir plastificante a la formulacién hace que
sea mucho mas flexible, pudiéndose plegar sin fracturarse. Sin embargo, no se aprecian
diferencias, a priori, sobre la utilizacién de un plastificante u otro. Por tanto, sera una cuestién

que se resolverd mas adelante, al realizarse diversos estudios.
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305 HPIVC 20% PLURONIC
+0,55 GLICERMA

Figura 10. Gel formulado con 80% HPMC Figura 11. Gel formulado con 80% HPMC

20% Pluronic + 0,8 g de Glicerina 20% Pluronic + 0,8 g de Propilenglicol

Por ultimo, se decidié incluir Chitosano en la formulacién debido a sus propiedades
bioadhesivas, su naturaleza viscosa y capacidad de aumentar el tiempo de adherencia del
inserto a la mucosa nasal. La eleccién del Chitosano se debe que numerosos estudios han
demostrado que en combinaciéon con el Pluronic proporciona un buen sistema para la
administracién intranasal de farmacos ya que permiten controlar la liberacién del farmaco y

aumentan el tiempo de residencia de la formulacién en la cavidad nasal (Luppi et al., 2009).
4.2. CARACTERIZACION DE LOS INSERTOS

Con los resultados obtenidos tras el estudio de los 16 lotes de insertos, cada uno de ellos con
una composicion diferente, se buscaba encontrar cudl de todos era el que mejor respondia a los
diferentes ensayos a los que fueron sometidos, con el fin de encontrar la composicién mas

apropiada.
4.2.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Tras la elaboracién de los insertos, se analizé la morfologia de cada uno de manera visual. Se vio
que habia insertos donde los componentes no se habian interpuesto, de manera que aparecen

pequefios granulos en los insertos (Figura 12).
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Figura 12. Imagenes de los insertos.

La no interposicién de los componentes implica que posteriormente, cuando se le adicione
farmaco, este va a estar repartido de manera desigual. Por tanto, lotes como el 2,5, 8, 14y 15

quedaron descartados.
4.2.2. ENSAYO DE UNIFORMIDAD DE PESO

Segun la Real Farmacopea Espafiola 52 ed., el ensayo de uniformidad de masa de preparaciones
unidosis se realiza pesando individualmente 20 unidades tomadas al azar y determinar la masa
media. El ensayo sera correcto si no mas de 2 masas individuales se desvian de la masa media

en un porcentaje mas elevado de 10 y ninguna se desvia mas del doble de ese porcentaje.

Sin embargo, en la Real Farmacopea Espafiola, no se reconoce a inserto como una forma
farmacéutica. Por tanto, teniendo en cuenta que es una forma sdlida y que su peso es menor a

80 mg, se establecié que su porcentaje maximo de desviacion seria de 10.

Se aplico este procedimiento a los 16 insertos, de los cuales, todos lo cumplian excepto los lotes

6y 13, de manera que estos se rechazaron como formulacion final.
4.2.3. ENSAYO DE ESPESOR

En este ensayo se buscaba encontrar los factores que contribuyeran a que el espesor del inserto

fuera minimo. De las cinco variables que se estudiaron, explicadas anteriormente, se determiné
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que el Unico que afectaba al espesor era el tipo de plastificante, con una contribucién de un
62,2% y un I-hat de 0,06937. Los resultados concluyeron que el plastificante que debia usarse

era Glicerina.

Sin embargo, como se puede observar en la Figura 13, los espesores mds pequeinos se consiguen
en insertos cuyo plastificante empleado es el Propilenglicol. Estos insertos quedan
representados en la grafica de color rojo. Esto se debe a que el programa empleado para el
tratamiento de los datos, Doepack, analiza como interfieren cada una de las variables en cada
uno de los ensayos realizados de manera conjunta. Ademas, el espesor no es un factor decisivo
en el inserto, ya que otros factores como la mucoadhesividad o al hinchamiento, influyen de

manera mas decisiva en el inserto final.

Por tanto, como se corroborara mas adelante, se determind que el Propilenglicol debia ser el

plastificante utilizado.

