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ii. Resums

La pioglitazona (PGZ) és un farmac que s’utilitza per al tractament de la diabetis tipus 2
ja que incrementa la sensibilitat de les cel-lules a la insulina plasmatica. La PGZ actua
com a agonista del receptor nuclear PPAR-v, el qual regula I'homeostasi de la glucosa,
el metabolisme dels lipids i la inflamacié. Es per aixod que s'investiguen altres possibles
funcions de la PGZ, entre elles I’antiinflamatoria.

De fa unes quantes decades la nanotecnologia també s"utilitza en el camp de la medicina
i una de les principals aplicacions és el transport de farmacs amb sistemes
nanoestructurats. En concret les nanoparticules (NPs) polimeriques presenten una gran
versatilitat ja que transporten i alliberen els farmacs de forma perllongada. Per fabricar-
les s’han de seleccionar polimers biodegradables i no toxics i poden ser utilitzades en
diferents vies d’aplicacio. El desenvolupament de NPs ha esdevingut molt important per
a l'aplicacié ocular ja que les formes tradicionals (col-liris i cremes) s’eliminen
rapidament i aixo0 fa que la biodisponibilitat dels farmacs tradicionals sigui molt baixa.
Les NPs polimeriques de PGZ amb PLGA-PEG elaborades en aquesta tesi mitjangant la
tecnica de la nanoprecipitacié presentaven les segiients caracteristiques: una grandaria
aproximada de 250 nm amb un index de polidispersitat < 0.2, una carrega superficial
aproximada de - 3 mV i una eficacia d’encapsulacio al voltant del 90 %. Aquestes
propietats son adequades per al tractament ocular, ja que és necessaria una grandaria
<10 um per evitar molesties, i la presencia de carrega superficial estabilitza el sistema,
i calorimetriques va confirmar que la PGZ es troba dispersa dins de les NPs. Aquests
sistemes col-loidals s’han d’estabilitzar mitjancant un procés d’assecatge per poder
emmagatzemar-los a llarg termini i en condicions ambientals. En aquest treball les NPs
es van estabilitzar per la tecnica d’assecatge de 'aerosol (spray drying) i es va analitzar
I'impacte del procés d’assecat en la integritat de I'estructura de les NPs, la repercussié
en els perfils d’alliberament in vitro i en la penetracid ex vivo, la toxicitat i I'efecte en
I’activitat farmacologica. L’estudi de penetracio de la formulaci6 a través de membranes
de dialisi va proporcionar un alliberament retardat i durador de la PGZ, a diferencia de
la PGZ lliure que mostrava un lliurament sobtat (burst effect). L’analisi de la penetracid

ex vivo a través de cornia i esclerotica de conill va revelar que una concentracio suficient
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de PGZ es va retenir en el teixit, evitant una excessiva penetracio i per tant que la PGZ
arribés a nivell sistemic i fos eliminada facilment. La penetracid corneal va seguir una
funcio hiperbolica tant amb les aplicacions de la formulacid inicial com enI'estabilitzada,
mentre que la penetracio a través de 'esclerotica va seguir un model lineal i més lent
amb la férmula estabilitzada.

El test d’irritacié Hen's Egg Test Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) va determinar que
la tolerancia de la formulacid era optima. El test de Draize de tolerancia ocular in vivo,
va confirmar que no hi havia signes d’irritaci6 o dany i, respecte a l'eficacia terapeutica
de la formulacio, es va demostrar que les NPs de PGZ aplicades en conills disminuien
significativament la inflamacié quan s’induia la inflamacié ocular amb araquidonat
sodic, comparant amb animals control no tractats amb NPs. Els estudis de toxicitat es
van realitzar amb linies cel-lulars de retinoblastoma huma Y-79 demostrant que la
viabilitat cel-lular es mantenia al 90 % passades 48 h.

En conills tractats amb PGZ-NPs, i en un estudi d’eficacia en porcs, es va analitzar la
ultraestructura de la cornia mitjangant difraccié de raigs-X amb radiacié de sincrotro,
utilitzant la tecnica SAXS (Small-angle X-ray Scattering), la qual va permetre avaluar
possibles canvis en la distancia interfibril-lar i en el diametre fibril-lar del col-lagen.

Es va determinar la presencia de PGZ en els diferents teixits oculars (cornia, esclerotica,
cristal-li, humor aquoés i humor vitri) després de 4 h d’'una dosi administrada en porcs,
aixi com en conills, després de 10 dies aplicant-los una dosi diaria. La determinacio es
va realitzar mitjangant un metode de cromatografia de liquids amb deteccidé per
espectrometria de masses, el qual es va desenvolupar i validar en aquesta tesi seguint
les guies de validacié dels metodes bioanalitics. La presencia de PGZ en tots els teixits
indica que pot arribar al segment posterior de 1'ull, el qual s’acostuma a tractar amb
injeccions intraoculars dels principis actius per la seva inaccessibilitat.

En resum, les NPs desenvolupades poden ampliar I'aplicabilitat de la pioglitazona

utilitzant-la per al tractament de la inflamacio ocular en qualsevol part del globus ocular.
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Abstract

Pioglitazone (PGZ) is a drug used to treat type 2 diabetes by enhancing insulin sensitivity. PGZ
acts as agonist of peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-y), a nuclear receptor
that requlates glucose homeostasis, lipid metabolism and inflammation. Because of that, PGZ is
investigated beyond its primary use and studies are found employing it as anti-inflammatory in
the treatment of different diseases.

Classical ocular drug delivery systems (eye drops and ointments) often fail to fight against
diseases due to poor ocular bioavailability and low ocular residence time. Drug-loaded
nanoparticles (NPs) are the new systems that can greatly improve the delivery and targeting of
drugs to specific tissues and organs, therefore, the use of polymeric nanoparticles has reached
much interest for ophthalmic drug delivery.

In this work, PGZ-loaded poly(lactic-co-glycolic)acid-polyethylene glycol (PLGA-PEG) NPs
were synthetized and stabilized by the spray drying technique. The formulation was characterized
physicochemically showing that it was suitable for ocular application and that PGZ was
efficiently encapsulated in the polymer matrix. The nanosystem showed in vitro prolonged release
in comparison with free PGZ and ex vivo permeation studies revealed not only a prolonged release
but also that PGZ was retained in the cornea and sclera tissues. No toxicity was detected in the
retinoblastoma cellular line Y-79. The formulation was tested in animal models with the objective
of providing a new formulation safe for ocular treatment: HET-CAM test, Draize test, anti-
inflammatory efficacy, corneal transparency, corneal histology and study of the ultrastructure of
the cornea with small-angle X-ray scattering (SAXS).

A very sensitive and accurate LC-MS/MS method to determine pioglitazone in ocular tissues was
developed and validated according to bioanalytical method guidelines to demonstrate that after
the instillation, the drug penetrates through the cornea to the sclera, iris, aqueous and vitreous
humours, and remains in the tissues.

In summary, the developed nanocarrier can extend the applicability of PGZ to inflammatory

ocular processes.
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iii. Estructura de la memoria

Aquesta memoria es presenta com a compendi d’articles, la qual es divideix en sis
apartats principals. La part introductoria (Introduccid) consta principalment d'un resum
de I’anatomia de I'ull, de les malalties inflamatories oculars i la importancia de la millora
dels tractaments oculars amb noves formulacions basades en sistemes nanoestructurats.
També s’hi troba la justificacié de la seleccié del farmac estudiat en aquest treball, la
pioglitazona, i del polimer escollit per a la sintesi de la nanoformulaci6. Aquesta part
també inclou la descripci6 dels fonaments de les tecniques i dels metodes utilitzats en la
part experimental realitzada, ja que la descripcio detallada de les metodologies €s inclosa
als articles publicats que s’adjunten. Després de la introduccio es presenten els objectius
del treball realitzat (Objectius). Seguidament, les publicacions derivades dels estudis
realitzats en aquesta tesi, es presenten a I’apartat Resultats, incloent una breu explicacid

previa del contingut de cadascuna de les publicacions.
Els articles inclosos a I’apartat de Resultats son els segiients:

e Publicacido #1: Esther Miralles-Cardiel, Marcelle Silva-Abreu, Ana Cristina
Calpena i Isidre Casals. Development and Validation of an HPLC-MS/MS Method for

Pioglitazone from Nanocarriers Quantitation in Ex Vivo and In Vivo Ocular Tissues.

Pharmaceutics 2021, 13, 650. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13050650.
Quartil Q1; factor d’impacte 6.29 I’any 2021.

e Publicaci6 #2: Marcelle Silva-Abreu, Esther Miralles, Christina S. Kamma-Lorger,
Marta Espina, Maria Luisa Garcia i Ana Cristina Calpena. Stabilization by Nano
Spray Dryer of pioglitazone polymeric nanosystems: development, in vivo, ex vivo and
synchrotron analysis. Pharmaceutics 2021, 13, 1751.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13111751.

Quartil Q1; factor d’impacte 6.29 I’any 2021.

e Publicacié #3: Esther Miralles, Christina S. Kamma-Lorger, Oscar Domenech,
Lilian Sosa, Isidre Casals, Ana Cristina Calpena i Marcelle Silva-Abreu. Assessment

of Efficacy and Safety Using PPAR-y Agonist-Loaded Nanocarriers for Inflammatory Eye


https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13050650
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13111751
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Diseases. International Journal of Molecular Sciences 2022, 23, 11184.

https://doi.org/10.3390/ijms231911184.

Quartil Q1; factor d’impacte 6.208 els anys 2022-2023.

A continuaci6 es fa una discussi6 global dels resultats obtinguts en els diferents articles
(Discussio), i posteriorment es recullen les conclusions generals més importants del
treball de recerca realitzat (Conclusions). Per acabar, es recopila la bibliografia emprada

i altres fonts consultades (Bibliografia).


https://doi.org/10.3390/ijms231911184
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1. INTRODUCCIO

1.1. ANATOMIA I FISIOLOGIA DE L'ULL HUMA

L’energia electromagnetica provinent del Sol és utilitzada pel sentit de la vista per
percebre la llum en la franja de 400 a 700 nm. A més a més de la percepcio de si hi ha
llum o no, permet interpretar les reflexions d’aquesta energia radiant sobre el nostre
entorn. Aixi ens permet interpretar la forma, la mida, el color, la distancia, la posicié i el
moviment d’allo que es troba en el camp de visio. El sentit de la vista és el sentit que ens

permet interaccionar amb el nostre entorn d'una manera més eficient.

El sentit de la vista consta d’unes sondes complexes, els dos ulls, connectats amb el
cervell a través dels nervis optics. El cervell processa els senyals que li arriben dels ulls
ala zona occipital del cortex, combina aquesta informacié amb les dades historiques que
posseeix, decideix si cal alguna actuacié i coordina 1’acci6 de parts del cos, inclosos els

propis ulls, per respondre a I'estimul rebut.

L'ull és una estructura globular que en els humans t¢é un diametre i una massa
aproximats de 24 mm de 7.5 g respectivament. Des d"una perspectiva lateral, el segment
anterior de I'ull és format per la cornia, l'iris, la pupil-la, el cristalli, el cos ciliar i la part
anterior de I'esclerotica (Figura 1). El segment posterior inclou '’humor vitri, la retina, la
coroide, la part posterior de I'esclerotica i el nervi optic. La capa per sota de 1'esclerotica
formada per l'iris, el cos ciliar i la coroide s’anomena tivea, la qual es caracteritza perque
té una alta irrigacid sanguinia a la capa del mig. L’humor aquds és un liquid incolor que
es troba entre ambdds segments i serveix per nodrir i oxigenar les estructures que no

tenen aportacio sanguinia com la cornia i el cristal-li.

La cornia és considerada com el teixit més delicat i fragil i la seva funcio6 principal és la
refraccio de la llum, deguda a la seva forma esferica, al seu index de refraccié i a la seva
superficie concava [1]. Esta formada basicament per cellules epitelials, col-lagen,
proteoglicans, queratinocits, molecules i cel-lules endotelials. L’ organitzacio6 de les fibres

de col-lagen dins la cornia i 'absencia de sistema vascular, fan que la cornia sigui
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transparent. La transparencia és essencial per a la funci6 visual i si s’hi produeix algun

dany, la visi6 és afectada.

Figura 1. Diagrama simple dun ull huma (seccidé horitzontal del dret vist des de dalt)
1. Conjuntiva, 2. Esclerotica, 3. Cornia, 4. Humor aquos, 5. Cristal'li, 6. Pupil‘la, 7. Uvea (amb 8.
Iris, 9. Cos ciliar, 10. Coroide), 11. Humor vitri, 12. Retina (amb 13. Macula retinal i 14. Disc optic,
papil-la optica — punt cec), 15. Nervi optic. (Viquipedia, imatge del domini public, darrer accés

08/06/2023, https://ca.wikipedia.org/wiki/UlI).

Anatomicament, la cornia té cinc capes ben diferenciades (Figura 2): l'epiteli, la
membrana de Bowman, I'estroma, la membrana de Descement i I’endoteli, anomenades
d’exterior a interior. L’any 2013, pero, es va descobrir una sisena capa anomenada capa
de Dua [2,3], la qual té un gruix aproximat de 15 um i esta situada entre I'estroma i la
membrana de Descement. Aquesta capa és molt dura, resistent, acel-lular i impermeable
a laire. L’estroma en humans té un gruix aproximat de 500 um i compren el 90 % del
gruix total de la cornia. L’estroma és constituit basicament de lamines de col-lagen,

queratinocits i proteoglicans. Les fibres de col-lagen estan disposades de forma paral-lela
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https://ca.wikipedia.org/wiki/Escler%C3%B2tica
https://ca.wikipedia.org/wiki/C%C3%B2rnia
https://ca.wikipedia.org/wiki/Humor_aqu%C3%B3s
https://ca.wikipedia.org/wiki/Cristal%C2%B7l%C3%AD
https://ca.wikipedia.org/wiki/Pupil%C2%B7la
https://ca.wikipedia.org/wiki/%C3%9Avea
https://ca.wikipedia.org/wiki/Iris_(anatomia)
https://ca.wikipedia.org/wiki/Cos_ciliar
https://ca.wikipedia.org/wiki/Coroide
https://ca.wikipedia.org/wiki/Humor_vitri
https://ca.wikipedia.org/wiki/Retina
https://ca.wikipedia.org/wiki/M%C3%A0cula_retinal
https://ca.wikipedia.org/wiki/Disc_%C3%B2ptic_(oftalmologia)
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a l'epiteli, tenen un diametre uniforme i un espai interfibril-lar regular, propietats que

son essencials per al manteniment de la transparencia de la cornia [4].

...............

- Membrana
de Bowman

Estroma

—_ Membrana de
Descemet

Endotelio

Figura 2. Estructura de la cornia (https://tusdudasdesalud.com/vision/anatomia-ojo/cornea-del-ojo/

darrer accés 08/06/2023, imatge del domini ptblic).

L’epiteli corneal és de naturalesa lipofila, fet que limita la permeabilitat de les molécules
hidrofiles. La cornia és una barrera no només per a molts microorganismes sin6 també
per a l'absorcié de farmacs. La part més interna de la cornia, 'endoteli, fa de barrera

entre la cornia i I’'humor aquos.

L’esclerotica és el que es coneix com “el blanc de 1'ull”. Es una estructura elastica i forta
formada per fibres de collagen, que té la funcié de mantenir la pressid intraocular.

L’esclerotica és molt permeable a molecules hidrofiles.

L’iris esta situat darrera de la cornia i és la part de 1'ull que té color. Aquesta membrana
té un obertura anular davant del cristal'li, que és la pupil-la. L’iris ajusta la quantitat de
llum que arriba a la retina mitjangant la regulacié del diametre (I'obertura) del cercle buit
que defineix: la pupil-la. El cos ciliar descansa a liris i la seva funcio principal és produir
I’humor aquds. La coroide és la membrana responsable d’oxigenar i nodrir liris i els
fotoreceptors de la retina. La membrana més interna de l'ull és la retina que és una
estructura transparent formada per diferents capes que contenen els fotoreceptors. La

retina té un paper fonamental en I’agudesa visual i la visi6 en color.


https://tusdudasdesalud.com/vision/anatomia-ojo/cornea-del-ojo/%20darrer
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L’humor aquos és un fluid transparent localitzat a la cavitat anterior i la cavitat posterior
de l'ull, mentre que 'humor vitri és un fluid transparent de consistencia gelatinosa
localitzat a la part posterior de 1'ull. Els humors tenen la funcié de nodrir la cornia i
mantenir 1'ull en forma de globus. El cristallli és un separador en forma de lent
biconvexa, elastica, que permet que la llum arribi enfocada a la retina merces a uns petits

musculs que regulen la seva convexitat (musculs ciliars).

No menys important €s 1’aparell lacrimal, format per un conjunt d’estructures que es
troben a I’orbita ocular (glandula lacrimal, canal lacrimal i conducte nasolacrimal) i que
s’encarrega de la produccid, secrecié i eliminacié de la llagrima. Es un dels mecanismes
de proteccié de l'ull que ajuda a eliminar residus, microorganismes i qualsevol cos

estrany degut a les propietats antibacterianes de la llagrima.

L’ull disposa del seu sistema immunitari per a protegir-se d’infeccions i regular els
processos de curacié després d’eventuals lesions. A l'interior de I'ull no hi ha vasos
limfatics pero, com hem dit, la coroide el dota de vascularitzacid, a través de la qual
arriben les cel-lules del sistema immunitari que s’instal-len a 1'Givea (macrofags, cel-lules
dendritiques i mastocits). La cornia és exposada constantment al mon exterior i és
lubricada amb una soluci6 aquosa que facilita l'atac d'un ampli ventall de
microorganismes. La seva manca de vascularitzacio i la seva relativa separacié immune
de la resta del cos dificulten la defensa immune, que hi arriba des de I'tivea. Tot aquest
aillament de 'ull fa que I’administracié de farmacs per resoldre problemes d’infeccio i
d’inflamaci6 intraoculars tingui una dificultat especial. Les formes farmaceutiques
topiques tradicionals com dissolucions, suspensions o cremes tenen poca eficacia a causa

de la seva poca penetracio.

1.2.MALALTIES OCULARS INFLAMATORIES

Les persones tenen una vista optima quan tots els elements que configuren 1’organ de la
visi¢ funcionen correctament, pero si en falla algun es poden produir problemes tipics

com la miopia, la hipermetropia, 1’astigmatisme, la presbicia o les cataractes, entre altres.
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El sentit de la vista i 'estat dels ulls és molt important ja que el 50 % de la informacio6

que rebem del nostre entorn ens arriba a través d’ells.

Les principals malalties inflamatories que afecten el globus ocular i I"0rbita son reaccions
al-lergiques, reaccions autoimmunes, uveitis, escleritis, queratitis, conjuntivitis, i la
patologia inflamatoria orbitaria. S6n malalties que poden afectar exclusivament les
estructures de 1'ull o bé formar part d'una malaltia sistemica. Les inflamacions s’han de
resoldre aviat perque poden provocar fins i tot opacitat de la cornia, amb la consegiient

perdua de visio.

Uveitis

La uveitis és una inflamacié de l'ull que afecta qualsevol de les estructures que formen
part de I'aivea, perd que també pot afectar els teixits que ’envolten com 1'esclerotica, la
retina o el nervi optic. L'ivea és molt sensible a processos infecciosos i inflamatoris ja
que és el teixit amb més densitat de vasos sanguinis de ’organisme. La infecci6 de 'tivea
pot provocar perdues de visié greus ja que esta en contacte amb la retina, una de les
estructures oculars més delicada, i és una de les principals causes de ceguesa.

Les possibles causes de la uveitis son una infeccid, un dany, o malalties inflamatories o
autoimmunes. Molts cops, pero, les uveitis son de causa desconeguda. Els simptomes
son envermelliment, dolor, sensibilitat a la llum, visié borrosa, reduccio de la visio o
preséncia de formes fosques flotants al camp de visid. Les uveitis es classifiquen

depenent de la part inflamada:

- Uveitis anterior: afecta la part més externa, entre la cornia i liris, i és la forma
més comuna d’uveitis. També s’anomena iritis.

- Uveitis intermedia: afecta la retina i els vasos sanguinis just darrera del cristal-li,
aixi com I"humor vitri.

- Uveitis posterior: afecta les capes internes, ja sigui la retina o la coroide.

- Panuveitis: afecta totes les estructures intraoculars (camera anterior, cavitat

vitria, retina, coroide, vasos retinians. Son els processos més greus.

Escleritis
L’escleritis és una inflamacié cronica, dolorosa i forca perillosa de l'esclerotica (capa

blanca externa que protegeix 1'ull) perque pot ser destructiva. Pot afectar la part anterior
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o la part posterior de l'estructura, i si afecta la part més superficial anomenada
epiesclerotica, la inflamacié s’anomena epiescleritis, que és menys greu i que poques
vegades esdevé escleritis. L’escleritis esta associada a malalties autoimmunitaries.

La queratitis és una inflamacié de la cornia la qual s’anomena queratitis superficial si
nomeés afecta la part externa (l'epiteli) i que és la més freqiient, o queratitis ulcerativa si
afecta les capes més profundes. Aquesta segona és menys habitual pero pot ser molt greu
ja que si deixa una cicatriu en la cornia (leucoma), la visié queda compromesa de manera
severa. Les causes més freqiients que poden provocar queratitis son la sequedat ocular,

virus, bacteris, substancies toxiques o les al-lergies.

Malaltia inflamatoria orbitaria

La malaltia inflamatoria orbitaria es una inflamaci6 benigna del teixit que esta darrera
de 'ull a la zona anomenada orbita. L’orbita és 'espai buit del crani on hi ha l'ull i el
protegeix, igual que ho fan els musculs i els teixits que I'envolten. Pot ser un procés agut,
cronic o recurrent.

La tiroiditis autoimmune (o malaltia de Grave) també presenta aquesta inflamaci6 com

a simptoma, entre altres.

Conjuntivitis
La conjuntivitis és una inflamacio6 de la conjuntiva, provocada majoritariament per virus
i bacteris. Algunes al-lergies també poden causar-la, aixi com substancies quimiques o

irritants. Es una afecci6 lleu i no sol provocar danys importants.

Malalties amb sequedat ocular

La queratoconjuntivitis seca (keratoconjunctivitis sicca, KSC) és una malaltia associada
amb la inflamacié de la superficie ocular i les glandules lacrimals. Pot ser causada per
una deficiéncia o una evaporacid excessiva de la llagrima.

El sindrome de Sjogren és un trastorn cronic que esdevé quan el sistema immunitari

ataca les glandules que produeixen humitat als ulls, boca i altres parts del cos.
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La resposta inflamatoria és essencial per a la recuperacié d’una ferida o lesié. Aixo no
obstant, el procés inflamatori també pot provocar danys als teixits, fomentar
I'angiogenesi i, en el cas de lesions oculars, pot resultar en opacitat de la cornia. Les
cirurgies oftalmiques poden provocar, com a efecte secundari, una inflamacio
postoperatoria. El tractament convencional de la inflamacié és a base d’esteroides
(corticoesteroides) mitjangant col-liris si la inflamacid afecta la part anterior, perd quan
afecta a la part posterior pot ser necessari I's de corticoesteroides per via oral o

mitjangant injeccions al voltant de 1'ull o intraoculars [5,6].

1.3. VIES D’ADMINISTRACIO OCULAR

Les vies d’administracio de les formes farmaceutiques es classifiquen en:

- Externa: pell, mucoses, oida, orofaringe.
- Interna: enteérica, parenteral, inhalatoria.

- Percutania: a través de la pell.

Quan es pretén 1’absorcié sistémica d’un principi actiu, els medicaments s’administren
per via parenteral (injeccid subcutania, instramuscular, intravenosa, intraespinal,
intraarticular) i enteral (injeccid directa en el tracte gastrointestinal). Avui dia hi ha
comprimits, dragees i capsules recoberts que traspassen I'estémac sense dissoldre’s i és
equivalent a la via enteral, aixi com també 1’administracié de supositoris. En menor
extensio s’empra la via pulmonar (o respiratoria) o nasal, que també formen part de la
ruta parenteral. La ruta oftalmica i vaginal son per a I’administracid local, i per tant no
sistemica, dels farmacs [7]. L’administracié de farmacs normalment és sistemica tot i que
ocasionalment, degut a la toxicitat del farmac o a la severitat de la malaltia, es pot aplicar

directament a I’organ afectat.

La via externa o topica consisteix en 1’aplicacid directa del medicament sobre la pell i les
mucoses d’orificis naturals amb 1’objectiu d’obtenir un efecte local en el lloc d"aplicacio.
En aquest cas el medicament s’aplica en forma de gels, locions, gotes, cremes, pols i

unguents.

Les formes oftalmiques classiques son les segiients [8]:
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- Gotes o col'liris: sén dissolucions esterils i isotoniques que contenen el farmac o
nomeés ingredients amb efecte lubrificant, o simplement llagrima.

- Cremes: son preparacions semisolides homogenies i esterils.

- Hidrogels: son estructures tridimensionals (polimers hidrofils) inflades per
I’aigua, amb I’objectiu d’incrementar el temps de residéncia dels farmacs.

- Emulsions: sén un sistema estable format per dos liquids immiscibles, un oli i
aigua, estabilitzat per un tensioactiu i sovint un co-tensioactiu. Normalment
I"objectiu és millorar la solubilitat de les substancies.

- Inserts oftalmics: son fets de polimers flexibles i es colloquen a la conjuntiva,
entre la parpella i l’esclerotica.

- Lents de contacte: alguns farmacs es poden incorporar a les lents.

- Injeccions intraoculars: per tractar la part posterior de 1ull.

Les formes innovadores son les dispersions col-loidals, les quals es detallaran més
endavant al punt 1.7 de la memoria: microemulsions, nanoemulsions, nanoparticules,

liposomes, niosomes i dendrimers.

Quan hi ha una malaltia que afecta l'ull es fa dificil administrar una medicaci6 per fer-la
arribar a la part posterior. El tractament de malalties oculars que involucren el segment
posterior es basa a aplicar injeccions intravitreals/intraoculars, subretinals o
subconjuntivals, que son tractaments molt invasius i que tenen molt risc, i requereixen
anestesia local i personal especialitzat. Els tractaments no invasius es basen en
I’administracié de farmacs per via topica (gotes o cremes) o per via oral. Els tractaments

del segment anterior son sempre en forma de via topica (Figura 3).

Les gotes, per exemple, s’eliminen rapidament de la superficie ocular i per tant els
farmacs presenten poca retencié. Normalment, menys d'un 5 % de la quantitat
administrada es reté a la superficie ocular degut a la barrera de l'epiteli corneal i al
drenatge nasolacrimal [9]. Tot i ser tractaments molt més acceptats pels pacients, la poca
biodisponibilitat dels farmacs fa que sigui dificil que penetrin a la cornia i a la retina. El

flux del liquid lacrimal elimina els farmacs cap al conducte en pocs minuts. Es calcula
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que el flux és aproximadament 0.05 pl/s [10]. La pel-licula lacrimal es calcula que es

renova cada 2-3 min.

\\ Intravitreal injection
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route (6)

Subretinal injection

Figura 3. Métodes i rutes de I’administracié ocular: topica (1 i 2), injeccions (3, 4, 5), transport des

de la circulacié sistémica via medicacié oral (6) [9].

Les barreres oculars a I’absorcié de farmacs per via topica de fora a dins sén: el drenatge
nasolacrimal, la pel'licula lacrimal, la barrera corneal i la barrera de la conjuntiva i
esclerotica. Les barreres del segment anterior son la pel-licula lacrimal, I’epiteli corneal i
I'humor aquos. Les barreres del segment posterior son 1'esclerotica, la coroide i I'humor

vitri [11].

La capacitat del sac conjuntival és aproximadament de 25 pl, per tant la instil-lacié d’un
volum superior és perd per sobreeiximent. La quantitat de farmac que es reté al sac es
barreja amb la pel-licula lacrimal precorneal abans de contactar amb la superficie ocular.
S’ha demostrat que encara que s'utilitzi un sistema solid de transport la biodisponibilitat
ocular només assoleix un 10% cosa que demostra la importancia de les barreres a la
superficie ocular, i no només la barrera dels teixits (per exemple cornia, conjuntiva i

esclerotica) sin6 també de la pel-licula lacrimal [12].
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La pel‘licula lacrimal esta constituida per una capa lipidica externa (0.1 pm), una capa
aquosa intermedia (8 um) i una capa interna de mucus (0.1 pum). La capa lipidica evita
I'evaporacio de la llagrima, la capa aquosa ajuda a escampar la llagrima per la superficie
i la capa mucilaginosa adhereix la llagrima a la superficie ocular. El volum de llagrima a
I'ull és de 6-8 pL. La llagrima drena cap al conducte nasolacrimal. El drenatge i la

llagrima son els principals factors que contribueixen a la perdua de farmac.

La cornia i la conjuntiva formen la superficie ocular. Les substancies passen a través de
la superficie ocular per un mecanisme transcellular o paracellular segons si la
substancia és lipofila o hidrofila respectivament. Els farmacs o substancies lipofiles
experimenten absorcio transcel-lular mentre que les substancies hidrofiles o molecules
grans son transportades a través dels espais paracel-lulars. La conjuntiva afavoreix la
ruta paracellular perque és més porosa i els porus sén més grans. La majoria dels
farmacs son lipofils i molecules petites, per tant la ruta transcorneal proporciona millor
absorcid. A la conjuntiva li arriba una xarxa de capil-lars i vasos limfatics per tant en

general experimenta millor 1’absorci6 sistemica.

La ruta d’absorci6 dels farmacs aplicats topicament es basicament transcorneal. Tot i

aixo, la biodisponibilitat s’estima en menys del 5 % fins i tot per a molecules lipofiles.

Cadascuna de les capes de la cornia té diferent polaritat i per tant és una estructura que
limita la velocitat de penetracié dels farmacs. L’epiteli i I'endoteli son lipofils, I’estroma
és hidrofil. La major part del transport és transcel-lular perque les cel-lules de I'epiteli
estan fortament unides i la grandaria del porus és molt petita. El transport transcel-lular
esta molt influenciat pel caracter lipofil de les substancies, a més lipofil incrementa la
permeabilitat. L’estroma és una estructura molt oberta que permet el pas de molecules
fins a 500000 Da. Limita la velocitat de pas de les molecules lipofiles pero deixa passar
facilment les molecules hidrofiles, i actua com a reservori de molecules degut al seu
volum de fluid. L’endoteli esta format per una sola capa de cel-lules hexagonals i posa
poca resistencia al pas de molecules cap a 'humor aquds. La difusié passiva dependra
majoritariament del caracter lipofil i en menor extensio del pes molecular, la carrega i el

grau d’ionitzacio. L’epiteli de la conjuntiva té les unions cel-lulars més febles i deixa
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passar més facilment les molecules hidrofiles i més grans. A la conjuntiva, pero, la

perdua de farmac és basicament per absorcié sistemica.

L’esclerotica esta formada per fibres de col-lagen i proteoglicans incrustats en una matriu
extracel-lular. La seva permeabilitat és similar a la de 'estroma corneal i inversament
proporcional al radi de la molecula. La carrega també afecta: molecules carregades
positivament penetren més lentament perque interaccionen amb la matriu de

proteoglicans amb carrega negativa.

La combinacio de la dificultat de penetrar a través de la cornia juntament amb la rapida
eliminacié dificulten una administracio eficient de medicaments, és per aixo que hi ha
molts estudis per trobar sistemes que millorin l'eficiencia dels colliris i altres
preparacions farmaceutiques. Una de les opcions és augmentar la concentracié de
farmac pero aixo pot causar irritacio o toxicitat, i més presencia de farmac en circulacio
sanguinia i per tant més efectes secundaris. En lloc d’augmentar la dosi es pot augmentar
la freqiiencia d’instil-lacid, pero pot ser un inconvenient per als pacients sobretot per als
que no es poden administrar ells mateixos el tractament, igual que pot causar més efectes
secundaris perque la dosi, al cap i a la fi, també seria elevada. La investigacio recent esta
més enfocada a utilitzar col'liris basats en nanoparticules polimeriques per millorar la

penetracid i el temps de residencia del farmac.

Considerant tots els inconvenients que té el tractament ocular, la millora de les
formulacions oculars topiques ha d’anar dirigida a minimitzar la perdua de farmac i

millorar la biodisponibilitat, amb reduccié de les instil-lacions.

Les caracteristiques que ha de complir una formulacié oftalmica per via topica son les

segiients [13]:

- Que faciliti un temps considerable de contacte amb la cornia.

- Que faciliti el transport transcorneal per absorcid (transcel-lular i paracel-lular).

- Laviscositat ha de ser adequada per millorar el contacte amb la cornia i per evitar
parpelleig, produccié de llagrima excessiva o que no causi visio borrosa.

- Hade tenir un pH adequat per afavorir la forma molecular que faciliti ’absorcié

pero que no sigui irritant.
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- Que no causi efectes adversos.
- Que sigui facil d’administrar.
- Que no sigui necessaria una freqiiencia elevada d’administracid, per la comoditat

del pacient.

Els sistemes colloidals de transport de farmacs s’han estudiat de fa poques decades
perqué compleixen tots aquests requisits. Aquests sistemes nanomeétrics actuen de

vectors que atrapen, retenen, transporten i alliberen els farmacs a la proximitat o al lloc

d’accié [8,13,14].

Cal tenir en compte que la grandaria de la particula a les formulacions destinades al
tractament ocular no ha de superar 10 um per a evitar una sensacié de malestar que
provoqui més secrecio de llagrima, i per tant un drenatge rapid de la dosi instil-lada i
conseqiientment més baixa biodisponibilitat [15]. Aixi mateix sempre sera més desitjable
una menor grandaria per tenir més area superficial i millor penetracid a través de les

membranes biologiques.

1.4.FARMACODINAMIA

La via d’administracié d’un farmac afecta directament la seva biodisponibilitat, cosa que
en determina tant I'inici com la durada de I’efecte farmacologic. En el disseny d'una
forma farmaceutica s’ha de tenir en compte: la ruta d’administracié que es desitgi, la
dosi, les caracteristiques anatomiques i fisiologiques del lloc d’administracid, com per
exemple la permeabilitat de les membranes, les propietats fisicoquimiques del lloc com
el pH o la pressié osmotica dels fluids fisiologics, i la interaccié del farmac amb el lloc
d’administracid. Tots aquests aspectes son importants en la fabricacid i en 1'avaluacio

biofarmaceutica dels medicaments.

La farmacodinamica és l'estudi de les accions i efectes dels farmacs. L’accié
farmacologica és la modificacio, ja sigui estimul o inhibicié, que produeixi un farmac en
les funcions cel-lulars de I'organisme. L’efecte farmacologic son els canvis detectables
que es produeixen després de I'alteracié d'una funci6 cel-lular.

Els farmacs produeixen dos tipus d’accions en I’organisme:
14
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- Accions especifiques: fer de mediadors per receptors que actuen per la seva acciod
sobre dianes a I'organisme, accions executades sobre estructures concretes.
- Accions inespecifiques: no mitjancades per receptors o dianes sind per les seves

caracteristiques fisicoquimiques.

La majoria dels farmacs actuen de manera especifica, és a dir, el farmac actua sobre algun

sistema de 1’organisme.

