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Abstract

Glaucoma is a chronic, gradual and very serious neurodegenerative disease, and its natural course is blindness.
In fact, it is the leading cause of irreversible blindness in the world. Current treatments have several
limitations, such as limited bioavailability and low protection of the optic nerve. Therefore, in this work the
development of a formulation containing second-generation lipid nanoparticles, known as nanostructured
lipid carriers (NLCs), loaded with a natural flavonoid poorly soluble in water has been undertaken. For the
synthesis of these NLCs, the hot high-pressure homogenization method has been used, where a high amount
of energy is applied. Using the optimized formulation, the HET-CAM test was performed, an in vitro ocular
tolerance test on embryonic eggs, classifying the formulation as practically non-irritating.

Keywords: flavonoid, NLC (nanostructured lipid carriers), eye, HET-CAM test.

Resumen

El glaucoma es una enfermedad neurodegenerativa crénica, gradual, muy grave, y su curso natural es la ceguera.
De hecho, es la principal causa de ceguera irreversible en el mundo. Los tratamientos actuales tienen una serie
de limitaciones, como son la biodisponibilidad limitada y la baja proteccion del nervio éptico. Por tanto, en este
trabajo se lleva a cabo el desarrollo de una formulacién que contiene nanoparticulas lipidicas de segunda gene-
racion, conocidas con el nombre de «transportadores lipidicos nanoestructurados» (de las siglas en inglés de
nanostructured lipid carriers, NLC), cargadas con un flavonoide natural que es muy poco soluble en agua. Para la
sintesis de estos NLC se ha utilizado el método de homogenizacion de alta presion en caliente, donde se aplica
una elevada cantidad de energia. Utilizando la formulacién optimizada se ha llevado a cabo la prueba HET-CAM,
un ensayo de tolerancia ocular in vitro en huevos embrionados, clasificando la formulacién como practicamente
no irritante.

Palabras clave: flavonoides, NLC (transportadores lipidicos nanoestructurados), ojo, test HET-CAM.

Resum

El glaucoma és una malaltia neurodegenerativa cronica, gradual, molt greu, i el seu curs natural és la ceguera. De fet,
és la principal causa de ceguera irreversible al moén. Els tractaments actuals tenen una série de limitacions, com sé6n
la biodisponibilitat limitada i la baixa proteccid del nervi dptic. Per tant, en aquest treball es porta a terme el desen-
volupament d’una formulacié que conté nanoparticules lipidiques de segona generacid, conegudes amb el nom de
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«transportadors lipidics nanoestructurats» (de les sigles en anglés de nanostructured lipid carriers, NLC), carregades
d’un flavonoide natural que és molt poc soluble en aigua. Per a la sintesi d’aquests NLC s’ha utilitzat el métode d’ho-
mogeneitzacié d’alta pressi6 en calent, on s’aplica una elevada quantitat d’energia. Fent servir la formulacié optimit-
zada s’ha dut a terme el test HET-CAM, un assaig de tolerancia ocular in vitro en ous embrionats, classificant la for-
mulaci6 com a practicament no irritant.

Paraules clau: flavonoides, NLC (transportadors lipidics nanoestructurats), ull, test HET-CAM.

1. Introduccio

«Glaucoma» és un terme utilitzat per descriure un grup de trastorns que tenen en comu una degene-
racio6 progressiva del nervi optic que causa dificultats visuals i eventualment ceguera. Collectivament,
el glaucoma és la principal causa de ceguera irreversible al mén. La pressio intraocular elevada és un
factor de risc important per molts dels tipus de glaucoma (Wiggs i Pasquale, 2017). La majoria dels
casos sén asimptomatics fins que la lesié del nervi optic avanca i es desenvolupa la pérdua del camp
visual. Podem classificar el glaucoma segons I'existéncia d’obstruccié al sistema de drenatge de I'hu-
mor aquos, com glaucoma d’angle obert o d’angle tancat. Quan el drenatge de '’humor aqués no és el
correcte, en la cambra anterior de I'ull es produeix un augment de la pressio, que es transmet a la
cambra posterior (humor vitri) i produeix una disminuci6 del flux sanguini de la retina. Aixo, alhora,
produeix una mala irrigacid arterial de la papil-la optica que es tradueix en una degeneraci6 progres-
siva de les fibres del nervi optic i, per tant, en una ceguera progressiva (Lora i Andr, 2005).