0,30

0,25

0,20 I

0,15 I I
0,10 I

0,05

ESPESOR (MM)

0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
INSERTOS

Figura 13. Grafica que representa los espesores (mm) de cada uno de los insertos.
4.2.4. ENSAYO DE HINCHAMIENTO

Con los insertos se procedid a medir su capacidad de hinchamiento o captacion de agua, la cual,
es un parametro que influird en la capacidad adhesiva del inserto, de manera que, a mayor
hinchamiento, menor capacidad adhesiva del inserto (Hermans et al., 2014). Por tanto, se buscd

gue el hinchamiento del inserto fuera minimo.

Ademas, también se aprecia que hay insertos que al humedecerse vuelven a su estado de gel.
Un ejemplo de ello es el inserto 14. Como podemos ver en la Figura 14, éste alcanza su maximo
de hinchamiento a la hora y media de empezar el ensayo. Sin embargo, sufre una fuerte erosion

gue es debida a que en cada toma de muestra se pierde parte del inserto por su transformacion
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de nuevo en gel. También siguen esta tendencia los insertos 9 y 6, por lo que fueron descartados

junto con el 14.

1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
TIEMPO (minutos)

% HINCHAMIENTO

Figura 14. Grafica representando el porcentaje de hinchamiento (peso) con respecto al

tiempo del inserto 14.

Como se dijo anteriormente, se buscaba que el hinchamiento fuera minimo con el fin de
aumentar la adherencia la mucosa nasal. Se valoraron los resultados obtenidos y se determiné
que hinchamientos superiores a 1300 serian descartados, debido a que el inserto no mantiene
su forma, es decir, se expande, pudiendo llegar a ser molesto en el caso de ser introducido en la
mucosa nasal. Ademads, cuanto mayor es el hinchamiento, menor es la consistencia del inserto

(Hermans et al., 2014). Esto hace que los insertos sean fragiles y se rompan con mucha facilidad.

Se observé que otros insertos, con ciertas variables, siguen una misma tendencia. Una vez que
alcanzan su mdximo de hinchamiento, se van erosionando perdiendo peso de manera
practicamente lineal. El hecho de que los insertos vayan perdiendo masa a medida que pasa el
tiempo es un factor no deseado. Por tanto, para ver cuanto se erosionaban los insertos una vez
alcanzados su maximo de hinchamiento, se calculd la ecuacion de la recta que forman los puntos
desde que se alcanza el maximo de hinchamiento hasta el Ultimo. De esta manera, cuanto mayor
sea la pendiente de la recta, mayor es el grado de erosion del inserto, y, por tanto, mas masa
pierde con el tiempo. Un ejemplo de un inserto cuyo grado de hinchamiento y de erosién es alto

es el inserto nimero 15 (Figura 15).

-30-



1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

y =-3,4724x + 1635,5
R?=0,9903

% HINCHAMIENTO

0 50 100 150 200 250 300 350 400
TIEMPO (minutos)

Figura 15. Grafica que representa el porcentaje de hinchamiento (peso) con respecto al

tiempo del inserto 15.

La tendencia del inserto nimero 15 también la siguen el inserto 7 y el 12. Por tanto, estos fueron

descartados.

Un ejemplo de inserto cuyo hinchamiento cumple las condiciones anteriormente explicadas es

el inserto 4 (Figura 16). Esta tendencia también la siguen los insertos 1, 10, 11, 13 y 16.

350
300
250
200
150
100
50
0

y =-0,5729x + 281,68
R*=0,8806

% HINCHAMIENTO

0 50 100 150 200 250 300 350 400
TIEMPO (minutos)

Figura 16. Grafica representando el porcentaje de hinchamiento (peso) con respecto al

tiempo del inserto 4.

Una vez se analizaron todos los resultados obtenidos, se determind que las dos variables que
afectaban al hinchamiento son la concentracién de Chitosano y el tipo de plastificante, con una
contribucién de un 19,6% y 15,9%, y un I-hat de 224,3 y -202 respectivamente, de forma que
para que el hinchamiento en el inserto sea minimo, la concentracién de Chitosano debe ser 1%

p/vy el plastificante debe ser Propilenglicol.

La capacidad de hinchamiento de los geles se debe a que todos incluyen en su formulacion
HPMC, el cual supone la inclusiéon de grupos hidréfilos, favoreciendo la captaciéon de agua, y

haciendo que los geles alcancen su maximo de hinchamiento antes de la primera hora y media
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del ensayo (Mughal et al., 2011). Ademas, el Chitosano también contiene una gran cantidad de
grupos hidréfilos, por lo que a mayor concentraciéon de Chitosano en el gel, mayor sera su

capacidad de captacidn de agua (Bigucci et al., 2008).
4.2.5. ENSAYO DE MUCOADHESIVIDAD

Para determinar la capacidad adhesiva de los insertos en la mucosa nasal, se realizé un estudio

de la fuerza mucoadhesiva de cada uno de los insertos.