Els receptors sén estructures macromoleculars de naturalesa proteica, que solen estar
associats a lipids o a cadenes d” hidrocarbur, situats en la membrana plasmatica, en el
citosol o en el nucli, als quals s’hi uneixen, de manera selectiva i especifica, substancies
endogenes com els neurotransmissors, les hormones o mediadors cel-lulars. Els
receptors es denominen segons els mediadors front als quals responen: adrenergics
(adrenalina), colinergics (acetilcolina), estrogenics (estradiol), etc. Com a conseqiieéncia
de la unio, es modifica la conformaci6 del receptor i es desencadenen canvis cel-lulars
(transduccid del senyal) que donen lloc a una accio. Els receptors son els sensors del
sistema de comunicacions quimiques que coordinen la funcid de totes les cel-lules de

I’organisme: reconeixen i responen als senyals quimics endogens.

Per tal que el farmac es pugui fixar als receptors i generar una acci6 farmacologica, ha

de complir dos requisits fonamentals: afinitat i eficacia.

- Afinitat: és la capacitat que té un farmac d’unir-se amb el receptor especific i
formar el complex farmac-receptor, la qual és deguda a la formaci6é d’enllacos
entre el farmac i el seu receptor. El més freqiient és I'enllag ionic, pero pot
reforcar-se amb forces de Van der Waals, ponts d’hidrogen o interaccions
hidrofobiques. De forma excepcional es formen enllagos covalents que son més
ferms i originen interaccions irreversibles.

- Eficacia: I'eficacia d'un farmac es defineix com la capacitat que té per, a partir de
la seva interaccio amb un receptor, modificar diversos processos de transduccié
de resposta cel-lular i generar una resposta biologica, €s a dir, activar el receptor.
El farmac que té aquesta capacitat es denomina agonista (afinitat + eficacia). El
cas contrari, un farmac que s'uneix a un receptor i no és capag d’activar-lo, es

denomina antagonista. Aquests poden bloquejar el receptor i impedir que
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I’agonista faci la seva accid (afinitat sense eficacia). Tant els farmacs agonistes
com els antagonistes es poden fixar a un mateix receptor i competir o no per

"ocupacio.

El procés destinat a produir un medicament que es pugui comercialitzar per a una

necessitat clinica especifica es pot dividir en tres fases principals:

1. Descobriment del farmac, o fase en la que s’escullen les molecules candidates en
funcid de les seves propietats farmacologiques.

2. Desenvolupament preclinic, o fase en la que es realitzen un gran ventall d’estudis
amb  animals  (per  exemple  proves de  toxicitat,  analisi
farmacocinetica/farmacodinamica, i formulacio).

3. Desenvolupament clinic, o fase en la que es comprova l'eficacia, els efectes
secundaris i els perills potencials que el farmac provoca en voluntaris sans i en
pacients. Aquesta etapa se subdivideix en tres fases: fase I d’estudis amb
persones voluntaries sanes; fase II d’assajos amb pacients a petita escala; fase III

d’assajos a gran escala.

El desenvolupament i llangament d"un nou farmac al mercat és un procés tedios i llarg,
que de mitjana pot trigar de dotze a setze anys i requereix inversions milionaries [16,17].
Els farmacs aprovats per les agencies reguladores amb perfils segurs i farmacocinetica
coneguda, poden ser avaluats rapidament en estudis clinics de fase II si tenen una nova
aplicacié confirmada. Aixo fa que hi hagi un estalvi al voltant del 40 % del cost total del

llancament del farmac al mercat.

Per tant, una bona estrategia és la reconversid de farmacs reconeguts com a segurs,
investigant noves aplicacions, nous tractaments, nous metodes d’administracio i noves

formulacions.
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1.5. RECEPTORS ACTIVATS PER PROLIFERADORS DE PEROXISOMES GAMMA
(PPARY)

En aquest estudi es treballa amb un farmac capag d’activar uns receptors nuclears que
els bioquimics han denominat PPARYy (peroxisome proliferators activated receptors gamma)
[18]. Els PPAR, receptors que s’activen amb proliferadors de peroxisomes, sén una
familia de receptors nuclears que actuen com a factors de transcripcio6 fent de mediadors
en canvis d’expressio genica especifics després d’estimuls nutricionals. La majoria
d’aquests gens codifiquen proteines relacionades amb diferents aspectes del
metabolisme dels acids grassos (transport, oxidacid, etc.). L'estudi dels PPAR ha
demostrat que els acids grassos no només son elements estructurals de la membrana
cel-lular sin6 que son lligands que activen els PPAR, modulen I'expressid genica cel-lular

i son molecules importants en diversos sistemes de transducci6 de senyal.

Els proliferadors de peroxisomes son un grup de compostos que indueixen un augment
de la grandaria i en el nombre de peroxisomes hepatics i renals. Els peroxisomes son
organuls cel-lulars especialitzats en la produccié de reaccions oxidatives mitjancant les
quals l’oxigen molecular s"utilitza com a substrat per a produir peroxid d’hidrogen. La
funcié més important dels peroxisomes és la detoxificacié de substancies sanguinies, i
'oxidacié d’acids grassos de cadena llarga que per la seva grandaria no es poden oxidar

al mitocondri.

La familia dels PPAR inclou tres tipus de receptors: a, d i y. Els PPAR tenen una
estructura similar pero difereixen en la seva distribuci6 tissular aixi com en I'especificitat
dels seus lligands. Els diferents PPAR s’activen quan se’ls uneixen lligands especifics. El
PPARY és el principal regulador de la diferenciacié d'adipocits i a més afavoreix la
sensibilitat a la insulina. Millora la captacié de lipids dels macrofags, aixi com

I'exportacio de lipids, i té efectes antiinflamatoris [19].

L’accié principal dels PPAR és el control del metabolisme dels lipids, aix0 no obstant, el
seu paper va més enlla, degut a la implicacid dels lipids en la senyalitzaci6 cel-lular o

comunicacid entre cel-lules. Els lipids també son mediadors en processos inflamatoris i
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per tant els PPAR podrien fer de mediadors en lactivacié de les cel-lules

immunologiques [20].

1.6.LA PIOGLITAZONA

La pioglitazona (PGZ) és un farmac que s’utilitza per al tractament de la diabetis tipus
II, la comercialitzacié del qual fou aprovada I’any 1999. El seu mecanisme d’accio es basa
a provocar un augment de la sensibilitat de les cellules del cos a la insulina,
principalment de les cel-lules musculars i les cel'lules que formen el teixit adipos. La
insulina és una hormona peptidica, sintetitzada als illots de Langerhans del pancrees,
que ajuda a controlar el nivell de glucosa a la sang (homeostasi) evitant pujades
excessives de la seva concentracié que podria arribar a resultar toxica i regula I'entrada
de glucosa a les cel-lules de I’organisme. La pioglitazona provoca un efecte semblant i la
seva administracio contribueix a reduir la concentracié de glucosa en sang (agent

hipoglucemiant) [21].

El seu nom sistematic és (RS)-5-(4-[2-(5-etilpiridin-2-il)etoxi]benzil)tiazolidina-2,4-diona
i pertany a la familia de les tiazolidinediones (TZD). La molecula és un eter aromatic que
conté un carboni asimetric i el compost se sintetitza i s’utilitza en forma de racemic ja
que els estudis han demostrat que no hi ha diferencia d’activitat farmacologica entre els
estereoisomers [22]. Aquest farmac, com a clorhidrat, s’administra en forma de

comprimits.

O
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Figura 4. Estructura quimica de la pioglitazona clorhidrat.
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La PGZ en forma de clorhidrat és soluble en dimetilsulfoxid (DMSO), N-
dimetilformamida i metanol, és poc soluble en etanol, molt poc soluble en acetona i
acetonitril, practicament insoluble en aigua i insoluble en éter. Es una base feble amb un

valor de log Poctanol/aigua de 2.3.

El Sistema de Classificacié Biofarmaceutic (Biopharmaceutical Classification System, BSC)
és un sistema cientific per classificar un farmac basat en la seva solubilitat en aigua,
permeabilitat intestinal, i dissolucid, i per tant és una eina per entendre el concepte
d’absorcid de les substancies farmaceutiques. El BSC categoritza els farmacs en un dels
grups segiients:

Classe I — solubilitat alta, permeabilitat alta

Classe II - solubilitat baixa, permeabilitat alta

Classe III - solubilitat alta, permeabilitat baixa

Classe IV - solubilitat baixa, permeabilitat baixa

En el BSC la PGZ es troba dins de la Classe II, és a dir, lleugerament soluble i molt
permeable [23,24].

L’accié de la pioglitazona rau en la seva uni6 als receptors nuclears PPARY, on actua
com a agonista dels PPARy, que tal i com s’ha dit anteriorment sén un regulador de gens
involucrats en el metabolisme dels lipids. A més, provoca 'activacio de diferents gens

que promouen i faciliten les accions de la insulina [21].

S’ha descrit que també produeix efectes antiinflamatoris i antiaterosclerotics, indueix

diferenciacid cel-lular i inhibeix el creixement cel-lular i I’angiogenesi [25].

La pioglitazona té una accié preventiva de la inflamacié coronaria i l'arteriosclerosi
induida per L-NAME (N-Nitro-L-arginina metilester), que és un inhibidor no selectiu de
la sintetasa d’oxid nitric (NO) [26], i suprimeix 1'augment de I'ARNm del factor de

necrosi tumoral TNF-a, produit per la lesié de la mucosa gastrica induida per I'aspirina.

Els PPAR també estan involucrats en la regulacié de la resposta inflamatoria [20,27,28] i
és per aquest motiu que hi ha estudis on es demostra que la PGZ modula diferents vies
de la resposta a la inflamacio, fet que ampliaria les aplicacions d’aquest farmac que ja

esta autoritzat [18].
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Figura 5. Efectes coneguts de I’activacié del PPARy [29].

Tot aquest ventall de troballes amplia extraordinariament 1'is de la pioglitazona en
medicina clinica per a la resolucid d’altres patologies, més enlla de la diabetis, a les quals

encara no s’aplica o es fa encara de manera incipient.

La recerca per ampliar 1'tis de la PGZ esta centrada basicament en sistemes de transport
(nanoparticules o nanosistemes en general) focalitzats en els teixits i organs que es
desitgen tractar. Matoba i col-laboradors [30] fan una recopilaci6 d’estudis realitzats amb
nanoparticules de PLGA de PGZ on demostren que poden regular la inflamacié
cardiovascular (arterioesclerosi) en models in vitro i in vivo amb animals. Més endavant,
Tokutome i col-laboradors [31] realitzen un estudi preclinic amb animals on es conclou
que PGZ-NPs de PLGA acceleren la recuperaci6 de I'infart mitjancant la regulacio de la
inflamacio del sistema cardiovascular. En resum, I’activacioé del PPAR-y amb PGZ evita

I’arteriosclerosi coronaria possiblement degut als seus efectes antiinflamatoris [26].

L’any 2002, Wahli i col-laboradors [32] van descriure la importancia del paper dels
PPARs en la reparaci6 de ferides i a partir d’alli van sorgir diferents estudis amb la PGZ
per demostrar el seu potencial paper en la dermatogologia [33]. Sakai i col-laboradors
[34] confirmen ’efecte positiu de la PGZ en la cura de I'tilcera de pell, i dona pas a més

estudis per al tractament de malalties inflamatories de la pell ja sigui amb féormules
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classiques [35] com amb noves formulacions (nanosistemes) per millorar la
biodisponibilitat del farmac [36-38]. Yamamoto i col-laboradors també demostren que
la PGZ té efecte antiinflamatori en el test de 'edema de pota induit per carraguenina

[25].

L’Alzheimer és una malaltia que s’ha demostrat que esta relacionada amb un desordre
metabolic associat amb una disfuncid de 'accié de la insulina al cervell [39]. Sato i
col-laboradors van fer un estudi amb pacients diabetics diagnosticats amb demencia
d’Alzheimer primerenca, i el tractament amb PGZ va produir millora i estabilitzacié de
la malaltia. Es per aix0 que s'han fet estudis in vitro i in vivo amb animals amb PGZ i
patologia compatible amb I’ Alzheimer per millorar el transport de la PGZ al cervell [40-

45].

La linia d’estudi de la pioglitazona que ens ocupa en aquest treball és la de patologies
oculars. Per aprofitar propietats de la PGZ com de lligand del PPARY s’ha estudiat la
seva actuacio en tractaments de neovascularitzacié de la cornia després d’una ferida i
s’han trobat resultats satisfactoris [46,47]. Es va utilitzar la PGZ per a inhibir la
inflamacio, disminuir la reaccid fibrotica i impedir la neovascularitzacié de la cornia, des
de la fase inicial, després d’una cremada alcalina. Aixi, la soluci6 oftalmica d’aquest
agonista dels PPARy pot proporcionar una nova estrategia de tractament amb
aplicacions cliniques utils per a la inflamacio corneal i la cicatritzacio de ferides [48]. Un
altre estudi in vitro va demostrar l'efecte antifibrotic de la pioglitazona, cosa que
suggereix que l'activacio de PPARy pot ser un nou enfocament per al tractament de
l'opacitat de la cornia i la formacio de cicatrius en el procés de cicatritzacié de ferides

corneals [49].

Pel que fa a la malaltia de la sindrome de l'ull sec, un estudi realitzat amb animals
conclou que el PPAR-y també hi esta involucrat i un tractament amb NPs de PGZ de
PLGA incrementa la secrecio lacrimal [50]. A la literatura es fa referencia a I’estudi de la
PGZ per al tractament de la malaltia ocular de la tiroides pero no sembla adequat en
pacients que pateixen diabetis del tipus II [51,52]. Un estudi fet amb animals tractats amb

PGZ per via sistemica demostra que el farmac és efectiu per al tractament de la uveitis
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[53] i aix0 possibilita explorar el tractament local amb NPs de PGZ per a la inflamacié

ocular [43].

1.7. TRANSPORT DE FARMACS AMB SISTEMES D’ALLIBERAMENT
CONTROLAT

Els farmacs han de superar moltes barreres fisiologiques per assolir 1’objectiu terapeutic,
és a dir, han de circular cap als organs i teixits diana, i penetrar a les seves cel-lules. Tots
els farmacs tenen una toxicitat potencial la qual pot limitar la seva dosi de seguretat i per
tant la seva eficacia terapeutica. Es poden reduir els efectes adversos potencials d'un
farmac focalitzant-lo al seu objectiu (0rgan o cellula), i per aconseguir-ho es pot utilitzar

un transportador del farmac per a millorar la seguretat i I'eficacia del tractament.

L’any 2003, la the European Science Foundation (ESF) va iniciar un projecte anomenat
‘ESF Forward Look on Nanomedicine’ on es va definir formalment la nanomedicina com la
ciencia i la tecnologia per a la diagnosi, tractament i prevencié de les malalties i lesions
traumatiques, mitigacié del dolor i preservacio i millora de la salut humana, utilitzant
eines moleculars i el coneixement del cos huma a nivell molecular [54]. Cal destacar que
’escala nanometrica és I'escala en la que les molecules i els compostos intervenen dins

les cel-lules.

Una definicié més recent es troba en una publicacié de Patra i col-laboradors [55]: la
nanomedicina és la branca de la medicina que utilitza la nanotecnologia per a la
prevencio i la cura de malalties utilitzant materials a nanoescala, com les nanoparticules
biocompatiblesiels nanorobots, per a diferents aplicacions, com la diagnosi, el transport,

les percepcions sensorials o amb finalitats d’actuacié en un organisme viu.

En resum, la nanomedicina és un camp de la ciencia que utilitza materials a nanoescala
per a la diagnosi i el tractament de malalties [56]. Es un camp emergent pero a la vegada
genera preocupacié per la seguretat dels materials involucrats. S'utilitza el terme
"nanomedicines" per designar productes nanofarmaceutics, definits per la Fundaci6
Europea de la Ciencia, en una de les seves analisis d’ampli abast, com a sistemes de

lliurament de medicaments o productes farmaceutics biologicament actius que engloben
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“sistemes complexos a escala nanometrica, que consisteixen almenys en dos

components, un del qual és el principi actiu”.

Un sistema de transport de farmacs i lliurament de farmacs (a la bibliografia es coneix
com Drug Delivery System (DDS)) és una formulacié composta, o sistema, que permet la
introduccié de substancies en el cos per tal de millorar-ne la seva eficacia i la seva
seguretat, controlant la quantitat de farmac, el temps i I'alliberament en el lloc d"accié,
traspassant les membranes biologiques per arribar a I'objectiu terapeutic. Aixo inclou
tant ’administracié de farmacs amb finalitats terapeutiques com 1'ts de vectors per
facilitar I'aplicacié i difusié en el cos huma. Aquests sistemes de transport sén els
nanotransportadors, fets d'un biomaterial que pot ser d’origen natural (proteina,
polisacarid, altres biopolimers naturals, etc), metal-lic o ceramic, pero els dissenyats amb

polimers sintetics son els que tenen més aplicacions i els més estudiats.

Els sistemes tradicionals d’administracié de vegades poden tenir inconvenients, i en
aquest sentit els DDS sén més sofisticats, focalitzats a aconseguir un alliberament més
controlat, conduint el farmac directament al lloc d’accié i mantenir I’eficacia, evitant aixi
un alliberament sistemic de la substancia o un alliberament sobtat que pogués resultar

toxic.

Els nanosistemes de transport de farmacs es poden resumir en les formes indicades a la

Figura 6, i que es defineixen a continuacio:

- Micel'les (A): sén ensamblatges de lipids o macromolecules sintetiques amb caps
hidrofils i cues hidrofobes en una dissolucié aquosa. Les micel-les encapsulen
substancies terapeutiques hidrofobes.

- Liposomes (B): estan formats per una doble capa lipidica i per tant encapsulen
una dissoluci6 hidrofila (nucli aquos) i la substancia activa a I'interior que pot ser
tant hidrofila com hidrofoba.

- Nanoparticules polimeriques (C): estan formades per macromolecules de

polimers que contenen les substancies terapeutiques al seu interior.
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- Dendrimers (D): estan formats per macromolecules de polimers altament
ramificades que parteixen d’un nucli central i que incorporen les substancies
terapeutiques dins les cavitats de la seva estructura.

- Nanotubs de carboni (E): estructura cilindrica laminar d’atoms de carboni units
covalentment que poden transportar un agent terapeutic en l'interior.

- Nanoparticules metal-liques (F): metalls cristal-lins de grandaria nanometrica

que per si mateixos tenen propietats terapeutiques o finalitats de rastreig.

A B C
. Polymeric
Micelle nanoparticle
D E F
r
‘ W
4
. Carbon Metallic
Dendrimer nanotube nanoparticle

» Therapeutic agent

Figura 6. Descripcid esquematica d’alguns dels sistemes nanotransportadors de farmacs [30].

En el cas de les aplicacions en oftalmologia, altres nanosistemes que s’utilitzen, a part

dels mencionats anteriorment, sén els segiients [57,58]:

- Nanosuspensions: son dispersions colloidals en les que els farmacs hidrofobs es
dispersen de manera uniforme en un medi aquds amb I'ajuda de tensioactius.

- Niosomes: son vesicules tensioactives no ioniques de dues capes que poden
atrapar farmacs hidrofils i lipofils.

- Cubosomes: l'estructura consisteix en una bicapa lipidica continua i molt
retorgada amb dos canals d’aigua congruents que no es creuen. En comparacio

amb l’estructura de bicapa simple dels liposomes, els cubosomes tenen una area
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superficial molt superior i una gran capacitat per encapsular molecules
hidrofiles, hidrofobes i amfifiliques.

- Hidrogels: un hidrogel és una xarxa de monomers tridimensional de cadenes
flexibles carregada d’aigua. Les xarxes d’hidrogel s’han estudiat molt com a
sistema d’administracié de farmacs controlat i sostingut perque la porositat de la

matriu es pot adaptar modificant la densitat del reticulat.

Els sistemes nanoestructurats més emprats per a la via topica son els liposomes [12], les
nanoemulsions [59] i les nanoparticules (polimeriques i lipidiques). Dins de les
nanoparticules polimeriques es distingeixen les que son preparades a partir de polimers
naturals (biopolimers) [60,61] i de polimers sintetics [14]. Les NPs de biopolimers sén
fetes basicament de proteines (fibroina, col-lagen, gelatina, albumina) i polisacarids
(quitosan, alginat, cel-lulosa, midd). Aquestes tenen pesos moleculars més elevats i
tenen menys eficacia per encapsular farmacs, i s’utilitzen més per transportar
substancies bioactives als teixits i cel-lules [62]. Els polimers sintetics més emprats en
nanomedicina son l'acid polilactic (PLA), I’acid poli-D,L-lactic-co-glicolic (PLGA) i la
poli-e-caprolactona (PCL) [63] perque son biodegradables.

De tots aquests sistemes de transport descrits anteriorment, les nanoparticules
polimeriques son les més estables i es poden assecar facilment per allargar la seva
estabilitat, per exemple sotmetent-les als processos de liofilitzacié o d’assecatge de

I’aerosol (spray drying).

Els polimers emprats en medicina han de tenir una cinetica adequada de
biodegradabilitat i han de ser biocompatibles, és a dir, no han d"induir I'atac del sistema
immunitari i no han d’introduir elements toxics ni cancerigens a l'organisme. Els
polimers també han de tenir una estructura ben definida i ser capagos d’admetre una

quantitat acceptable de farmac.

L’avantatge dels polimers sintetics és la seva versatilitat per modificar els seus
parametres (composicio, pes molecular, estructura quimica) amb la finalitat d’obtenir un
material per a I’aplicaci6 prevista. Els polimers biodegradables son els més utilitzats en

sutures, i principalment en l'alliberacidé controlada de farmacs.
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La biodisponibilitat és la porcié de compost bioactiu que és assimilat pel cos i que
aconsegueix realitzar la seva accid. Les nanoparticules es poden optimitzar per millorar
la biodisponibilitat ja sigui mitjan¢ant un augment de 1’absorcié millorant la solubilitat,

o bé facilitant el pas de les substancies a través de les membranes biologiques.

Unes altres propietats que han de tenir les nanoparticules polimeriques és que tinguin
un procés d’elaboracié facil, assequible i de facil escalatge. Un cop elaborades han de
poder assecar-se i esterilitzar-se sense experimentar canvis. La formulacié ha de protegir
el farmac de la degradacid i prevenir una alliberacié rapida del farmac encapsulat. L’han
d’alliberar completament amb el temps o a una taxa adequada per a la seva activitat.
També cal considerar que el producte desenvolupat no tingui dissolvents organics
potencialment toxics o que estiguin per sota dels limits d’acceptacid. Han de ser facils
d’administrar i assolir una bona biodisponibilitat. Un dels avantatges de les NPs és la
possibilitat de reduir la toxicitat que pugui tenir el farmac lliure degut a la seva

incorporacio a la nanoestructura.

Els nanosistemes més emprats en la recerca relacionada amb I’oftalmologia son els

liposomes i les NPs polimeriques de chitosan, PLGA i gelatina.

Un indicador de la recerca que s’esta realitzant relacionada amb nanosistemes
transportadors de farmacs per al tractament ocular son les continues recopilacions que
es troben a la bibliografia i que es van actualitzant practicament de manera anual. La
Taula 1 mostra algunes de les recopilacions publicades les quals proporcionen un

excel-lent historial d’informacio.

Taula 1. Algunes de les recopilacions bibliografiques sobre 'aplicacié de la nanomedicina al
tractament ocular.

Any Primers autors Titols Referéncies
1995 Zimmer Microspheres and nanoparticles used in ocular delivery systems [15]
1998 Le Bourlais Ophthalmic drug delivery Systems. Recent advances [64]
2001 Kimura Biodegradable Polymers for Ocular Drug Delivery [65]
2008 Sahoo Nanotechnology in ocular drug delivery [66]
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Any Primers autors Titols Referéncies
2009 Nagarwal Polymeric nanoparticulate system: A potential approach for [67]
ocular drug delivery
2010 Diebold Applications of nanoparticles in ophthalmology [54]
2013 Zhou Nanoparticles in the ocular drug delivery [68]
2017 Janagam Nanoparticles for drug delivery to the anterior segment of the [69]
eye
2017 Weng Nanotechnology-based strategies for treatment of ocular disease [70]
2018 Bachu Ocular drug delivery barriers—role of nanocarriers in the [8,9,11]
treatment of anterior segment ocular diseases
Dubald Ophthalmic drug delivery systems for antibiotherapy- A review
Tsai Ocular drug delivery: Role of degradable polymeric nanocarriers
for ophthalmic application
2019 Halasz Advances in biodegradable nano-sized polymer-based ocular [13,14]
drug delivery
Lynch Micro/Nanoparticle Delivery Systems for Ocular Diseases
2020 Begines Polymeric nanoparticles for drug delivery: Recent developments [7,71,72]
and future prospects
Ghafoorianfar Efficiency of nanoparticles for treatment of ocular infections:
Meza-Rios Systematic literature review
Therapies Based on Nanoparticles for Eye Drug Delivery
2021 Swetledge Distribution of polymeric nanoparticles in the eye: implications [73-75]
in ocular disease therapy
Zhang Ten years of knowledge of nano-carrier based drug delivery
systems in ophthalmology: Current evidence, challenges, and
future prospective
Stimuli-responsive polymers for transdermal, transmucosal and
Berillo ocular drug delivery
2022 Allyn Considerations for Polymers Used in Ocular Drug Delivery [76,77]
Yang Nanoparticles in ocular applications and their potential toxicity
2023 Onugwu Nanotechnology based drug delivery systems for the treatment [58,78]
of anterior segment eye diseases
Han Polymer- and lipid-based nanocarriers for ocular drug delivery:

Current status and future perspectives
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Com a conseqiiencia del desenvolupament que s’ha realitzat en el camp de la
nanomedicina en els anys recents, actualment hi ha aprovats per la FDA alguns farmacs
basats en nanosistemes polimerics per al tractament ocular de les uveitis, renitis,
sindrome de 1'ull sec o glaucoma, entre altres, ja sigui com colliris, injeccions

intravitreals o implants intravitreals [76].

1.7.1. NANOPARTICULES POLIMERIQUES

Des de fa ja unes quantes decades, les nanoparticules polimeriques s’estan investigant
com a sistemes d’administracié de farmacs perque poden transportar-ne una gran
varietat i permeten la seva alliberacié durant un periode relativament llarg [79,80]. Les
nanoparticules tenen una grandaria submicrometrica (10-1000 nm) i normalment
s’empren per a vehicular farmacs que per la seva naturalesa lipofila, séon molt poc
solubles o insolubles en aigua. Les nanoparticules polimeriques també s’empren per

transportar proteines, acids nucleics o virus [55,81,82].

Les NPs polimeriques es poden definir com particules solides colloidals que contenen
una substancia activa i que se sintetitzen per mitjans mecanics o quimics. Les
nanoparticules englobaran el principi actiu a I'interior d'una estructura o bé 1’absorbiran
com una esponja o ’adsorbiran a la seva superficie. En termes de grandaria el limit baix
de les NPs es troba en 5-10 nm i el limit alt en 1000 nm, tot i que amb els metodes més
habituals de sintesi el rang és 100-500 nm. Amb el nom de NPs polimeriques s’hi
inclouen tant les nanoesferes com les nanocapsules. La diferencia entre les dues formes
ésla seva morfologia i arquitectura: les nanoesferes estan formades per una matriu densa
polimerica que fa de suport al material bioactiu, ja sigui adsorbit a la superficie o
encapsulat a I'interior, mentre que les nanocapsules estan formades per un nucli que és
una minuscula gota d’un dissolvent apolar, en el qual hi ha dissolt el principi actiu,

envoltada per una capa polimerica (Figura 7).
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Nanocapsule Nanosphere

Figura 7. Representacié esquematica de I'estructura d’una nanocapsula i una nanosfera [83].

Durant aquestes dues ultimes décades les NPs han anat evolucionant per millorar les
seves propietats i la seva funcid. Una de les millores ha estat la de recobrir les NPs amb
substancies que en modifiquin alguna caracteristica com la polaritat o la carrega
superficial [84]. Les NPs es poden recobrir amb un polimer hidrofil o fins i tot es poden

funcionalitzar amb anticossos o proteines, en general lligats al recobriment (Figura 8).

First Generation Second Generation Third Generation
(Coating approach) (Functionalized nanocarriers)

. Oil core
Polymer matrix g

polymer wall

Polymer coating

Nanoparticle I | Nanocapsule

Figura 8. Evolucid dels sistemes col-loidals. Primera generacio: matriu polimerica. Segona
generacio: augment del caracter hidrofil mitjangant un recobriment. Tercera generacio:

funcionalitzacié del nanotransportador [54].

Els metodes de preparacid de NPs polimeriques es classifiquen en dues categories
segons si la formulacid requereix una reaccié de polimeritzacié del monomer o si es

parteix del polimer [85]. Els metodes de polimeritzacié sén més dificils de controlar i
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reproduir i sempre necessiten purificaciéo [86]. Practicament tota la literatura i les
formulacions que han estat acceptades per les autoritats parteixen de polimers

preformats per evitar les limitacions dels metodes de polimeritzaci6 [76,87].

Els metodes de formacié de NPs a partir del polimer preformat es poden resumir en les

segiients categories [88]:

- Emulsificacié-evaporacié del dissolvent. Aquesta tecnica s'utilitza per

encapsular substancies hidrofobes. El polimer i el farmac es dissolen en un
dissolvent organic immiscible en aigua. En el cas del PLGA el dissolvent és
cloroform o clorur de metile. L’emulsi6 es prepara afegint la dissoluci6é aquosa
del tensioactiu a la dissoluci6 del polimer. Les nanogotes sovint s’indueixen per
sonicacid6 o homogeneitzacié. El dissolvent s’evapora i les nanoparticules
s’obtenen per centrifugacio o liofilitzacid. L'inconvenient del metode és 1'tis de
dissolvents clorats per la seva toxicitat.

- Tecnica de la doble o maultiple emulsi6. Aquesta técnica és una variant de

I'anterior i s’utilitza per encapsular substancies hidrofiles i proteines. El farmac
i el tensioactiu es dissolen en aigua. La primera emulsié es prepara dispersant la
fase aquosa en la fase organica que conté el polimer. A continuaci6 es fa una
segona emulsié amb una altra fase aquosa que conté I'estabilitzant.

- Emulsid-difusié. Utilitza un dissolvent parcialment soluble en aigua com acetona

o carbonat de propile. El polimer i el farmac es dissolen en el dissolvent i
s’emulsionen en la fase aquosa que conté l'estabilitzant. L’estabilitzant evita
I'agregacio de les gotes de 'emulsié perque s’adsorbeix a la superficie de les
gotes. S’afegeix aigua a 1’emulsid per afavorir la difusio del dissolvent en l'aigua.
La dissolucio s’agita i es formen les nanoparticules que es recullen per
centrifugacié o s’elimina el dissolvent mitjang¢ant dialisi.

- Nanoprecipitacid. El polimer i el farmac es dissolen en acetona i s’afegeix

lentament sobre una dissolucié aquosa que conté l'estabilitzant. L’acetona
s’evapora al buit i les nanoparticules romanen en la suspensi6 aquosa.

- Xoc sali (Salting-out). Es un métode que tampoc utilitza dissolvents clorats. Es
forma una emulsié d’aigua en oli que conté el polimer, el dissolvent (normalment

acetona), I'estabilitzant, acetat de magnesi trihidrat i el farmac. S’afegeix aigua a
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la dissolucid fins que el volum és suficient per a que es produeixi la difusié de

’acetona en l'aigua cosa que provoca la formacioé de nanoparticules.

A la bibliografia la nanoprecipitacié també s’anomena metode de desplacament del
dissolvent (solvent displacement method) o metode de deposicio a la interficie (interfacial
deposition method), i és un dels metodes més utilitzats per la seva simplicitat i

reproductibilitat. Aquest metode va ser desenvolupat per Fessi i col-laboradors [89].

En tots els metodes hi ha una dissolucid organica que conté els components de les NPs i
que acaba constituint la fase interna, i hi ha una fase aquosa que conté els estabilitzants
i és el medi de dispersi6 de les NPs. Les nanoparticules polimeriques s’obtenen
majoritariament en forma de suspensions col-loidals pero en les dues darreres decades
també s’han utilitzat meétodes amb els quals s’obtenen directament en forma de solid a
partir de dissolucions que contenen els components utilitzant les tecniques electroesprai
iassecatge de l’aerosol [90,91]. Inicialment la tecnica d’assecatge de 1’aerosol s'utilitzava
per assecar o deshidratar productes, pero més endavant es va aprofitar per dissenyar
micro i nanotransportadors de farmacs, encapsulant compostos hidrofils o hidrofobs en

polimers [92].
1.7.1.1. Nanoprecipitacié o desplacament del dissolvent

El metode de sintesi de les nanoparticules que s’ha utilitzat en aquest treball és el de la
nanoprecipitacid o desplacament del dissolvent. Aquest metode implica la interaccié de
dos medis: un medi organic parcialment miscible en aigua i facil d’evaporar on s’hi han
solubilitzat el polimer i el farmac, i un medi aquds que pot contenir un agent estabilitzant
(polivinil alcohol, polisorbat, poloxamer, pluronic, etc). L’acetona és el dissolvent del
polimer que més sutilitza en aquest metode. La dissolucid organica s’addiciona gota a
gota sobre el medi aquds en agitacid constant, i en entrar-hi en contacte es produeix la
insolubilitzacié del polimer, el qual precipita. Les nanoparticules es formen
instantaniament per una rapida difusié del dissolvent en el medi aquds, provocant la
formacié d’una suspensio colloidal. A continuacid, el dissolvent s’elimina a pressio

reduida, fins a I’obtencio de la suspensid. Aquesta suspensio final té un aspecte lletds.
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Una variable important en la sintesi de NPs és el tipus d’estabilitzants que s'utilitzen, els
quals eviten l’agregaci6 i el trencament de l'estructura. La quantitat d’estabilitzant
utilitzada també tindra influéncia en les propietats de les NPs. Shan d’emprar
compostos que no siguin toxics i/o que siguin biodegradables. Els estabilitzants sén
tensioactius o polimers que s’adsorbeixen a la interficie de la NP amb l'aigua, els quals
tenen la funcié6 de potenciar la solubilitat i 1'estabilitat de la NP insoluble durant
I'emmagatzemament. A la bibliografia es troben descrits estabilitzants polimerics com
el PVA [93], o tensioactius no ionics com el Poloxamer 188, el Tween 80, o el
polietilenglicol entre altres [94-96]. El PVA, de fet, s’afegeix sovint als colliris
tradicionals per augmentar-ne la viscositat i per tant el temps de residencia [8], i s"utilitza

en moltes de les sintesis de NPs de PLGA [95,97-100].

1.7.1.2. Nanoparticules de PLGA-PEG

L’acid poli(D,L-lactic-co-glicolic) (PLGA) és un copolimer sintetic format per 1’acid lactic
il’acid glicolic (o acid hidroxiacetic) (Figura 9). E1 PLGA té propietats complementaries
a causa del caracter cristal-li i hidrofob de 'acid lactic i al caracter amorf i hidrofil de
I'acid glicolic. El PLGA es degrada mitjancant hidrolisi cel-lular dels enllagos ester, i en
resulta la formacio dels dos monomers, I'acid lactic i I'acid glicolic, els quals son
metabolits habituals en les cel-lules (endogens). Aquests dos compostos a la seva vegada
es metabolitzen facilment via el cicle de Krebs (o cicle de 'acid tricarboxilic) i finalment
son eliminats del cos com a dioxid de carboni i aigua, causant molt poca toxicitat

sistémica.

