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Abstract

Osteoporosis is a metabolic bone disease in post-menopausal women older
than 50 years. Its prevalence is estimated at 200 million people in the world and it can
reach 3 million in Spain; affecting as many as one-third of women over the age of 65
years [1]. This disease causes an increase in mortality and morbidity; as well as a high
risk to new fractures in the short term [2].

Over time have been developed drugs as a treatment that act at different levels;
however, there are limitations in the absorption, adverse effects, and difficulty in
intake, which has stimulated interest for the development of new anti-osteoporotic
based on new chemical structures.

This project describes transfer’s trials of marine alkaloids obtained from genus
Zoanthus that present potential activity for the prevention and treatment of
osteoporosis: Zoanthamine and Norzoanthamine [3]. To realize this project, has been
worked with different biodegradable systems and have been observed the curves of
transfer with the aim to choose the most appropriated system to study their behavior
in vivo. In this way, we can ensure patients a sustained therapeutic effect; getting
greater tolerance to treatment for the prevention of the disease and a lower dropout
rate.

Keywords: Alkaloids, Zoanthus, Zoanthamine, Norzoanthamine
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Resumen

La osteoporosis es una enfermedad ésea metabdlica significativa en mujeres
post-menopausicas mayores de 50 afios. Su prevalencia estimada es de 200 millones
de personas en el mundo y en Espafia la cifra puede alcanzar los 3 millones; llegando a
afectar hasta una tercera parte de las mujeres mayores de 65 anos [1].

Esta enfermedad causa un incremento en la mortalidad y morbilidad; asi como un
riesgo elevado de padecer nuevas fracturas a corto plazo [2].

A lo largo del tiempo se han desarrollado farmacos como tratamiento que
actian a diferentes niveles; sin embargo, presentan limitaciones en la absorcidn,
efectos adversos y dificultad en la toma, lo que ha despertado interés para el
desarrollo de nuevos farmacos anti-osteopordticos basados en nuevas estructuras
guimicas.

En este trabajo se exponen ensayos de cesion de alcaloides marinos obtenidos
del género Zoanthus que presentan actividad potencial para la prevencién y
tratamiento de la osteoporosis: Zoanthamina y Norzoanthamina [3]. Para ello, se ha
trabajado con diferentes sistemas biodegradables y se han observado las curvas de
cesion con el objetivo de escoger el sistema mas adecuado para posteriormente
estudiar su comportamiento in vivo. De esta forma se podrd garantizar a los pacientes
un efecto terapéutico sostenido; logrando asimismo una mayor tolerancia al
tratamiento para la prevencion de dicha enfermedad y una menor tasa de abandono.

Palabras clave: Alcaloides, Zoanthus, Zoanthamina, Norzoanthamina
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1. Introduccion

El hueso es un tejido que a lo largo de la vida sufre procesos de formacién vy
destruccidén, lo que se conoce con el nombre de remodelado éseo. Entre las funciones
principales del remodelado éseo se encuentran: la sustitucion del tejido éseo viejo por
el joven, aumento de la resistencia del esqueleto a fracturas y asegurar la
disponibilidad de minerales (Ca, P, Mg, etc). Las células que participan en este proceso
son principalmente los osteoclastos, encargados de la destruccién del hueso o
resorcién Osea, y los osteoblastos los cuales llevan a cabo la formacién del hueso
regenerado.

Destruccion

Formacion

Fig 1.- Proceso general de remodelado dseo

La osteoporosis es una enfermedad con una alta prevalencia caracterizada por un
desequilibrio entre la resorcion 6sea y la formacién del hueso. Sus principales causas
estdn relacionadas con alteraciones del metabolismo mineral, proceso de
envejecimiento, factores genéticos y ambientales.

En condiciones normales, la actividad de osteoblastos y osteoclastos esta
compensada; sin embargo, en el caso de la osteoporosis se ve favorecido el proceso de
resorcion Osea, lo que provoca fragilidad, riesgo de fracturas y limita mucho la calidad
de vida.

A lo largo del tiempo se han ido desarrollando farmacos que actuan en diferentes
niveles como pueden ser: Bifosfonatos tales como el ibandronato o alendronato
(inhiben la resorcion ésea), moduladores selectivos del receptor de estrégenos (SERM)
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(disminuyen el proceso de resorcion), teriparatida (estimula la formacién del hueso),
ranelato de estroncio (aumenta la acciéon de osteoblastos y disminuye la resorcién
osea). No obstante, estos farmacos presentan importantes inconvenientes como son:
efectos adversos (osteonecrosis, tromboembolismo venoso, infarto de miocardio,
hipercalcemia, nauseas y cefalea), limitaciones en la absorcion, dificultad en la toma
del tratamiento; asi como la insuficiente adherencia terapéutica por lo que ha
despertado interés para el desarrollo de nuevos farmaco anti-osteopordticos, entre
otros.