El tractament del glaucoma depén de la causa, dels factors de risc, de la gravetat i del tipus de
glaucoma (Yadav, Rajpurohit i Sharma, 2019). Un dels factors de risc és I'elevada pressié intraocular
de l'ull, de manera que ens interessa reduir aquesta pressié per aturar la progressio del curs de la
malaltia. La reducci6 de la pressio intraocular es pot realitzar mitjancant diversos métodes, és a dir,
amb tractament laser, cirurgia i tractament farmacologic. Dins del tractament farmacologic s’inclo-
uen farmacs de diverses classes, com ara analegs de les prostaglandines, 3-blocadors, inhibidors de
I'anhidrasa carbonica, agonistes adrenergics, miotics i agents hiperosmotics. Aquests farmacs o bé in-
crementen el drenatge del fluid de I'ull o bé disminueixen la producci6 d’aquest fluid (McAlinden, 2014).
Malgrat aixo, el glaucoma mai no es pot curar completament.

El desenvolupament de la nanotecnologia ha canviat el panorama cientific de la indudstria
sani- taria i ha donat lloc a noves aproximacions quant a medicaments i alliberament de farmacs. A
més, aplicar la nanotecnologia en oftalmologia ha permes el desenvolupament de nous sistemes
d’allibe- rament de farmacs, com les nanoparticules pel tractament de diverses malalties oculars.
Aquestes nanoparticules, doncs, s’utilitzen com a vehicles per als farmacs per ser alliberats (Soni i
Yadav, 2015). Dins de les nanoparticules biodegradables es troben les nanoparticules lipidiques i,
concretament, els NLC, que proporcionen una serie d’avantatges, com lincrement de la
biodisponibilitat i un alliberament perllongat del farmac. En aquest treball s’ha incorporat als NLC
un flavonoide d'origen natural insoluble en un medi aquéds. Aquest flavonoide natural
presenta propietats neuro- protectores que podria alentir la progressié del curs de la malaltia
(Youdim et al, 2002). Un dels principals efectes adversos de les formulacions oftalmiques és
la irritacié ocular; per tant, per avaluar si la formulacié és o no irritant a nivell ocular s’ha
utilitzat una alternativa del test de Draize, que és el test HET-CAM, un assaig econdmic i
sensible que utilitza ous de gallina embrionats (Gilleron et al, 1996). El test HET-CAM és un
assaig establert per a irritacions oculars i ha demostrat una bona cor-relaci6 amb el grau
d’irritacié ocular in vivo (Hagino et al, 1999;the hen’s egg test-chorioallantoic membrane
(HET-CAM Gupta et al, 2010), donat que la xarxa vascular funcional de la placenta de
I'embrié del pollastre s’aproxima a la vasculatura ocular humana. Aquest assaig constitueix una
téc-nica in vitro, tot i que no substitueix els estudis in vivo, pero ens serveix a priori per saber si
una substancia és potencialment irritant a nivell ocular o no.
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2. Disseny

2.1. Marc teoric

2.1.1. Anatomia de I'ull

Per comprendre el glaucoma, primer s’ha d’entendre quina és la funci6 de I'ull. La figura 1 presenta
un esquema per identificar les parts més importants de 'ull. L'esclerotica és una capa blanca i resis-

tent que serveix per protegir I'ull; part d’aquesta es pot observar davant de I'ull. La conjuntiva és una
membrana transparent i delicada que cobreix 'esclerotica.

Figura 1. Estructura de 'ull huma (basat en Brill Pharma).

En la part anterior de I'ull es troba la cornia, que és la part transparent de la capa protectora de
I'ull que permet I'entrada de la llum. Liris és la part acolorida de I'ull que es contrau i es dilata, i aixi
regula la quantitat de llum que entra a l'ull. La llum travessa la pupilila fins al cristalli, que enfoca la
llum a la retina (part posterior de I'ull). Les fibres nervioses de la retina transporten la informaci6 al
cervell a través del nervi dptic, que és on es formara la imatge.

El segment anterior de I'ull esta ple d'un liquid transparent anomenat humor aqués produit pel cos
ciliar. Aquest liquid surt de I'ull a través de la pupil-la per ser absorbit cap al torrent sanguini mitjangant el
sistema de drenatge de I'ull (una malla de canals de drenatge que es troba al voltant de la vora externa de
l'iris). Un drenatge adequat ajuda a mantenir la pressié ocular en un nivell normal. La produccif, el flux i
el drenatge d’aquest liquid és un procés actiu i continu necessari per a la salut de I'ull. La pressi6 interna
de I'ull (pressié intraocular) depen de la quantitat de liquid que hi hagi a I'ull. Si el sistema de drenatge
funciona apropiadament, el liquid pot drenar-se lliurement sense acumular-se (Portillo, 2001).