Per la seva seguretat, tant per la seva biocompatibilitat com per la seva
biodegradabilitat, el PLGA és el polimer més emprat en medicina ja que ha estat aprovat
per I’Agencia Europea del Medicament (EMA) i la US Food and Drug Administration
(FDA) per a I'is en humans. S"utilitza en sutures, empelts, implants, protesis, pel-licules
segellants quirargiques, i en sistemes de transport de farmacs (micro i nanoparticules)
[87,101]. Es un polimer d’estructura ben definida, facil de produir, que s’adapta a
molecules o macromolecules (proteines o acids nucleics), hidrofobes o hidrofiles,

protegeix els farmacs de la degradacio i els allibera lentament [102-104].
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Figura 9. Estructura quimica del PLGA. x = nombre d’unitats d’acid lactic; y = nombre d’unitats

d’acid glicolic.

El PLGA se sintetitza mitjangant copolimeritzacié d’obertura d’anell (ring-opening co-
polymerization) de dos monomers, els dimers ciclics (1,4-dioxane-2,5-diones) de 1'acid
glicolic i 'acid lactic. En la polimeritzaci6 les unitats monomeriques s'uneixen amb
enllacos ester proporcionant un poliester alifatic lineal. Depenent de la relacié d’acid
lactic i glicolic que s’utilitzen en la polimeritzacié s’obtenen diferents formes de PLGA
les quals s’identifiquen amb la relaci6 molar dels monomers utilitzats (per exemple
PLGA 75:25 indica una composicié del 75% lactic-25% glicolic). El caracter cristal-li del
PLGA varia des de completament amorf a completament cristalli depenent de la relacié
molar i de 'estructura del bloc. Els PLGA tenen una temperatura de transicio vitria (Tg)
en el rang 40-60 °C i es poden dissoldre en diferents dissolvents segons la composicio.
Els polimers amb elevada proporcié d’acid lactic es dissolen en dissolvents clorats
mentre que els materials amb un alt contingut d’acid glicolic requereixen 'ts de

dissolvents fluorats com 1"hexafluoroisopropanol [105].

El PLGA es degrada per hidrolisi de I’enllag ester en aigua i s’ha comprovat que el temps
necessari per a la seva degradacid depen de la relacio de monomers: a més proporci6 de
glicolic més rapida és la degradacio. La proporcid 50:50, pero, és una excepcid i és la que
té hidrolisi més rapida, pero tot i aixo dependra de diversos factors com el pes molecular,

el pH, la temperatura, o la preséncia d’estabilitzants, per exemple [55,101,106].

Les cel'lules endotelials del fetge i els macrofags reconeixen les particules hidrofobes
com a alienes i les elimina rapidament del corrent sanguini. Aixi, a través del fetge o del
pancrees son destruides i eliminades. Aquesta és una de les majors limitacions de les
nanoparticules polimeériques com a transport de farmacs: les barreres biologiques. Per

evitar aquestes limitacions s’han desenvolupat metodes de modificacié de la superficie
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per a produir nanoparticules que no siguin reconegudes pels sistemes de neteja de la

sang.

Les NPs de PLGA se sintetitzen principalment pels metodes de difusié de I'emulsid
(emulsion diffusion), evaporacié de dissolvent (solvent evaporation) i nanoprecipitacio
[87,107]. En alguns casos s’ha utilitzat el metode de salao (salting out) a més d’algun altre
metode com el que s’anomena “metode amb l'auxili de microfluidica” (microfluidics

assisted method) [106,107].

Les NPs de PLGA també es poden preparar mitjangant la tecnica d’assecatge de I"aerosol
(spray drying) de manera que al final del procés s’obtenen les NPs en forma solida
directament [108]. Draheim i col-laboradors [109] comparen la nanoprecipitacio i la
formacio de NPs amb la tecnica del nano spray drying utilitzant el polimer PLGA i
diferents estabilitzants, i arriben a la conclusio que per nano spray drying les particules
obtingudes son més grans. A la tecnica d’assecatge de 1’aerosol el polimer esta dissolt
completament en un dissolvent organic de manera que el factor que afecta més la
grandaria de la particula és el porus de la malla per on es forma l'esprai. Un dels
inconvenients de la formacio directa de NPs de PLGA per assecatge de ’aerosol és que

la majoria de treballs utilitzen dissolvents clorats [108].

A la bibliografia es troben nombroses publicacions que fan servir el PLGA com a
nanosistema transportador de farmacs [7,69,110]. Les NPs de PLGA també s’empren per
transportar macromolecules com proteines o acids nucleics dins de les cellules
[98,102,111]. L’entrada de les nanoparticules en les cel-lules es produeix mitjancant
processos d’endocitosi (invaginacié membrana citoplasmatica) [13,102]. EI que és dificil
de controlar és el transport intracel-lular en els organuls. Es important destacar que
aquest tipus de nanoparticules no son rebutjades pels teixits ja que no les detecten com

a estranyes.

El PLGA té l'avantatge que és relativament senzill modificar les propietats de la seva
superficie i fer més facil la seva invisibilitat al sistema immunologic o facilitar una millor
interaccié6 amb els sistemes biologics [84,112,113]. La substancia més emprada amb
aquesta finalitat és el polietilenglicol (PEG), un polieter de caracter no ionic i hidrofil

[96,114]. E1 PEG és biocompatible, i se sol utilitzar en la fabricacié de NPs, ja sigui com a
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additiu o formant part del mateix polimer per tal de modificar-ne les propietats

superficials [96,115].

L’adsorcio6 o I'enllag covalent o la conjugacié de PEG sobre les molecules es coneix com
a pegilacio (PEGylation). Inicialment aquest procés es va desenvolupar per al transport
de proteinesial 1990 la FDA va aprovar la primera substancia terapeutica proteina-PEG.
A continuacié van iniciar-se els estudis del transport sistemic de substancies en NPs-
PEG demostrant que també millorava la circulacié i al 1995 la FDA aprova el primer
producte basat en un nanosistema-PEG. Des d’aleshores la pegilacio té un paper molt

important en la formulacié de nanoparticules.

A la bibliografia esta clarament demostrat que 1’adsorcié o I'enllag o la conjugacio de
PEG sobre les nanoparticules incrementa la circulacié de les nanoparticules en sang
alguns ordres de magnitud [116,117]. Altres avantatges del PEG en l'estructura del
polimer, a part de la supressi6 de I’opsonitzacid, son I’augment de la solubilitat en aigua,

la reducci6 de I'agregacid i per tant una millora en I’estabilitat de les NPs [118].

Figura 10. Estructura quimica del PLGA-PEG enllacat. m = nombre d’unitats de PLGA; n =

nombre d’unitats de PEG.

La grandaria del PEG i sobretot la densitat superficial del PEG so6n parametres que cal
considerar quan es formulen nanoparticules (Figura 11). Normalment, en el cas de
nanoparticules polimeriques que engloben farmacs per al transport no sistemic, és
preferible la baixa densitat per no anul-lar la carrega superficial. Les NPs hidrofobes no
carregades experimenten una agregacio rapida quan es troben en medi aquos ja sigui via

forces de van der Waals o forces hidrofobes.
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Figura 11. Densitat del PEG a la superficie de la nanoparticula [117].

Es troben bastants estudis on es comparen els nanotransportadors amb o sense PEG i en
tots hi ha millores significatives en el transport, la penetracio, la biodisponibilitat i

I'estabilitat quan la NP conté PEG a la superficie [115,119-123].

Per tot 'exposat, per a la sintesi de NPs seria preferible partir directament del polimer

PLGA-PEG, ja que aquest es pot trobar comercialment.

Una publicacié de I’any 2013 fa una recerca bibliografica extensiva sobre les aplicacions
en nanomedicina on encara no es descrivia cap estudi en curs o farmacs aprovats per la
FDA relatius al tractament ocular [124]. Vllasaliu i col-laboradors, 'any 2014, fan una
nova recopilacio [125] en la que destaquen que hi ha molta recerca sobre el polimer
PLGA-PEG i els seus copolimers pero no hi ha estudis en curs o farmacs aprovats, en
canvi si que n'hi ha en el camp dels liposomes pel fet que les nanoparticules suposen
generar una nova entitat molecular mentre que els liposomes no. L’any 2016 hi ha una
nova recopilacid feta per Bobo i col-laboradors [126] sobre I'estat dels farmacs basats en
nanoparticules i els aprovats per la FDA, i I'any 2018 Patra completa 1’estudi de Bobo
[55]. Es a la recopilacié feta per Allyn I'any 2022 sobre polimers i biopolimers aprovats
per la FDA per a I's ocular i DDS aprovats per la FDA, on es descriuen dos implants

oculars, un de PLGA i un de PLA/PLGA/PEG [76].
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1.7.2. ESTABILITZACIO DE LES NANOPARTICULES A LLARG TERMINI

Les nanoparticules son molt sensibles a l’estres fisicoquimic al que estan sotmeses durant
els processos de fabricacié i emmagatzemament, cosa que en dificulta les aplicacions
farmaceutiques. Les formulacions de farmacs basats en nanoparticules polimeriques
s’acaben preparant normalment en forma de presentacions solides ja que mostren una
major estabilitat respecte la suspensio liquida colloidal, i també proporcionen altres
beneficis com la facilitat de manipulacio, emmagatzemament i transport.

S’ha d’eliminar I'aigua de la suspensio col-loidal mitjangant un procés d’assecat aplicant
calor, ja sigui per conduccid, conveccid i/o radiacid, que sén les tecniques basiques per
vaporitzar l'aigua, o per sublimacid. Totes les tecniques tenen l’objectiu de la
deshidratacié pero conceptualment son diferents i introdueixen diferents tipus d’estres
al compost que poden comprometre la seva estabilitat, per aixo les tecniques requereixen

modificacions i/o adaptacions en funci6 de les propietats del compost.

Un producte deshidratat ha de mantenir les propietats fisicoquimiques del producte
original, ha de tenir bon aspecte, s’ha de poder reconstituir rapidament, la humitat
residual ha de ser baixa i ha de ser estable en el temps. Les NPs a més a més, després del
procés d’assecat s’han de resuspendre facilment, no han de modificar la distribucid de
la grandaria de particula i han de mantenir l'activitat del farmac encapsulat. Per tal
d’assolir tots aquests objectius tot el procés s’ha de focalitzar en tres aspectes basics que
s’han d’optimitzar: la formulacio, el procés d’assecat i les condicions

d’emmagatzemament.

El metode d’assecatge més emprat en la industria farmaceutica és la liofilitzacio seguida
de I'assecatge de I'aerosol (spray drying), processos que també s’apliquen per deshidratar
les suspensions col-loidals de nanoparticules [90,91,127]. En el cas d’una suspensio de
nanoparticules, s'obté un pols sec facil de manipular i emmagatzemar [128-130]. En el
camp dels nanotransportadors també s’ha utilitzat en poca extensid i en petita escala el
procés de liofilitzacid de I'esprai (spray freeze drying) [131,132]. En el procés de liofilitzacid
de l'esprai les suspensions es congelen rapidament en forma de gotes molt petites quan
es fa un esprai en un corrent d’aire molt fred (-120 °C) o nitrogen liquid. A continuacio6

les gotes congelades s’assequen mitjangant un procés de liofilitzacié en el que el gel
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sublima i es formen aixi les particules seques. L’assecat amb fluid supercritic també s’ha

descrit [133,134], el qual és a la vegada el procés de formacié de les nanoparticules.

La liofilitzacié consisteix en la dessecacié de la dissolucioé o suspensid per congelacio
d’aquesta i posterior sublimacié del gel a pressio reduida, sense passar per una fase
liquida intermedia. En el procés de congelacio hi ha una separacid de fases en el gel i la
suspensid. L’elevada concentracié de NPs a la fase crioconcentrada pot causar-ne
I'agregacio o la fusio. La criocristal-litzacio del gel també pot causar estrés mecanic a les
NPs, provocant-ne la desestabilitzacio. Per evitar aquests fenomens s’afegeixen
excipients abans de la liofilitzacio, els quals s’anomenen crioprotectors (protegeixen de
I'estres de la congelacid) i lioprotectors (protegeixen de l'estres d’assecat) [129]. Els
compostos que s’hi afegeixen actuen normalment de les dues maneres. Els crioprotectors
més comuns son sucres com la trehalosa, la glucosa, la sucrosa o polialcohols com el
mannitol, tot i que també s’utilitzen altres polimers com el PEG o el PVA [120,135-137].
Els crioprotectors pero, poden afectar la grandaria efectiva de les nanoparticules i per

tant el seu comportament en I'alliberacié del farmac [88].

S’haurien de coneixer propietats tals com la temperatura de transicié vitria (Tg' i Tg) i la
temperatura de col-lapse (Tc) de la formulacio [129] , factors que depenen del polimer,
del tensioactiu-estabilitzant-conservant, dels grups quimics enllacats a la superficie de
les nanoparticules i de la naturalesa del crioprotector-lioprotector, per tant, previ al
procés, convé fer un seguiment per microscopia (freeze drying microscopy) i DSC [99,137].
Holzer i collaboradors, per exemple, demostren que només les NPs de PLGA sotmeses
a la liofilitzacié sense agents crioprotectors mostraven una agregacié apreciable

macroscopicament i irreversible [99].

La liofilitzacio permet obtenir productes de molta qualitat pero té I'inconvenient que és
un procés relativament llarg (dies) i per tant suposa una despesa energetica considerable

que repercuteix en els costos d’operacid i manteniment [99].

L’assecat pel metode d’assecatge de 1’aerosol es basa en la transformacié d'un fluid
(dissolucions, emulsions, suspensions, i fins i tot pastes, fangs o substancies foses) en
una pols seca mitjancant un procés d’atomitzaciéo en un corrent de gas calent que

normalment és aire o nitrogen. El procés té tres etapes basiques abans de la recol-leccié
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del producte sec [138]: atomitzacié del liquid que entra-formaci6 de gotes, evaporacio
del dissolvent-assecatge de l'esprai en el gas, formacié de les particules seques. Les
petites gotes que es generen (escala micrometrica) son sotmeses a una evaporacié rapida
del dissolvent i les particules seques se separen del gas d’assecatge mitjangant un cicld
que les diposita a la base de I'aparell (Figura 12). Generalment, el rendiment del procés
d’assecatge de l’aerosol a escala de laboratori amb els aparells convencionals no és
optima (20 % - 70 %) degut a la perdua de producte per les parets de la cambra
d’assecatge i a la poca capacitat del ciclé de separar particules petites (<2 um) (I'eficacia
del cicl6 depéen de la massa de la particula). Per tal de superar aquest inconvenient i
estendre l'aplicabilitat a la producci6 de particules més complexes, I'any 2009 Biichi va
introduir I"aparell Nano Spray Dryer B-90 el qual segueix les generacions previes (Mini
Spray Dryers B-190, B-191 i B-290). Aquest equip és adequat per a la produccié de
particules petites (200 nm - 5 um) amb bons rendiments (90 %) fins i tot per quantitats
petites (milligrams). Aquest aparell conté una malla que vibra a una freqiiéncia
d’ultrasons (60 kHz) i amb la possibilitat de diferents grandaries de forat (4.0 um, 5.5 um
0 7.0 pm). Mitjangant un senyal electric, un element amb propietats piezoelectriques es
contrau i s'expandeix provocant una oscil-lacié en la malla del nebulitzador (Figura 13).
Quan la malla es contrau es deforma cap al costat del fluid i els forats es carreguen amb
fluid; quan la malla s’expandeix, les gotes s’expulsen a través dels forats cap a la cambra
d’assecatge, produint gotes ultrafines (aerosol) que es transformen en particules de
grandaria petita i reproduible un cop assecades. A més a més, aquest aparell conté un
col-lector electroestatic en lloc del cicld, que proporciona rendiments superiors al 70 %
quan tots els parametres del procés estan ben optimitzats. El col-lector electroestatic és
independent de la massa de la particula i es basa en la generacié d"un camp electric que
provoca la creacio d’ions negatius del gas que s’atreuen cap a l'electrode col-lector
(Figura 14). Aquests ions en el seu trajecte s’enganxen a les particules suspeses al gas i
les carreguen negativament. Les particules carregades son desviades cap a 'electrode
col-lector on s’hi enganxen i formen una capa fina de particules. També utilitza un flux
laminar de gas assecant a través de la cambra d’assecatge que resulta en un escalfament

suau, uniforme i instantani.
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Figura 12. Esquema d’'un equip i del procés d’assecatge de 1’aerosol convencional [139].
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Figura 13. Esquema del Nano Spray Dryer B-90 [140].
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Figura 14. Principi de funcionament de la vibracié de la malla al capgal de formacié de ’aerosol,

accionada piezoeléctricament, en el Nano Spray Dryer B-90 [138].

Normalment s’entén la tecnica d’assecatge de 1’aerosol només com un procés de
deshidratacio, pero també s'utilitza per a I'encapsulacié directa de compostos hidrofils
o hidrofobs en diferents medis de transport sense que hi hagi degradacié termica per la
rapidesa del procés d’assecatge (décimes de segon o mil-lisegons) que fa que estiguin
exposats molt poc temps a la calor. Per tant, les particules es poden obtenir directament
mitjangant la tecnica d’assecatge de I’aerosol de dissolucions o suspensions que contenen
els compostos [108], o bé atomitzant particules formades amb processos d’emulsificacio,
dessolvatacio6 o desplagament del dissolvent que s’han descrit anteriorment
[109,141,142]. Normalment, quan les particules primer s’han format i aquesta tecnologia
s’utilitza per eliminar el dissolvent, la grandaria de les particules practicament no és
afectada quan es tornen a redispersar en medi aquoés. Tant el procés de liofilitzacié com

el d’assecatge de I’aerosol s’han d’optimitzar per a cada formulaci6é de NPs en particular.

Es un procés que es considera suau, poc agressiu i que es pot aplicar a molts tipus de
productes, incloses les substancies sensibles a la temperatura com els productes biologics
(proteines, virus, etc.), farmacs o nutrients [143-145]. També permet treballar en
atmosfera inerta, si és necessari. La tecnica és adequada tant en el camp de la recerca
com per a la producci6 a gran escala perque és un procés rapid, continu, reproduible, és
en un sol pas i facilment escalable. A més a més es produeixen particules esferiques i
amb una elevada uniformitat. A nivell de laboratori, el Nano Spray Dryer B-90 permet
recollir quantitats de substancia inferiors als 30 mg, les quals no es podrien obtenir amb

I'aparell convencional, i pot partir de quantitats tan petites com 5-20 ml de dissoluci. Es
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un procés rapid sobretot en comparaciéo amb la liofilitzacid, i que requereix menys
despesa energetica perque treballa a pressié ambient. Aquests aparells de laboratori sén
molt utils en les etapes de desenvolupament de producte, i sobretot quan s’utilitzen

materials molt cars, ja que permeten evaporar volums petits, de 5 ml en amunt.

Tot i tenir molts avantatges també es poden presentar algunes dificultats experimentals.
La separaci6 de particules <2 um no és eficag si el collector és un cicl6. El Nano Spray
Dryer B-90 té els capgals amb forats més petits i aix0 fa que s’hagin d’evitar dissolucions
viscoses o que es formin incrustacions que facin disminuir el rendiment o que
contaminin el producte final. La vibracié6 també pot causar un efecte de cisalla en

productes sensibles al trencament [139].

1.7.3. CARACTERITZACIO FISICOQUIMICA DE LES NANOPARTICULES

Les nanoparticules s’han de caracteritzar després de la seva sintesi, ja que tant les
propietats superficials com les caracteristiques fisicoquimiques estaran associades al seu
comportament in vitro i in vivo. Les propietats generals principals son: grandaria,
polidispersitat, carrega superficial, i eficacia d’encapsulacid. Per avaluar aquestes

propietats, s’utilitzen una diversitat de tecniques que s’aniran detallant a continuacio.

La grandaria de les nanoparticules (Zav) en una suspensio colloidal es determina
mitjancant metodes forca especifics com la dispersié de la llum dinamica (DLS). Amb
aquesta tecnica es determina la distribucié de la grandaria de manera molt rapida, i
també s’obtenen dades de la polidispersitat, la qual s’utilitza per descriure el grau
d’uniformitat en una distribucid de grandaria de particules [146,147]. L'index de
polidispersitat (PI) és adimensional i 'escala va de 0 a 1.0. Valors de 0.05 es troben en
substancies patr6 altament monodisperses mentre que valors de 0.7 indicarien una
dispersié molt gran de grandaria de particula. En el camp de les nanoparticules

polimeriques valors < 0.2 son considerats molt acceptables [148].

La microscopia electronica de transmissi6 (TEM) i la microscopia electronica
d’escombratge (SEM) proporcionen informacié relacionada amb la morfologia de les

particules, aixi com també respecte a la grandaria [95,130,149,150]. La microscopia TEM
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construeix la imatge a través dels electrons que travessen la mostra. La microscopia SEM
la construeix mitjangant els electrons reflectits per la mostra i €s per aixo que produeix
imatges tridimensionals molt realistes de la superficie de la mostra analitzada. La
tecnica SEM requereix que la mostra analitzada sigui electricament conductora i per aixo
s’ha de recobrir d'una capa molt fina de carboni o d'un metall com l'or per donar-li
caracter conductor. També és necessari que no s’alteri l'estructura de la mostra sota

I’elevat buit que necessiten les microscopies TEM i SEM.

En la superficie de les nanoparticules es poden adherir ions per atracci6 electrostatica
forta (entre ions de diferent signe), atracci6 electrostatica feble (Van der Waals) o per
afinitat entre molecules i formar més d'una capa d’ions del mateix signe. En aquests
casos es forma una pellicula ionica a la superficie de la nanoparticula d"un determinat
gruix, que depen de la magnitud de les forces d’atraccid pels ions d’un determinat signe,
pero a una certa distancia els ions ja no es queden fixos sobre la particula i continuen
circulant lliures en la solucio de la dispersid col-loidal de nanoparticules. El potencial
zeta (ZP, potencial {) és la diferencia de potencial (en volts o mil-livolts) que hi ha entre
aquesta tultima capa d’ions fixos sobre la nanoparticula i una zona de la solucié on no hi
ha nanoparticules. Com que no es pot disposar d’electrodes-sonda tan petits per fer la
mesura directament amb un voltimetre, aquesta mesura s’ha de fer indirectament,

mesurant propietats fisiques que es puguin correlacionar amb aquest potencial.

Per a I’estudi de les nanoemulsions i nanosuspensions es fan servir diferents metodes
experimentals que ens permeten avaluar parametres que son d’interes. Amb el metode
d'anemometria (o velocimetria) laser Doppler (LDA / LDV) es pot calcular la mobilitat
electroforetica mitjana de les particules de la suspensié o emulsid i quantificar la carrega
de les particules. El metode de dispersié de la llum electroforetica (ELS) i el metode de
la determinacid electroactstica son les tecniques més utilitzades per a l'analisi del ZP
[151]. ELS proporciona una millor resolucid i resultats més fiables que altres metodes.
En general es considera que una formulacié d’una nanodispersié amb un ZP superior a
+30 0 — 30 mV és extremadament estable, pero cal considerar que els valors de ZP no
son una mesura absoluta de 1'estabilitat de les nanoparticules. A ZP de NPs amb valors
>+25 mV o <-25 mV ja solen tenir un alt grau d'estabilitat. La repulsio6 electroestatica

entre particules de la mateixa polaritat o mateixa carrega electrica evita la formacid
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d’agregats. Quan els valors del ZP sén més baixos les forces de Van der Waals sén
dominants i esdevé la formacié d’agregats. Generalment, valors de ZP elevats, ja siguin

(+) o (-) també indiquen més estabilitat de la suspensio en el temps [152,153].

El potencial zeta (ZP), doncs, dona informacié sobre la carrega superficial de les
nanoparticules, la qual pot influir tant en I'estabilitat fisica com en la mucoadhesio de

les nanoparticules amb les membranes cel-lulars.

Les nanoparticules de PLGA sén negatives degut a la ionitzacié del grup carboxilic
terminal (Figura 9). Les nanoparticules de PLGA-PEG amb el PEG enllagat covalentment
tenen menys carrega superficial neta ja que el PEG s’hi enllaca mitjangant esterificacio

(Figura 10), i per tant la disminucio6 de la carrega dependra del % de PEG enllagat.

La determinacié de l'eficacia d’encapsulacié (EE) definida com la quantitat de farmac
encapsulada en les NPs respecte la quantitat de farmac inicial utilitzat en 1'elaboracio de
les NPs, expressada en %, es pot realitzar a través d'un metode directe (ruptura de les
nanoparticules) o indirecta (determinacié del farmac no encapsulat en la fase continua).
En els dos casos és necessari aplicar la ultracentrifugacio o la filtracié per separar les
nanoparticules de la fase continua. Una de les metodologies més habituals i fiables de
quantificacioé del farmac és la cromatografia de liquids. La majoria de farmacs presenten
absorbancia en I'espectre UV-Vis, i donat que les concentracions son relativament altes
(ordre dels pg/ml) i la matriu no és complexa, la deteccié aplicada a la cromatografia de
liquids normalment és espectrofotometrica ja que la majoria de farmacs presenten grups

cromofors [121,147,154].

El pes molecular del polimer també condiciona la grandaria de la particula, 1'eficacia
d’associacio del farmac al polimer i la velocitat de degradacié del polimer, de manera

que afectara en gran mesura l’alliberacié del farmac en aquests sistemes [113].

Les interaccions del polimer amb el principi actiu i I'estat fisic en que es troba el farmac
encapsulat, es poden determinar mitjancant la calorimetria diferencial d’escombratge
(DSC: Differential Scanning Calorimetry), I'espectroscopia infraroja amb transformada de
Fourier (FTIR: Fourier Transform Infrared Spectroscopy) o la difraccié de rajos-X (XRD: X-
Ray Diffraction). Les publicacions referents a la preparacié de nanoparticules sempre

inclouen aquests tipus de caracteritzacio [154-156].
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La DSC mesura els canvis d’entalpia en les mostres deguts a les modificacions que es
produeixen en les seves propietats quimiques i fisiques en funcié de la temperatura. Les
diferencies de flux calorific tenen lloc quan una mostra absorbeix o allibera calor a causa
d’efectes térmics com la fusid, la cristal-litzacid, transicions polimorfiques, reaccions

quimiques, la vaporitzacié o molts altres processos.

La DSC permet avaluar el comportament termic dels components de les nanoparticules
després d’ésser sotmesos a les condicions del procés d’elaboracié. Consisteix a aplicar
una rampa de temperatura amb el temps, normalment de menys a més temperatura. Els
pics poden ser endotermics com en el cas d’'un punt de fusié o un procés de transicié
vitria, o exotérmics com un procés de cristal-litzacio. En el cas de les NPs normalment es
fan rampes d’escalfament. Es comparen els perfils que s’obtenen entre el farmac pur, el
polimer, l'estabilitzant que s’hi afegeix, i la formulacié6 amb les nanoparticules que
contenen el farmac encapsulat. La DSC del polimer indica la temperatura de transicio
vitria, Tg, que és la temperatura en que els materials amorfs passen d"un estat rigid-vitri
a un estat gomds. En les molecules de pes molecular definit, els farmacs purs, es
determina la temperatura de fusio. El que es fa és comparar els grafics DSC de les

materies primeres amb els de les formulacions de nanoparticules obtingudes [97].

La difraccié de rajos-X estudia l’estructura dels materials solids. Una substancia
cristal-lina i per tant ordenada estructuralment, presenta una empremta caracteristica
amb pics aguts (s’anomena espectre de difraccio). Si aquesta substancia experimenta un
canvi en la seva estructura cristal-lina o en la seva composicié quimica, I'empremta
variara perque s’estan modificant propietats importants que defineixen el seu espectre
de difraccid. En els polimers amorfs els espectres de difraccié no sén nitids cosa que
implica que no contenen zones ordenades (en forma cristal-lina) i la seva estructura es
pot considerar com un embull de regions sense ordenar i per tant no presentaran pics
caracteristics pero, si existeix un cert grau d’ordenacié com en el cas de polimers
semicristal-lins, s’'obtenen bandes amples. El que es fa és comparar els espectres de les

materies primeres amb els de les formulacions de nanoparticules obtingudes [157].

L’espectroscopia infraroja (FTIR) s"utilitza per identificar grups funcionals o substancies

quimiques. La radiaci6 que s’aplica permet excitar modes vibracionals i rotacionals dels
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enllagos entre els atoms les molecules. Si les substancies experimenten un canvi en la
seva estructura o en la seva composicié quimica, 'empremta de I'espectre varia. El que
es fa és comparar els espectres de les materies primeres amb els de les formulacions de
nanoparticules obtingudes [113]. La Taula 2 es resumeixen les técniques de

caracteritzacio fisicoquimica de les nanoparticules.

L’estabilitat de les suspensions de nanoparticules es pot seguir amb el temps mesurant
de nou els parametres que caracteritzen inicialment el sistema (grandaria,
polidispersitat, ZP i EE) [158] pero actualment s’han desenvolupat metodes més rapids
degut a l'increment de sistemes colloidals o suspensions basats en nanoparticules,

liposomes, etc., en el desenvolupament farmaceutic.

L’analisi directa de l'estabilitat fisica es pot realitzar amb la tecnologia anomenada
“TURBISCAN®” que és patentada i és la primera que permet analitzar mecanismes de
desestabilitzacié de medis concentrats sense aplicar dilucié o estrés sobre la mostra. Es
una tecnica optica que mesura dispersio de la llum (SMLS, Static Multiple Light Scattering)
[159]. Permet fer mesures en un rang de grandaria de particula de 10 nm a 1 mm, i fins

a concentracions molt altes (95 %).

La tecnologia SMLS consisteix a enviar fotons de l'infraroig proper (NIR), A=880 nm, a
la mostra. Els fotons, després d’ésser dispersats molts cops per les particules de la
suspensid, son detectats per dos detectors sincronics: backscattering a 135° i transmissio a
0° respecte a la font de radiacio. Tant la intensitat de transmissié com de backscattering

depenen de la grandaria de la particula i de la concentracio.

L’aparell fa un escombratge de baix a dalt de la cubeta que conté la mostra. Una variacid
local de la intensitat de la llum es correspon a una formacio6 de fases. Per exemple, si la
suspensio sedimenta, es produira un increment en la dispersi6 de la llum a la part baixa
i una disminucidé a la part alta, respecte al perfil inicial. De la mateixa manera, la

transmitancia sera major a la part alta i menor a la part baixa.

Una variacio global de la intensitat de la llum es correspon a una variacioé de la grandaria
per fenomens d’aglomeracio o floculacié (que no modifiquen les particules individuals,
fenomens reversibles) o coalescencia (que formen particules de mida més gran,

fenomens irreversibles).
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Una suspensi6 col-loidal homogenia té un perfil de backscattering (dispersié constant). Si
sedimenta o flota o es formen agregats, aquest perfil es veu modificat. La mostra es
col-loca a la cel'la i normalment es fan 3 escombratges (scans) en 10 min. Es considera
que una variacié del + 10 % respecte al perfil inicial és indicatiu d’una desestabilitzacio

del sistema.

Les suspensions col-loidals de nanoparticules normalment s’emmagatzemen en nevera
perque a temperatura ambient es desestabilitzen rapidament. Refrigerades, I'estabilitat

pot durar uns mesos [97,155,160].

Taula 2. Técniques principals per a la caracteritzacié fisicoquimica de les nanoparticules.

Adaptaci6 de [161,162].

Caracteristica fisicoquimica analitzada Técnica
Grandaria de particula; SEM
distribucié de la grandaria de particula, TEM

morfologia (forma, estructura, agregacio)

ATM (Atomic Force Microscopy)
DLS (Dinamic Light Scattering)

Photon correlation spectroscopy

Pes molecular

SEC (Size Exclusion Chromatography)

Estructura, quimica de la superficie, estat fisic

FTIR, RMN, DSC

Carrega superficial (estabilitat)

Mesura del potencial-Z

Estabilitat de la suspensid

TURBISCAN®

Cristal-linitat

Difracci6 de rajos-X, DSC

Eficacia d’encapsulaciéo del farmac; estudis

d’alliberacié del farmac

Cromatografia de liquids

1.8. AVALUACIO BIOFARMACEUTICA DE LES FORMES DE DOSIFICACIO
OFTALMIQUES

El desenvolupament preclinic d'un farmac requereix una serie d’estudis amb animals.
El teixit ocular porci és un dels més similars al de ’home junt amb el dels primats i el
conill a causa de 'absencia del tapetum lucidum, una capa de teixit situada a la part

posterior de 1'ull. Aquesta capa si que és present en animals com la vaca, 'ovella i el
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conill. Unes altres similituds entre I'ull huma i el porci sén el pigment de I'epiteli retinal,
els fotoreceptors cel-lulars, el gruix de I’esclerotica i el contingut en aigua. L'ull del conill
com a model d’experimentacié animal és el més senzill i amb més similitud a 'ull huma,
per aixo els conills sén importants per a fer estudis in vivo i ex vivo d’alliberacié de

farmacs en l'ull.

Des del punt de vista de la penetraciéd dels farmacs, les estructures anatomiques
involucrades sén la cornia i I'esclerotica, si bé la primera és la que té més interes perque

moltes malalties oculars la comprometen.

L’avaluacié farmaceutica de les formes de dosificacid oftalmica es pot realitzar
mitjangant tecniques in vitro i in vivo. Les tecniques in vitro serveixen per determinar
I’alliberaci6 i la penetracié del farmac, les quals poden ser a través de membranes
sintetiques o bé a través de cornies o esclerotiques d’animals (porc, conill), i muntades
en dispositius adequats com la cella de difusi6 anomenada cella de Franz, per a
preparats liquids o semi-solids. Aquests estudis donen informacid sobre els efectes que
produeixen en la penetracié ocular, la naturalesa del farmac (lipofila o hidrofila), la
grandaria molecular, el grau d’ionitzacio, o els mateixos components de la formulacio.
Malgrat que proporcionen dades molt utils, son estudis que no poden predir amb

fiabilitat la biodisponibilitat in vivo dels farmacs administrats topicament.

Els estudis de biodisponibilitat mitjancant técniques in vivo sén més complexos i
requereixen la determinacio dels nivells de concentracio del farmac en els teixits oculars,
excepte si 'activitat terapeutica es pot mesurar amb objectivitat, com per exemple un
efecte en la modificacié6 del diametre de la pupillla o una reduccié de la pressio

intraocular.

1.8.1. ESTUDIS D’ALLIBERACIO IN VITRO I DE PENETRACIO EX VIVO

Les cel-les de Franz, des del seu desenvolupament I’any 1975, sén un dels principals
metodes per avaluar la penetraci6 transepitelial de molecules-biomolecules (a través de
membranes) [163]. Les cel'les, tal com mostra la Figura 14, estan constituides per dues

cameres, una de donadora i una de receptora, separades per una membrana d’origen
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biologic o sintetic que permet avaluar la difusié d'un compost, com per exemple un
farmac, d’una cambra a l'altra després de travessar la membrana. En el compartiment
superior s’hi addiciona una dissolucid o dispersidé que conté el principi actiu. La difusid
del farmac des del producte a avaluar a través de la membrana, es controla mitjangant
la recollida seqiiencial de mostres del liquid receptor. El liquid que es recull és
reemplagat per dissolucié receptora per mantenir un volum constant. Els aparells
consten d"un sistema que conté diferents cel-les per poder realitzar a la vegada repliques
dels experiments i amb diferents condicions a la vegada. La temperatura és controlada i

es manté I'agitacio constant de la dissolucio [164].