Algunos invertebrados marinos de cuerpo blando como es el caso del género
Zoanthus producen una gran variedad de compuestos con estructuras quimicas
novedosas que pueden dar lugar a medicamentos potenciales [4].

Dentro del grupo de alcaloides aislados del género Zoanthus cabe destacar la
Zoantamina (C3oH42NOs) y Norzoantamina (C2sH39NQOs), compuestos con un esqueleto
guimico particular del cual no se conoce aun su origen biosintético, y diferenciandose
estructuralmente entre ellas en la presencia o no de un grupo metilo.

Fig 2.- Estructura de la Zoantamina y la Norzoantamina respectivamente.

Los estudios publicados a lo largo de los ultimos afios han demostrado que tanto la
Norzoantamina como su sal hidroclorada con capaces de prevenir la osteoporosis in
vivo en ratones ovariectomizados; considerando a éstos como modelo farmacoldgico
para la osteoporosis de tipo post-menopdusica. Se ha propuesto que dichos ratones
ovariectomizados presentaban un déficit de estrogeno lo que conllevo a la pérdida de
la fuerza y masa ésea. Con la administracién a dosis de 0,08-2,0 mg/kg dia de
Norzoantamina hidroclorada, conservaban la masa dsea en comparacién con los
ratones ovariectomizados no tratados. Se ha propuesto que este efecto-
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antiosteoporadtico radica en su habilidad para suprimir la produccién de Interleucina 6
(IL-6), involucrada en el proceso de formacién de osteoclastos.

Ademas este tratamiento mostré interesantes diferencias en comparacion con el uso
de estrégenos para esta enfermedad, dado a que la terapia con estrégenos provocaba
un aumento dosis-dependiente en el peso uterino, mientras que en los ratones
tratados con Norzoantamina no tuvo lugar este efecto colateral [5].

2. Objetivos

La finalidad de este trabajo de fin de grado se centra en:

= Estudiar el comportamiento in vitro de sistemas biodegradables tales como
microesferas e implantes que contienen los principios activos de interés
(Zoanthamina y Norzoanthamina) para llevar a cabo posteriormente ensayos in
vivo en ratas osteoporoéticas.

= Conocer de qué manera afecta la presencia de ciertos excipientes a la
liberacion del mismo y valorar el sistema estimando su capacidad de liberacion.




| Alcaloides marinos en el tratamiento y prevencion de la osteoporosis

3. Material y métodos

3.1 Obtencion

Los ejemplares de Zoanthus sp. se recogieron en Punta del Hidalgo. Se procedié a la
limpieza de los mismos eliminando restos de algas y epifitos presentes.

Su extraccion se realizd por maceracion utilizando acetona hasta cubrir todas las
muestras. El proceso se repite hasta agotamiento con el fin de extraer la mayor
cantidad de principios activos. Posteriormente se elimind el disolvente, y el residuo fue
liofilizado. A continuacidon, se realizé el mismo proceso utilizando esta vez como
disolvente diclorometano (DCM).

Tras liofilizar dichos extractos obtuvimos un aceite viscoso de color verde oscuro.
Para su correcta separacion, el extracto crudo fue cromatografiado utilizando una
columna de filtracion molecular Sephadex LH-20 (600 x 70mm ©) empleando como
eluyente n-hexano:CHCl3:MeOH (2:1:1), seguido de una cromatografia en gel silice de
en sistemas de media presion usando como eluyente CHCl;:MeOH (19:1). Las
fracciones seleccionadas que presentaban perfiles similares en cromatografia de capa
fina fueron reunidas en un solo bloque. Para el revelado se empled el reactivo
Drangendorff (tetrayodo bismuto de potasio) que permite visualizar aquellos
compuestos que presentan aminas terciarias.

Cada una de las fracciones seleccionadas fue nuevamente cromatografiada en una
columna de fase reversa Lobar LiChrophed RP-8 (310 x 25mm#®) usando MeOH:H,0
(17:3) como eluyente.