2.1.2. Glaucoma

El glaucoma és una malaltia neurodegenerativa comuna que afecta les cellules del gangli6 de la reti-
na (RGCs) i els seus axons. Es la segona causa de ceguera cronica i la principal causa de ceguera irre-
versible a escala mundial (Tham et al.,, 2014). L'etiologia del glaucoma és desconeguda, pero s’han
identificat diversos factors de risc importants, incloent-hi la pressié intraocular elevada degut a un
desequilibri entre la produccié i la sortida de 'humor aqués (Henderer i Rapuano, 2006; Porth, 2007).
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El resultat final de la lesi6 del nervi optic és la mort de les RGCs i, en la majoria dels casos, sembla que
es produeix per vies d’autodestruccié apoptotica (Fu et al.,, 2009). Els primers canvis en I'estructura
dendritica de les RGCs tenen conseqiiéncies critiques sobre 'eficacia sinaptica i podrien ser la base
dels déficits funcionals en el glaucoma. Aix0 es tradueix en una pérdua del camp visual progressiva a
mesura que avanga el curs de la malaltia. Per altra banda, les dones es veuen més afectades pel glau-
coma per la seva major prevalenca de glaucoma d’angle tancat, aixi com per la seva longevitat relati-
vament més gran. Com que s’estima que les dones presenten el doble de deficiéncia visual i ceguera
en general, en comparaci6 amb els homes, s’hauria de prestar especial atenci6 al lliurament de ser-
veis d’atencié ocular a les dones (Quigley i Broman, 2006).

En un ull sa, el fluid que surt cap a fora a través de I'angle de drenatge manté una pressié esta-
ble. Ara bé, si I'angle de drenatge es troba bloquejat, el fluid no podra sortir de I'ull, de manera que
s’'incrementara la pressi6 intraocular. S’ha trobat que hi ha dues categories principals de glaucoma: el
glaucoma d’angle obert i el glaucoma d’angle tancat (figura 2). El terme «angle» fa referencia a 'angle
de drenatge intern de I'ull que controla la sortida del fluid produit continuament dins de 1'ull. Si el
fluid aconsegueix accedir a I'angle de drenatge, estarem davant d’'un glaucoma d’angle obert; en can-
vi, si 'angle de drenatge es troba bloquejat i el fluid no aconsegueix arribar-hi, estarem davant d'un
glaucoma d’angle tancat (Boyd, 2019).

Figura 2. Glaucoma d’angle obert (esquerra) i glaucoma d’angle tancat (dreta)
(basat en Glaucoma Research Foundation).

2.1.2.1. Glaucoma d’angle obert

Aquest tipus de glaucoma no presenta signes d’adverténcia ni simptomes obvis durant les primeres
etapes. A mesura que la malaltia progressa, es desenvolupen punts cecs en la visié periférica lateral.
La majoria de persones amb glaucoma d’angle obert no noten cap canvi en la seva visio fins que el
dany és bastant greu.

2.1.2.2. Glaucoma d’angle tancat

Les persones amb risc de desenvolupar glaucoma d’angle tancat en general no mostren simptomes
abans d’un atac. Alguns simptomes inicials d'un atac poden incloure: visi6é borrosa, halo de llum, mals
de cap lleus o dolor en l'ull.

Un atac de glaucoma d’angle tancat inclou els segiients simptomes:

e Dolor sever al'ull o al front.

¢ Envermelliment de I'ull.

e Disminucio6 de la visi6 o visié borrosa.
e Halo de llum.

e Mal de cap.
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¢ Nausees i/o vomits.
D’entre els factors de risc destaquem:

e >40 anys.

e Antecedents amb glaucoma.

¢ Ascendéncia africana, hispana o asiatica.

¢ Pressio intraocular elevada.

e Hipermetropia o miopia.

e Lesions de I'ull previes.

o Us perllongat d’esteroides.

e Tenir la cornia prima al centre.

e Sofrir un estretament del nervi optic.

e Patir diabetis, HTA, migranya, mala circulacié de la sang i altres problemes de salut que
afectin tot el cos.