Per als estudis d’alliberacio (release) s’'empren membranes de dialisi i es realitzen a una
temperatura constant de 32 °C o 37 °C, segons l'objectiu de l'estudi, si es tracta de
membranes externes com la pell o la cornia, o internes com les mucoses o l'esclerotica,
respectivament. Les membranes sintetiques que es fan servir de manera més habitual en
els experiments amb cel-les de Franz son de celllulosa natural regenerada i amb una
porositat mitjana que se sol expressar en unitats de massa molecular (Dalton) en comptes
de nanometres (nm) de diametre mitja de porus. Els compostos de baix pes molecular
difonen a través de la membrana pero els d’alt pes molecular queden retinguts. En
I'elecci6 de membrana cal tenir en compte tant la mida de la nanoparticula, que no ha
de traspassar-la, com I’afinitat del material de que esta feta la membrana per la materia

activa, ja que no hi ha de quedar retinguda.

Els estudis de penetracio a través de la cornia i I'esclerotica d’animals es realitzen a 32
°C i 37 °C respectivament ja que la cornia és una membrana externa i en canvi
I'esclerotica és una membrana més protegida. Els estudis de penetracié a través de

teixits animals son una aproximacio més real al comportament en els organismes vius.

El medi del compartiment receptor ha de permetre solubilitzar el farmac i és per aixo
que si el farmac presenta poca o gens solubilitat en aigua, en lloc de tamp0 sali fisiologic
(PBS, Phosphate Buffered Saline) que seria el medi ideal d’estudi, s’'empren barreges de
PBS amb dissolvents que no siguin toxics i que no impliquin risc per a la salut. En el cas

de la PGZ s’empren barreges PBS:DMSO 60:40 v/v degut a la poca solubilitat de la PGZ
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en aigua [165]. E1 DMSO és considerat per la FDA un dissolvent de Classe 3, és a dir, de

poca toxicitat i baix risc per la salut, als nivells acceptats en farmacs [166].

L’osmolaritat i les concentracions dels ions del PBS son iguals que les del cos huma
(dissolucio isotonica). Quan s'empren altres dissolvents convindria que la barreja
resultant també fos isotonica. En el cas que no sigui aixi, no és un parametre critic en els
estudis de penetracid ex vivo, pero si que convé ajustar la formulacié quan s’ha d’aplicar

a organismes vius i els dissolvents hi son com a residuals.
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Figura 14. Representacidé esquematica d’una cel-la de Franz [167].

L’alliberacié del farmac des de la nanoparticula es pot produir mitjangant un mecanisme
de difusid o d’erosid-degradacio hidrolitica del polimer, o una combinacié d’ambdos. La
quantificacié de l'alliberacié es pot determinar in vitro, utilitzant la dialisi amb
membranes de difusio, o utilitzant cel-les de difusio de Franz amb membranes artificials
o biologiques (a un pH fisiologic i en condicions d’embornal). La cinetica d’alliberacio6
(quantitat de farmac alliberat amb el temps) permet entendre els mecanismes involucrats
en la cessio de la molecula encapsulada. Si I'alliberaci6 és molt rapida el mecanisme
principal sera majoritariament el de difusio. També pot passar que hagi quedat farmac
adherit a la capa superficial de la nanoparticula que es dissol rapidament en entrar en
contacte amb el medi, cosa que provoca inicialment un alliberament sobtat (burst effect-
efecto estallido). La informacio que proporcionen els estudis in vitro permeten planificar

estudis in vivo amb animals d’experimentacio.
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Els parametres calculats per comparar els perfils d’alliberacid o permeabilitat son els
seglients:

Quantitat (o percentatge) de farmac que s’ha alliberat: es mesura la concentracié
en el medi receptor amb el temps. Normalment es pren mostra als 30 min i cada
hora i durant un minim de 24 h.

Flux en estat estacionari (Jss): quantitat de farmac que ha traspassat la membrana
per unitat de superficie i unitat de temps. Es calcula a partir del quocient entre la
quantitat de farmac que ha traspassat per unitat d’area en l'estat estacionari
(asimptota de la corba) i el temps necessari per assolir I’asimptota. Les unitats
son mg cm?s o pg/cm?s.

J=dQ/A-dt

on Q indica la quantitat de farmac que ha traspassat (en mg o ug), A és1’area de
difusié (en cm?), y t és el temps d’exposicid (en segons).

El coeficient de permeabilitat (P): es defineix com la relacid entre el flux i la
concentracid de partida al compartiment donador, les seves unitats son cm/s i es
calcula segons la segiient equacio [168]:

P=J/Co

essent Co la concentraci6 de farmac en el medi donador en (mg/cm? o pg/cm?3).

Donat que la quantitat de farmac que traspassa depen de l'area de la membrana

utilitzada, la determinacid del flux resulta un parametre molt util per caracteritzar els

processos de penetracio.

1.8.2. ESTUDIS DE BIODISPONIBILITAT DE FARMACS

Els estudis de biodisponibilitat dels farmacs administrats per via oral o parenteral

(injeccions) es fan seguint la concentracio en fluids biologics (plasma) amb el temps. Els

estudis de biodisponibilitat ocular dels farmacs malauradament impliquen sacrificar els

animals per poder analitzar els teixits i determinar-ne la presencia de farmac i és per

aquest motiu que hi ha molts pocs estudis a la bibliografia. Per tal d’evitar el sacrifici

51



Estabilitzacié de sistemes polimerics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex
viv0 1 in Vivo

d’animals es podria fer un seguiment del farmac en la llagrima, pero aixo tampoc seria

indicatiu de si el farmac ha penetrat a través dels teixits.

Els mateixos animals que s’han utilitzat en estudis d’eficacia i tolerancia, es poden
aprofitar per analitzar la concentracié del farmac en els teixits oculars. La separacio de
la cornia, I'esclerotica, el cristal-li, 'humor aquos i I’humor vitri és relativament senzilla.
Aconseguir separar la retina i la coroide, que son membranes molt fines, requereix molta

expertesa.

La determinaci6 de substancies en teixits normalment es fa mitjangant tecniques
cromatografiques, principalment la cromatografia de liquids, per la seva gran
versatilitat. Quan es tracta de determinar concentracions molt baixes en matrius
complexes, la deteccio escollida sol ser I'espectrometria de masses, ja que la deteccid

espectrofotometrica no seria prou sensible i/o selectiva en la majoria dels casos.

Quan la deteccid per espectrometria de masses va destinada a un/uns analits en concret,
s’utilitzen gairebé sempre aparells de baixa resolucié (LRMS, Low Resolution Mass
Spectrometry) com un triple quadrupol treballant en mode MRM (Multiple Reaction
Monitoring). En aquest mode d’adquisicio el primer quadrupol ailla1’i6 precursor (parent
ion), el qual es fragmenta en el segon quadrupol, que actua com a cel-la de collisio, i el
tercer quadrupol separa els ions resultants de la fragmentaci6. Els dos ions de
fragmentacié més intensos, anomenats transicions entre la m/z de 1'i6 precursor i la m/z
del fragment, s’utilitzen com a quantificador i qualificador del principi actiu que s’ha
seleccionat en el primer quadrupol, respectivament. El resultat és un metode molt

sensible i especific ja que redueix drasticament les interferencies.

1.8.3. ESTUDIS DE TOLERANCIA OCULAR IN VIVO

Es necessari realitzar estudis de tolerancia, toxicitat i efectivitat dels farmacs ja sigui in
vitro o in vivo amb animals d’experimentacio. Malauradament, de moment, no s’ha trobat

cap alternativa que substitueixi aquests estudis al cent per cent.

Es molt important fer estudis de tolerancia ocular en el cas dels sistemes de transport de

farmacs per instil-lacié ocular i, seguint el concepte de les tres erres (reduir, reciclar,

52



Estabilitzacié de sistemes polimerics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex
viv0 1 in Vivo

reutilitzar), és important reduir o substituir els assajos amb animals. Les tecniques de
cribratge (screening) in vitro serveixen com a metodes preliminars per avaluar la
possibilitat de risc en estudis amb animals. Aix0 no obstant, un assaig in vitro no pot
imitar completament el comportament in vivo, per exemple, els mecanismes sistémics
d’inflamacio, penetracio/permeabilitat, i tolerancia, per aixo sovint s’han de fer assajos

amb animals d’experimentacio [169,170].

1.8.3.1. TEST HET-CAM

La membrana corioal-lantoide (CAM) és un teixit integre sense innervacié que conté
arteries, venes i capil-lars i que técnicament és facil d’estudiar. Aquest teixit respon a
danys de tipus inflamatori de manera similar a com respon el teixit conjuntiu de 'ull de
conill i per tant la vascularitzacié de la CAM proporciona un model ideal per als estudis

d’irritaci6 ocular.

El test HET-CAM (en angles “hen’s egg test chorioallantoic membrane” i en catala “assaig
de la membrana corioallantoide d’ou de la gallina”) és un metode alternatiu a
I'experimentacié animal per avaluar la irritacié ocular [171,172]. Es un test rapid,
sensible i economic. L’assaig amb ous incubats és un cas entre els sistemes in vitro i in

vivo i no presenta conflictes amb les obligacions etiques i legals.

El test es basa en I'aplicacio directa de les substancies d’estudi sobre la CAM i observar
les reaccions que tenen lloc (hemorragia, coagulacid o lisi dels vasos sanguinis) seguides
mitjancant un microscopi en temps real. Els efectes irritants esdevenen en els segiients 5
min de I'administracio de la mostra sobre la mucosa. Els resultats es comparen amb els

obtinguts aplicant una dissolucio salina no irritant.

La intensitat de la reaccié s’avalua semiquantitativament en una escala de 0 (sense
reaccio) a 3 (reaccio forta) i es calcula l'index d’irritacié ocular (OII) d’acord amb

I'expressio seglient:

OII = (301 - h) x 5/300 + (301 — [) x 7/300 + (301 — ¢) x 9/300
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On & és el temps (en segons) de I'inici de I'hemorragia, I del temps de lisi, i c del temps
de coagulacio. S'utilitza la classificacio segiient: OIIl < 0.9, lleugerament irritant; 0.9 < OII
< 4.9, moderadament irritant; 4.9 < OII <8.9, irritant; i 8.9 < OII <21, fortament irritant

[173].

1.8.3.2. TEST DE DRAIZE IN VIVO

L’any 1944, John Draize i col-laboradors, van desenvolupar metodes per avaluar la
seguretat de productes cosmetics abans de comercialitzar-los [174]. L’avaluacié de la
irritabilitat ocular in vivo segons el metode Draize requereix I'aplicacié de la substancia
d’assaig en la conjuntiva de I’animal d’experimentacio, i és per aix0 que aquest assaig es
realitza quan el test HET-CAM no ha donat efectes irritants significatius. Les variacions
del metode es basen en el niimero d’aplicacions de la mostra o el temps d’observacid i
mode de quantificacid, per tal d’adaptar-lo a col-liris, farmacs i cosmetics.

De forma general, la puntuacié6 de Draize (Draize score) es determina mitjangant
I'observacié dels canvis en l'estructura ocular que impliquen la cornia (turbiditat o

opacitat), I'iris (grau d’inflamacid) i conjuntiva (congestio, inflamacié i secrecid) [175].

Les lesions oculars es quantifiquen utilitzant la segilient equacié6 d’acord amb els

parametres i la puntuacio que es pot trobar detallada a la publicacié de Wilhelmus [175]:

MTS =X X1(n)x5+X X2(n)x2+X X3(n) x5

MTS (Mean TotalSscore, puntuacio total) on X1(n), X2(n), and X3(n) sén les puntuacions
de la cornia, conjuntiva i iris respectivament i “n” és el nombre de conills inclosos en

I’assaig de tolerancia ocular.

1.8.3.3. ASSAIG D’EFICACIA ANTIINFLAMATORIA IN VIVO

L’eficacia antiinflamatoria d"una formulacié es pot estudiar seguint el metode descrit

per Spampinato i col-laboradors [176]. L’administracié topica d’acid araquidonic
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reprodueix els signes d'una inflamacié ocular aguda. El metode consisteix a avaluar la
prevencié de la inflamacié (profilaxis) instil-lant 50 pl de la formulacié que es vol
estudiar al sac conjuntival de 1'ull dret 30 min abans d’induir la inflamacié mitjan¢ant
instil-laci6 d’acid araquidonic. L'ull esquerre s’utilitza com a control. La inflamaci6
ocular s’avalua normalment dels 60 min als 210 min i el resultat (ocular inflammation score)

es calcula utilitzant el MTS descrit anteriorment a I’apartat 1.8.3.2 [147,150].

1.8.4. CITOTOXICITAT CEL-LULAR

Es necessari estudiar també la citotoxicitat dels nous farmacs mitjangant técniques molt
sensibles, reproduibles i aplicables a moltes substancies. El test AlamarBlue® de
viabilitat cel-lular determina quantitativament la viabilitat de linies cel-lulars de

mamifers. Es un assaig fotometric de deteccié d’activitat metabolica en cel-lules [177].

Les cel-lules viables mantenen un ambient reductor en el seu citoplasma. El metode es
basa en la reducci6 del compost resazurin (forma oxidada, 7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-1-
10-oxide) a resorufin (forma reduida) produida per enzims presents al mitocondri. El
reactiu alamarBlue (resazurin) és blau i no fluorescent. Quan s’incuba amb cel-lules
viables el reactiu es torna vermell i fluorescent, canvi que es pot detectar mitjangant
absorbancia (570 nm i 600 nm de les formes oxidada i reduida, respectivament) o
fluorescencia (excitacié a 530-560 nm i emissio a 590 nm de la forma reduida). Si una

substancia és citotoxica es produira una disminucié de la forma reduida.

En el cas dels estudis de toxicitat en cel-lules oculars s’utilitza sovint la linia cel-lular Y-
79 (retinoblastoma: cel-lules cancerigenes de la retina) la qual és una linia comercial i
forca assequible ja que és un cancer relativament freqiient [160,165,178]. També es

troben estudis de citotoxicitat amb cel-lules epitelials de la retina ARPE-19 [5,179].

1.8.5. ESTUDIS DE LA ULTRAESTRUCTURA DE LA CORNIA

Aproximadament el 70 % del pes sec de la cornia és col-lagen, i majoritariament en forma
de fibril-les (Figura 15). Aquestes fibril-les estan formades per molecules de collagen
disposades aproximadament de manera paral-lela entre elles al llarg de 1'eix fibril-lar, i

que es mantenen juntes degut als enllagos intermoleculars. El col-lagen fibril-lar de la
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cornia es troba majoritariament a I’estroma, el qual ocupa el 90 % del gruix de la cornia
[180]. Les fibres de col-lagen de l’estroma es troben inserides en una matriu aquosa
extrafibril-lar que conté molecules de col-lagen que no formen fibres, proteoglicans,
glicoproteines, altres proteines solubles, sals inorganiques i queratocits, que sén uns
fibroblasts allargats i plans. L’estroma s’organitza en una estructura laminar on les capes
(o lamel-les) estan disposades paral-lelament a la superficie del teixit. Les fibril-les dins
d’una capa també estan disposades de manera parallela entre elles i a la superficie

(Figura 16).

Helical domain
(285 nm x 1.5 nm)

Fibril (diameter ~ 30 nm) Microfibril (diameter ~4

Figura 15. Representacié de l'estructura del col'lagen de la cornia. Tres cadenes d’aminoacids en
conformacié helix-a formen la molécula de col-lagen triple-helix (Helical domain). Les molecules
de collagen s'uneixen en cadenes de cinc per formar les microfibres (Microfibril), les quals es
tornen a unir per formar les fibres de col-lagen (Fibril) [181].

Figura 16. Micrografia de transmissid electronica de I'estroma corneal on s’observen les fibril-les
de col'lagen paral-leles i el petit diametre: hi ha quatre lamel-les, dues en secci6 longitudinal i
dues en transversal (escala barra: 300 nm) [180].
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Un sincrotro és un tipus d’accelerador de particules subatomiques les quals es mantenen
en una orbita tancada. En els sincrotrons coneguts com a anells d’emmagatzemament,
es manté un feix de particules d’un sol tipus circulant indefinidament a una energia fixa
i s’utilitzen com a fonts de radiacié d’alta energia i ampli espectre, anomenada radiacid
o llum de sincrotro. Aquesta llum és emesa per les particules amb carrega, altament
accelerades, quan fan un gir en la seva trajectoria. Energeticament, correspon a la perdua
d’energia que pateixen en fer un gir. Aquesta radiacid s'utilitza per a estudiar materials,
fent interaccionar els fotons de diferents longituds d’ona seleccionades amb la mostra i
estudiant la interaccio fotons-mostra amb diferents instruments, des de la radiacio
infraroja fins als raigs gamma. L’alta energia d’aquesta radiacié6 permet estudis
inabastables amb altres instruments que fan el mateix pero amb feixos energetics de
molta menys energia, com els espectrofotometres, els difractometres, els microscopis,
etc, amb camps d’aplicacié tan diversos com la fisica, la quimica, la biologia, la ciencia

de materials, la medicina, etc.

La difracciéd de rajos-X no només s’utilitza per a l'estudi de cristalls sind que pot
proporcionar informacié molt valuosa sobre teixits fibrosos i fins i tot de dissolucions
(difraccio cristal-lina versus no cristal-lina). Molts sistemes biologics tenen una ordenacio
espacial i per tant es poden estudiar mitjangant difraccié de rajos-X. Aquest tipus de
difraccio s’Tanomena difraccid no cristal-lina. El col-lagen, per exemple, forma teixits molt

ordenats els quals proporcionen bons patrons de difraccié [182].

Quan un feix de rajos-X passa a través d’una estructura fibrosa ordenada com la cornia,
una part de la radiaci6 és dispersada. Les interferencies (constructives i destructives) de
les ones dispersades produeixen el que s’anomena un patré de difraccié de la fibra o un
patré de dispersié de rajos-X. Aquest patrd de dispersio dona informacié sobre
I'estructuracio de la materia que s’esta observant. En general es parla indiferentment de

difraccio de rajos-X i dispersio de rajos-X.

Hi ha una gran diversitat de tecniques pensades per a I’estudi de la dispersi6 de raigs X.
La tecnica SAXS (small-angle X-ray scattering) serveix per estudiar el col-lagen a nivell
fibril-lar a través de les interferencies de la radiacio dispersada a la cornia, mentre que

WAXS (wide-angle X-ray scattering) és til per a I'estudi de les molecules de col-lagen que
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formen les fibril-les. La dispersi6 SAXS proporciona informacié sobre les fibrilles
(distancia-espai interfibril-lar i diametre fibril-lar) i per tant sobre les lamel-les. La
dispersi6 WAXS proporciona informacio sobre I’orientaci¢ i distribucio de les molecules
de col-lagen (Figura 17). Meek i col-laboradors detallen com la dispersié de rajos-X de la

cornia s'utilitza per quantificar aquests parametres estructurals [180,183].

Aquestes tecniques de dispersiod de rajos-X s’han utilitzat per investigar les alteracions
en la ultraestructura de la cornia en algunes malalties i trastorns. Una inflamacid
normalment s’associa a una perdua de la transparencia de la cornia, per aixo €s
interessant poder estudiar quines variacions es produeixen a nivell estructural. Hi ha
articles dedicats a I'estudi del diametre i el gruix de I'espai interfibril-lar i la distancia
intermolecular en malalties que provoquen una inflamacié de la cornia com la distrofia
de Fuch [184], la distrofia macular de la cornia [185], la distrofia congenita de I'estroma
cornial [186], la cornia amb keratoconus [187,188], o I’augment del globus ocular [189],
per interpretar les possibles alteracions del col-lagen. També s’han utilitzat per estudiar

lesions en la cornia [190,191].

Corneal x-ray scattering Small-angle
Wide-angle scattering
scatfering (SAXS) pattern
(a) Collagen (WAXS)
intermolecular
spacing

e

& i
N3

(c) Collagen (d) Inter-fibril

fibril diameter spacing

(b) Collagen fibril
orientations

(Polar vector graph)

Figura 17. Informacio estructural que s’obté amb WAXS i SAXS. (a) La posicio radial de la reflexi6
WAXS es pot emprar per determinar la mitjana de I'espai intermolecular del collagen. (b) El perfil
d’intensitat azimutal WAXS dona informaci6 de I’orientacio del col-lagen. Les reflexions radials
del SAXS indiquen el diametre de les fibres de col-lagen (c) i de I'espai interfibril-lar (d) [189].
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Beecher i col'laboradors [192] utilitzen aquestes tecniques per estudiar si hi ha variacions
significatives en el diametre fibril-lar del col-lagen i la distancia interfibril-lar quan hi ha
deficiencia d’una de les proteines involucrades en el manteniment de la transparencia
de la cornia. I també es poden aplicar a I'estudi de l'eficacia de tractaments o terapies

[193,194].

Hi ha estudis de la cornia humana en que s’observa l'estructura fibril-lar, tant 1'espai
interfibril-lar com el diametre, en funcié de la posicié [195,196]. Es demostra que la
disposicid de les fibril-les no és uniforme en tota la superficie de la cornia i que és més
compacta a la zona prepupil-lar en comparacié amb la zona periférica i el limbe, mostrant
un menor espai interfibril-lar pero el diametre fibril-lar és constant. Altres estudis en
cornia indiquen que la distancia interfibril-lar augmenta lleugerament de la cara anterior
a la posterior, mentre que el diametre es manté més uniforme [190]. Tota aquesta
informaci6 que s’ha anat obtenint mitjancant la difraccié de rajos-X és util per poder
comparar i avaluar els efectes dels nous tractaments oculars basats en

nanotransportadors en estudis preclinics amb animals.

1.8.6. TRANSMITANCIA I HISTOLOGIA DE LA CORNIA

Tal com s’ha dit anteriorment, la cornia és 'estructura de 'ull que permet el pas de la
llum cap a la retina, i per a que funcioni correctament és necessari que tingui una
curvatura adequada i que sigui transparent. L’explicaci6 més acceptada de la
transparencia de la cornia és que les fibres de col-lagen formen una xarxa regular i la

llum dispersada es minimitza a causa d’interferencies.

Es pot produir una perdua o reduccié de la transparencia de la cornia (opacitat corneal)
a causa de diferents malalties oculars, a causa de I’aparicio de cicatrius quan es cura una
ferida o per la presencia de zones boiroses després d'un procés de queratectomia

fotorefractiva (laser per miopia, hipermetropia, etc).

Tot i que transparencia no és el mateix que transmitancia [197], aquesta quantifica com

a transmitancia [181] ja que la cornia ha de deixar passar la llum incident (Figura 18).
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A la Figura 18 s’observa que es transmeten millor les longituds d’ona corresponents als
rojos i una mica menys les dels blaus. L’absencia total de transmitancia per sota dels 300
nm és deguda a que els constituents quimics (proteines, acids nucleics) absorbeixen
aquesta radiacio. La disminucid rapida a partir dels 400 nm s’atribueix a I'increment de

la dispersio de la llum a longituds d’ona curtes.
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Figura 18. Espectre de transmissié de la radiacié a través de la cornia d'un adult de 61 anys,

mesurat per espectrofotometria [198].

Figura 19. Imatges de seccions transversals d’esclerotica i cornia adquirides amb un microscopi
electronic de transmissio JEOL JEM-1400. Tant el teixit de 1’esclerotica (a) com el de la cornia (b)
consisteixen en fibril-les llargues i paral-leles de col-lagen agrupades en una estructura de capes.
Les fibril-les de col-lagen a I'esclerotica son polidisperses i desordenades, mentre que les fibril-les
corneals tenen un diametre uniforme i son paral-leles a les lamel-les. Barra d'escala = 500 nm [197].
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Tseng i col-laboradors (Figura 19) demostren que la transparencia de la cornia i I’opacitat
de I'esclerotica provenen de la nanoestructura de les fibril-les de col-lagen: a la cornia la
radiacié es propaga com al buit pero l'esclerotica dispersa la radiacio en totes les

direccions, evitant la transmissio de la llum [197].

La morfologia de la cornia també es pot observar amb microscopi optic per detectar

modificacions en I'estructura [199].
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2. OBJECTIUS

El principal objectiu d’aquesta recerca és el desenvolupament, la caracteritzacio
fisicoquimica, 'estudi de 'eficacia i de la seguretat, i 1'estabilitzaci6 a llarg termini de
formulacions de pioglitazona (PGZ) englobada en nanoparticules de PLGA recobertes

amb PEG per tal de ser aplicades, localment, per al tractament de la inflamacio ocular.

Per tal d’aconseguir els objectius proposats, aquest treball s’ha dividit en diferents

etapes, les quals condueixen als segiients objectius especifics:

- Desenvolupar i validar un metode de cromatografia de liquids amb detecci6 per
espectrometria de masses per determinar PGZ en teixits oculars, i analitzar la
presencia de PGZ en els teixits d’animals tractats amb el farmac desenvolupat.

- Desenvolupar i optimitzar els sistemes nanoestructurats de la PGZ amb el
polimer PLGA-PEG destinats a l’aplicacio ocular utilitzant un disseny
experimental de tres factors (pH, concentracio de polimer i concentracid
d’estabilitzant) a dos nivells.

- Aplicar la tecnica d’assecatge de l’aerosol per estabilitzar i preservar les
nanoparticules de PGZ a llarg termini.

- Caracteritzar fisicoquimicament les nanoparticules abans i després del procés
d’estabilitzacio per 1'assecatge de I'aerosol.

- Fer estudis de comportament biofarmaceutic in vitro, analitzant 1'alliberacié del
farmac des de la formulacio.

- Estudiar la penetracié del farmac a través de les membranes biologiques ex vivo
(cornia i esclerotica).

- Estudiar la tolerancia de les formulacions in vitro i in vivo i la citotoxicitat in vitro
amb linies cel-lulars Y-79 de retinoblastoma huma.

- Avaluar in vivo I'eficacia de les formulacions desenvolupades en models animals
per a la inflamacio ocular.

- Comprovar la integritat corneal mitjancant la tecnica de difraccié de rajos-X amb
radiacio de sincrotrd, I’analisi histologica i la determinacio de la transparencia de

la cornia després de 'aplicacié de les nanoparticules de PGZ.
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3. RESULTATS

Els resultats obtinguts en la investigacio realitzada han servit per a publicar els articles

cientifics que es detallen a continuacio:
Article 1:
Esther Miralles-Cardiel, Marcelle Silva-Abreu, Ana Cristina Calpena and Isidre Casals.

Development and Validation of an HPLC-MS/MS Method for Pioglitazone from Nanocarriers

Quantitation in Ex Vivo and In Vivo Ocular Tissues.

Pharmaceutics, 2021, 13, 650.
Doi: 10.3390/pharmaceutics13050650

En aquest treball es va desenvolupar i es va validar un metode de cromatografia
de liquids amb deteccid per espectrometria de masses per determinar PGZ en
teixits oculars (cornia, esclerotica, cristal-li, humor aquos i humor vitri), i es van
analitzar els teixits d’animals als quals se’ls havia instil-lat la formulacié. Aquest
metode és necessari per comprovar que, després del tractament ocular amb
nanoparticules polimeriques de PGZ, aquest farmac es detecta als teixits,
demostrant que penetra des de la cornia i que roman als teixits durant un periode

prou llarg per possibilitar I'efecte terapeutic.

Article 2:

Marcelle Silva-Abreu, Esther Miralles, Christina S. Kamma-Lorger , Marta Espina, Maria

Luisa Garcia and Ana Cristina Calpena.

Stabilization by Nano Spray Dryer of pioglitazone polymeric nanosystems: development, in vivo,
ex vivo and synchrotron analysis.

Pharmaceutics, 2021, 13, 1751.

Doi: 10.3390/pharmaceutics13111751
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En aquest treball es va optimitzar la formulaci6 de PGZ encapsulada en
nanoparticules del polimer PLGA-PEG i es va sotmetre al procés d’assecatge per
la tecnica de l'assecatge de l'aerosol (spray drying) per a l'estabilitzacié a llarg
termini i facilitar-ne I'emmagatzemament. Es van caracteritzar les formulacions
per comprovar que eren adequades per al tractament ocular i que la PGZ
s‘encapsulava en la matriu polimeérica. Es va avaluar el comportament
farmacologic de les formulacions in vitro i ex vivo mitjangant estudis d’alliberacio
i penetraci6 del farmac. A més a més es va analitzar la PGZ en teixits oculars
tractats per verificar la biodisponibilitat i es va avaluar la possible afectacio corneal
amb difraccié de rajos X de radiacio de sincrotrd, després de la instil-lacié de la

férmula durant un periode de 10 dies.

Article 3:

Esther Miralles, Christina S. Kamma-Lorger, Oscar Domenech, Lilian Sosa, Isidre Casals,
Ana Cristina Calpena and Marcelle Silva-Abreu.

Assessment of Efficacy and Safety Using PPAR-Agonist-Loaded Nanocarriers for Inflammatory
Eye Diseases. International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23,11184.

Doi: 10.3390/ijms231911184

Es va continuar el treball iniciat a I’article anterior amb l’estudi de la seguretat de
la formulacié desenvolupada, in vitro i en models animals, aixi com la
determinaci6 de l'eficacia per al tractament de la inflamacié ocular. La toxicitat
cel-lular es va determinar mitjangant un estudi in vitro de la viabilitat de cel-lules
de retinoblastoma huma Y-79. Per acabar es van investigar la transparencia i la
histologia de la cornia ex vivo, i ’afectacio i modificaci6 de la ultraestructura de la
cornia mitjangant la difraccié de rajos X amb radiacio de sincrotrd, en un estudi en

porcs on s’havia induit la inflamacié ocular.
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3.1. Article 1

Development and Validation of an HPLC-MS/MS Method for Pioglitazone
from Nanocarriers Quantitation in Ex Vivo and In Vivo Ocular Tissues.

Esther Miralles-Cardiel, Marcelle Silva-Abreu, Ana Cristina Calpena i Isidre Casals.

Pharmaceutics 2021, 13, 650.
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13050650
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Abstract: Pioglitazone (PGZ) is an oral anti-hyperglycemic agent, belongs to the class of thiazolidine-
diones, and is used for the treatment of diabetes mellitus type 2. In recent years, its anti-inflammatory
activity has also been demonstrated in the literature for different diseases, including ocular inflam-
matory processes. Additionally, this drug belongs to Class II of the Biopharmaceutical Classification
System, i.e., slightly soluble and highly permeable. The main objective of this study was to validate a
new analytical HPLC-MS/MS method to quantify free-PGZ and PGZ from polymeric NPs to conduct
nanoparticle application studies loaded with this active ingredient to transport it within ocular
tissues. An accurate, sensitive, selective, reproducible and high throughput HPLC-MS/MS method
was validated to quantify PGZ in cornea, sclera, lens, aqueous humor, and vitreous humor. The
chromatographic separation was achieved in 10 min on a Kinetex C18 column. Linear response of
PGZ was observed over the range of 5-100 ng/mL. The recovery of free-PGZ or PGZ from NPs was
in the range of 85-110% in all tissues and levels tested. The intra-day and inter-day precision were
<5% and <10%, respectively. The extracts were shown to be stable in various experimental conditions
in all matrices studied. The range of concentrations covered by this validation is 80-1600 pg/kg of
PGZ in ocular tissues. It is concluded that this method can be applied to quantify PGZ for in vivo
and ex vivo biodistribution studies related to the ocular administration of free-PGZ and PGZ from
nanoparticles.

Keywords: pioglitazone (PGZ); polylactic-co-glycolic acid-polyethylene glycol (PLGA-PEG); nanopar-
ticles (NPs); ocular tissues; validation; HPLC-MS/MS

1. Introduction

Pioglitazone (PGZ) is a hypoglycemic therapeutic drug used in the treatment of type
2 diabetes which increases cell sensitivity to insulin via selective stimulation of the nuclear
receptor peroxisome proliferator-activator receptor gamma (PPARYy) [1,2]. Studies have
shown that the agonist PPARY receptor is also involved in inflammatory processes [3,4],
and PGZ has been found to be effective as an anti-inflammatory drug in animal models of
paw edema [5] or acute myocardial infarction [6]. Moreover, PGZ reduced the inflammation

Pharmaceutics 2021, 13, 650. https:/ /doi.org/10.3390/ pharmaceutics13050650
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in atherosclerosis [7,8], in skin inflammation processes [9,10], and ocular diseases such as
uveitis [11] or corneal inflammation [12,13].

Other reported properties of PGZ found in the literature range from lung anti-
inflammatory and anti-fibrotic [14], corneal anti-fibrotic [15], corneal neovasculariza-
tion [16] to dry eye disease treatment [17]. In recent years, research has also been conducted
with PGZ for the treatment of Alzheimer’s disease [18-20].

As a result of the chemical structure, PGZ is slightly soluble in water and highly
permeable in membranes [21]. Due to these characteristics, it is very important to find new
vehicles that overcome the solubility problems that restrict its bioavailability when the way
of administration for the treatment is not in the form of oral tablets [22-25].

Nowadays, drug delivery systems that target different organs and tissues are a new
challenge. Polylactic-co-glycolic acid (PLGA) is one of the most studied synthetic polymers
due to its biocompatibility and biodegradability [26], and it has also been approved by the
US Food and Drug Administration (FDA) and the European Medicine Agency (EMA) for
drug delivery systems in humans [27]. This polymer allows the development of very small
particles with narrow polydispersity. Consequently, it has been used to design nanoparticles
(NPs) for biomedical applications as carriers of active ingredients in vaccination, cancer
therapies, skin diseases, ocular and neurological disorders [28-35]. However, PLGA
is a relatively hydrophobic polymer, and once it is in the blood, it is recognized and
phagocyted by macrophages. To avoid this, a modification of its surface using polyethylene
glycol (PEG) could be an alternative. PEG is a biocompatible, hydrophilic, nonionic, and
approved polymer by the FDA for its use in humans. PEGylation is one of the most used
techniques to modify the surface properties of the nanoparticles. In this case, PEGylated
NPs take higher polarity and hydrophilicity avoiding aggregation, opsonization and
phagocytosis, prolonging systemic circulation time, and facilitating its tissue penetration
via interstitial [36].

In ocular therapies, one of the challenges is the effective penetration of the drugs
through the eye’s tissue barriers (e.g., corneal, sclera and conjunctiva) to reach targets and to
sustain them. Normally, when ophthalmic formulations are used, less than 5% of the drug
administered is retained on the ocular surface because of the corneal epithelium barrier
and nasolacrimal duct drainage, which means that it is necessary to instill frequently. One
of the most successful approaches to overcome this inconvenience is the use of colloidal
suspensions of NPs as delivery systems [37,38]. These systems have been described
in the literature, showing the effectiveness for ocular delivery principally in form of
liposomes [39,40] and polymeric NPs [41-43].

In recent years, some studies of our research group have been focused on NPs of
PLGA for the treatment of inflammatory disorders, with different therapeutic targets,
including the main nanosystems for ocular diseases [33,44—46]. The new formulations
improved the biopharmaceutical profile of the drugs. In particular, PGZ-NPs of PLGA-
PEG were formulated for eye treatment and also for delivery to the brain [12,47]. These
nanosystems were optimized, characterized, and their anti-inflammatory activity, as well
as their tolerance, were demonstrated for in vitro, ex vivo, and in vivo animal models.