La purificaciéon final se llevd a cabo en un cromatdgrafo de alta eficacia (HPLC)
equipado con una columna de fase reversa p-Bondapak C-18 utilizando como eluyente
CH3CN:MeOH:H,0 en diferentes proporciones, separando de forma pura Zoantamina y
Norzoantamina [6].
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Fracciones 15 mL

: 1. Acetona
I" ____________ \
! 2. DCM :
- Tttt s T \
Cromatografia

de filtracion

molecular

Extractos combinados

!
: Evaporacidny
: liofilizacion

<

Fracciones similares

Extracto crudo

Cromatografia en fase
reversa

Zoantamina
ﬁ

’ Norzoantamina

Fig 3.- Obtencion de Zoantamina y Norzoantamina a partir del género Zoanthus.
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3.2 Elaboracion de microesferas e implantes

3.2.1 Microesferas

El Departamento de Tecnologia Farmacéutica elabord lotes de microesferas de
empleando Polilactico (PLA-S) y Precirol conteniendo Zoantamina (5% p/p)

- Microesferas de PLA: Dado al caracter lipdfilo de la
Zoantamina/Norzoantamina el método desarrollado para la elaboracién de las
mismas fue el de emulsién (O/W) extraccion- evaporacion del disolvente [Figd]
utilizando como emulgente el alcohol polivinilico.

PLA-S en DCM
y Zoantamina

| PVA en : R L e :

: tampén —_— . Evaporacion !

1 (N it

., fosfatopH=7.4 ) oI

R : i Filtracién y liofilizacién

: PVA en :

i tampodn ! ﬂ Microesferas de PLA D
|

. fosfato pH=7,4 |

Fig4.- Elaboracion de microesferas de dcido polildctico (PLA). Emulsién (O/W)
extraccion-evaporacion. En dicho proceso se emulsifico mediante agitacion en vortex
una disolucion de PLA-S en diclorometano en la que estd presente la Zoantamina, junto
con una fase acuosa (PVA en tampon fosfato pH=7,4) durante 1 minuto.
Posteriormente se adiciond sobre 100 mL de PVA en tampdn fosfato y se mantuvo en
agitacion magnética hasta la completa evaporacion del disolvente. Finalmente las
microesferas fueron separadas por filtracion, se liofilizaron y se conservaron a una
temperatura de 4°C hasta su utilizacién [7].

10
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- Microesferas de Precirol: Se llevd a cabo un método de fusiéon-emulsificacion.

. 56°C
_____ Jr
. Precirol +
Precirol ) N —
Zoantamina .
L i Enfriar 1
A \
| PVA en :
|
1

Microesferas de
Precirol

Fig5.-El Precirol se calienta hasta que funda (punto de fusién 56°C) y se le afiade
la zoantamina; dando lugar a la fase oleosa. Se afiade sobre 10 mL de PVA
previamente calentado y se emulsifica. Esta emulsion formada se enfria en un
bafio de hielo para que las particulas solidifiquen. Finalmente se separan por
centrifugacion.

3.2.2 Implantes

El método llevado a cabo fue el de extrusion. En un contenedor de teflon se
vertieron los componentes de cada implante en diferentes proporciones y se
disolvieron en 0,5 mL de DCM. A continuacidn se removid con ayuda de una espatula
hasta la total evaporacién del disolvente, dando lugar a una pasta que se extruyd para
obtener un filamento cilindrico.

Por ultimo se evapord el disolvente restante y se cortd para obtener implantes de 1
cm.

11
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3.3 HPLC (High-Performance liquid cromatography)

Para los andlisis de las muestras se utilizaron equipos de HPLC (High Performance
Liguid Chromatography) o cromatografia liquida de alta eficacia equipados con
columnas de fase reversa y con detectores de ultravioleta (UV) y acoplados de
espectrometros de masas de alta resolucién (HPLC-HRMS).

Estas técnicas permiten separar e identificar los compuestos presentes en una muestra
y empleando una columna cromatografica que se basa en el principio de interacciones
hidrofdbicas. Se emplea un disolvente polar y una fase estacionaria no polar; siendo el
tiempo de retencién (RT) mayor para moléculas de naturaleza apolar, mientras que las
moléculas polares eluyen mas rapidamente [8]. La columna serd mas eficaz cuanto
menor sea el tamano de particulas, presentando asi una mayor resistencia.

- HPLC acoplado a un detector UV (HPLC-UV): Detecta compuestos que eluyen
en la columna y absorben en el ultravioleta obteniendo sefiales mas o menos
amplias dependiendo de la absorcién en el rango seleccionado que es capaz de
absorber dicho compuesto.

- HPLC acoplado a Espectometria de Masas de Alta Resolucion (HPLC-HRMS):
Detecta los iones moleculares con precision de masas exactas. Es un método
directo y util para la deteccion de compuestos cuyos pesos moleculares son
conocidos dado a que el espectro de masas para cada compuesto es Unico.

Condiciones

Tipo Disolventes Flujo
HPLC - UV AcN, EtOH y H,0 1 mL/min

AcN, EtOHy H,0y
HPLC - HRMS acidificar con HCOOH 0,5 mL/min
0,4%

Tablal.- Condiciones de las columnas para HPLC con detector uv y HPLC
acoplado a espectrometria de masas.