Para este ensayo, se considerd que un desplazamiento de 5 cm supone que el inserto no se
adhiere al medio de agar/mucina preparado asi por sus propiedades mucoadhesivas, por lo que

no posee propiedades de mucoadhesividad.

Aunque no de forma muy aparente, en la Figura 17 se observan los desplazamientos de los
insertos con respecto al tiempo. De los 16 insertos estudiados, solo tres son capaces de

adherirse al agar/mucina sin desplazarse, que fueron los insertos 3, 11 y 16.
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91
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Figura 17. Grafica de insertos representando los desplazamientos con respecto al tiempo.

En este caso se busca que la mucoadhesividad del inserto sea maxima, por tanto, se pretende
minimizar el desplazamiento del inserto por la placa de agar/mucina. Segun los resultados
obtenidos por el DOEpack, en el desplazamiento del inserto por el agar/mucina influyen dos
variables que son la concentracion de Chitosano y el tipo de plastificante. La concentracién de
Chitosano tuvo una contribucién de 27,2% y un I-hat de 46,81, mientras que el tipo de

plastificante tuvo una contribucidn de 7,6% y un I-hat de -24,69. Para que el desplazamiento sea
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minimo la concentracién de Chitosano debe ser del 2% p/v y el plastificante debe ser

Propilenglicol.

Son muchos los estudios que demuestran la capacidad mucoadhesiva del Chitosano (Bigucci et
al., 2008; Luppi et al., 2009). Por tanto, cuanto mayor sea la concentracion de Chitosano en el
gel, mayor sera su capacidad adhesiva. Se considera al Chitosano como un polimero interesante
para este estudio ya que posee cargas positivas que van a interaccidon con grupos de carga

negativa de la mucosa nasal.

Como resumen de los estudios realizados a los insertos, los resultados de los ensayos revelaban
gue ni la concentracidon de HPMC, ni el tipo de Chitosano ni en qué momento de la elaboracién
se adicione al gel, influyen en las caracteristicas del inserto. Se determind, pues, que la
concentracion de HPMC en la mezcla seria del 4% p/p ya que de esta manera se ahorrarian
constes en la materia prima. En cuanto al Chitosano, se selecciond el de alta viscosidad, con el
fin darle mas consistencia al inserto. Por ultimo, en cuanto al momento de la adicidon del
Chitosano, se determiné que se adicionaria en el momento que al investigador le fuera mas

sencillo.

Como se puede comprobar, algunos de los resultados obtenidos en los ensayos anteriores se
contradicen. Por tanto, para seleccionar cual van a ser los niveles de las variables finales, se

establecié que establecer un orden de prioridad de las variables.

Asi, se determind que la variable mds prioritaria para la elaboracidén del inserto era la
mucoadhesividad, seguida del hinchamiento y por ultimo el espesor. Esto quiere decir que el
espesor del inserto no aporta en este estudio una ventaja decisiva, frente a tener buenas

propiedades de mucoadhesividad.

Por tanto, se llegd a la conclusién de que la composicion del gel debia de ser 8 g de HPMC al 4%
p/p, 2 g de Pluronic al 17% p/p, 2’2 g de Chitosano de alta viscosidad al 2% p/v y 0’8 g de

Propilenglicol. Esta formulacién coincide con la composicién del inserto nimero 3.
4.3. INCORPORACION DE LEVODOPA EN INSERTOS

La cuantificacidén de L-dopa en los insertos se llevd a cabo destruyendo los insertos en fase movil
del HPLC y cuantificar la cantidad de farmaco. Se determind asi que los insertos en los que se

incorporaba directamente la levodopa tenian una cantidad de 0,2318 mg de L-dopa por inserto.