The presented study aimed to develop and to validate an HPLC-MS/MS method
following the guidelines of the European Medicines Agency (2019) and the U.S. Food
and Drug Administration (2018) for bioanalytical methods validation [48,49] to focus the
analysis on the application of free PGZ (solution) and PGZ from NPs in different ocular
tissues for future research in the treatment of ocular diseases.

2. Materials and Methods
2.1. Chemicals and Reagents

PGZ was purchased from Capot Chemical (Hangzhou, China) and diblock copolymer
PLGA-PEG 5% (50:50) Resomer® was obtained from Evonik Corporation (Birmingham, AL,
USA). Poly(vinyl alcohol) (PVA) Mw 30,000-70,000 87-90% hydrolyzed, dimethylsulfoxide
(DMSO) and formic acid were acquired from Sigma-Aldrich-Merck (Darmstadt, Germany).
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Acetone, acetonitrile and methanol high-performance liquid chromatography (HPLC)
gradient-grade were purchased from ITW Reagents (Barcelona, Spain). All reagents used
were analytical reagents. Ultrapure water (HPLC grade, >18 MQ-cm at 25 °C) was obtained
using a Milli-Q apparatus from Millipore (Milford, CT, USA).

2.2. Chromatographic Conditions

The analysis was carried out using an Agilent 1260 liquid chromatograph (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). A reversed-phase Kinetex C18 column (2.6 um
particle size, 50 x 2.1 mm) from Phenomenex (Torrance, CA, USA) was used to perform
the chromatographic separation. The gradient between formic acid 0.1% in water (A)
and formic acid 0.1% in acetonitrile (B) was the following (t(min), %B): (0, 10), (4, 74),
(4.5,90), (6,90), (6.1, 10), (10, 10). The column temperature was maintained at 35 °C. The
optimization of mobile phase and column selection was based on suitability for the mass
detector, effect on the sensitivity of the method and total time required for the analysis.
The flow rate was fixed at 0.6 mL/min and the injection volume at 1 uL.

The detection of PGZ was achieved using a triple quadrupole mass spectrometer 4000
QTRAP (Sciex, Framingham, MA, USA) equipped with a TurboV ion source operating in
positive ion mode with the following settings: capillary voltage +5500 V, nebulizer gas
(N2) 50 (arbitrary units), curtain gas (Ny) 25 (arbitrary units), collision gas (Nz) medium
(arbitrary scale), drying gas (N7) 30 (arbitrary units) heated to 550 °C, declustering potential
(DP) 100 V, entrance potential (EP) 10 V, collision energy (CE) 35 V and collision cell exit
potential (CXP) 12 V.

The use of a triple quadrupole mass spectrometer allowed us to work in multiple
reaction monitoring (MRM) mode. The m/z transition pairs used for quantitation of
PGZ (precursor ion/product ion) were 357.2/134.1 (most sensitive), and 357.2/119.1 for
confirmation. The quadrupoles were set at unit resolution. The analytical data were
processed with the Analyst software version 1.6.2 (Sciex, Framingham, MA, USA).

2.3. Pioglitazone Standards

A stock solution of 1 mg/mL of PGZ was prepared in methanol for subsequent
intermediate, spiking, and working standard solutions. The calibration curve was prepared
at concentrations of 5, 10, 25, 50, 75 and 100 ng/mL in methanol. Glass vials were used to
store the solutions throughout the work.

2.4. Biological Material

Ocular specimens were obtained under veterinary supervision from pigs used in sur-
gical University practices at the Faculty of Medicine, according to the Ethics Committee of
Animals Experimentation at the University of Barcelona. Pigs (male, weight 3040 kg) were
anesthetized with intramuscular administration of ketamine hydrochloride (3 mg/kg),
xylazine (2.5 mg/kg) and midazolam (0.17 mg/ kg). Once sedated, the Propofol (3 mg/kg)
was administered by the auricular vein, and immediately afterward they were intubated
and maintained under anesthesia inhaled with isoflurane. After chirurgical experimenta-
tion, the animals were euthanized (250 mg/kg of sodium pentobarbital was administered
through the auricular ear vein under deep anesthesia) and the eyes were immediately
extracted and transported to the laboratory in dry ice. Cornea, sclera, lens, aqueous humor
and vitreous humor were excised in the laboratory and kept frozen at —20 °C in Eppendorf
tubes. The separation between the retina and choroid was dismissed because both expertise
and a microscope were needed.

2.5. Preparation of Pioglitazone Nanoparticles

PGZ-NPs were obtained by the solvent displacement method described by Fessi et al. [50].
This technique consists of dissolving the polymer and the compound in an organic solvent,
being a successful method to deliver the lipophilic drug. This technique is based on two
phases: the organic and the aqueous phase. Ten mg of PGZ were solubilized in 0.5 mL
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of DMSO and 75 mg of PLGA-PEG were dissolved with 5 mL of acetone. Both organic
solutions were mixed followed by sonication in an ultrasonic bath (100 w) for two minutes.
This organic phase was added drop by drop, gently mixing, into 10 mL of an aqueous
solution of PVA 1.5%. The NPs dispersion was concentrated to 10 mL under reduced
pressure (Vacuubrand PC 2001 Vario, Wertheim, Germany). The PGZ-NPs suspensions
were stable in the fridge for 6 weeks. Parameters such as size, polydispersity index (PDI)
and Zeta Potential (ZP) were evaluated to confirm the stability with a Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Malvern, UK). Additionally, the encapsulation efficiency (EE) was
determined by the indirect method [47].

2.6. Pioglitazone Solutions for Biological Matrix Spiking

The suspension of PGZ-NPs containing about 1 mg/mL of PGZ (2.5) was diluted
in water for spiking into ocular tissues (cornea, sclera, aqueous humor, vitreous humor,
lens). The exact amount of PGZ in the suspension NPs was quantified in order to cal-
culate the accuracy and precision of the method when PGZ-NPs were spiked into the
tissues. The chromatographic conditions for PGZ quantitation in the NPs were adapted
from previous studies: liquid chromatography with reverse phase column C18, eluent
acetonitrile-ammonium acetate buffer with ultraviolet detection at 268 nm [9]. Free-PGZ
solution (1 mg/mL) was diluted in methanol to prepare spiked samples (2.3).

2.7. Extraction Procedure

Lens, aqueous and vitreous humor were vortex-mixed previously. Sclera and cornea
were minced and thoroughly perforated using a needle to help the penetration of the
extraction solution. For cornea, sclera, and lens, the taken weight was about 125 mg; for
aqueous and vitreous humor, the weight was about 250 mg. The samples were weighed
into amber glass vials and were extracted with 2 mL of methanol using an ultrasonic bath
for 30 min. The solution was centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at room temperature.
The resultant supernatants were filtered through nylon filters of 0.22 um and injected into
the HPLC-MS/MS system. The stability of the extracts showed that the supernatants could
be collected and stored at —20 °C until use (three months tested).

2.8. Method Validation

The method was validated according to the bioanalytical method validation guidelines
of the EMA and the FDA and considering the acceptance criteria recommended for the
following validation parameters: selectivity—specificity, matrix effect, calibration curve
(response function), limits of quantification and detection, accuracy, precision, recovery,
carry-over, dilution integrity and stability [48,49].

2.8.1. Selectivity and Specificity. Matrix Effect

Blank tissues were analyzed to determine the selectivity and specificity of the method.
Any interference from unwanted tissue components at the elution time of PGZ was evaluated.

The matrix effect is defined as an alteration of the analyte response due to interfering
components in the sample. The effect of tissue components on the ionization of PGZ
was determined by comparison of the response of three replicates of a free-PGZ working
solution prepared in methanol and free-PGZ working solutions prepared in the blank
extract for each tissue. The PGZ concentration was calculated with the calibration curve.
Along with the validation procedure, the matrix effect was also evaluated for accuracy and
precision data.

2.8.2. Recovery

Weighed tissues were spiked with free-PGZ and PGZ-NPs at three levels of concentra-
tion to achieve the final concentrations in the extract of about 10 (low), 20 (medium) and
100 (high) ng/mL, n = 3 each level. As free-PGZ was spiked from small volumes (10-20 pL)
of standard solutions prepared in methanol, to reduce pipetting errors the aliquot added
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was weighed with a minimum precision of 0.1 mg. Samples spiked with the free-PGZ
standard solution were extracted after 60 min waiting time at room temperature and those
spiked with PGZ-NPs were extracted after 3 h waiting time at room temperature to let
them interact with the tissue and better simulate incurred residues. The extracts were kept
at —20 °C until HPLC-MS/MS analysis.

2.8.3. Dilution Integrity

The sample dilution effect was also evaluated to ensure that PGZ concentrations be-
yond the upper limit of concentration of the calibration range could be correctly determined
after dilution of the extract with methanol. Three replicates of spiked tissues were used to
investigate the intra-day precision and accuracy of a 50-fold sample dilution. The ocular
tissues were spiked to achieve the final concentration of PGZ in the injected extract of about
50 ng/mL. Both addition of free-PGZ and PGZ-NPs were assayed. This concentration
corresponded to about 2000 ug PGZ/kg for aqueous and vitreous humor, and 4000 pg
PGZ/kg for lens, sclera and cornea.

2.8.4. Calibration Curve

The calibration curve was prepared using six calibration standards defined in Section 2.3.
The chromatographic area of PGZ against the concentration of the calibration standards
was plotted to construct the calibration curve. The linearity of the method was evaluated
by weighted linear regression analysis, with 1/x? as the weighting factor, using the least-
squares method [51]. The acceptance criteria for the back-calculated standard concentration
were £15% deviation from the theoretical value. The calibration curve (six standards) was
prepared using fresh standards in each assessment.

2.8.5. Accuracy and Precision

The spiked levels of PGZ concentration corresponded to approximately 160, 320 and
1600 pg/kg for lens, cornea and sclera. For aqueous humor and vitreous humor, the
spiked levels of PGZ concentration corresponded to approximately 80, 160 and 800 ug/kg.
The closeness of mean results determined by the method to the spiked concentration of
the analyte and the repeatability was evaluated in terms of recovery. Three sets of three
different levels of tissues spiked with free-PGZ were prepared and quantified on three
separate days to determine the inter-day and intra-day precision and the accuracy of the
method. Samples spiked with PGZ-NPs were prepared and quantified for accuracy and
intra-day precision (1 = 3) at the three levels of concentration.

The acceptance criteria for accuracy of the data should be within +15% (recovery
85-115%). For the limit of quantitation (LOQ) the accuracy acceptable limit of deviation
is +20% (recovery 80-120%). The precision around the theoretical value should not cross
15% of the coefficient of variation (CV) and 20% at LOQ [48,49].

2.8.6. Limits of Quantification (LOQ) and Detection (LOD)

The LOQ is defined as the lowest concentration that can be measured with an intra-day
and inter-day precision (expressed as the percentage of the coefficient of variation, CV)
that must not exceed 20%, and accuracy (expressed as the percentage of the deviation from
nominal concentration, bias) that must be within +20%. The LOQ was evaluated in three
replicates on a single day and three different days for all studied matrices.

The limit of detection (LOD) consists of the lowest concentration whose respective
signal can be dependably distinguished from the background level. The LOD was assessed
by analyzing successive dilutions of blank extract of tissues with added known amounts of
PGZ. See Section 3.2.9 for more details.

2.8.7. Stability Experiments

The obtained extracts from the recovery and precision study were kept at —20 °C
till the day of the HPLC-MS/MS analysis because of the availability of the equipment.
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The long-term stability evaluation was deduced from the obtained results of accuracy and
precision studies (three different days). One of the sets was injected three months after the
extraction, the other two sets after 9 and 15 days, respectively.

Extracts of each tissue spiked at approximately the medium level of concentration were
injected to determine the stability of pioglitazone in various predetermined conditions. The
post-preparative stability of the samples was determined after comparison of the response
of immediate injection of the extracted samples to that of the re-injected samples after
keeping them in the refrigerated autosampler for 24 h. The post-preparative stability of the
drug was assessed, taking into account the time that the samples could remain in queue
in the chromatograph and, eventually, any failure of the chromatograph in a 24 h period.
Short-term stability was determined after placing the extracts for eight hours on the bench
top at room temperature. The period for the short-term stability study was determined
based on the possible time spent for a batch sample analysis. The relative stability was
calculated by considering the initial area of PGZ as 100%.

2.9. Bioavailability Experiment: In Vivo

To investigate the ocular bioavailability and disposition of PGZ, pig eyes were treated
with topical administration of 0.05 mL of PGZ-NPs suspension of a concentration of about
1 mg/mL of PGZ. After four hours the pig was euthanized. Cornea, lens, sclera, aqueous
and vitreous humors were processed according to the validated method.

3. Results
3.1. Nanoparticle Preparation

The PGZ-NPs were synthesized by displacement technique, showing a particle size
around 200 + 2.5 nm, PDI of 0.2 + 0.03 and a ZP of —15.0 &+ 1.3 mV. Moreover, the
percentage of EE was around 92.1 & 3.2%. These NPs were shown to be stable in the fridge
for six weeks.

3.2. Method Validation
3.2.1. Selectivity and Specificity

The analysis of blank samples (matrix samples processed without the addition of
PGZ) showed no interfering signals in chromatograms of the blank extracts. The retention
time for PGZ was about 3 min and there were no interfering matrix components when
determining PGZ in any of the tissues of the assay. Typical MRM chromatograms of PGZ
found in cornea and PGZ standard (5 ng/mL) are shown in Figures 1 and 2, respectively.

3.2.2. Matrix Effect

Despite HPLC-MS/MS standing out for its high selectivity and specificity, the composi-
tion of the matrix is very important and must be taken into account. The matrix composition
could be responsible for increasing or decreasing the signal of the ions being studied.

It was assessed that the matrix components of the tissues did not change the PGZ
response concerning the analyte in a matrix of methanol as the variation found was less
than £5% (Table 1). Values shown in Table 1 are the average of three replicates. For all
matrices, the results are in accordance with the acceptance criteria: CV not exceeding 15%
for precision and bias within £15% for accuracy. The external calibration method could,
therefore, be used.
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Figure 1. MRM chromatograms of cornea blank extract (A) and a cornea spiked with PGZ-NPs at

three levels of concentration: blue (high level), red (medium level), green (LOQ) (B).
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Figure 2. MRM chromatograms of methanol carry over (red) and PGZ standard of 5 ng/mL (blue).
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Table 1. Matrix effect in the response of PGZ (1 = 3).

PGZ Matrix Condition Mean Found (ng/mL) SD CV (%) Variation (%)
Methanol 51.8 0.56 1.07 -
Sclera extract 54.6 1.65 3.02 +5.34
Cornea extract 53.5 1.47 2.75 +3.12
Lens extract 52.2 0.55 1.06 +0.69
Aqueous humor extract 52.5 0.20 0.38 +1.34
Vitreous humor extract 49.0 1.10 2.24 —5.27

3.2.3. Recovery

The concentration of the spiked sample extracts was calculated from the PGZ cal-
ibration curve (Tables 2—4). Average extraction recoveries for PGZ, n = 3, were in the
range 85-110% (bias —15% to +10%). For all matrices, the results are in accordance with
the acceptance criteria: CV not exceeding 15% for precision and bias within +15% for
accuracy. The method applies to Free-PGZ and PGZ from NPs. Recovery was obtained as
R (%) = ([PGZ] found /[PGZ] added) x 100.

3.2.4. Calibration Curve

The calibration curve was linear in the PGZ concentration range of 5-100 ng/mL with
a correlation coefficient R? > 0.99. The calibration curve was freshly prepared for each
chromatographic run. The accuracy found of back-calculated concentration during the
different days of analysis was within 91-108% (accepted +15% in terms of bias) [48,49].
Figure 3 shows a calibration curve obtained during validation experiments.

Table 2. Absolute recovery (values in mean percentages) of Free-PGZ determined at low, medium and high concentration,

and 50-fold diluted sample. Intra-day results (1 = 3).

Level of Concentration

Recovery (%)

in Extract
ng/mL Lens Cornea Sclera Aqueous Humor  Vitreous Humor

10 89.0 £1.9* 96.9 £ 0.5 97.7 £33 922404 89.5+ 1.6
CV (%) =21 CV (%) =0.5 CV (%) =34 CV (%) =04 CV (%) =17

20 85.0+ 1.4 100.9 £2.2 98.5+27 91.6+12 89.4+04
CV (%) =17 CV (%) =22 CV (%) =27 CV (%) =13 CV (%) =04

100 852+ 0.5 939 +3.2 884 +27 864+ 1.1 86.7 +£ 1.7
CV (%) =0.6 CV (%) =34 CV (%) =3.1 CV (%) =13 CV (%) =1.9

2500 109.6 + 3.8 85.0 + 0.7 88.0+ 0.4 972 +1.8 99.6 + 0.4
CV (%) =3.5 CV (%) =0.8 CV (%) =04 CV (%) =19 CV (%) =04

*Mean + SD.

Table 3. Absolute recovery (values in mean percentages) of Free-PGZ determined at low, medium and high concentration.

Inter-day accuracy and precision data (1 = 9).

Level Concentration

in Extract Recovery (%)
ng/mL Lens Cornea Sclera Aqueous Humor Vitreous Humor

10 93.1£49* 978 £15 89.7 £79 923 £84 983 £ 6.7
CV (%) =52 CV (%) =15 CV (%) =88 CV (%) =9.1 CV (%) =6.8

20 91.8+53 974+ 3.1 89.1+8.2 925 +£57 985 £ 6.9
CV (%) =58 CV (%) =32 CV (%) =92 CV (%) =62 CV (%) =70

100 878 £22 93.0 £6.9 85.0 £3.1 87.7£48 923 £43
CV (%) =24 CV (%) =74 CV (%) =3.6 CV (%) =54 CV (%) =4.7

*Mean =+ SD.
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Table 4. Intra-day accuracy and precision data (1 = 3) for tissues spiked with PGZ-NPs: low, medium, high concentration

levels, and 50-fold diluted sample.

Nominal Concentration in Extract

-
1ssue Added (ng/mL) Found (ng/mL) SD CV (%) Recovery (%)
8.4 7.2 0.2 2.7 85.9
. 175 18.9 0.6 3.0 108.0
ens 87.7 90.2 1.9 22 102.8
2094 2294.6 79.2 3.5 109.6
8.4 7.8 0.3 4.0 93.0
c 16.8 155 0.2 1.1 9.1
ornea 84.2 76.0 14 1.8 90.2
2094 1779.1 13.6 0.8 85.0
8.4 7.8 0.3 3.7 92.0
s 16.8 16.0 0.4 24 94.9
clera 84.2 74.6 0.9 1.3 88.5
2094 1842.8 7.6 0.4 88.0
Aqueous 7.4 6.4 0.3 4.2 87.4
Humor 14.8 12.6 0.2 13 85.2
73.8 62.9 0.4 0.7 85.3
1931 2139.0 40.1 1.9 110.8
Vitreous 7.4 7.3 0.4 6.1 99.1
humor 14.8 14.6 0.3 2.0 98.8
73.8 70.7 1.8 2.5 95.8
1937 1925.3 7.2 0.4 99.4

20200728.rdb (Pioglitazone-1). "Linear” Regression ("1 [ (x * x)" weighling): y = 1.77e+004 x + 7.48e+003 (r = 0.9996)
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Figure 3. Example of PGZ calibration curve (Linear Regression “1/x?” weighting: y = 1.77e + 004 +
7.46e + 003 (r = 0.9996)).

3.2.5. Accuracy and Precision

Experimental concentrations of spiked samples should not deviate more than £15%
from their nominal concentrations. Intra-day and inter-day accuracies (Tables 2-4) given
by bias (100-Recovery%) varied between —15% for lens and sclera at some added levels to
+10% for the lens at the 50-fold diluted level, but no bias was observed with concentration.
The results shown in Tables 2—4 indicate that the intra-day and inter-day precisions, given
as CV (%), did not exceed 5% and 10%, respectively. The acceptance criteria defined by the
EMA and FDA were fulfilled at the assessed concentration levels.
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3.2.6. Dilution Integrity

The dilution integrity of the samples to demonstrate that a sample dilution procedure,
when required, will not impact the accuracy and precision of the measured concentration
of the analyte, was investigated in all matrices. It was demonstrated that a 50-fold dilution
of a spiked sample can be applied when the concentration of the sample is higher than the
upper limit of the calibration curve (Tables 1 and 3).

In contrast, if the concentration in the extract of real samples was below the lower
limit of the calibration curve, a new calibration curve could be constructed with lower
concentration standards. Minor modifications like increasing the injection volume could be
assayed to get more intensity because it was found that standards of PGZ of 0.05 ng/mL
provided a signal distinguishable from the blank (Figure 4). However, according to inter-
national guidelines, if method conditions were modified, the results should be confirmed
with a partial validation, comprising at least accuracy and precision determination.

XIC of +MRM (3 pairs): 357.200/134.100 Da ID: Pioglitazone-1 M (METHANOL)  Max. 1480.0 cps.
ed | W PGZ 0.05 ng/ml
| PGZ 0.1 ngiml
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Time, min

Figure 4. MRM chromatograms of blank-methanol (blue) and PGZ standards of 1 ng/mL (green)
and 0.05 ng/mL (red).

3.2.7. Carry-Over

Carry-over was assessed during method development and validation and it was ob-
served that it was unavoidable. At the beginning of the trial, we had no signal attributable
to PGZ in the blank ionograms. When we started injecting solutions containing PGZ, small
ion signals of ions attributable to this molecule began to appear in the blanks, and was
impossible to remove them even by cleaning the ionization source of the spectrometer.
Methanol was injected at the beginning of the sequence, after the standards calibration
curve and following the highest levels of spiked samples. Nevertheless, the intensity of
the carry-over signal was practically constant during the batch sequence and with low
variation from one day to another. No concentration effect, therefore, was observed on
the carry-over signal. The carry-over signal in the blank of methanol was found to be
between 1% and 4% of the analyte response at the limit of quantitation level (10 ng/mL).
The extracts of blank tissues showed the same peak intensity as the blank of methanol.
These signal values are in the low range of those accepted in the harmonized guidelines of
validation methods because they recommend that carry over should not exceed 20% of the
LOQ [48,49]. Figure 2 shows a chromatogram of the carry-over signal and a PGZ standard
of 5 ng/mL. Accuracy and precision data confirmed that the presence of the carry-over
effect did not affect the results.
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3.2.8. Stability

Long-term (three months) sample stability at —20 °C was confirmed based on the
obtained results for accuracy (bias +15%) and precision (CV < 15%), which were found to be
within the acceptable limits. The data for refrigerated stability of the extracts obtained from
in-injector stability (24 h), and short-term stability (8 h) of the extracts at room temperature
indicated that the variation of the response of the extracts was less than +5% (Figure 5).
The accuracy of back-calculated concentrations in the calibration curve was accepted to
be +15%, therefore, the variation found in the injection of stability of extracts should
be accepted.

20+
5 15- W - - Il Lens
f_b 3 Sclera
£ 10+ B Cornea
S ] A. Humor
& 5+ B V. Humor
o-LLiid]] HECEE SESEN

Immediated 24h (6-8°C) 8 h (RT)
injection
Figure 5. Stability data of PGZ in extracts of the tissues.

3.2.9. Limits of Quantification (LOQ) and Detection (LOD)

The LOQ was experimentally accomplished for all tissues and the intra- and inter-day
precision and accuracy results are reported in Tables 2—4. The LOQ was established as
160 ug/kg for sclera, cornea and lens, and 80 ug/kg for aqueous humor and vitreous
humor (10 ng/mL in extract).

The LOD is defined as the concentration that provides a good peak visualization with
the lowest signal-to-noise ratio (S/N) possible [52]. PGZ solutions of 0.05 ng/mL in tissue
extracts were injected and the signal was more than twice in height the carry-over signal
for all the examined tissues and around three times in the area. Taking as background noise
the carry over the peak and the criterion of estimating signals three times higher in area
than the background noise, the LOD was established in the range 0.4-0.8 nug/kg of PGZ in
tissues (Figure 4).

3.3. In Vivo Bioavailability Study

The method proposed herein was used in a pilot study to quantify PGZ in lens, cornea,
sclera, aqueous and vitreous humors, after eye’s administration in form of PGZ-NPs. The
method was sensitive enough to quantify PGZ in the tissues, demonstrating its applicability.
The results presented in Figure 6 show that the maximum concentration was found in the
sclera followed by the cornea. Aqueous humor was the tissue where the concentration
was lowest. According to the validated method, extracts of lens, vitreous humor, cornea
and sclera had to be diluted to fall into the curve concentration range. A dilution 1/20
was necessary for sclera and cornea extracts, and a dilution of 1/2 for vitreous humor and
lens extract.
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Figure 6. Analysis of samples: PGZ found in tissues after PGZ-NPs ocular administration (1 = 3).

4. Discussion

PGZ-NPs were successful produced using the displacement technique; this method
provided small particles with good homogeneity and a negative charge of —15.0 mV.
This negative value is indicative of the stability of these systems in solution. Moreover,
a higher percentage of EE was found (around 92%) for PGZ into the NPs. According
to these physicochemical characteristics, these systems could be suitable for the ocular
application. Previous studies have evaluated PLGA-NPs as ocular drug carriers, and it was
demonstrated that the ocular penetration and permeability of the drugs were improved
when they were encapsulated into the polymer [33,43-46]. The sensitivity of HPLC-UV
methods did not allow the determination of PGZ in real biological samples with a simple
extraction nor probably with preconcentration strategies. Therefore, HPLC-MS was an
alternative technique to consider. Previously published data have shown that HPLC-MS has
been used for PGZ quantitation in liquid biological samples (urine, plasma, serum) [53,54].
However, this is the first validated method using biological ocular tissues. This method
was validated for free-PGZ and PGZ from NPs spiked in ocular tissues, and treated tissues
were also analyzed.

The method was validated in the range 80-1600 ng/Kg of PGZ extracted from the
tissues with good linearity between 5-100 ng/mL of PGZ standards. The extraction
recovery was satisfactory for free-PGZ and PGZ from NPs with recoveries found in the
range of 85-110%. The reproducibility of the method obtained through the inter-day
and intra-day precision was CV < 10% and CV < 5% respectively. Moreover, it was
demonstrated that a dilution of the extract, if necessary, made it possible to quantify PGZ
with no impact on the accuracy and precision. The LOD and LOQ achieved in cornea,
sclera, and lens were on the orders of 0.8 ug/kg and 160 pg/kg respectively. LOD and LOQ
in eye humors were in the orders of 0.4 ug/kg and 80 ug/kg respectively. The sensitivity
was slightly improved compared to data found in the literature [54]. All the experimental
data agree with the guidelines for bioanalytical method validation [48,49].

Significant levels of PGZ were found in eye tissues after 4 h of PGZ-NPs installation
(Figure 6), which means that the formulation permeated and remained in the tissues.
Aqueous humor, which is in contact with the cornea, was the tissue where the amount was
about one order of magnitude lower with respect to the sclera, although PGZ remained.
Vitreous humor, situated behind the sclera, also presented a good level, indicating that the
formulation permeated through the sclera. These data are in accordance with a previous
study in which PGZ accumulated more in sclera than in the cornea [12], probably due to
the hydrophilic characteristics of sclera. This new biodistribution experiment supports
previous results, and this validated method covers the needed concentration range for
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studying different parts of the eye after treatment with PGZ. The formulation developed
perhaps could be useful for the treatment of ocular inflammation with the ability to sustain
PGZ in the tissues and to reach the posterior segment.

Taken together, these results indicate that an accurate, sensitive, selective, reproducible,
and high-throughput HPLC-MS/MS method was developed and fully validated for the
quantitative determination of PGZ from solution and NPs over a wide concentration range
in different eye tissues. This method has the advantage of easy sample preparation, thus
reducing assay time. The sensitivity and selectivity achieved for the detection of PGZ with
respect of HPLC-UV make it suitable for analyzing very low levels of concentration in com-
plex biological matrices. Moreover, HPLC-MS/MS allows the unambiguous identification
of PGZ. The method can be easily applied to in vivo and ex vivo biodistribution studies
related to the ocular administration of PGZ-NPs. Moreover, it opens the applicability to
other types of biological matrices for preclinical or clinical use.
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Abstract: Pioglitazone-loaded PLGA-PEG nanoparticles (NPs) were stabilized by the spray drying
technique as an alternative to the treatment of ocular inflammatory disorders. Pioglitazone-NPs were
developed and characterized physiochemically. Interaction studies, biopharmaceutical behavior, ex
vivo corneal and scleral permeation, and in vivo bioavailability evaluations were conducted. Fibrillar
diameter and interfibrillar corneal spacing of collagen was analyzed by synchrotron X-ray scattering
techniques and stability studies at 4 °C and was carried out before and after the spray drying process.
NPs showed physicochemical characteristics suitable for ocular administration. The release was
sustained up to 46 h after drying; ex vivo corneal and scleral permeation profiles of pioglitazone-NPs
before and after drying demonstrated higher retention and permeation through cornea than sclera.
These results were correlated with an in vivo bioavailability study. Small-angle X-ray scattering
(SAXS) analysis did not show a significant difference in the organization of the corneal collagen after
the treatment with pioglitazone-NPs before and after the drying process, regarding the negative
control. The stabilization process by Nano Spray Dryer B-90 was shown to be useful in preserving
the activity of pioglitazone inside the NPs, maintaining their physicochemical characteristics, in vivo
bioavailability, and non-damage to corneal collagen function after SAXS analysis was observed.

Keywords: PLGA-PEG; pioglitazone; nanoparticles; spray drying; cornea; synchrotron; SAXS

1. Introduction

During the last decades many synthetic and natural polymers have been studied
in nanomedicine as drug delivery systems [1-3], and today their use is well established.
Polymeric nanoparticles (NPs) are systems that improve drug delivery in tissues and
organs by modifying drug release behavior and sustainability, thus increasing the drug
bioavailability across biological membranes [4].

Polylactic-co-glycolic acid (PLGA) is a synthetical polymer with biocompatibility and
resorbability properties, and it is approved by the US Food and Drug Administration (FDA)
and the European Medicine Agency (EMA) for use in humans [5]. PLGA can be manufac-
tured in different ratio proportions and molecular weights to encapsulate hydrophobic and
hydrophilic molecules. Moreover, it is useful as a carrier for micro and macromolecules.
Because of these advantages, PLGA has been chosen for numerous systems in biomedical
applications, including cancer diagnosis and treatment, vaccination, inflammation treat-
ment, or neurodegenerative and cardiovascular diseases [6-12]. However, PLGA-NPs are
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easily recognized by the reticuloendothelial system (RES), and consequently, it aids their
fast elimination from the bloodstream. An alternative to avoid this is to coat these systems
with antibodies, chitosan, poloxamer, or polyethylene glycol (PEG). This can increase
their half-life in the bloodstream [13,14] and help their transport through membranes [15].
In addition, PEG is useful to stabilize NPs in aqueous media, avoiding aggregation and
increasing their solubility [16-18].

Drying, by converting suspensions or liquids into dried products, is a technique
commonly used for improving the stability of pharmaceutical and biotherapeutic prod-
ucts [19-23]. A drying process to remove the water is highly recommended to maintain
NPs’ respective physicochemical properties, efficacy, and long-term stability and to avoid
instability that is caused by aqueous media [24].

Techniques such as spray drying [25-27] and freeze-drying (lyophilization) [28-30]
have been described in the literature for the conversion of colloidal suspensions into dried
products. The spray drying process was considered as a dehydration method, but at the
same time, it has increasingly attracted research interest for the design of pharmaceuti-
cal carriers encapsulating drugs [31,32]. Its use has been demonstrated in the food [33],
chemical, and pharmaceutical industries, being one of the candidate methods to offer an
alternative to lyophilization in the future [19,34-37]. The advantages of this technique over
conventional freeze-drying are the shorter process cycle time, scalability, affordability, re-
producibility, and the fact that it works at atmospheric pressure. Moreover, the production
cost is typically lower compared to other drying technologies [32].

Significant efforts have been made over the last few decades to develop new drug
delivery systems that improve ocular drug administration. The use of colloidal delivery
systems, such as NPs, is considered as a strategy that can enhance the ocular bioavailability
of topically administered drugs, reducing administration frequency, sustaining the release,
and promoting drug targeting to specific sites [38—45].

In recent years, studies of pioglitazone (PGZ) as a potential therapeutic have gone far
beyond its primary use as an antidiabetic drug. This drug is an agonist of the peroxisome
proliferator-activated receptor vy (PPARY) which is a ligand-activated nuclear transcription
factor that modulates the expression of genes involved in the physiological functions, in-
cluding glucose homeostasis, lipid metabolism, and inflammatory processes. Additionally,
PGZ has been reported to have different therapeutic activities, including its regulatory
role on inflammatory markers, such as IL-6, IL-17, IFN-y, TNF-«. In addition, its use in
autoimmune diseases, rheumatoid arthritis, cardiovascular diseases, skin inflammatory
diseases, Alzheimer’s [46-50], and for the treatment of ocular disorders [51-53] suggest
that this drug could be an effective candidate for the treatment of different inflammatory
ocular conditions [51].

Previous studies have shown that PGZ was encapsulated into PLGA-PEG-NPs, sug-
gesting its suitability as a pharmaceutical formulation that overcomes the poor solubility
of PGZ in an aqueous phase [54] and targets specific tissues [46,55,56]. Moreover, this
system showed good corneal and scleral permeation and sustained release, indicating these
systems could be useful for drug delivery [52]. However, in order to preserve and increase
the long-term stability of PGZ-NPs for future use as a drug medicine, the water must be
removed and these systems transformed into a dry powder.

The purpose of this study was to optimize and stabilize the PGZ-NPs of PLGA-PEG
by the spray drying technique, improving its physicochemical characteristics, biopharma-
ceutical behavior, and long-term stability. Moreover, release profile, in vivo and ex vivo
ocular permeation studies were conducted. In addition, corneal analysis by synchrotron
X-ray scattering was performed for future use of these systems in an ocular inflammatory
animal model.
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2. Materials and Methods
2.1. Materials

Diblock copolymer PLGA-PEG 5% (50:50) Resomer®was obtained from Evonik Cor-
poration (Birmingham, AL, USA). The PGZ was obtained from Capot Chemical (Hangzhou,
China). Acetone, dimethylsulfoxide (DMSO) and polyvinyl alcohol Mw 30,000-70,000 Da,
87-90% hydrolyzed (PVA) were purchased from Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany).
Transcutol® P pharma quality was kindly supplied by Gattefossé Espafia S.A. (Barcelona,
Spain). Milli-Q water (Millipore Sigma, Burlington, MA, USA) was used for all the experi-
ments and the reagents were of analytical grade.

2.2. Experimental Strategy

i.  Develop and select the most suitable PGZ-PLGA-PEG NP colloidal system based on
physicochemical properties.

ii. ~ Dry the selected nanosystem with spray dryer Biichi Nano B-90 under different
conditions and select the most suitable formulation in terms of physicochemical
properties, in vitro release, and ex vivo corneal and scleral permeation in comparison
to the colloidal system without drying.

iii. Bioavailability study of PGZ from the NPs in rabbit eyes with both selected for-
mulations: suspension freshly prepared (Table 1-formulation 8) and reconstituted
suspension after drying (Table 2-Spray 2).

iv.  Small-angle X-ray scattering (SAXS) analysis in the corneal tissue.