12
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3.4 Obtencion de curvas de cesion

Para obtener las curvas de calibrado, se tomdé como referencia la recta de calibrado
correspondiente a la calibracién de Zoantamina (5 ul) desde 0,1 a 1 ppm; siendo la
recta de calibrado la siguiente:

(1) y = 26113904x — 113501

Para realizar la tabla se tuvo en cuenta la recta de calibrado, la suma de las areas
(Z+N2Z), la masa total de la formulacion y el volumen de la alicuota (V= 0,5 mL).

Concentracion (ppm): Para hallar la concentracion, sustituimos la suma de las areas en
la ecuacion de la recta (1);

y =26113904x — 113501

_ y+113501
26113904

Volumen de alicuota (Vm): Hace referencia al volumen extraido de la muestra, que
equivale a 0,5 mL.

Masa total retirada (ug): Para hallarla, se divide la concentracién entre el volumen de
la alicuota.

Concentracion (ppm)

Mtotal retirada 1 =
otal retirada 1(ug) -

) Concentracion (ppm) ) )
Mtotal retirada2 (ug) = - + Mtotal retirada anterior

Masa total cedida (ug): Es el producto de la concentracién y el volumen del vial (V=3
mL). A medida que pasa el tiempo se suma la masa total cedida del anterior.

Masa total cedida 1(ug) = Concentracion (ppm) x V vial

Masa t cedida2 (ug) = (Concentracion (ppm) x V vial) + Mt cedida anterior

13
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Porcentaje cedido (%):

M total cedida(png)
M total formulacion (Lg)

% cedido = x 100

14
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4. Resultados

En el presente trabajo se van a valorar ensayos de cesion de la molécula de interés
(Zoanthamina y Norzoanthamina) que se encuentra incluida en diferentes sistemas
biodegradables preparados en el Departamento de Tecnologia Farmacéutica de la ULL
en colaboracion con el Grupo de Productos Marinos del Instituto Universitario Bio-
Orgénica Antonio Gonzalez en el marco del Proyecto de la Fundacién CajaCanarias
BIO17. La finalidad de ultima es la preparacidén de una formulacién éptima que libere
el/ los principios activos de forma continuada a lo largo del tiempo para proceder a
realizar implantes dseos en ratas ovariectomizadas.

Los sistemas biodegradables trabajados son de tipo microesferas e implantes
conteniendo una mezcla de Z y NZ con el fin de valorar su liberacidon y que presentan la
siguiente composicidén de excipientes:

Sistema biodegradable Composicion

Microesferas la PLA. Medio de cesion PVA

Microesferas lla Precirol ATO 5. Medio de cesién PVA
Implante la PLA: Precirol ATO 5 (60:40)
Implante lla PLA: Precirol ATO 5 (80:20)

Tabla2.- Composicion de los sistemas biodegradables.

Para comenzar a evaluar la cesién de los principios activos, cada implante y/o
microesfera se introdujo en un vial de capacidad de 3 mL con una solucién de tampdn
fosfato pH= 7,4; manteniéndose a una temperatura constante, en agitacién y en
ausencia de luz. Se tomaron alicuotas (V= 200uL) a diferentes tiempos y se afiadio de
forma simultdnea 200 uL de solucién tamponada tal y como muestra la Tabla 3.

6h id 5d 1w 2w 3w 4w 7w 14w
lla X X X X X X X X X
Illa X X X X X X X X X
Mla X X X X X X X
M lla X X X X X X X

Tabla 3.- Toma de muestras a diferentes tiempos para cada sistema biodegradable.
Azul: | la. Rojo: | lla. Verde: M la. Naranja: M lla. h=hora; d=dia; w=semana.

15
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4.1 Métodos de analisis

Los primeros intentos de analisis se llevaron a cabo en un HPLC con detector
ultravioleta dado a que la molécula era capaz de absorber en ese rango. Sin embargo,
a la hora de observar los cromatogramas se observaba una gran variabilidad en los
tiempos de retencidn observados. En todos los casos no pudo distinguirse con certeza
si los picos hacian referencia al principio activo o a algun tipo de interaccién con los
excipientes que provocaba una variacidén continua en los tiempos de retencion.

Para solucionarlo, se opté realizar de forma individualizada y valorar los
cromatogramas de los excipientes [Fig 6 y 7]. No obstante, no hubo repetitividad en
cuanto a los picos y sus tiempos ni con los excipientes, ni con los principios activos
puros, por lo que se descarta la idea de separar Zoantamina y Norzoantamina con este
método.