Ademas, se comprobd que la incorporacion de ciclodextrinas conjuntamente con la |-dopa la

estabilizaba, evitando su oxidacién, asi como la protege del medio externo. El inserto 3, el cual
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no contenia ciclodextrinas, tomaba una tonalidad oscura, mientras que los otros se mantenian
en su color blanquecino, lo cual corroboraba el efecto estabilizador de las ciclodextrinas (Figura

18)

Respecto a las formulaciones que contenian los liposomas, se observd también un efecto

positivo en los insertos, de forma que se mantenian de color blanco y con aspecto flexible.

Figura 18. Insertos con Levodopa. 1) L-dopa + AA + HPBCD en liposomas 2) L-dopa + AA +

HPBCD sin liposomas 3) L-dopa + AA sin liposomas
4.4. ENSAYO DE PERMEACION IN VITRO

Los estudios de permeacidn se realizaron con el fin de determinar la cantidad de L-dopa liberada
del inserto y permeada a través de una membrana artificial, en funcién de su composicion. La
composicion de los geles seleccionados para este estudio son los explicados en la Tabla 10, de

manera que de cada gel obtuvimos los insertos 1, 2 y 3 respectivamente.

Para obtener los perfiles de permeacidn, se representd el porcentaje de permeacién de L-dopa
frente al tiempo, incluyendo como control una solucién estandar de L-dopa y una dispersion de

liposomas.

Como cabria esperar, se observan dos comportamientos claramente diferenciados. El primero,
el perfil correspondiente a la solucién estandar de L-dopa, que libera el farmaco rapidamente,
alcanzandose su maximo de liberacidn pasada una hora de ensayo (casi un 67%), y el segundo
correspondiente a la dispersidon de liposomas, que alcanza su maximo a los 240 minutos,

consiguiéndose una liberacion del 100%.

En cuanto a los insertos, se observa que el inserto que incorpora L-dopa en liposomas
proporciona una permeacion mads prolongada de farmaco, ya que a las 3 horas del ensayo es

cuando se alcanzé su maximo de liberacidn. Sin embargo, el porcentaje de permeacién del
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farmaco en liposomas con respecto a la cantidad encapsulada tuvo un maximo de

aproximadamente 27%. Esto se puede observar en la Figura 19.
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Figura 19. Grafica que representa el porcentaje de liberado de L-dopa con respecto al tiempo

del inserto 1.

En contraposicién, los insertos 2 y 3, que incorporaban directamente la L-dopa, obtuvieron
maximos de liberacidon a los 60 minutos de comenzar el ensayo, con unos porcentajes de

aproximadamente 30% y 35% respectivamente (Figuras 20 y 21).
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Figura 20. Grafica que representa el porcentaje de liberado de L-dopa con respecto al tiempo

del inserto 2.
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Figura 21. Grafica que representa el porcentaje de liberado de L-dopa con respecto al tiempo

del inserto 3.

Por tanto, aunque la encapsulacién de farmaco en los liposomas deba mejorarse, el perfil de
liberacion es el mds adecuado para nuestro inserto objetivo, pudiendo compararse los perfiles

de los tres insertos en la Figura 22.
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Figura 22. Comparacion de los perfiles de liberacion de los tres insertos estudiados.

5. CONCLUSIONES

1. La proporcién de HPMC:Pluronic en la mezcla debe ser de 80:20, ya que una proporcion
menor de HPMC en la mezcla daba lugar a geles fragiles y poco consistentes para la

administracién intranasal
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Concentraciones mayores a 4,5% p/p de HPMC daban lugares a geles muy densos, muy
dificiles de interponer adecuadamente con el Pluronic.

Se determind que la composicion del inserto estaba compuesta por 8 g de HPMC al 4% p/p,
2 g de Pluronic al 17% p/p, 2,2 g de Chitosano de alta viscosidad al 2% p/v y 0,8 de
Propilenglicol.

Al emplear componentes mucoadhesivos en el gel, esto favorecia la permanencia del gel en
la cavidad nasal, de forma que tanto la liberacion se ve favorecida como la permeacion del
farmaco se ven favorecidas.

La mejor forma para incorporar la L-dopa con el objetivo de prolongar la liberacién de
farmaco fueron los liposomas, aunque la técnica empleada para la encapsulacion debe
mejorarse debido a que los resultados obtenidos no fueron dptimos.

Los insertos intranasales desarrollado permiten administrar la L-dopa por via intranasal, de
manera que el fdrmaco pueda acceder directamente desde la cavidad nasal hacia el cerebro

mediante una técnica no invasiva.
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