Table 1. PGZ-NPs developed by a factorial design 23.

Formulation P:"H?Q:‘)BG pH PVA (%) Size (nm) PI ZP (mV) EE (%)
1 8.0 35 2.0 223.90 + 1.60 0.09 £ 0.00 —2.47 £0.08 39.45+2.12
2 9.0 3.5 2.0 23191 +0.77 0.08 £ 0.01 —3.30 £ 0.30 4895 + 1.34
3 8.0 45 2.0 242.32 4 2.85 0.16 £ 0.03 —2.54 + 043 79.23 +3.21
4 8.0 35 25 251.42 £ 0.66 0.20 £ 0.00 —3.28 £0.38 35.74 £2.42
5 9.0 45 2.0 234.51 £0.90 0.17 £ 0.01 —342+0.22 72.83 +£1.32
6 9.0 35 25 302.81 +1.94 0.23 +£0.02 —3.82+0.25 49.64 £2.21
7 8.0 45 25 242.52 + 3.51 0.16 £ 0.01 —2.76 £ 0.50 70.01 4 3.23
8 9.0 4.5 2.5 247.22 £ 2.77 0.17 £ 0.03 —3.34 £ 042 90.12 + 1.15

Data are represented as mean + SD (n = 3).

Table 2. Four different spray drying conditions of PGZ-NPs after resuspension in water.

Formulation Size (nm) PI ZP (mV) EE (%)
Spray 1 366.61 £ 13.48 0.39 £ 0.01 —6.93 + 1.04 90.05 + 1.14
Spray 2 271.31 £ 2.78 0.24 4+ 0.00 —7.57 +1.53 89.13 +2.21
Spray 3 328.02 +£1.34 0.29 + 0.03 —6.48 +0.31 90.10 + 1.54
Spray 4 276.64 £1.75 0.23 + 0.00 —9.87 +0.48 88.92 £1.21

2.3. Development and Preparation of PGZ-NPs

The experimental strategy used in this work for the preparation of PGZ-NPs by the
solvent displacement technique was a factorial design, which consists of simultaneously
modifying the different variables within the experimental domain. Thus, the number of
experiments in a complete factorial design is equal to the number of possible combinations
between the levels (1) of each variable (X): n*. A screening factorial design 23 was planned
to develop the PGZ-NPs and to analyze the effect of independent variables (pH, PLGA-
PEG and PVA concentrations) together and in combination with the dependent variables
(average particle size (Z,y), polydispersity index (PI), zeta potential (ZP), and encapsulation
efficiency (EE)). According to the composite design matrix generated by Statgraphics
Centurion 18 software (Statgraphics Technologies Inc., The Plains, VA, USA), a total of 8
experiments are summarized in Table 1.
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PGZ-NPs were prepared using the nanoprecipitation technique firstly described by
Fessi et al., 1989 [57]. Previously the PGZ (1 mg/mL) was solubilized in 0.5 mL of DMSO,
then mixed with the PLGA-PEG dissolved in 5 mL of acetone. This organic phase was
added dropwise under stirring (700 rpm) into 10 mL of an aqueous solution of PVA
adjusted to the desired pH. Then, acetone was evaporated under reduced pressure in a
rotary evaporator Biichi B-480 (Biichi, Fawil, Switzerland). The PGZ-NP suspensions were
stored until spray drying.

2.4. Spray Drying of PGZ-NPs

Nano Spray Dryer B-90 (Biichi Labortechnik AG, Fawil, Swiitzerland) was used to
improve the long-term stability of the PGZ-NPs. This instrument carries out the spray
drying process using vibrating mesh technology to generate the droplets [58] and the
dried particles are collected by an electrostatic accumulator (collector). This technology
minimizes product loss and provides high yields up to 90% [31,59].

Four different dry particles were prepared from selected PGZ-NP formulations. The
instrument conditions tested were spray nozzle (5.5 and 7.0 pum) and outlet temperatures
around 25 and 30 °C. The set up for Spray 1 was 5.5 um and 25 °C; 7.0 um and 25 °C for
Spray 2; 5.5 pm and 30 °C for Spray 3; and 7.0 um and 30 °C for the Spray 4 formulation.
The air flow rate was set to 140-150 L/min and the spray rate was fixed at 75% for all
conditions. The PGZ-NP solution was sprayed, and particles were collected dried from the
electrostatic particle chamber using a powder scraper. After that, samples were maintained
in a desiccator until further analysis.

2.5. Physicochemical Characterization

The Z,y and PI measurements of PGZ-NPs were performed by Dynamic Light Scatter-
ing (DLS) using a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) at 25 °C
using disposable quartz cells, with prior dilution in Milli-Q water (1:20 v/v) to determine
hydrodynamic radii of particles in water. ZP was determined by electrophoresis laser-
Doppler using the same instrument with prior dilution in Milli-Q water (1:10 v/v). All the
experiments were carried out in triplicate.

To determine the EE percentage of PGZ in NPs, an indirect method was used of
dilution of 1:10 (v/v) in water and filtration/centrifugation at 14,000 rpm for 20 min.
The amount of non-entrapped PGZ found in the supernatant was determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC) using a previous validated analytical
method [46] and calculated according to the following Equation (1):

Total amount of PGZ — Free PGZ
0, f—
EE (%) = Total amount of PGZ X 100 @

2.6. Water Content

Water content was determined using a selective electrochemical sensor of phosphorus
pentoxide (P,O5) by means of thermo-coulometric analysis with the Berghof easyH,O
analyzer (DKSH, Zurich, Switzerland). Basically, after instrument calibration, 10 mg of
dried sample was heated to 150 °C in a closed chamber for 10 min, the evaporated water
was conveyed to the sensor in a stream of carrier gas, and the free surface water, capillary
water, and bonded water were calculated through Faraday-s first law of electrolysis. The
moisture is attracted to the P,Os coating, which is very hygroscopic and migrates to the
electrodes (platinum wires) where it is electrolyzed. Oxygen is formed at the positive
electrode and hydrogen at the negative electrode. The electrolysis current, according to
Faraday’s law, is directly proportional to the amount of water [60].

2.7. Microscopy Analysis (TEM and SEM)

PGZ-NP dispersions were analyzed before and after the spray drying process by trans-
mission electronic microscopy (TEM) and scanning electron microscopy (SEM), respectively.
TEM analysis was carried out by negative stain technique. Samples were placed on the
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grid surface after a dilution in water (1:4 v/v) mounted on a grid and negative stained
with a 2% (v/v) uranyl acetate solution. After 6 h at room temperature, the samples were
examined by TEM on a JEOL JEM-1010 (JEOL USA, Peabody, MA, USA).

After the spray drying process, the PGZ-NPs were analyzed by SEM. For that purpose,
a small quantity of PGZ-NPs was coated with carbon as a conductor agent, and the structure
was examined using a JEOL J-7100F (JEOL USA, Peabody, MA, USA).

2.8. Interactions Studies: DSC, X-ray Spectroscopy, and FTIR

To determine the physical state of the PGZ-NPs and their interactions with any
compound of the formulation, studies by Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-ray
spectroscopy, and Fourier Transform Infrared (FTIR) were performed before and after the
spray drying process.

DSC analysis was performed using a DSC 823e System (Mettler Toledo, Barcelona,
Spain). The temperature was calibrated by the melting transition point of indium
(purity > 99.95%; Fluka, Switzerland) prior to sample analysis. The DSC measurements
used a heating ramp from 30 to 240 °C at 10 °C/min in a nitrogen atmosphere. Data were
evaluated using the Mettler STARe V 9.01 dB software (Mettler Toledo, Barcelona, Spain).

To determine the state—crystalline or amorphous—of the samples, X-ray spectral
measurements were performed using Siemens D500 system (Karlsruher, Germany). X-ray
powder diffractograms were recorded using a Cu Ka2 radiation (45 kV, 40 mA, A = 1.544 A)
in the range (26) from 2° to 60° with a step size of 0.026° and the measuring time was 200 s
per step.

FTIR spectra were achieved using a Thermo Scientific Nicolet iZ10 with an ATR
diamond and DTGS detector (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA). The scanning
range used was 500-4000 cm !

2.9. Release Profile of PGZ-NPs

Drug release studies of PGZ from the NPs before and after the spray drying process
were performed using the Franz diffusion cell technique, which is based on the direct
dispersion of the colloidal suspension in the dialysis medium accomplishing sink condi-
tions. A dialysis membrane (MWCO 12,000-14,000 Da Dialysis Tubing Visking, Medicell
International Ltd., London, UK) was used and hydrated for 24 h before being mounted in
the Franz diffusion cell. The temperature of the medium and speed of the paddle were ad-
justed to 37 & 0.5 °C and 100 rpm, respectively. The PGZ-NP formulations were compared
with respect to the free drug at the same concentration. The free drug was dissolved in
DMSO and phosphate buffer solution (PBS) at pH 7.4 (60:40 v/v). This solution 60:40 v/v
was also the release media (RM). A volume of 300 nL of PGZ-NPs or free drug was placed
in the donor compartment, and the receptor compartment was filled with RM. At predeter-
mined time intervals, 300 pL was withdrawn from the receptor compartment and replaced
with an equivalent volume of RM. The concentration of PGZ released was measured by
liquid chromatography [46]. Values are reported as the mean =+ SD of six replicates. The
content of PGZ in the RM at each time point was evaluated and data were adjusted to the
most common kinetic models. Akaike’s information criterion (AIC) and determination
coefficient (r2) were determined for each model [61].

2.10. Corneal and Scleral Permeation Studies

In order to continue with the following experiments, based on the physicochemical
characterization and biopharmaceutical studies of the PGZ-NPs (Section 3), the Spray 2
formulation after the drying process was selected (see Table 1).

Franz diffusion cells were used in order to study permeation through corneal and
scleral tissue. The ocular tissue was obtained from male New Zealand rabbits weighing
(2.5-3 kg, n = 3) under veterinary supervision, and according to the Ethics Committee of
Animal Experimentation from the University of Barcelona (CEEA-UB). The rabbits were
anesthetized with an intramuscular administration of ketamine HCl (3 mg/kg) and xylazine

95



Estabilitzacid de sistemes polimérics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex

vivo 1 in vivo

Pharmaceutics 2021, 13, 1751

60f 18

(2.5 mg/kg). Once sedated, they were euthanized by an overdose of sodium pentobarbital
(100 mg/kg), administered through a marginal ear vein under deep anesthesia. The ocular
tissues (cornea and sclera) were excised and immediately transported to the laboratory in
artificial tear solution. The tissues were placed in Franz diffusion cells between the donor
and receptor compartment with a permeation area of 0.64 cm?. The receptor compartment
was filled with freshly prepared solution Transcutol/water (60/40 v/v). A sample volume
of 0.2 mL from PGZ-NPs and the Spray 2 was added in the donor compartment. The drug
release from the receptor compartment was studied for 6 h by removing 0.2 mL of sample
and replacing it with fresh solution of Transcutol /water. This compartment was kept at
32 £ 0.5 and 37 4 0.5 °C for corneal and scleral permeation, respectively. The cumulative
PGZ amount permeated was calculated, at each time point, from concentration of PGZ in
the receiving medium and plotted as function time (hour). HPLC was used to analyze the
samples [46].

2.11. Ocular Permeation Parameters

After a 6 h ex vivo experiment, the cornea and sclera were cleaned using a 0.05% so-
lution of sodium lauryl sulfate and washed with distilled water, then weighed and the
PGZ extracted with methanol under sonication for 30 min using an ultrasound bath.
PGZ levels were quantified by HPLC and expressed as (u1g.g~'.cm~2) of cornea or sclera
extracted (Qey) and retained (Qye) through the tissues. The permeated (Q;) amount
was expressed as pg.cm 2. In addition, the permeability coefficient (Kp) (cm-h~!), la-
tency period (Tr), and steady-state flux (J) for the scleral tissue were calculated by plot-
ting the cumulative PGZ permeating versus time, determining x-intercept by linear
regression analysis.

2.12. In Vivo Study

In vivo study was carried out in order to investigate ocular bioavailability and dis-
position of PGZ from NPs before and after the spray drying process. New Zealand
rabbits weighing (2.5-3 kg, n = 3) were used in accordance with the Ethics Committee
of Animal Experimentation from the University of Barcelona (CEEA-UB). Rabbits were
euthanized after 10 d of topical administration with PGZ-NPs and the Spray 2 formulation
(0.05 mL/eye/day). The ocular tissues were isolated from the eyes and kept at —80 °C until
quantification by liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) [62]. The values are
described as the average £ SD (n = 3/group).

2.13. Small-Angle X-ray Scattering (SAXS) Data Collection and Analysis

After the in vivo study, corneal tissue from rabbits treated with saline solution 0.09%
(negative control), PGZ-NPs freshly prepared, and the Spray 2 formulation, were dissected
and maintained in a formaldehyde 4% solution until the analysis by SAXS on beamline
BL11-NCD-SWEET at the ALBA Synchrotron Light Source (Barcelona, Spain). A thin strip
of tissue, measuring approximately ~1 mm wide, was dissected from the center of each
cornea from the anterior to posterior direction covering from limbus-to-limbus. The cuts
were wrapped in plastic membrane in order to prevent dehydration during data collection.
The samples were mounted in a Perspex-Mylar holder and positioned perpendicular to
the beam and on motorized stages that permitted performing automated raster scans.
Each pattern was generated from an X-ray beam with an energy of 12.4 keV and a sample
to detector distance of 7 m. AgBh (with a standard periodicity of 58.38 A) was used
in order to perform spatial calibration of data using PyFAI (Grenoble, France). SAXS
patterns were obtained at 25 um intervals in a vertical direction throughout the thickness
of the cornea center, scanning from epithelium to endothelium, with an exposure time of
4's. A total of 35 data points were collected from each cornea, and for each group, two
corneas were examined. The analysis of the images was carried out using the SAXS4COLL
software (Available online: https://bio.tools/saxs4coll Acceded date: 12 February 2021.
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N/ A version, Cardiff, UK) [63] which was developed for the analysis of fibrous collagen-
based tissues.

2.14. Stability Studies

Long-term stability of PGZ-NPs and the Spray 2 formulation (once reconstituted) was
carried out for 6 months at 4 °C. Turbiscan Formulaction Lab®was used to analyze the
backscattering profile of the samples.

2.15. Statistical Analysis of Synchrotron Data

Data were analyzed using the GraphPad Prism version 8 software package (GraphPad
Software Inc, San Diego, CA, USA). Differences between treatment groups and the control
were statistically evaluated using ANOVA. The average of fibrillar diameter and interfibril-
lar spacing of collagen was calculated out of the 35 points that were collected from each
cornea in the different groups. Differences were considered as statistically significant when
the p-value was less than 0.05. All the data are presented as the average +SD.

3. Results
3.1. Development and Characterization

The PGZ-NPs were developed from a factorial design 23 (Figure 1) and prepared
using a solvent displacement technique [57]. Eight formulations were developed and their
physicochemical parameters with respect to size, PI, ZP and % EE were determined to
select the most suitable formulation according to those parameters and to be dried by
spray drying technology (Table 1). The mean particle size ranged from 223.90 + 1.60 to
302.81 + 1.94 nm, PD values were below 0.23, ZP were around -3.5 mV, and EE values
ranged from 35.74 to 90.12%. The formulation number 8 of PGZ-NPs was selected based on
its physicochemical characteristics, mainly the percentage of EE, which was significantly
higher in comparison to other formulations.

PVA=25% PVA=25%

Size (nm)

86
88 435

PLGA-PEG (mg/mL)
PVA=25%

8,6
88 ¢35
PLGA-PEG (mg/mL) PLGA-PEG (mg/mL)

Figure 1. Surface response of PGZ-NPs developed by factorial design before the spray drying process.
PVA=2.5%. pH and PLGA-PEG concentration influence on the size, PI, ZP and EE % of NPs.
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After that, the experiment using the Nano Spray Dryer B-90 was carried out with
this particular formulation. From here, four PGZ-NPs were obtained with different spray
conditions (see Section 2.4). Parameters such as size, PI, ZP and EE % were determined
(Table 2). The particles showed a slight decrease in the surface charge after spraying as
well as a slight increase in mean particle size.

Moreover, size and surface morphology of the selected PGZ-NPs were determined by
TEM (Figure 2), evidencing that PGZ-NPs were morphologically spherical and presented
low dispersion. In addition, after the spray drying process, TEM (Figure 3) and SEM
(Supplementary Materials, Figure S1) determinations were performed in order to ensure
the drying process did not change the morphology of the particles.

Spray 3 Spray 4

Figure 3. SEM images of PGZ-NPs after spray drying.
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SEM images of NP-based dried solids showed a high polydispersity of the aggre-
gates present in the powder, from nanometers to micrometers in diameter. This is the
usual phenomenon when using the spray drying technology to dry this type of suspen-
sion [64]. After the resuspension of the NP-based dry solids in water (Figure S1), it was
possible to observe an acceptable polydispersity (PI 0.24) that was correlated with DLS
measurements (Table 2).

3.2. Water Content

The water content remaining in the nanoparticle-based dry powder after the spray
drying process was investigated. Spray 1, 2, 3, and 4 formulations showed water contents
of 2.62,2.15, 3.24, and 3.15% wet basis, respectively.

3.3. Interaction Studies for PGZ-NPs and Their Components Using the Nanoparticle-based
Dry Powder

A factor that greatly affects the release of the drug in in vitro and in vivo studies is
the physical state of the drug within the NPs. Therefore, PGZ was characterized by DSC,
X-ray diffraction, and FITR (Figures 4A, 4B and 4C, respectively). During DSC analysis the
produced thermogram showed an endothermic accident that corresponded to the fusion
of the drug with a maximum temperature of 195.90 °C and an enthalpy of 140.33 J/g. In
addition, individual thermograms of each component of the study were obtained: PVA,
PLGA-PEG, PGZ-NPs before and after the spray drying process (Figure 4A). The PVA
showed an endothermic event corresponding to the melting process with a maximum at
193.55 °C and an enthalpy of 5.32 J/g. The PLGA-PEG glass transition (Tg) temperature
was around 50 °C. However, when the method of removing water from the suspension
of the NPs was carried out using the spray drying technique, the DSC analysis did not
provide information of interest. The signal from the surfactant (PVA) overshadowed the
other signals, since PVA is not removed when using this drying process. For this reason,
in order to assess the effects of this process on the particles, a size control (Z,y), sample
homogeneity (PI) and EE were carried out after reconstitution of the sample formulation.

The diffraction pattern of the drug indicated a crystalline structure unlike the polymer
(Figure 4B). The PVA, PGZ-NPs, and each NP formulation after the drying process (Spray 1,
Spray 2, Spray 3, Spray 4) showed an amorphous structure. PGZ-NPs before the the drying
process showed a profile similar to the PLGA-PEG, with small and attenuated peaks that
corresponded to those that appeared in the drug diffraction pattern (Figure 4B).

The formation of new bonds was not observed. Related to the dry samples by spray
drying, the absorption peaks were very similar to each other and corresponded mainly to
the surfactant (PVA) (Figure 4C).

(A)

—raz — AP

—a — PozaPs
spray1 soray2

—spry3  —Spray4

1

Heat flow —» exo

Figure 4. Cont.

99



Estabilitzacid de sistemes polimérics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex

vivo 1 in vivo

Pharmaceutics 2021, 13, 1751

10 0f 18

—pGZ
—PLGA-PEG
—PVA
—PGZNPs
Spray 1
Spray 2
—Spray3
—spray 4

Intensity (a.u.)

Wavenumber (cm”)

Figure 4. Interaction studies for PGZ-NPs. (A) Differential Scanning Calorimetry, (B) X-ray diffraction
patterns, (C) FTIR spectra.

3.4. Release Profile

The release of PGZ from PGZ-NPs and from the nanoparticle-based dry powder
coming from the spray drying process was evaluated before (Figure 5A) and after resus-
pension in water (Figure 5B). Different kinetic models were applied to evaluate the best
kinetic profile for both cases (Supplementary Materials, Table S1). PGZ-NPs showed an
AIC value of 13.20 and 7? of 0.99, adjusting well to the Korsmeyer-Peppas kinetic profile.
After the drying process of the four formulations, the Spray 2 formulation was selected
based on the similar kinetic profile and parameters before drying. The Spray 2 formulation
showed values for AIC and 12 of 46.02 and 0.99, respectively. Moreover, it adjusted to
Korsmeyer—Peppas kinetic profile.

(A)
100+ = Free PGZ +  PGZ-NPs
s N I ]
B [ Tl [ 1
e
® E 501
£
= E
EE = 25_
=
Q
O T T T 1
0 500 1000 1500 2000
Time (min)

Figure 5. Cont.
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Figure 5. Release profile of PGZ-NPs before (A) and after (B) the spray drying process (1 = 6).

3.5. Ex Vivo Permeation Studies

Regarding the scleral tissue, PGZ-NPs and the Spray 2 formulation fitted to hyperbola
and first order profiles, respectively (Figure 6A). PGZ-NPs showed a maximum quantity
released (Bmax) of 8.30 1g and a retained quantity (Qret) in the tissue of 945.32 ug.g~l.cm 2.
The profile for the Spray 2 formulation was a conventional infinite dose, showing a flow
penetration (J) of 1.40 pg.h~'.cm~2 and a latency period (T;) of 1.82 h. Moreover, a retained

amount (Qret) of 584.85 ng.g~!.cm~2 was lower than PGZ-NPs.

(A)
s+ PGZ-NPs = Spray 2
Bmax (ug) 8.30+0.17 -
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Kp (cm-h?) -10° - 1.40+0.01
7, (h) - 1.82+0.02
= & 1004 |Qext(ugghcm?) [217.58+13.52 | 116.20+10.23
3= Qret (ug-g:cm?) | 945.32£9.18 584.85+7.14
=
Z
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Figure 6. Permeation studies of PGZ-NPs and the Spray 2 formulation in the scleral tissue (A) and
corneal tissue (B). The values are expressed by mean =+ SD (n = 3).
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For the corneal tissue, the permeation profiles for both formulations were similar
(Figure 6B). They showed a hyperbola profile with a Bmax of 28.68 ug for PGZ-NPs and
27.38 ug for the Spray 2 formulation. The Qret values for PGZ from NPs and the Spray 2
formulation were 156.26 and 106.55 ug.g~!.cm 2, respectively.

Permeated amounts of PGZ from NPs and the Spray 2 formulation at 3 h in the scleral
tissue were 12.96 and 1.56 ug.cm™2, respectively. In the case of the corneal tissue, at the
same time they were 39.84 and 39.72 jig.cm ™2, respectively.

3.6. In Vivo Studies and X-ray Synchrotron Corneal Analysis

Freshly prepared PGZ-NPs and Spray 2 formulation were administrated in rabbit eyes
for 10 d and after that, the eyes were isolated, and the different ocular tissues were sepa-
rated (Figure 7). PGZ from NPs was detected in the cornea, sclera, vitreous and aqueous
humor at concentrations of 52.57 4+ 20.11 pg/g, 35.31 = 4.32 ug/g, 9.06 £ 0.90 pg/mL and
8.76 & 1.20 pug/mL, respectively. PGZ from the Spray 2 formulation was detected in the same
tissues, with concentrations in cornea, vitreous and aqueous humor of 55.47 + 13.26 ug/g,
8.46 £0.82 ug/mL, and 8.70 & 1.00 pg/mL, respectively. A lesser concentration, 14.26 ug/g,
was found in scleral tissue.

PGZ-NPs

Spray 2

Hl Sclera mm Cornea
80— E= *A. humor *V. humor

|

Concentration of PGZ
(ngl/g tissue)

PGZ-NPs Spray 2

Figure 7. Bioavailability study. Levels of PGZ after 10 d of administration of PGZ-NPs and the Spray 2 formulation.
* Vitreous Humor and Aqueous Humor: data are expressed as pg/mL. The values are expressed by mean + SD (1 = 3).

After the in vivo study, the corneal tissue was also evaluated by X-ray synchrotron
analysis. The data obtained are the mean of 35 points in each cornea in the treatment
groups. Both corneas for each treatment group were taken from the same animal in order
to discard genetic factors in the analysis of data. Figure 8A,B represent the obtained values
of fibrillar diameter and interfibrillar spacing of the collagen for each treatment, in box and
whisker plots, respectively.

The cornea treated with PGZ-NPs showed an average value for collagen fibrillar
diameter of 37.7 + 0.8 nm. For treatment with the Spray 2 formulation the average value
was 33.5 = 0.1 nm, and 37.6 & 1.9 nm in the untreated cornea (negative control). The
interfibrillar spacing was 47.7 + 1.5 nm for PGZ-NPs treatment, 62.2 £ 0.3 nm for the
Spray 2 formulation treatment, and 52.8 & 4.4 for the untreated cornea (Figure 8). The
parametric, as well as the non-parametric ANOVA tests, revealed no significant differences
in the fibrillar diameter between untreated and PGZ-NP treatment (p > 0.05). The same
test was applied to the interfibrillar spacing and showed significant differences between
PGZ-NPs and the Spray 2 formulation. The corneal treatment with the Spray 2 formulation
showed a decrease in the fibrillar diameter with respect to the untreated eye and the treated
eye with PGZ-NPs not previously dried.
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Figure 8. SAXS corneal synchrotron analysis. Collagen fibrillar diameter (A) and collagen interfibrillar spacing (B) (1 = 2)

(* p <0.05).

Although no explanation for this behavior was deduced in this study, we can conclude
that the cornea was not damaged by the treatment with PGZ-NPs or the Spray 2 formulation
since the values found for interfibrillar spacing and fibrillar diameter showed that the
cornea did not lose its properties.

3.7. Stability Studies

Long time stability was determined using Turbiscan Formulaction Lab ®(Formulaction,
Toulouse, France) for PGZ-NPs and the Spray 2 formulation over 6 months at 4 °C. Figure 8
shows that both formulations were stable over this time since fluctuation in backscattering
signals was lower than 10% [40,65].

4. Discussion

PGZ-NPs were successfully developed by factorial design 2° and synthetized with
high-performance using the nanoprecipitation method [57]. Based on the physicochemical
characteristics of these systems (see Table 1), formulation number 8 was selected. These NPs
showed an adequate size (247.22 nm), low PI(0.17), and a high percentage of EE (around 90%).
PLGA-PEG is a very useful polymer to encapsulate different components, such as lipophilic
and hydrophilic drugs and proteins [18,66,67]. The selected PGZ-NPs were stabilized under
four different conditions of drying using Nano Spray Dryer B-90. This technique was applied
to encapsulate drugs, preserving the included compound and also improving the % EE [31].
TEM and SEM images showed spherical and monodisperse particles before and after the
spray drying process (Figure 2, Figure S1 and Figure 3, respectively).

Regarding the interaction’s studies, DSC analysis showed a decrease in the Tg when the
PEG was linked to the PLGA [68]. The decrease value after the incorporation of the PEG was
due to a plasticizing effect based on the reduction of the attractive forces between the polymer
chains [68]. The thermogram of the PGZ-NPs did not show the drug fusion, which indicated
that the PGZ was inside the particles in the form of a molecular dispersion or in a solid solution
(Figure 4A) [68]. Nevertheless, in the DSC analysis of the samples (Spray 1, Spray 2, Spray 3,
and Spray 4) it was not possible to observe the effects of the drying process on the Tg, or the
effect that the drying process could have had on the drug. This was due to the fact that the
PVA was not removed in the drying process, and its signal appeared to overshadow the other
signals. For that reason, X-ray and FTIR were carried out to corroborate these data.

The X-ray diffraction profiles showed that PGZ had a crystalline structure unlike
the polymer, the surfactant, the PGZ-NPs, and spray formulations, which showed an
amorphous structure. These results indicated that when the PGZ was loaded in the form of
NPs, it showed a similar polymer profile (Figure 4B). These results agreed with previous
studies [30,40,52,69,70]. The different drying conditions were not reflected in the X-ray
diffraction profiles since they were similar, basically corresponding to the PVA profile as
seen in Figure 4B. These results agreed with those obtained by DSC.
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Regarding FTIR analysis, the formation of new covalent bonds was not observed
(Figure 4C). These results were in accordance with other authors [30,45]. Related to the
drying formulation, the absorption peaks were very similar and corresponded mainly to
the surfactant, as in the previous cases.

Furthermore, for the release profile, PGZ-NPs before drying showed an AIC of 13.20
and sustained release up to 30 h (Figure 5A). After drying the four spray formulations, the
most similar release profile with respect to the previous one was the Spray 2 formulation
(Figure 5B). PGZ-NPs before and after drying showed a sustained and slow profile, and
both fitted to the Korsmeyer—Peppas kinetic model (Supplementary Materials Table S1).
These results were in accordance with previous studies using similar polymers [68,71].

Parameters for ex vivo permeation in corneal and scleral tissue were determined
(Figure 6). As shown in Figure 6A, PGZ-NPs before drying showed higher values for Qret
and Qf (946.32 pg.g~l.cm™2 and 12.96 ug.cm 2, respectively). However, at 6 h when the
flow was in steady state, the Spray 2 formulation increased the Qf value to almost double
with respect to PGZ-NPs. These results were in accordance with previous data [40,45,52,70]
suggesting that these formulations could be used for the posterior pole. Nevertheless, for
the corneal tissue (Figure 6B), the Qret was higher before drying, while the Qt values at
3 h for both formulations were very similar, showing values around 40 pg.cm™2 and a Kd
around 0.04 h, indicating that both formulations could have similar therapeutic effects in
the anterior pole of the eye.

After 10 d of topical application of PGZ-NPs and the Spray 2 formulation
(0.05 mL/eye/day), PGZ was detected in different ocular tissues, including cornea, sclera,
aqueous, and vitreous humors (Figure 7). Similar values for PGZ were found in the corneal
tissue before and after the drying process, indicating that the spray drying process did
not compromise the PGZ permeation through the tissue. However, for the scleral tissue, a
decrease in the PGZ value was observed when using the aqueous suspension of NPs-based
dried powder. Nevertheless, it did not compromise its effectiveness. These data correlated
with those obtained in ex vivo corneal and scleral permeation studies [40,52].

The corneal tissue was analyzed by SAXS with synchrotron light to observe if, af-
ter in vivo application of PGZ-NPs and the Spray 2 formulation, the collagen had been
damaged. Given the variability in the data of the fibrillar diameter and the interfibrillar
spacing of collagen between treated and untreated eyes, it was possible to observe that
PGZ-NPs before and after the spray drying process did not produce significant changes
in the physical properties of collagen in the cornea with respect to the negative control
(Figure 8) and hence, the corneal ultrastructure was not damaged post-treatment.

Regarding the stability of these systems, PGZ-NPs and the Spray 2 formulation were
studied for 6 months at 4 °C (Figure 9). Both formulations were shown to be stable
under those conditions and did not present a significant variation in the percentage of
backscattering. These results were in accordance with other studies in which PLGA-NPs
were stable for a quite long times [40,65,72].

(A) (B)

——0day ——15days 30days 60days 30 ——0day ——15days 30days 60days

30 , ——90days 120days —— 150 days

180 days ——90days
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Figure 9. Backscattering profiles of colloidal suspensions at 4 °C. (A) PGZ-NPs and (B) Spray 2
formulation.
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5. Conclusions

A comparative study was performed using PGZ-NPs before and after stabilization
by the Nano Spray Dryer B-90, including in vitro, ex vivo, in vivo, and stability studies.
This technique demonstrated that, the structure was physically and morphologically main-
tained after stabilization. Moreover, the spray drying process did not affect the corneal
bioavailability. Furthermore, the collagen structure in the corneal tissue remained intact
after the treatment of rabbit eyes with PGZ-loaded PLGA-PEG NPs. The spray drying
technique can be an alternative to stabilize PGZ-NPs for future therapeutic use.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/10
.3390/pharmaceutics13111751/s1, Figure S1. TEM image of Spray 2 formulation once resuspended
in water. Table S1. Release kinetic parameters of PGZ-NPs before and after spraying.
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Supplementary Materials: Stabilization by Nano Spray Dryer
of Pioglitazone Polymeric Nanosystems: Development, In
Vivo, Ex Vivo and Synchrotron Analysis.
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Figure S1. TEM image of Spray 2 formulation once resuspended in water.

Table S1. Release kinetic parameters of PGZ-NPs before and after spraying.

Kinetics Models Equation Parameters Before spray
PGZ-NPs Free PGZ
One exponential ~ Q; = Q- (1 — 7K AIC - 16.79
association 2 - 0.99
Korsmeyer Q:=K-t" AIC 13.20 -
Peppas 2 0.99 -
After spray
One exponential @, = Qo - (1 —e™¥%) AIC Spray 1 64.85
association 2 0.99
Korsmeyer Q=K-t" AIC Spray 2 46.02
Peppas 1’ 0.99
One exponential ~ Q; = Qw - (1 — 7K AIC Spray 3 65.94
association 2 0.99
Hyperbola Qr = Qo " t/(Kd + 1) AIC Spray 4 43.66
r2 0.99

Q¢ = cumulative amount of drug release at time t; Q,,=maximum amount of drug released; K,, K=
release rate constants; ¢ = time in hours; Kd = dissolution time; n is the diffusion release exponent
that can be used to characterize the different release mechanisms; 2 = determination coefficient;
AIC = Akaike's information criterion.

Pharmaceutics 2021, 13, 1751. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13111751 www.mdpi.com/journal/pharmaceutics
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Abstract: Drug-loaded nanocarriers (NCs) are new systems that can greatly improve the delivery
and targeting of drugs to specific tissues and organs. In our work, a PPAR-y agonist loaded into
polymeric NCs was prepared, stabilized by spray-drying, and tested in vitro, ex vivo, and in vivo
(animal models) to provide a safe formulation for optical anti-inflammatory treatments. The NCs were
shown to be well tolerated, and no signs of irritancy or alterations of the eye properties were detected
by the in vitro HET-CAM test and in vivo Draize test. Furthermore, no signs of cytotoxicity were
found in the NC formulations on retinoblastoma cells (Y-79) analyzed using the alamarBlue assay,
and the transmittance experiments evidenced good corneal transparency with the formulations tested.
The ocular anti-inflammatory study confirmed the significant prevention efficacy using the NCs,
and these systems did not affect the corneal tissue structure. Moreover, the animal corneal structure
treated with the NCs was analyzed using X-ray diffraction using synchrotron light. Small-angle
X-ray scattering (SAXS) analysis did not show a significant difference in corneal collagen interfibrillar
spacing after the treatment with freshly prepared NCs or NCs after the drying process compared
to the corresponding negative control when inflammation was induced. Considering these results,
the PPAR-y agonist NCs could be a safe and effective alternative for the treatment of inflammatory
ocular processes.

Keywords: PPAR-y agonist; polymeric nanocarriers; eye inflammation; ocular efficacy; corneal tissue

1. Introduction

The human cornea consists of five layers: the epithelium, Bowman’s layer, stroma,
Descemet’s layer, and endothelium, with the stroma constituting about 90% of the thickness
of the cornea. The stroma consists mainly of collagen and cells, and it is responsible for
the transparency of the cornea. However, in 2013, a sixth layer was discovered, which was
named Dua’s layer [1]. This layer is a well-defined, tough acellular lining, only 10 um to
15 um thick, sandwiched between the corneal stroma and Descemet’s membrane [2].