0=
-2 =

mdd 1 —
20 i
0=
-E{I—z .

0 0.5 1 1.5 2 25 3

Fig 6 y 7.- Se observa el pico de absorcion para las estructuras quimicas: Zoantamina y
Norzoantamina cuyos tiempos de retencion son 2,81y 2,43 min respectivamente.

16
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Fig 8 y 9.- Cromatogramas correspondientes al implante lla referidos a las 6 horas y 1
dia. Se aprecia una variacion en el tiempo de retencion, asi como alguna interferencia
debida posiblemente a la composicion del implante.

Al no poder diferenciar entre principios activos y excipientes y la inconsistencia con los
detectores de UV, se optd por utilizar un HPLC acoplado a espectrometria de masas
para distinguir las dos estructuras quimicas en base al peso molecular exacto de
ambas. [Fig 10]

Estructura quimica Peso molecular

Norzoantamina (C29H39NOs) 481,6324
Zoantamina (C3oH42NOs) 496,6672

Fig 10.-Tabla con los pesos moleculares tedricos de ambas estructuras (Norzoantamina
y Zoantamina)

En el analisis de las muestras se pudo observar la presencia de dos picos diferenciados
en el cromatograma que correspondian con el peso molecular exacto de cada
molécula [Fig9], por lo que se consideré que dicha metodologia para conocer la

n

17
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cantidad de ambos compuestos presentes en los ensayos de cesion de cada una de las
formulaciones.

#1057 Lpd 2 aoantamina; kS| EIL[AYE S/, 49/, 3091, 516277, 5192910 Scan Frag=1 /01 20021 /-1 abhd
1 4792
1.4
1.24
14
0.5
0.6
0.4
0.24
4437
0
nz 04 06 0% 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32 34 36 38 4 42 44 46 483 5 52 54 &
Counts vs. Acquisition Time [min]
x104 |+ESI Scan (i 4.427 min) Frag=175.00 200217-1a-6h.d %105 |+ES| Scan (it 4.808 min] Frag=175.0v 200217-1a-Eh.d
i =D
5 I
N 0.8
3 0.6+
14 0.2
D_ T T T T T T T T T T T D- T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 6 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 B

Fig 11.-Cromatogramas de la muestra: 11a6 e identificacion de compuestos
comparando el peso molecular tedrico con el peso molecular obtenido.

4.2 Andlisis de cesion de implantes
4.2.1 Implantes la

Las muestras de las disoluciones de los implantes la fueron analizados
utilizando HPLC-HRMS. En los cromatogramas de la Figura 12 se observan los dos picos
caracteristicos de los principios activos con tiempos de retencién (RT) a 4,4 min para la
Norzoantamina y a 4,8 min el pico caracteristico de la Zoantamina.

Es importante destacar que en el cromatograma que representa a las 7 semanas no se
detecté Zoantamina en el medio.

18
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Finalmente, a las 14 semanas el cromatograma muestra una disminucién en la

cantidad de NZ y un ligero aumento en la cantidad de Z.

4.752
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Fig 12.-Cromatogramas obtenidos del implante la a las 6 horas, 1y 5 diasy 1,2,3,4,7 y

14 semanas. A las 6 _horas, se observa una pequefa cantidad de NZ y una gran

cantidad liberada de Z. En cuanto a la muestra correspondiente a 1 dia, sigue

aumentando. Desde los 5 dias hasta las 4 semanas, los cromatogramas presentan un

patron repetido; donde es mayoritaria la cantidad de NZ frente a la de Z.
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Masa total de la formulacion: M Total formulacién (ug)= 72

Suma de areas:

Con todos los datos anteriores,

nos permite realizar las curvas de cesion de

principios activos que representamos a continuacion:

Tabla de resultados:

Muestra Area (NZ+2) | Muestra Area (NZ+2)