If the ordered collagen structure of the cornea is disrupted, such as in the case of
inflammation, caused by injury or disease, the cornea becomes opaque, and the normal
visual function is put at risk. Therefore, it is very important to find medical agents that are
capable of recovering the normal structure of the cornea [3,4].

The mechanical strength of the cornea, together with its refractive index and trans-
parency, is directly related to the collagen arrangement in its lamellar structure, which
contains long collagen fibrils of uniform diameter. Small-angle X-ray scattering (SAXS) and
wide-angle X-ray scattering (WAXS) techniques have been widely used to study collagen

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 11184. https:/ /doi.org/10.3390/ijms231911184

https://www.mdpi.com/journal/ijms

113



Estabilitzacid de sistemes polimérics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex

vivo 1 in vivo

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 11184

20f 16

ultrastructure in the cornea and to observe differences between healthy and diseased tissue.
They have been proven valuable tools in evaluating structural changes in the tissue [5].
SAXS allows the measurement of the average fibril center-to-center spacing (interfibrillar
spacing) and fibril diameter [6]. WAXS allows the calculation of the collagen intermolecular
spacing and the orientation of corneal collagen fibrils [7-9].

Pioglitazone (PZ) is a drug used to treat type 2 diabetes by enhancing insulin sen-
sitivity [10], acting as an agonist of peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPAR-y), a nuclear receptor that regulates glucose homeostasis, lipid metabolism, and
inflammation [11]. Therefore, PZ has been investigated beyond its primary use, and
studies are looking into it as an anti-inflammatory, anti-arteriosclerotic, antifibrotic, or
neovascularization agent [12-16].

This drug belongs to class II in the Biopharmaceutic Classification System (BCS) [17],
which has poor aqueous solubility and high permeability. These factors could reduce the
absorption of the drug and decrease the dissolution rate, adversely affecting the levels of
the drug in blood and consequently decreasing the pharmacological activity. Different
approaches have been explored to deal with the limitations of low water solubility to
improve its transport [18-22].

Polymeric nanocarriers (NCs) have been developed to improve drug targeting to
tissues and organs and to increase drug bioavailability across biological membranes.
Poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA) is a polymer approved by the FDA for its use in
humans [23], and it is the most widely used vehicle in drug delivery research and therapeu-
tic devices, due to its biodegradability and biocompatibility. PLGA must be able to deliver
its payload with appropriate duration, biodistribution, and concentration for the intended
therapeutic effect, loading hydrophilic and hydrophobic molecules. To promote the stability
of the nanomaterials and increase the circulation time because of the ‘stealth” effect on the
macrophages, polyethylene glycol (PEG) is used in association with PLGA [24-26].

Polymeric NCs are obtained mainly as aqueous suspensions, which present stability
problems during their storage, such as aggregation, hydrolysis, or drug leakage. Spray-
drying technology is an alternative used for the rapid elimination of water in the fields of
chemical materials, cosmetics, food, and flavor, as well as the pharmaceutical industry [27],
at both laboratory and industrial scale. The dry powder obtained in dehydrating nanosus-
pensions, before being resuspended for use, must maintain the physicochemical properties
and efficacy.

Classical ocular drug delivery systems often fail to combat diseases due to poor
ocular bioavailability and low ocular residence time. Therefore, the use of polymeric
nanosystems has generated interest for ophthalmic drug delivery. Recently published
reviews [28-30] concerning the use of nanotherapeutic systems for the treatment of ocular
diseases demonstrated that these systems improve the efficacy of drugs by increasing their
penetration into the cornea. Usually, in clinical practice, ocular inflammatory disorders are
treated with corticosteroids, and the field of nanoparticles is being explored as there is a
need to enhance the bioavailability of these drugs [31,32]. In addition, the encapsulation
of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) into nanoparticles for ocular route
delivery has been investigated [33,34]. Topical application of drug solutions (eye drops)
is the preferred route of administration for the treatment of eye disorders [35]. These
conventional dosage forms must be sterile, stable, and isotonic, and they must not create
irritation or vision problems.

In previous studies, PLGA-PEG-PZ NCs were formulated, optimized and character-
ized physiochemically, and stabilized using the spray-drying technique [36] in order to
be used in ocular diseases, but no studies have been conducted to assess the performance
and safety of these NCs. A variety of techniques were used in the present study, including
tolerability assays, cell toxicity, in vivo anti-inflammation assays, histological visualization,
synchrotron SAXS analysis, and corneal transparency, to determine the ocular safety of
these systems.
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2. Results and Discussion
2.1. Physicochemical Characterization of PZ-NCs

In our previous studies, PZ-NCs of PLGA-PEG were optimized and characterized
physiochemically and biopharmaceutically as a new delivery system suitable for the oc-
ular route [36,37]. PZ-NCs were previously synthesized using the solvent displacement
technique, showing a particle size of 247.22 + 2.77 nm with polydispersity index (PI) val-
ues lower than 0.2 (0.17 & 0.03) and a negative charge with zeta potential (ZP) values of
—3.34 £ 0.42 mV. Moreover, the percentage of PZ encapsulated (EE) was 90.12% =+ 1.15%.
To stabilize the PZ-NCs, a spray-drying process was carried out. After that, the NCs were
resuspended in water, and the values found were a particle size of 271.31 4 2.78 nm, PI
of approximately 0.24 + 0.00, ZP of —7.57 + 1.53 mV, and EE of 89.13% =+ 2.21%. These
physiochemical parameters before and after the spray-drying process were considered
suitable for ocular delivery [36,37]. These parameters are in concordance with other authors
for the use of polymeric systems in ocular therapies [18,28,38,39].

2.2. In Vitro HET-CAM Test

In order to evaluate the ocular tolerability of the developed formulation, the hen’s
egg test with a chorioallantoic membrane (HET-CAM) was carried out. The potential
irritancy of compounds may be detected by observing adverse changes that occur in the
CAM of the egg after exposure to test chemicals [40]. The HET-CAM test is based on the
direct application of the sample into the chorioallantoic membrane and the observation of
reactions such as hemorrhage, intravasal coagulation, or lysis of blood vessels. The results
of the assay showed that the positive control (NaOH 0.1 M) caused severe hemorrhage, lysis,
and coagulation, increasing after 5 min to become a strongly irritating solution. However,
the NC formulations did not irritate the chorioallantoic membrane within 5 min of the
assay (score 0), thus revealing optimal ocular tolerance (Figure S1).

2.3. In Vivo Ocular Tolerance (Draize Test)

The in vivo Draize test [41] was performed to confirm the results obtained by the
HET-CAM assay. In the present work, the irritancy of the developed PZ-NCs formulations
was evaluated in New Zealand white rabbits. No signs of ocular irritancy or damage were
detected after PZ-NCs instillation at the studied times, with zero scores in all cases for both
formulations, i.e., freshly prepared or resuspended after spray-drying (image not shown).
Moreover, these results agree with previous studies developed using PLGA-NCs [42,43]
and also are in concordance with the HET-CAM test confirming the nonirritant potential of
PZ-loaded polymeric nanoparticles [42,43].

2.4. In Vivo Efficacy Assay: Anti-Inflammatory and Histological Studies

One method of evaluating the ocular anti-inflammatory efficacy of PZ-NCs formula-
tions consists of administering the samples to rabbits 30 min before inducing inflammation
with sodium arachidonate (SA). In this study, the PZ-NC formulations showed significant
differences in the prevention profile in comparison to the positive control at all times tested
(p < 0.05) with a higher decrease in scores over time (Figure 1). They significantly reduced
the degree of conjunctival inflammation and iris hyperemia (Figure 2). Moreover, the
polymer used to prepare the NCs was PLGA-PEG, which affects the ocular bioavailability
of drugs due to its special behavior that facilitates drug—mucin interactions, including
mucoadhesive and mucus-penetrating properties [44—48]. According to another study,
mucoadhesivity in the PLGA-PEG NCs can be related to the PEG corona as it allows a
better and longer interaction between the particles and the eye [49]. Furthermore, the PEG
surface increases nanoparticle permeability and influences the anti-inflammatory effect
when compared with formulations with only PLGA [48,50]. This result fits in with that of
other authors regarding the efficacy of using these systems [51-53].
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Figure 1. Comparison of prevention anti-inflammatory efficacy after sodium arachidonate (SA)-
induced inflammation in the rabbit’s eye. Values are expressed as the average + SD (1 = 3); * p < 0.05
comparison of PZ-NCs vs. positive control (SA); * p < 0.05 comparison of PZ-NCs dryer vs. positive

control (SA).
N—
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Figure 2. Anti-inflammatory efficacy of different formulations containing PZ in the ocular edema
induced by instillation of sodium arachidonate (SA). Time 0 = negative control (without treatment).
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Regarding histological studies, it is possible to observe the corneal structure in Figure 3.
The pictures confirm that the tissue and structure were preserved using both formulations
of NCs. The epithelium (1) and the own laminate (3) are separated by a thin layer called the
Bowman membrane (2). As can be seen in images B and C, the corneal structure was not
affected, and the epithelium (1) cells were not altered by any of the formulations tested.

Figure 3. Corneal histological structure: (A) negative control (cornea without treatment); (B) cornea
treated with PZ-NCs; (C) cornea treated with PZ-NCs dryer. 1: Stratified flat keratinized epithelium;
2: Bowman’s membrane; 3: own laminate. All images were observed at 400x.

2.5. Toxicity Assay (Cell Culture Cell Line Y-79)

The extent of cell growth inhibition was measured using a Y-79 cell model at 24 h
and 48 h with the alamarBlue™ assay. Different concentrations of PZ were either added
in solution (Free-PZ) or encapsulated (PZ-NCs and PZ-NCs dryer) to the wells with the
medium as a control in the Y-79 cell line. The cell viability after treatment with various
concentrations of the different formulations is shown in Figure 4. The formulations were
tested in the presence of polyvinyl alcohol (PVA), which is widely used as a stabilizer in
nanoparticle synthesis [39] and cryoprotectant in freeze-drying processes [54].

1201

100+ EA PZ-NCs (24h)
B3 PZ-NCs (48h)
E= PZ-NCs dryer (24h)
B PZ-NCs dyer (48h)
Bl Free-PZ (24h)
Bl Free-PZ (48h)

% Viability

s = =

= = =
1 1 1

(%3
=
1

=

T T T T T T
& v S » S
&
oe

Concentration (ng/mL)

Figure 4. Evaluation of in vitro toxicity using the resazurin assay (alamarBlue™ assay). Variation of
cell viability (%) with PZ concentration (ig/mL). Data are expressed as the mean £ SD (1 = 6).

It was observed that, even at the higher concentration (100 ug/mL) of PZ, the via-
bility remained at 90% at 48 h. These data corroborate previous results, confirming that
polymeric nanosystems are nontoxic in different cell models [51,55,56] and in ocular cell
models [31,57].

2.6. SAXS Analysis

The tolerance and efficacy in vivo assays were performed with rabbits, which are
one of the most commonly used species in ophthalmology-related studies for their ready
availability, as well as their acute inflammatory response [58-60]. However, the study of the
cornea ultrastructure with synchrotron X-ray diffraction was performed with pigs, which
are used for surgery practices in the Faculty of Medicine of the University of Barcelona,
for species correlation. The reason for using porcine eyes for this research is the similarity
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between pig and human eye morphology and tear film [61]. One of the most remarkable
characteristics of the pig eye is the thickness of the cornea, which is around 1500 pm in the
center, compared with that of humans, which measures around 500 um.

Each cut of the cornea (four cuts per group) provided six scatter patterns from the
anterior to the posterior part. For each position, the values of fibrillar diameter (FD)
and interfibrillar spacing (IFS) were averaged; therefore, each value includes the variabil-
ity between different animals. Tables 1 and 2 summarize the fibrillar diameter and the
interfibrillar distance, respectively. These values are represented graphically in Figure 5.

Table 1. Fibrillar diameter (nm). Data are expressed as the mean =+ SD (n = 4).

Position * No Treatment Positive Control PZ-NCs PZ-NCs Dryer

Treatment Treatment
1 343+ 05 353 +2.1 355+ 1.8 33.5+03
2 3534+0.3 35.0+19 35.0+1.3 334+03
3 353+03 352+1.6 346+08 33.6+03
4 349 +0.1 34.7 +0.8 340+03 33.6 +£0.3
5 345+ 03 342+0.7 339+0.7 33.8+£0.6
6 344+12 32.7 +0.6 33.7+ 1.0 335+ 04

* Position: from 1 (epithelium) to 6 (endothelium).

Table 2. Interfibrillar spacing (nm). Data are expressed as the mean + SD (1 = 4).

Position * No Treatment Positive Control PZ-NCs PZ-NCs Dryer

Treatment Treatment
1 59.8 £0.8 45.6 £9.9 53.5+4.0 409 +98
2 523 +47 444 +£8.1 55.6 +3.4 45.6 +£10.4
3 51.0 £33 440+79 54.6 £4.2 42.8 £10.9
4 494 £32 429+6.1 515 £3.0 474+ 111
5 50.0 £ 1.9 419 +55 51.0 £ 3.6 51.2+19.1
6 51.3+18 422 +57 485+ 4.0 51.5+16.3

* Position: from 1 (epithelium) to 6 (endothelium).

(A)

PZ-NCs dryer |-I—|

PZ-NCs

Positive Control

Negative Control

F T T T 1

& < > L -

®B)

PZ-NCs dryer

PZ-NCs

Positive Control

Negative Control

% 4

NN
Interfibrillar Spacing (nm)

Figure 5. Series of data obtained from epithelium to endothelium in the center of the cornea (animal
group, n = 4). Fibrillar diameter and interfibrillar spacing results using a box plot graph. Box: median,
quartiles, and extreme values. Error bars: 95% confidence interval of the mean. (A) Fibrillar diameter;
* p < 0.05 negative control vs. PZ-NCs dryer. (B) Interfibrillar spacing; * p < 0.05 positive control vs.
PZ-NCs, # p < 0.05 positive control vs. negative control. (C) Image of the cornea positioned in the
sample holder; the circle indicates the position of the beam.
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The results reveal a small decrease in the interfibrillar distance from the anterior to the
posterior part of the cornea (Table 2), except for the group treated with PZ-NCs dried and
resuspended (PZ-NCs dryer), as well as a more uniform fibril diameter across the explored
data (Table 1). The results agree with the existing literature [62,63].

The ANOVA nonparametric test indicated that the differences found in fibrillar di-
ameter were not significant between groups (p > 0.05) except for the negative control (no
treatment) and treatment with PZ-NCs after spray-drying (p < 0.05) (Figure 5A). These
results for fibril diameter agree with the literature data, indicating that this parameter is less
affected by injury, inflammation, etc. [6]. As no significant difference was found between
the positive and negative controls, the fibrillar diameter average was not appropriate to dif-
ferentiate if the treatment with PZ-NCs damaged or recovered the cornea. The differences
in the positions nearer to the endothelium were less significant between groups, which can
be attributed to the fact that the inflammation was caused in the cornea periphery.

The interfibrillar spacing differences were significant when comparing the positive
control versus the negative control, and the positive control versus treatment with PZ-
NCs (p < 0.05) (Figure 5B). The large dispersion of the data obtained in the group of
animals treated with PZ-NCs dryer could be the reason for no significant difference being
found in this group versus the positive control group as was expected. The box plot in
Figure 5B shows this phenomenon more clearly. This could be explained by the fact that,
after damaging the cornea (via inflammation in our study), a first reaction was shrinkage,
causing a decrease in the interfibrillar spacing (positive control). Moreover, when the PZ-
NC formulation was instilled to avoid the inflammation, the interfibrillar spacing did not
differ significantly between the negative control (no treatment) and the treatment groups
PZ-NCs (p > 0.05) and PZ-NCs dryer (p > 0.05), thus providing a protective effect against
inflammation. In addition, these results could indicate that fresh PZ-NCs recovered the
corneal structure after the inflammation faster, but animals treated with stabilized PZ-NCs
reacted more slowly (variability of values found). Therefore, it could not be concluded
that the NC stabilization process succeeded in preserving the properties of the original
formulation from the point of view of the SAXS results. The variability found in values
of IFS of animals treated with dried NCs could be due to the slight increase in particle
size and polydispersity of the NCs after the drying process. Future investigation related
to stabilizing the PZ-NCs by freeze-drying should be carried out and evaluated, as the
process is easier to control with respect to spray drying and is more widely used in the
pharmaceutical industry [64,65]. Moreover, the number of animals used for SAX analysis
should be increased to reduce variability, mainly in treated animals.

The intensity of the first-order collagen scatters decreased with the irradiation expo-
sure time, which confirms the damage caused by the irradiation (Figure 6). With continuous
irradiation, the collagen structure was damaged over time, and diffraction patterns were
weaker. This means that there was a disorder in the tissue. The intensity of the peak de-
creased from approximately 3.5 x 107 to 2 x 107 (from 0 s to 600 s, respectively) (Figure S2).
However, during the first irradiations, there was no significant decrease in intensity, indi-
cating that the degree of order in the fibrillar array did not change.

2.7. Corneal Transparency

Loss of or reduction in corneal transparency could occur if the nano-based drug
delivery systems damage the cornea [66]; therefore, light transmission was measured
after ex vivo corneal formulation contact. In Figure 7, the absorbance values are shown
as a function of the wavelength for differently treated corneas in the range of visible
light. As expected, the positive control group showed lower transmittance values than the
untreated cornea (negative control). On one hand, corneas exposed to PZ-NCs dryer almost
recovered the clearness of the negative control, especially in the range of 500-780 nm. In
addition, corneas exposed directly to the fresh PZ-NCs showed slightly lower values than
the negative control. Transmittance experiments evidenced that the NC formulations did
not alter the corneal transparency, and the lower transmittance values obtained with the
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fresh nanoparticle solution (PZ-NCs) could have been due to dispersion of light attributable
to the presence of non-absorbed nanoparticles on the cornea surface, whereas PZ-NCs
dryer fully penetrated the cornea. Further investigation can productively focus on how
nanoparticle size affects the dispersion of light when intact absorbed nanoparticles remain
on the cornea surface.
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Figure 6. Height of the background-subtracted peak divided by peak width at half height (HHW)
(arbitrary units, a.u.) versus the irradiation time (s).
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Figure 7. Transmittance values (%) as a function of wavelength in the visible region for the different
studied pig corneas.
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3. Materials and Methods
3.1. Materials

Diblock copolymer PLGA-PEG (Resomer® Select 50:50 DLG mPEG 5000-5 wt.% PEG)
was obtained from Evonik Corporation (Birmingham, AL, USA), Mw 95 kDa. The PZ was
obtained from Capot Chemical (Hangzhou, China). Acetone, dimethylsulfoxide (DMSO),
and polyvinyl alcohol (PVA) Mw 30-70 kDa, 87-90% hydrolyzed, were purchased from
Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Reagents and chemicals for performing efficacy
assays were purchased from Sigma-Aldrich and Thermo Scientific (Waltham, MA, USA).
Milli-Q water (Millipore-Sigma, Saint Louis, MO, USA) was used for all experiments, and
the reagents were of analytical grade.

3.2. Nanocarrier Synthesis and Stabilization Process

PZ-NCs were prepared using the nanoprecipitation technique first described by
Fessi et al. [67]. The organic phase consisted of PLGA-PEG at a final concentration of
0.9 mg/mL and PZ at a final concentration of 1.0 mg/mL; beforehand, the drug was
solubilized in 0.5 mL DMSO, and then mixed with the PLGA-PEG dissolved in 5 mL of
acetone. This organic phase was added dropwise under magnetic stirring (700 rpm) into
10 mL of an aqueous solution of PVA 2.5% adjusted to pH = 4.5 with HC1 0.1 M. Then,
acetone was evaporated under reduced pressure in a rotary evaporator Biichi B-480 (Btichi,
Fawil, Switzerland). This formulation was optimized and characterized physiochemically
beforehand [36].

Once the PZ-NCs were in suspension, the formulation was stabilized using a Nano
Spray Dryer B-90 (Biichi Labortechnik AG, Fawil, Switzerland) to improve their long-
term stability. Moreover, this instrument carries out the spray-drying process using a
piezoelectric-driven ultrasonic atomizer to generate droplets, and the dried particles are
collected using an electrostatic collector [68,69]. In our study, a spray mesh of 5.5 um was
used, the airflow rate was set to 140-150 L/min, and the spray rate was 75%; the outlet
temperature was in the range of 25-30 °C [36].

The resuspension of the formulation was prepared by mixing the PZ-NC powder
with Milli-Q water in a proportion of 1 mg/mL and vortex mixing for 1 min to ensure the
deagglomeration procedure. Moreover, in our previous study both suspensions obtained
were shown to be stable in the fridge for at least 6 weeks [36].

In all experiments, a comparative study was performed using both NCs (before and
after the spray-drying process) to evaluate if the spray-drying process interfered with
the drug efficacy. PZ-NCs were denoted for the initial formulation, pre-stabilization, and
PZ-NCs dryer for the NCs after the spray-drying and resuspended process.

3.3. In Vitro Ocular Irritation Test (HET-CAM)

Fertilized hen’s eggs obtained from a farm (GALL S.A., Tarragona, Spain) were main-
tained at a temperature of 12 £ 1 °C for at least 24 h before placing them in the incubator
with a controlled temperature (37.8 °C) and humidity (50-60%) for 9 days. Six chicken
eggs were used for each formulation, and two eggs were used as controls (NaOH 0.1 M as
positive control and NaCl 0.9% as negative control).

The shell was cut just above the marked line of the air cell. The inner membrane
directly in contact with the CAM was moistened with 1 mL of 0.9% saline solution added
with a pipette and incubated for a maximum of 30 min. Then, the saline solution was
decanted, and the inner membrane was carefully removed using forceps, without causing
injury to the blood vessels, to make visible the chorioallantoic membrane underneath. The
test solutions (300 uL of PZ-NCs and PZ-NCs dryer) were then added directly into the
CAM using a pipette and left in contact for 5 min.

Any vascular lysis, hemorrhage, and/or coagulation at different times, over a 5 min
period after application of the test solution, was documented, and any effect was noted and
compared with the controls: saline (negative) and sodium hydroxide (positive) solutions.
The scores were recorded according to the scoring schemes described by Luepke [40]
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and the ocular irritation index (OII) was calculated using the expression formulated in
INVITTOX protocol 1992 [70]. The following classification was used: OII < 0.9 slightly
irritating; 0.9 < OII < 4.9 moderately irritating, 4.9 < OII < 8.9 irritating, and 8.9 < OII < 21
severely irritating.

3.4. In Vivo Draize Test

New Zealand white rabbits with no signs of abnormalities or ocular inflammation and
weighing 1.8-2.2 kg were used. All experiments were performed in compliance with the
standards of the ARVO (Association for Research in Vision and Ophthalmology) resolution
for the use of animals in research, and the corresponding protocols were approved by the
Ethics Committee for Animal Experimentation of the University of Barcelona.

Rabbits (n = 6/group) were used to assess the irritancy of the PZ-NCs by applying
the methods described by Draize and Kay et al. [41,71]. A single instillation of 50 uL of
the PZ-NCs and PZ-NCs dryer was placed in the conjunctival sac of the right eye, using
an untreated contralateral eye as a control. The level of irritation was evaluated 1 h after
application of the formulation, then after 1, 2, 3, 4, and 7 days. The analysis of ocular
lesions in the cornea, iris (opacity), and conjunctiva (inflammation, congestion, chemosis,
and discharge) was performed by applying the ocular irritation score by visual assessment
of any changes in the cornea, conjunctiva, and iris [41,72].

3.5. In Vivo Efficacy Assay: Anti-Inflammatory and Histological Studies

To assess inflammation prevention, PZ-NCs was tested in rabbits (n = 3/group) from
the animal facility of the Faculty of Pharmacy, protocol 326/19, approved 13 May 2021 (ac-
cording to Catalan Government Decret 214/97 of 30 July), by the Animal Experimentation
Ethics Committee (CEEA) of the University of Barcelona.

The anti-inflammatory efficacy of the PZ formulations was assessed using the method
described by Spampinato et al. [73]. Firstly, 50 uL of a single dose of fresh PZ-NCs, PZ-
NCs dryer, or 0.9% (w/v) isotonic saline solution (negative control) was instilled in the
conjunctival sac of the right eye. The contralateral eye was used as an untreated control.
After 30 min, ocular inflammation in the right eye was induced by administering 50 uL of
sodium arachidonate (SA) 0.5% (w/v) dissolved in phosphate buffer solution (pH = 7.4).
The inflammation was measured 30, 60, 90, 120, 150, and 180 min after the instillation of
SA. The level of inflammation was quantified through ocular changes, which are shown
as the sum of the inflammation score according to a modified Draize scoring system [72]
expressed as the average + SD of three replicates.

After the in vivo experiment, the animals were sacrificed by an intravenous over-
dose of sodium thiopental, and the eyes were collected and fixed overnight (ON) in 4%
paraformaldehyde (PFA) in 20 mM phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4. Furthermore,
samples were paraffin-embedded onto cassettes, and vertical histological sections were
obtained, stained with hematoxylin and eosin, and mounted on microscope slides to be
viewed at 400 x with a Leica DMD 108 optical microscope.

3.6. Assessment of Cytotoxicity

The cytotoxicity of PZ-NCs and PZ-NCs dryer in comparison to the Free-PZ not en-
capsulated was determined in the Y-79 cell line (human retinoblastoma cell line; Cell Lines
Service CLS, Eppelheim, Germany), exposed to different concentrations of PZ ranging from
2 pug/mL to 100 pg/mL, using the AlamarBlue™ assay (AB). AB (resazurin) is a sensitive
oxidation-reduction metabolic indicator; after entering the cells and in the presence of
metabolic reducing equivalent molecules (originating from cell metabolism), it fluoresces
and changes coloration from blue to rose, thus leading to a shift in the absorbance spectrum.

The Y-79 cells were maintained in RPMI-1640 medium, supplemented with 10% (v/v)
fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, and antibiotics (100 U/mL penicillin and
100 pg/mL of streptomycin), in an atmosphere of 5% CO; in air at 37 °C. The cells were
centrifuged, resuspended in a culture medium, counted, and seeded, after appropriate
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dilution, at 1 x 10° cells/mL in poly-L-lysine pre-coated 96-well plates (100 pg/well) for
adherence, which was achieved in about 24 h. After adherence, the culture medium was
replaced by the test solutions.

The PZ-NCs, PZ-NCs dryer, and Free-PZ (firstly prepared by dissolving the drug
in DMSO) were diluted with an FBS-free culture medium to achieve the desired final
concentrations (test solutions) and then added to cells (100 nL/well). Microplates were
placed in the incubator, and cells were exposed to test solutions for 24 h and 48 h. After the
exposure time, the media containing the NCs, Free-PZ, and the control (culture medium)
were removed and replaced by an FBS-free medium supplemented with 10% (v/v) AB
and incubated. The absorbance readings were performed about 4-5 h after AB addition,
at 570 nm (reduced form) and 620 nm (oxidized form) using a Multiskan EX microplate
reader (MTX Lab Systems, Vienna, Austria; Virginia, VA, USA). Wells with culture medium
without cells, containing 10% (v/v) AB, were used as negative controls, necessary for the
calculation. Untreated cells were used as a control with 100% viability. The cell viability
was calculated by the percentage of AB reduction, using equations as indicated by AB
manufacturers and as described before [74].

3.7. Synchrotron Small Angle X-ray Diffraction (SAXS)
3.7.1. Sample Preparation

Ocular specimens were obtained under veterinary supervision from pigs used in
surgical University practices at the Faculty of Medicine, according to the Ethics Committee
of Animals Experimentation at the University of Barcelona. Four groups of animals were
obtained: (1) the negative control treated with saline solution 0.09% (w/v) (blank sample),
(2) the positive control inflammation treated with sodium arachidonate (SA), (3) treatment
with PZ-NCs, and (4) treatment with PZ-NCs dryer. Ocular inflammation was induced by
administering 50 uL of SA 0.5% (w/v) dissolved in phosphate-buffered solution, pH 7.4.
All samples of NCs treated groups were instilled after 30 min of the ocular inflammation.
The animals were then sacrificed after 4 h of NCs application.

Pigs (male, weight 3040 kg) were anesthetized with intramuscular administration of
ketamine hydrochloride (3 mg/kg), xylazine (2.5 mg/kg), and midazolam (0.17 mg/kg).
Once sedated, the propofol (3 mg/kg) was administered via the auricular vein, and, im-
mediately afterward, they were intubated and maintained under anesthesia using inhaled
isoflurane. After chirurgical experimentation, the animals were euthanized (250 mg/kg
of sodium pentobarbital was administered through the auricular ear vein under deep
anesthesia), and the eyes were immediately extracted and transported to the laboratory in
dry ice. The whole corneas with a surrounding sclera rim were preserved in 4% formalin
until they were used for the SAXS experiments (Figure S3).

3.7.2. Data Collection

SAXS data were collected on the BL11-NCD-SWEET beamline at the ALBA Syn-
chrotron Light Source (Cerdanyola del Valles, Barcelona, Spain). Each pattern was gener-
ated from an X-ray beam with an energy of 12.4 keV and the sample to detector distance
was 7.67 m. All small-angle X-ray scatter patterns were calibrated against AgBh (with a
standard periodicity of 58.38 A).

A thin strip of tissue, measuring approximately 1-2 mm wide, was dissected from the
center of each cornea in the superior/inferior direction covering from limbus to limbus.
After dissection, the corneas were wrapped in a plastic membrane to prevent dehydration,
mounted in a sealed Perspex/Mylar chamber, and positioned ready for X-ray scattering
data collection (Figure S4). The strips of swine corneas were positioned so that their cut
edge was perpendicular to the incident beam direction, and SAXS patterns were obtained
from the center of the corneas and from the anterior to the posterior part (Figure 8). Two
experiments were performed.
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Figure 8. Example of a small-angle diffraction pattern from pig corneal stroma produced by collagen
obtained in the Pilatus detector.

Experiment 1. SAXS patterns were obtained at 250 um intervals throughout the
thickness of the tissue with an exposure time of 5 s, with four cornea cuts for each animal
group. Six images per cornea cut were obtained covering the area between the epithelium
to the endothelium.

Experiment 2 (radiation damage study). The cornea treated with PZ-NCs was irra-
diated 300 times at the same point with an exposure time of 2 s. The objective of the
experiment was to study the effect of irradiation on the structure of the collagen during the
experiments.

The data obtained (Tables 1 and 2, and Figure 5) are averages from collagen fibrils of
the different animals, along with the thickness of the cornea through which the X-rays pass;
thus, they are highly representative of the tissue as a whole.

Data analysis for SAXS experiments was performed using the program SAXS4COLL [75,76],
which was developed for the analysis of collagen-based tissues (Figure S5).

3.8. Corneal Transparency

Ex vivo swine corneas were obtained from pigs used in surgical practices at the
Faculty of Medicine (University of Barcelona). The corneas were set out in the receptor
compartment of Franz Cells with PBS (phosphate-buffered saline) in the chamber, and the
temperature was kept at 32 °C. Four different corneas were treated with 1 mL of solution
as follows: the positive control (using ethanol to damage the cornea), the negative control
(saline solution), PZ-NCs, and PZ-NCs dryer. For 1.5 h, two drops of saline solution were
added to each cornea every 10 min to simulate the natural clearing of the eye.

The transmittance through each sample was analyzed using a Nanodrop® spectropho-
tometer TM 2000 (Thermo Fisher Scientific; Waltham, MA, USA). Briefly, samples were
cleaned with saline solution to eliminate any contaminants and dried carefully under a N,
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stream. Samples were mounted directly to the base of the instrument, and transmittance
was measured in the range of 190-850 nm in at least three different regions of the cornea
close to its center.

3.9. Statistics

Graphics and statistics were carried out using Windows-based programs: GraphPad
Prism version 8 software package (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) and Excel
Office 16 (Microsoft, Reading, Berkshire, UK).

Student’s unpaired f-test was used for two-group comparisons, and differences were
taken as statistically significant when the p-value was below 0.05. All of the data are
presented as the average & SD.

For X-ray scattering, a one-way ANOVA test was performed between all groups, and,
when significant differences were found, Dunn’s multiple-comparison test was used to
analyze differences between pairs of groups, with the null hypothesis rejected at the 95%
confidence interval.

4. Conclusions

In the current study, PZ-NCs were used as a nanotherapeutic system; they were
developed to achieve their safe use in an ocular animal model before and after the spray-
drying stabilization process. Moreover, with the administration of both formulations
(PZ-NCs and PZ-NC dryer), it was possible to observe the effectiveness of the thera-
peutic prevention (significant decrease in the level of inflammation). In addition, the
corneal structure was not affected, and the epithelium and cells were not altered by any
NCs formulations.

Our study represents the first detailed description of the corneal ultrastructure (stroma)
of pigs treated with PZ formulated in nanocarriers, analyzed by X-ray diffraction with
synchrotron light, and the results demonstrated that the treatment did not appear to
contribute to damage to or disorder of the cornea ultrastructure.

In summary, through different analyses and techniques, this study indicated that
PZ-NC formulations did not cause any corneal damage within a 180 min time window of
testing, and that these systems are safe and effective for the prevention of ocular inflamma-
tory processes.

Supplementary Materials: The supporting information can be downloaded at https://www.mdpi.
com/article/10.3390/ijms231911184 /s1.
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first irradiation and (C) Intensity of the peak at the last irradiation.
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Figure S3. Photograph of pig eyes before separating the cornea.
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Figure S4. (A) Samples in the sample holder (the red arrow indicates the four corneal cuts); (B) Sample holder positioned in the

beamline station; (C) Detector.

131



Estabilitzacid de sistemes polimérics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex
vivo 1 in Vivo

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 11184 4 of 4

Pilatus _NPP_cenlre_3138_0014 6

Pilatus_BP_eentre_3132_0000 1iff SAXS4COLL

Load centing imae Loag callbaion image Small 2ngla ¥ ray scataring for collagen
imag Cerme cateraen Naxt imaga Pows fig P subbctin curve
. v v= o
s |[ ek T B Background fitling p e
7 | e— H
i = —— P fncton sutanies
Al 2 T =4 ——Beseel luncson
A | 215 s
Ro i = =
. R =
5., H
[T 5 £
sl o 2% 5
Gn 2
g = -
Sn g1
£l N 2
a8 T S -
GG 180 180 200 20 W0 W0 v
Ln R [Ln pixe] el e
:] =) Fit new background Hesp existng fil Interfbrilar peat D-peiad | |3 || Polar plat
L e o i w o o EENTEEEEES
GO0 40 200 020 400 600 Smaoth Faurn novigaion Urecmserssted hetoronee fsion
<108 x [pixel] =
_n it ettt Feak () w25 i
) O Dt cursar marie Hektidau)  SRE0E L | —8essel Compansatee | | =
= - O b ponk |
T CiFiman 0 e @a || § T
g 3
- [ T—— [EerT—— B
LR — 2
@
“ Paset Axes S»
o Vel k) ses | T
100 20 30 400 S0 60 700 22 =
Newehitiau)  azEa ||
R [pixel] e 0 =l
sue 0 =
s Facat s 100 200 0 40 G0 600 700
€ Wsereickomma = wis| B s
(€ Wceraiomsiat s - ANETODesep e owse | [IBEET] R foiel]
e Chaat Interfbrilar peat
Owite

Figure S5. Illustration of SAX4COLL program when processing images (example of pig cornea treated with PZ-NCs SAXS pattern).