I1a(6h) | Nz | 106130 | 751077 | 11a(3w) | Nz | 40443 | 65784
Y4 644947 z 25341

I1a(1d) | NZ | 94790 | 329478 | 11a(d4w) | Nz | 73150 | 103575
z 234688 Z 30425

11a(5d) | NZ | 245257 | 390112 | l1a(7w) | NZ 31336 31336
Z 144855 YA -

11a(1lw) | NZ 12931 203410 | 11a(14w) | NZ 45516 175364
Z 79094 YA 129848

11a(2w) | NZ | 144341 | 235082
Y4 90741

Tiempo Dias Nz+Z | Conc Vm MTotal retirada | MTotal cedida %
(ppm) | (ml) (mg) (ng) cedido
6 h 0,25 751077 | 0,033 0,5 0,0166 0,099 0,138
1d 1 329478 | 0,017 0,5 0,0250 0,067 0,094
5d 5 390112| 0,019 0,5 0,0347 0,083 0,115
1w 7 203410| 0,012 0,5 0,0407 0,071 0,099
2w 14 235082 | 0,013 0,5 0,0474 0,081 0,112
3w 21 65784 | 0,007 0,5 0,0509 0,068 0,094
4w 28 103575| 0,008 0,5 0,0550 0,076 0,105
7w 49 31336 0,006 0,5 0,0578 0,072 0,100
14 w 98 175364 | 0,011 0,5 0,0633 0,091 0,126
Curva de cesion:
Implante la
0,150
$
L 4
® o0 *
0,100 » ¢ V'S L 2
0,050 -
0,000 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
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4.2.2 Implantes lla

En este caso, tanto para la NZ como la Z se observaron los mismos tiempos de
retencion (4,4 y 4,8 min respectivamente) a excepcién de la muestra tomada a las 4

semanas, donde la NZ aparece a los 4,2 minutos y la Z a los 4,6 min.

Por otro lado se observa una mayor cantidad de NZ liberada que de Z que a su vez se
ve disminuida en la muestra de las 4 semanas.
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A.405
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42 44 46 48 5 52 54 56
Counts ve. Acquizition Time [min)

i' || 4 557

42 44 45 48 5 52 54 5R

Countz vs. Acquisition Time [min]
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Counts ws. Acquizition Time [min)
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42 44 4E 48 5 52 H4 5F
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42 44 45 48 5 52 54 5E
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Counts ve. Acquigition Time [min]

Fig 13.-Cromatogramas del implante lla a las 6 horas, 1y 5diasy 1,2,3,4,7y 14

semanas.
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Masa total de la formulacidon:

Suma de areas:

M Total formulacidn (ug)= 246

Muestra Area (Nz+2) | Muestra Area (NZ+2)
11a(6h) | Nz | 929345 | 1527527 | 11a(3w) | NZ 258104 372349
z 598182 Z 114245
11a(1d) | Nz | 1384913 | 2119133 | l1a(4w) | Nz 245114 414390
Z | 734220 y4 169276
11a(5d) | NZ | 2726617 | 4204821 | 11a(7w) | Nz 600656 987116
Z | 1478204 Z 386460
11a(1lw) | NZ | 5440123 | 8977939 | 11a(14w) | Nz 483776 483776
Z | 3537816 y4 187285
11a(2w) | NZ | 315696 | 490320
Tabla de resultados:
Tiempo Dias NZ+Z Conc Vm MTotal MTotal %
(ppm) (ml) retirada (pg) | cedida (pg) | cedido
6 h 0,25 1527527 | 0,063 0,5 0,0314 0,189 0,077
1d 1 2119133 | 0,085 0,5 0,0742 0,288 0,117
5d 5 4204821 | 0,165 0,5 0,1569 0,570 0,232
1w 7 8977939 | 0,348 0,5 0,3309 1,201 0,488
2w 14 490320 | 0,023 0,5 0,3425 0,400 0,163
3w 21 372349 | 0,019 0,5 0,3518 0,398 0,162
4w 28 414390 | 0,020 0,5 0,3619 0,412 0,168
7w 49 987116 | 0,042 0,5 0,3830 0,488 0,199
14 w 98 483776 | 0,023 0,5 0,3944 0,452 0,184
Curva de cesidn:
Implante lla
0,600 -
0,500 | ¢
0,400 -
0,300 -
| ®
0,200 . . TS *
0,100 f
0,000 - ; ; . .
0 40 60 80 100 120
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4.2.3 Resumen de resultados: Implantes

Como se puede observar en las curvas de cesidn, el Implante la presenta una
escasa liberacion medianamente sostenida a lo largo del tiempo (% total cedido=
0,983%).

Tiempo % cedido

6h 0,138
1d 0,094
5d 0,115
1w 0,099
2w 0,112
3w 0,094
4w 0,105
7w 0,100
14w 0,126

Tabla 4.- Porcentaje cedido de principio activo con respecto al tiempo para el
Implante la.

Por otro lado, el Implante lla queda descartado debido a que se libera gran
cantidad de principio activo desde el principio (% cedido 6h-1w= 0,914) por lo que la
cesion a lo largo del tiempo se ve disminuida y para un ensayo a largo plazo como en
nuestro caso no resulta eficiente.

Tiempo % cedido

6h 0,077
1d 0,117
5d 0,232
1w 0,488
2w 0,163
3w 0,162
4w 0,168
7w 0,199
14w 0,184

Tabla 5.- Porcentaje cedido de principio activo con respecto al tiempo para el
Implante lla.