132



4. DISCUSSIO






Estabilitzacié de sistemes polimerics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex
viv0 1 in Vivo

4. DISCUSSIO

Aquesta recerca es va centrar en la formulacid i estabilitzacié de nanoparticules
polimeriques de pioglitazona per a Us oftalmic per reduir la inflamacié ocular. La
pioglitazona és una tiazolidinediona comercialitzada com a medicament per al
tractament de la diabetis tipus II. El seu mecanisme d’accio és a través de I'activacié del
receptor nuclear PPARy. Un gran nombre de compostos de naturalesa lipofila, sén
capacos de modificar 'expressid genica de la celllula per interaccié amb factors de
transcripcié dependents de lligand, agrupats en allo que es coneix, de forma generica,
com la superfamilia dels receptors nuclears. Aquest tipus de receptors intracel-lulars
presenten una gran antiguitat en la historia de la vida. Van apareixer en els éssers vius
abans de la divergencia de vertebrats i invertebrats, i actualment es coneixen més de 150
proteines diferents integrades en aquest grup una de les quals és I’anomenada PPARYy,
les accions bioquimiques de la qual son activades quan una molecula de pioglitazona

s’hi enllaga (lligand).

Una estrategia habitual en farmacologia és estudiar farmacs aprovats per 'autoritat
reguladora per a una determinada patologia i buscar-los aplicacions per a altres
patologies, alhora que formular-los per a vies d’aplicacié adaptades a les noves

patologies a que es destinara.

S’ha estudiat i seleccionat aquest farmac perque hi ha estudis que demostren que la
pioglitazona té capacitat antiinflamatoria en diferents tipus d’organ i teixit, i per
aprofundir en la recerca del tractament ocular en forma de suspensi6 de nanoparticules
polimeriques, la qual s’havia iniciat en estudis anteriors [165] perque tenen avantatges
respecte a les formes farmaceutiques tradicionals de tractament ocular, els colliris i les

cremes [5,150,200].

Quan es desenvolupa una formulacidé en primer lloc s’ha de caracteritzar
fisicoquimicament, a continuaci6 s’ha d’estudiar la seva estabilitat a curt termini, i s’ha
d’estudiar el seu comportament farmacologic, el seu comportament biofarmaceutic i la
seva eficacia. Quan la formula, per les seves caracteristiques, presenta poca estabilitat cal

investigar com preservar-la. En el cas d’una suspensié aquosa de nanoparticules
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polimeriques que encapsulen un farmac, la conservacio a llarg termini rau en eliminar
l'aigua, i per tant en la produccié d'un pols deshidratat. La forma més coneguda de
deshidratar farmacs i productes quimics en general és la liofilitzacid, pero a nivell de
laboratori de recerca i que també s’ha escalat a produccio, es pot utilitzar la tecnica de
l’assecatge de l'aerosol, sobre la qual hi ha nombroses publicacions [142,201]. Aquesta
deshidratacié permet que el farmac es pugui emmagatzemar en condicions ambientals i

durant un temps relativament llarg.

El producte sec obtingut s’ha de reconstituir amb aigua abans de la seva aplicacio i s’ha
de comprovar que un cop reconstituida la suspensio, la formulacié no ha modificat el

seu comportament farmacologic i no ha perdut la seva eficacia.

En aquest estudi s’han formulat nanoparticules de PLGA-PEG amb pioglitazona per a
us oftalmic, s’han caracteritzat fisicoquimicament, i s’han estabilitzat mitjangant la
tecnica de l'assecatge de l'aerosol. A continuacié s’han fet estudis farmacologics, de
biodistribucid, de tolerancia i d’eficacia amb la férmula acabada de preparar i amb la

formula reconstituida.

41. METODE CROMATOGRAFIC LC-MS/MS DE DETERMINACIO DE
PIOGLITAZONA EN TEIXITS OCULARS

A la literatura s’hi troben alguns estudis de determinacié de PGZ en fluids biologics
(plasma, orina, serum) per HPLC-MS [202] els quals s’han realitzat en relacio al
tractament de la diabetis, pero no hi ha cap estudi de validaci6 i determinacié de PGZ

en teixits i en concret teixits oculars, que son I’objecte d’aquest treball.

La determinacié de PGZ en teixits oculars es va realitzar mitjangant cromatografia de
liquids amb detector d’espectrometria de masses, en concret amb un triple quadrupol
treballant en mode Multiple Reaction Monitoring (MRM) (Article 1 de la memoria). El
metode analitic es va validar seguint la guia de 1’Agencia Europea del Medicament
EMA/CHMP/ICH/172948/2019.ICH Guideline M10 on Bioanalytical Method Validation [203]
la qual és equivalent a la guia de la U.S. FDA Bioanalytical Method Validation, Guidance for
Industry [204]. Considerant criteris d’acceptacié recomanats per les guies indicades, en

la validacid es van avaluar els segiients parametres: selectivitat/especificitat, efecte de la
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matriu, corba de calibratge (funcié resposta), limits de quantificacio i deteccio,
exactitud/recuperacio, precisio (intra- i inter- dia), carry-over, integritat de la dilucié i
estabilitat de les dissolucions. La robustesa és un parametre que s’avalua durant el
desenvolupament analitic i durant la validacid en si mateixa, ja que no es validaria un

metode que no demostra robustesa.

La composicio de la formulacié de PGZ-NPs utilitzada en aquest estudi de validaci6 va
ser una prova preliminar a I’optimitzacié de la formulacio realitzada a l’article 2 de la
memoria. Aix0 no obstant, es va caracteritzar pel que fa a grandaria, ZP, PI i eficacia
d’encapsulacid, obtenint-se valors de 200 + 2.5 nm, -15.0 + 1.3 mV, 0.2+ 0.031 92.1 + 3.2

% respectivament, donant validesa a la formulaci6 utilitzada per al tractament ocular.

L’absencia d’interferencies de matriu en la resposta de la PGZ va permetre utilitzar un
metode de calibratge extern. Les determinacions es van realitzar mitjangant 1’analisi de
mostres addicionades, tant amb la PGZ lliure com amb la PGZ encapsulada en NPs de
PLGA-PEG (formulaci6 del nanotransportador) per confirmar que tant la PGZ farmac
lliure com encapsulat es podien extraure del teixit i determinar amb el mateix metode.
En un estudi previ s’havien detectat altes concentracions de PGZ en teixits oculars [165],
amb diferencies importants segons el teixit, per tant el metode es va validar en un rang
de concentracions, pero es va contemplar també I'estudi de la integritat de la dilucio6 de
mostres de teixit més concentrades perque en mostres reals la concentracié pot ésser

molt variada i aixi s’ampliaria el rang d’aplicabilitat del metode.

La determinacié de I'exactitud es basa a calcular la recuperacid del farmac addicionat.
L’addicié de PGZ lliure es va realitzar mitjan¢ant la preparacié d'un patré de PGZ en
metanol. L’addicié de PGZ encapsulada es va realitzar addicionant la suspensid
colloidal, sempre diluida en aigua per evitar la ruptura de les nanoparticules, i la
quantificaci6 de la PGZ en la suspensié colloidal es va realitzar mitjangant
cromatografia de liquids [35] per poder calcular posteriorment la recuperacid del teixit

addicionat.

LGs de la deteccid per espectrometria de masses amb triple quadrupol ha permes

determinar concentracions molt baixes i amb una gran selectivitat, mitjancant la
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quantificacié de la transicié de l'i6 principal (357.2/134.1 en uma/z). La transicio
357.2/119.1 en uma/z s’ha utilitzat com a confirmacio.

La linealitat de la corba de calibratge es va establir entre 5i 100 ng/ml. La resposta de la
PGZ per espectrometria de masses és molt intensa a causa de la facilitat de protonacio6
del nitrogens de la seva estructura, principalment el piperidinic i en menys mesura el
tiazolidinic. Es va trobar que concentracions superiors a 100 ng/ml provocaven perdua
de la linealitat. Aquesta alta intensitat pot estar relacionada amb el carry-over que es va
observar durant les jornades de treball. Molt probablement es podria disminuir la
concentracid i modificar a la vegada el volum d’injeccio, per arribar a concentracions
d’un o dos ordres de magnituds més baixes trobant bons intervals de linealitat i que
permeti quantificar amb exactitud i precisio. El metode s’ha validat en els teixits en el
rang 80-1600 ng/g amb limits de quantificacio de 80 ng/g per I'humor aquos i vitri, i 160
ng/g per cornia, esclerotica i cristal'li. Els LOD es van estimar de 1'ordre de 0.4-0.8 ng/g
(dos ordres de magnitud per sota dels LOQ) per aixo s’obre la porta a una extensio de la

validacid a nivells més baixos tal com s’ha indicat anteriorment.

Tots els resultats de la validacié compleixen els requisits de les guies de validacié de
metodes bioanalitics: exactitud en I'interval + 15 %, precisié amb CV <15%, residuals de
la corba de calibratge en l'interval + 15 %, carry-over inferior al 20 % del LOQ, i quan es
dilueixen els extractes concentrats fins a 50 cops per tal de caure en I'interval de linealitat,
es compleixen igualment els parametres d’exactitud i precisid. Els extractes son estables
en els temps estudiats: 8 h a temperatura ambient, 24 h en nevera i 3 mesos en congelador

a-20°C.

El metode d’extraccio és molt senzill (extraccié directa amb metanol) gracies a que no cal
preconcentrar ni purificar 'extracte per I'elevada sensibilitat i selectivitat de la deteccio
per MS/MS i al fet que la composicié de l'extracte és compatible amb el metode
cromatografic. Aixo permet analitzar moltes mostres en poc temps. Aquest metode es
podra adaptar facilment si en un futur es fan estudis de determinacié de PGZ en altres

tipus de teixit.

S’ha pogut determinar i detectar la PGZ en els teixits oculars de porc tractats amb

suspensid de PGZ-NPs: cornia, esclerotica, cristalli, humor aqués i humor vitri. Aixo ha

138



Estabilitzacié de sistemes polimerics nanoestructurats de pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular: estudis in vitro, ex
viv0 1 in Vivo

demostrat que després d’una instil-lacio de la suspensio en porcs, al cap de 4 h la PGZ
es detecta en el teixits oculars, tant del segment anterior com posterior, indicant que no
és eliminada amb facilitat i que el farmac penetra a través de la cornia cap als altres
teixits. El teixit on es troba més concentracié de PGZ és I’esclerotica (Figura 6 de I'article
1). També es van analitzar mitjangant aquest metode cromatografic els teixits oculars de
conills tractats amb la formulacié acabada de preparar i amb la férmula reconstituida,
durant 10 dies, amb una instil-lacio diaria, i també es va detectar la PGZ en els teixits
analitzats, si bé en aquest cas es va observar més concentracié a la cornia que a
I'esclerotica (Figura 7 de I’article 2) . Aixo es pot explicar possiblement pel fet que I'estudi
dels conills estava realitzat a més temps, amb instil-lacions diaries, mentre que I'estudi

en porcs era una sola instil-lacio feta 4 h abans del sacrifici de I’animal.

Per fer estudis més complexos de dosificacio, temps de permanencia o eliminacid, etc,
seria necessari utilitzar i sacrificar molts animals i per aix0 no s’ha contemplat fer-ho en

aquests estudis preliminars.

42. DESENVOLUPAMENT, OPTIMITZACIO I CARACTERITZACIO
FISICOQUIMICA DE LA FORMULACIO EN FORMA DE NANOPARTICULES
POLIMERIQUES

Una suspensié col-loidal de nanoparticules polimeriques que contenen un farmac
encapsulat és la forma més similar a un col'liri per al tractament ocular. La majoria del
colliri és eliminat amb les llagrimes per aixo 1’avantatge de les nanoparticules és que la
poca quantitat que quedin adherides als teixits o traspassin els teixits, poden disposar
de prou temps per anar alliberant lentament el farmac fins on han penetrat, fent que
provoqui una acci6 del farmac perllongada en el temps, i per tant amb menys

instil-lacions s’aconsegueix l'efecte terapeutic.

El desenvolupament de la formulacid, destinada al seu posterior assecatge per la tecnica
de l'assecatge de l'aerosol, es va realitzar emprant PVA com a estabilitzant de la
suspensié colloidal perque no és toxic i s’acostuma a fer servir en la sintesis de
nanoparticules de PLGA perque pot ajudar a la retencié de les nanoparticules en 1'ull
[93,100].
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Els valors de pH de la fase aquosa d’estudi van ser 4.5 i 3.5 ja que a valors més baixos el
PLGA es pot degradar molt més rapidament. Els valors obtinguts de l'eficacia
d’encapsulacié son clarament més elevats a pH = 4.5 respecte a pH = 3.5, probablement

a causa de la inestabilitat del polimer (Taula 1 de 'article 2).

La solubilitat de la PGZ en DMSO és elevada respecte a altres dissolvents pero és
limitada (79 mg/ml) i per tant la concentracié de PGZ havia de ser prou significativa per
a ser determinada quimicament en els estudis d’alliberacié i penetracid, i que fos soluble
en la fase organica. E1 DMSO és un dissolvent dificil d’evaporar completament amb un

sistema de buit per aixo0 és important que la quantitat utilitzada sigui la minima possible.

La FDA ha classificat el DMSO en la llista de dissolvents més segurs assignant-li la Classe
3 (poc toxic i baix risc per a la salut humana) en la “ICH Guia per a la Industria Q3C
Impureses: Dissolvents Residuals” [166]. El DMSO és acceptat amb uns limits
recomanats que no cal justificar, pero convé minimitzar-lo per evitar la seva contribucio6
a I'osmolaritat de la dissolucid ja que, pel seu pes molecular baix, en fa augmentar el

valor.

El polimer PLGA-PEG que s’ha utilitzat té un pes molecular relativament elevat (Mw
aproximadament 95000 Da) i per tant és més dificil de degradar. El pes molecular del
PEG enllagat és de Mw 5000 Da, amb un percentatge d’enllag del 5 %, el qual es
consideraria de baixa densitat. Tot i que no s’ha publicat perque no era un objectiu
d’aquest treball, es va comprovar el pes molecular del polimer mitjangant GPC (Gel
Permeation Chromatography) utilitzant columnes Styragel de Waters, eluent cloroform,
detector d’index de refracci6 i calibratge amb patrons de poliestire de pes molecular

certificat amb 1'obtencid de valors propers als donat pel fabricant.

La férmula seleccionada després d'una optimitzacié amb disseny factorial on els
parametres variables eren el pH de la dissolucié aquosa, el % de PVA i la concentracid
del polimer, tenia una grandaria mitjana de 247.00 + 2.77 nm, una polidispersitat de 0.17
+ 0.03 nm, un potencial Z de - 3.34 + 0.42 mV i una eficacia d’encapsulacio del 90.12 +

1.15 % (n=3).

Aquesta formulacié es va sotmetre al procés d’assecatge mitjancant la tecnica de

’assecatge de 1’aerosol amb 1'aparell Biichi Nano Spray Dryer B-90. Per estudiar com
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afectaven diferents factors de I’assecatge es va variar el gicler del nebulitzador (5.5 um i
7.0 ym) i la temperatura de sortida (25 °C i 30 °C). Els altres parametres es van mantenir
constants: flux d’aire i velocitat de 1'esprai. L’evaporacié és molt rapida pero cal vigilar
sobretot la temperatura de sortida que sigui inferior a la Tg del polimer. No es pot
escalfar per sobre de Tg ni a prop perque el polimer es pot fondre i formar incrustacions.
La pols seca obtinguda es va recollir i guardar en un vial encapsulat a temperatura
ambient. Es van obtenir quatre féormules amb exit (Figura 3 de l'article 2). La tecnica de
l’assecatge de 1'aerosol és molt experimental (prova i error) [205,206] i cal optimitzar per
a cada formulaci6 tot i que hi ha algunes publicacions destinades a 1'estudi de com
afecten els diferents factors [144]. Esta descrit que es produeix aglomeracié i un
increment de la grandaria de les NPs després d’assecar per aquesta tecnica [207] pero
quan la pols obtinguda es va redispersar en medi aquds, no hi va haver variacié notable

de la grandaria (Taules 1-2 de I'article 2).

Les suspensions inicials i les formules assecades es van caracteritzar mitjancant DSC,
XRD i FTIR per comprovar que la pioglitazona formava part de l'estructura de les

nanoparticules [97,100,157].

Qualsevol variacié intensa i/o extrema en el comportament termic del farmac o del
polimer pot ser indicatiu d"una interaccio entre ells. El pic endotermic agut al voltant de
200 °C correspon al punt de fusié de la PGZ i indica la naturalesa cristal-lina i anhidra
del farmac (Figura 4A de l'article 2). El petit pic endotermic al voltant de 50 °C
s’atribueix a la temperatura de transicio vitria (Tg) del polimer PLGA-PEG, la qual és
consistent amb un material amorf [157]. EI PVA també presenta un pic endotermic ample
al voltant de 195 °C corresponent a la seva Tg. L’absencia d"un pic de cristal-litzaci6 a les
NPs es deu possiblement a l'efecte de la dilucidé del polimer, a la dispersié/dissolucid
molecular de la PGZ en el polimer o bé a una possible amorfitzaci¢ del farmac per haver

quedat atrapat i dispers en la matriu pastosa corresponent al polimer fos.

La difraccié de rajos-X é€s una eina per reconeixer qualsevol canvi en la cristal-linitat i
polimorfisme de les substancies. Els espectres de difracci6 del farmac pur, del polimer,
de l'estabilitzant i de les NPs es mostren a la Figura 4B de l'article 2. Els patrons de

difraccié de la PGZ mostren pics aguts atribuibles a la seva naturalesa cristal-lina mentre
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que el PLGA-PEG i el PVA no presenten pics distintius cosa que demostra el seu estat
amorf. Els pics del farmac desapareixen al difractograma de les formulacions cosa que
es pot atribuir a la solubilitzacié de la PGZ en el polimer i a I’alta concentracié de polimer
i I'estabilitzant en proporcio a la PGZ. Els pics de les formulacions son similars a les del
polimer estabilitzant cosa que indica que el farmac s’ha mesclat completament amb el
polimer, s’ha encapsulat i possiblement s’ha amorfitzat perque passa a formar part de
I'estructura polimerica [50]. A l'espectre de la formulacié no assecada s’hi pot apreciar

algun pic agut possiblement a restes de PGZ lliure [158,165,208].

L’espectre FTIR de la PGZ pura es caracteritza per un conjunt de pics aguts per sota de
2000 cm™ [209]. L’espectre FTIR del PVA destaca per una banda ampla principal entre
3200 i 3550 cm™ que correspon a les vibracions de tensio (stretching) d’enllagos O-H, la
qual també destaca a les formulacions de NPs. La banda vibracional entre 2800 i 3000
cm™ correspon a vibracions de tensié d’enllagos C-H que sén presents a totes les
substancies i a les formulacions. Els pics aguts al voltant de 1750 cm™ son deguts a
vibracions de tensio C=0O i C-O. La PGZ presenta el pic caracteristic de vibracions de
tensié C=O del grup amida al voltant de 1700 cm™. Per sota de 1700 cm™ hi trobem
vibracions de tensié C-C, C-N i C-S.

L’espectre FTIR de les PGZ-NPs sense aplicar-los el procés d’estabilitzacio va resultar
molt poc intens respecte a les NPs estabilitzades per spray drying. Aixo no obstant, els
pics més caracteristics de la PGZ desapareixen de I'espectre indicant I'efecte de la dilucié
en el polimer i/o un encapsulament fisic del farmac en la matriu polimerica. Les NPs no
mostren pics addicionals per tant, amb molta probabilitat, no hi ha reaccié quimica entre
les materies primeres. El gran excés de massa de polimer respecte la massa de PGZ pot
ser la causa que no es vegin interaccions polimer-PGZ. Analitzant els espectres, no hi ha
evidencia de l'existéencia de nous enllacos covalents entre les molecules que

constitueixen les nanoparticules.

De les quatre féormules deshidratades obtingudes, les indicades com Spray 2 i Spray 4 a
I’article publicat (Taules 1-2 de I'article 2) mantenien una grandaria i PI més similars a la
suspensio previa a l'estabilitzacio per 'assecatge de 1’aerosol. Tot i que els valors de

grandaria, PI, ZP i EE eren molt similars en les dues férmules, la imatge obtinguda per
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microscopia SEM (Figura 3 - article 2) de la férmula Spray 2 mostrava que les
nanoparticules eren lleugerament més esferiques. Després de 1'assecatge i reconstitucio,
es produeix en general un lleuger increment de la grandaria de les nanoparticules i de la
polidispersitat. La carrega superficial augmenta lleugerament en valor absolut i I'eficacia
d’encapsulacié no varia, mantenint-se al voltant del 90 % (Taula 2 de l'article 2). Cal
puntualitzar que la tecnica que s’ha utilitzat per mesurar la grandaria de les particules,
DLS (dinamic light scattering: dispersié dinamica de la llum), s’aplica a particules en
suspensio, la qual és diferent de la tecnica de difraccié amb laser que s’aplica a mostres

solides.

L’estabilitat de les suspensions de nanoparticules tant de la formula acabada de preparar
com de la formula reconstituida, emmagatzemades en condicions de refrigeracio, es va
avaluar durant 6 mesos i no es van observar fenomens d’aglomeracié o sedimentacio ja
que els perfils de dispersid obtinguts (backscattering) no es van alterar significativament
(Figura 9 de l'article 2). Tot i que 1'avaluacid es va realitzar fins a 6 mesos perque es
tractava de l'estudi del comportament d'una nova formulacid, cal destacar que per
norma general els col-liris no s’han d’utilitzar durant massa temps després de ser oberts

(< 4 setmanes) per assegurar la seva esterilitat.

4.3. COMPORTAMENT BIOFARMACEUTIC

En l'estudi d’alliberacio (release) in vitro realitzat amb membranes de dialisi en cel-les de
Franz, I’alliberament (traspas a través de la membrana) de la PGZ lliure és molt rapida
en comparaci6 a quan la PGZ esta encapsulada en nanoparticules de PLGA-PEG (Figura
5A de I'article 2). La PGZ lliure arriba en pocs minuts al seu maxim de concentracié en
el medi receptor (alliberament sobtat), mentre que l'alliberacié de la PGZ de les
nanoparticules va augmentant lentament amb el temps si bé inicialment es produeix una

alliberacié més rapida.

L’alliberament de la PGZ de les quatre férmules seques (deshidratades) i resuspeses
(Figura 5B de I'article 2) tenen perfils similars que s’ajusten a equacions diferents (Taula

S1 de larticle 2), si bé la formulaci6 anomenada Spray 2 s’ajusta al perfil cinetic
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Korsmeyer-Peppas el qual s'utilitza per descriure I’alliberament de farmacs d'un sistema
polimeric considerant mecanismes que no segueixen propiament la llei de Fick [210]. El
model és util quan el mecanisme d’alliberaci6 é€s desconegut o quan hi ha involucrats
més d'un mecanisme. Aquest fet, juntament amb les caracteristiques de grandaria i EE,
van fer que se seleccionés aquesta féormula per a I'estudi de penetracid a través de la

cornia i de l'esclerotica.

L’estudi de penetracio ex vivo realitzat amb cornia i esclerotica de conills es va fer per
comparar els perfils entre la formula acabada de preparar i la formula estabilitzada
escollida, I'anomenada Spray 2. El comportament de les dues formulacions respecte a la
penetracié a través de la cornia va ser equivalent i forca rapida, mentre que amb
'esclerotica la formulacio deshidratada i reconstituida va mostrar una penetracié més
lenta (Figura 6 de 'article 2) respecte a la formulacid sense estabilitzar, i en global una

penetracié més lenta que a través de la cornia.

Aquests estudis d’alliberaci6 i de penetracid corneal i a través de l'esclerotica, van
indicar que l'alliberacié de la PGZ és continua i controlada, fet que permetria reduir la
freqiiencia d’instil-lacié del col'liri, a diferencia dels tractaments oculars classics amb

col'liris que contenen el farmac lliure.

4.4. TOLERANCIA, CITOTOXICITAT I SEGURETAT

Els tests de tolerancia ocular de les formulacions de PGZ-NPs es van realitzar tant in
vitro (test de HET-CAM) com in vivo (test de Draize). Els conills del grup control i dels
grups experimentals tractats amb nanoparticules no van mostrar signes de malestar ni
irritacioé ocular durant les primeres hores ni durant els 7 dies que va durar I'assaig. El
tractament dels conills amb les suspensions de nanoparticules es va poder realitzar
perque que el test previ de la membrana corioal-lantoide d’ou fecundat (HET-CAM) no
va mostrar cap signe d’irritacié (Figura S1 de I’article 3). Aquests resultats coincideixen
amb altres estudis trobats a la literatura referents al tractament ocular amb

nanoparticules de PLGA [147,168] o de PLGA-PEG [160,170].
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Un dels problemes que pot portar 1'tis de nanoparticules com a agents terapeutics i que
comporta forca controversia, és la seva possible toxicitat cel-lular. Es per aixo que es va
comprovar la citotoxicitat amb cel-lules Y-79 de retinoblastoma huma mitjangant la
realitzacid del test de I’AlamarBlue [211]. Les formulacions acabades de preparar i les
reconstituides després de 1'assecatge de 1’aerosol no van afectar significativament la
viabilitat de les cel-lules durant 48 hores (Figura 4 de l’article 3). Aquests resultats estan
d’acord amb altres estudis de citotoxicitat realitzats amb NPs de PLGA i PLGA-PEG

[147,212].

La histologia de les cornies de conill en un estudi ex vivo va confirmar normalitat en
'estructura dels teixits, sense alteracions morfologiques, tant en les cornies control com
en les cornies tractades amb nanoparticules de les formulacions estudiades, la suspensio

fresca i la suspensio reconstituida després de 1'assecatge (Figura 3 de l’article 3).

La tecnica SAXS permet mesurar la distancia interfibril-lar de les fibres de col-lagen de
la cornia aixi com el diametre fibril-lar del les fibres. L’estroma de la cornia és una
estructura ordenada, similar a un cristall, la qual esta associada a les seves propietats de
transparencia i refraccio. Si la cornia pateix algun dany, aquesta estructura s’altera i es
poden estudiar els canvis mitjan¢ant tecniques de difraccio de raigs-X amb radiacio de
sincrotrd. Per tal d’avaluar si les formulacions de nanoparticules provocaven alguna
alteracio en la cornia respecte un control negatiu tractat amb dissoluci6 salina, es van
obtenir imatges de difraccid al llarg de la part central de la cornia de conills i es van
tractar matematicament (Figura 8 de l’article 2). Aquestes cornies provenien de conills
tractats durant 10 dies (0.05 ml/ull-dia) amb la formulaci6 acabada de prepar i la

formulacio reconstituida.

Pel que fa al diametre de les fibres no es van trobar diferencies significatives entre el
control negatiu i els animals tractats amb la suspensid fresca i la suspensio reconstituida
després de l’assecatge. Pel que fa a I'espai interfibril-lar, no es van detectar diferencies
significatives amb el control negatiu pero si que les diferencies eren significatives entre
els dos tractaments. Tot i aix0 es va poder deduir que el tractament ocular amb
nanoparticules fet durant 10 dies amb una instil-lacié per dia, no alterava la cornia

perque els patrons de difraccié obtinguts eren d’estructura ordenada. Aquest estudi es
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va realitzar amb pocs animals (n=2) i per aix0 les diferéncies trobades entre els

tractaments no serien concloents estadisticament.

La transparencia de la cornia en un estudi ex vivo fet amb cornies de porc, en el qual es
van mantenir en contacte amb les formulacions a 32 °C en cel-les de Franz, durant 1.5 h,
no es va observar disminucio significativa de la transmitancia respecte al control negatiu
tractat amb solucié salina, per part de la cornia tractada amb les nanoparticules de
pioglitazona reconstituides. Aixo no obstant es va produir una lleugera disminucié de
la transmitancia en les cornies tractades amb la suspensio fresca que es podria atribuir a
algun fenomen de dispersié provocat per la presencia de nanoparticules adherides a la

cornia i que convindria comprovar en futurs estudis (Figura 7 de I’article 3).

4.5. EFICACIA

L’eficacia de les PGZ-NPs per prevenir processos inflamatoris oculars es va investigar
amb conills, instil-lant primer les formulacions (férmula acabada de preparar i férmula
reconstituida) i induint una inflamacié amb araquidonat sodic (SA) passats 30 min des
de la instil-lacié. Les formulacions van mostrar diferencies significatives respecte el
control positiu ja després dels primers 30 min de I'administracié de SA (mesura dels
scores, p < 0.05), i observant una disminucié de la puntuacié (scores) a cada temps
estudiat i fins a 3 hores, provocant una clara reduccié de la inflamacié de la conjuntiva i
de la hiperemia (Figures 1-2 de I'article 3). Aquests resultats demostren que la formulacio
té capacitat antiinflamatoria, i esta d’acord amb els resultats de penetracid en la cornia

observats en la Figura 6 de I'article 2.

Es va fer un estudi d’eficacia similar pero utilitzant porcs, amb 1’objectiu d’estudiar si es
produien alteracions en la ultraestructura de la cornia. En aquest cas s’instil-laven també
les formulacions (formula acabada de preparar i formula reconstituida), i passats 30 min
es provocava la irritacié ocular amb I’administracié de SA als animals instil-lats amb les
NPs. També es disposava d"un control negatiu instil-lat amb dissolucid salina i un control
positiu instil-lat només amb SA. Passades unes 4 h es va procedir a I'eutanasia dels porcs
i es van separar els ulls per a fer I'estudi de la ultraestructura de la cornia mitjancant

difracci6 de rajos-X de sincrotr6 amb la tecnica SAXS. Per tal d’avaluar si les
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nanoparticules provocaven alguna alteracio en la cornia respecte els controls positiu i
negatiu, es van fer mesures SAXS al llarg de diferents talls de la cornia a la part central
de diferents animals. Les dades trobades del diametre fibril-lar (DF) en els grups
estudiats presentaven poca variacid, i no hi havia diferencies significatives entre el
control positiu i negatiu, per tant no va ser un parametre que va permetre diferenciar
'efecte de la formulacid en la cornia (Taula 1 i Figura 5-A de 'article 3). De fet, aquestes
dades confirmen les dades trobades a la bibliografia en que el DF és un parametre que
varia poc [213,214]. Els valors trobats per I'espai interfibril-lar van mostrar que aquest
parametre disminuia lleugerament de la part anterior a la posterior de la cornia, excepte
en la cornia tractada amb la férmula reconstituida (Taula 2 i Figura 5-B de I'article 3).
Diferents estudis demostren que I'espai interfibril-lar no és uniforme en tota la superficie
de la cornia [195] i decreix de fora a dins [213]. Ara bé, el fet que I'espai interfibril-lar no
mostrés diferencies significatives entre el control negatiu i els animals tractats amb les
formulacions, indica que aquestes tenen un efecte protector en cas d’inflamacid. El
control positiu mostrava un espai interfibril-lar inferior als altres grups, similar a I’efecte
d’una deshidrataci6 [215], si bé la variabilitat trobada al grup tractat amb la formulacid
reconstituida després de 1’assecatge va fer que estadisticament no hi hagués diferencies

significatives comparant amb el control positiu.

Cal destacar que aquests estudis de la ultraestructura de la cornia d’animals tractats amb
formulacions de farmacs en forma de nanoparticules, mitjancant difraccié de rajos-X de
radiacié de sincrotrd, és el primer cop que s’inclouen a la bibliografia com un element

més per avaluar la seguretat i I'eficacia de la formulacio.
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5. CONCLUSIONS

Aquest treball s’ha dissenyat per preparar nanoparticules polimeriques de PLGA-PEG
amb el farmac pioglitazona per al tractament de la inflamacié ocular i estabilitzar-les
amb la tecnica d’assecatge de I'aerosol. S'ha avaluat el seu comportament farmacologic,

la seguretat, I'eficacia i la biodisponibilitat amb estudis in vitro, ex vivo i in vivo.

- El metode LC-MS/MS desenvolupat i validat per a la determinacié de PGZ en
teixits oculars, compleix els requisits de les guies de validaci6 de metodes
bioanalitics tant per a la determinacié de PGZ lliure com per a la determinacid
de PGZ encapsulada en forma de nanoparticules de PLGA-PEG en diferents
teixits oculars. Es un métode molt sensible i relativament rapid.

- La PGZ es detecta en els diferents teixits oculars dels animals tractats amb la
formulacioé de PGZ-NPs, cornia, esclerotica, cristalli, humor aqués i humor vitri,
demostrant que el farmac penetra per la barrera corneal i les barreres de
I'esclerotica.

- Les PGZ-NPs optimitzades mitjangant un disseny factorial i preparades pel
metode de la nanoprecipitacié son fisicoquimicament adequades per al
tractament ocular (grandaria, PI, ZP, EE).

- Les suspensions de PGZ-NPs acabades de preparar i les reconstituides sén
estables fisicament durant 6 mesos, amb absencia de sedimentacio, agregacio o
floculacié.

- La determinacid de l'eficacia d’encapsulacio, la caracteritzacié espectroscopica
(FTIR i XRD) i calorimetrica (DSC) confirmen que el farmac esta encapsulat en la
matriu polimerica.

- La deshidratacio de la suspensi6 amb la tecnica d’assecatge de 1’aerosol no altera
significativament les propietats fisiques i quimiques del sistema nanoestructurat.

- Les nanoparticules polimeriques proporcionen una alliberacié lenta i
perllongada de la pioglitazona.

- Amb les nanoparticules es produeix penetracié de la pioglitazona a través de la

cornia i de l'esclerotica.
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- Les PGZ-NPs no presenten citotoxicitat en la linia cellular Y-79 de
retinoblastoma a la concentracio estudiada durant 48 h.

- Els assajos amb la membrana corioal-lantoide demostren que la formulaci6 no és
irritant.

- Els assajos in vivo demostren que la formulacié presenta eficacia antiinflamatoria
i que la tolerancia ocular és optima.

- Les PGZ-NPs aplicades in vivo no afecten la ultraestructura de la cornia i es
demostra que possiblement tenen un efecte protector de la inflamacio.

- Latransparencia de la cornia ex vivo no es veu afectada significativament després
d’estar en contacte amb la suspensid de nanoparticules.

- La histologia de la cornia ex vivo no és afectada en estar en contacte amb a

suspensio de nanoparticules.

Continuacio de la recerca

De tot aquest treball també es conclou que en un futur es pot continuar la linia de recerca
fent un estudi de la liofilitzacié de la suspensioé de NPs, com a tecnica d’assecatge per a
preservar la formulacid, ja que és un procés molt utilitzat en la industria farmaceutica. I
explorar en detall I'impacte del procés en la integritat de l'estructura de les NPs, la
repercussio en els perfils d’alliberacio i I’efecte en I’activitat farmacologica.

D’altra banda, una altra etapa en la fabricacié d'un farmac destinat a ser utilitzat com un
col'liri és I'esterilitzacio, i per tant també caldria estudiar com afecta la irradiacié gamma
a les propietats del nanosistema.

Finalment també seria interessant fer un estudi de I’estabilitat en el temps, a temperatura
ambient, de la formulacié deshidratada per establir la caducitat del producte, etapa del
desenvolupament d’un medicament que sempre és necessaria per treure un farmac al

mercat.
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