Cabe destacar también la presencia de numerosas fluctuaciones en la cantidad
liberada tanto en el implante la como en el implante lla que puede atribuirse a la
interaccion de los principios activos con el soporte debido al equilibro lactona-enamina
que sufren estos alcaloides con ligeras variaciones de pH.
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4.2.4 Microesferas la

Para los analisis de las preparaciones de microesferas se procedié de forma
idéntica a los implantes y sus cromatogramas vuelven a presentar dos picos con
tiempos de retencién de 4,2 y 4,6 min correspondientes a NZ y Z. Ademas, predomina
la cantidad liberada al medio de NZ frente a la de Z. En la muestra de las 4 semanas
solo se observa un pico que se corresponde con la Z no observandose la presencia de
la NZ.

4175 1d 5d
6 2 =4

NE—
4547 154
4 42 44 45 48 5 52 54 5 4 42 44 46 48 5 52 64 GE 4 42 44 45 48 5 B2 54 56
Counts vz Acquisiion Time [rmin] Caurts vs. Acquisition Time [min] Counts ve. Acquisition Time [min)

1w 2w 2
DR

4542
4542
4544
19 4154 13
1 42 44 45 48 5 52 54 5 Y 42 44 45 48 B H2 R4 B8 4 42 44 45 48 & 52 B4 &G
Counts vs. Acquisition Time [min) Counts vs. Acquisition Time [min] Counts vz, Acquisition Time [min]

4542
4w

4134

4 42 44 45 45 5 52 54 5B
Counts ws. Acquisition Time [min]

Fig 12.-Cromatogramas de la microesfera la a las 6 horas, 1y 5 diasy 1,23y 4
semanas
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Masa total de la formulacidon:

Suma de areas

M Total formulacién (pg)= 102,8

Muestra Area (NZ+2) Muestra Area (NZ+2)
11a(6h) | NZ | 82267324 | 121575987 | 11a(2w) | NZ | 10899392 | 16764525
Z | 39308663 Z 5865133
11a(1d) | NZ | 4886030 7179102 11a(3w) | NZ 1643493 2398605
YA 2293072 YA 755112
11a(5d) | Nz | 6083474 | 8797385 | I11a(4w) | Nz - 554180
YA 2713911 YA 554180
lla(lw) | NZ | 3800070 | 5409381
Z 1609311
Tabla de resultados:
Tiempo Dias Area Conc vm MTotal MTotal %
(ppm) (ml) retirada (pg) | cedida (pg) | cedido
6 h 0,25 121575987 | 4,660 0,5 2,3300 13,980 13,599
1d 1 7179102 0,279 0,5 2,4696 3,168 3,081
5d 5 8797385 0,341 0,5 2,6402 3,493 3,398
1w 7 5409381 | 0,211 | 05 2,7460 3,275 3,186
2w 14 16764525 0,646 0,5 3,0691 4,685 4,557
3w 21 2398605 0,096 0,5 3,1172 3,358 3,266
4w 28 554180 0,026 0,5 3,1300 3,194 3,107
Curva de cesidn:
Microesfera la
15,000 -
10,000
5,000
0,000 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
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4.2.5 Microesferas lla

De igual forma que en los casos anteriores, para las microesferas lla se realiza el
analisis mediante HPLC-HRMS. Asi, cabe destacar que en la muestra correspondiente a
las 6 horas se observa casi la misma cantidad de NZ que de Z. A medida que transcurre
el tiempo, se observan cantidades muy variables de estos compuestos, habiendo
alteraciones en las cantidades de NZ y Z liberadas.

Finalmente, a las 4 semanas se aprecia un importante aumento de la cantidad de Z
frente a la de NZ.

4534
6h 1d 5d
LOR—
- i i o P e e e s e e e - _ b L e | e b e A e
1 42 44 45 48 5 52 54 EE I 42 44 45 48 & ©£2 54 5g 1 42 42 46 48 5 A2 54 66
Caurts wvs. Acquistion Time [min] Counts vs. Acquisition Time: (min) Counts vs. Acquisition Time: [min)
4529
Lw 4512 4528
2w 3w
T J\ i
4 42 44 45 48 5 52 54 5B 4 42 44 45 48 5 52 54 56 4 42 44 46 48 5 52 54 5B

Courts ws. Acquizition Time [rin] Counts v, Acquisition Time [min) Caurts vs. Acquisition Time [min]

4527

ij

f\M T

4 42 44 45 48 5 52 54 &E
Counts vs. Acquisition Time [mir)

Fig 12.-Cromatogramas de la microesfera lla a las 6 horas, 1y 5diasy 1,2,3y 4
semanas
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Masa total de la formulacidon:

Suma de areas

M Total formulacion (pg)= 102,8

Muestra Area (NZ+2) | Muestra Area (NZ+2)
11a(6h) | NZ | 356981 | 705946 | lla(2w) | NZ 43960 178802
z 348965 Z 134842
I1a(1d) | NZ | 278827 | 612430 | 11a(3w) | NZ | 228294 | 487517
z 333603 Z 259223
11a(5d) | NZ | 264221 | 484163 | 1la(4w) | NZ | 24302 121353
Z 219942 Z 97051
11a(lw) | NZ | 98182 358888
y4 260706
Tabla de resultados:
Conc MTotal MTotal %
Tiempo Dias Area (ppm) Vm retirada ( ug) | cedida (pg) | cedido
6 h 0,25 705946 | 0,031 0,5 0,0157 0,094 0,095
1d 1 612430 | 0,028 0,5 0,0296 0,099 0,100
5d 5 484163 | 0,023 0,5 0,0410 0,098 0,099
1w 7 358888 | 0,018 0,5 0,0501 0,095 0,096
2w 14 178802 | 0,011 0,5 0,0557 0,084 0,084
3w 21 487517 | 0,023 0,5 0,0672 0,125 0,125
4 w 28 121353 | 0,009 0,5 0,0717 0,094 0,095
Curva de cesidn:
Microesfera lla
0,140
0,120
0,100 -
0,080
0,060
0,040
0,020
0,000 T T T T 1
0 10 15 20 25 30
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4.2.6 Resumen de resultados: Microesferas

En la curva de cesién de Microesferas la destaca la maxima liberacion del
principio activo a las 6 horas (% cedido= 13,599). Acto seguido se produce un rapido
descenso de la liberacién del mismo (% cedido= 3,081).

Tiempo % cedido

6 h 13,599
1d 3,081
5d 3,398
1w 3,186
2w 4,557
3w 3,266
4w 3,107

Tabla 6.- Porcentaje cedido de principio activo con respecto al tiempo para la
Microesfera la.

En cuanto a la curva de cesion de Microesferas lla, observamos una liberacion
mas gradual aunque con un mayor numero de fluctuaciones.

Tiempo % cedido

6h 0,095
1d 0,100
5d 0,099
1w 0,096
2w 0,084
3w 0,125
4w 0,095

Tabla 6.- Porcentaje cedido de principio activo con respecto al tiempo para la
Microesfera lla.
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4.3 Discusion

Tras estudiar y analizar los datos de los ensayos de cesién para cada uno de los
sistemas biodegradables (Implante la, Implante lla, Microesfera la y Microesfera lla),
se ha observado lo siguiente:

- En primer lugar, una cesién gradual en alguna de las formulaciones (Implante
la y Microesfera lla) aunque los valores de compuestos no son adecuados.

- En segundo lugar, se puede apreciar una cantidad maxima liberada de
principio activo a tiempos muy cortos Implante lla ( 1 semana) y Microesfera la
(6 horas) que hacen poco adecuado estas formulaciones para ensayos con
implantes dseos a largo plazo.

Sistema biodegradable % cedido

Implante lla (1w)= 0,488
Microesfera la (6h)= 13,599

Tabla 7.- Porcentaje cedido de principio activo para las formulaciones: Implante
lla y Microesfera la.

Esto puede deberse a la interaccidn entre el principio activo y los componentes de
implantes y microesferas debido al equilibrio lactona-enamina que presentan este
tipo de alcaloides.

- Por ultimo, es de interés conocer el porcentaje total de cantidad de principio
activo cedida al medio para cada una de las formulaciones; destacando la
Microesfera la (% total= 34,159). Sin embargo, tal y como se menciond
anteriormente seria una formulacién poco adecuada dado a que su maxima
liberacion tiene lugar a las 6 horas.

Sistema % Total
biodegradable
Implante la 0,983
Implante lla 1,788
Microesfera la 34,195
Microesfera lla 0,693

Tabla 8.- Porcentaje total cedido de cada una de las formulaciones.
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5. Conclusion

Los ensayos ponen de manifiesto las formulaciones, y la composicion de las
misma, realizadas hasta el momento no son las mas adecuadas para realizar los
ensayos de larga duracion in vivo dado a la presencia de fluctuaciones en las
cantidades cedidas de los principios activos. A la vista de los datos, estas formulaciones
no nos garantizan una cesion continuada y controlada a lo largo del tiempo y por tanto
se debe replantear su composicion.

Para evitar estas fluctuaciones se propone la reformulacién de microesferas e
implantes, trabajo que se esta realizando actualmente, con el fin de conseguir una
cesion mas estable y duradera.
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