Els objectius més recents del tractament del glaucoma sén evitar el dany glaucomatés i el dany
nervios, i preservar el camp visual i la qualitat de vida total dels pacients, amb els minims efectes
adversos (Lora i Andr, 2005). Aixo requereix técniques de diagnostic apropiades i examens de segui-
ment, i una selecci6 judiciosa de tractaments per al pacient. Si bé la pressi6 intraocular és tan sols un
dels principals factors de risc per al glaucoma, actualment la base del tractament del glaucoma con-
sisteix a reduir-la a través de diversos farmacs i/o técniques quirtrgiques. Alguns exemples de far-
macs utilitzats en el glaucoma sén (Lora i Andr, 2005; Bowling, 2016):

¢ Agonistes a-adrenergics: disminueixen la produccié d’humor aqués i n"augmenten el dre-
natge. Exemples: brimonidina, apraclonidina.

¢ Antagonistes f3-adrenergics: disminueixen la produccié d’humor aqués. Exemples: timo-
lo], betaxolol.

¢ Inhibidors de I'anhidrasa carbonica: disminueixen la produccié d’humor aqués. Exemples:
dorzolamida, brinzolamida.

¢ Miotics: augmenten el drenatge de 'humor aquéds. Produeixen miosi i acomodacié. Exem-
ples: pilocarpina, carbacol.

¢ Analegs de la prostaglandina: augmenten el drenatge de ’humor aqués per via uveoes-
cleral. Exemples: latanoprost, bimatoprost.

2.1.3. Flavonoides

El glaucoma és una malaltia neurodegenerativa multifactorial; per tant, una possible estratégia tera-
péutica seria I'tis de substancies amb activitat neuroprotectora per tal de frenar la progressi6 de la
malaltia. En aquest sentit, els flavonoides poden constituir un candidat adequat per al tractament
del glaucoma.

El flavonoide d'origen natural té un baix pes molecular que pertany a la classe
estructural 2-fenilbenzopiranona. En el seu estat pur, presenta estructures en forma d’agulles
grogues. Es practicament insoluble en aigua, moderadament soluble en alcohol calent i soluble en
KOH i DMSO diluits. També és incompatible amb agents oxidants forts (Corradini et al., 2010).

Durant segles s’han utilitzat els flavonoides d'origen natural amb fins medicinals.
Per exemple, la flor de la passioé (Passiflora caerulea), que conté nivells elevats de flavonoides,
s’ha utilitzat de manera eficagc en el tractament de I'asma, linsomni intransigent, la
malaltia de Parkinson i la neuralgia. Els flavonoides sén un component important
també de la camamilla (Matricaria chamomilla), que es reconeixen per
les seves propietats antiespasmodiques, antiinflamatories, calmants, antibacterianes,
antial-lergiques i antitu-morals (Hirano, Oka i Akiba, 1989; Cazarolli et al.,, 2008).
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2.1.4. Nanoparticules

L'ull és inic quant a la seva naturalesa anatdmica i fisiologica i els seus mecanismes de defensa. Aixo
fa que l'orientacié de medicaments cap als teixits oculars sigui un dels majors reptes en I'administra-
ci6 de medicaments. La instil-laci6 topica de medicaments a través de gotes per als ulls és la via d’ad-
ministracié més important i ben acceptada per al tractament de diversos trastorns oculars, com el
glaucoma (Almeida et al.,, 2014).

Les formulacions farmaceutiques convencionals, com les solucions i suspensions, tenen molts
inconvenients, exemplificats per I'eliminacié precornial rapida, el drenatge per gravetat, el recanvi
normal de llagrimes, la instil-lacié freqilient, el metabolisme enzimatic, el drenatge nasolacrimal, I’ab-
sorcié conjuntival i I'abséncia d’alliberaci6 controlada i de propietats bioadhesives. El temps de resi-
dencia de la majoria de solucions oculars convencionals és de 5 a 25 minuts, i tan sols s’absorbeix de
1'1 al 10 % del farmac aplicat topicament (Almeida et al., 2013; Taha et al., 2014). A més, una gran part
del farmac absorbit pot arribar a la via sistémica i produir efectes adversos sistemics. La limitada
permeabilitat de les membranes oculars contribueix a la baixa absorci6 de farmacs oculars, que im-
plica una curta durada de l'efecte terapéutic i requereix un régim de dosificaci6 freqiient.

Una possible estrategia per augmentar o perllongar el temps de contacte de les formulacions
oftalmiques amb els teixits oculars és utilitzar nanoparticules carregades amb el principi actiu.

Les nanoparticules es defineixen generalment com a particules amb una dimensié compresa
entre 1 i 1.000 nm. Aquesta definici6 les situa en un domini similar al de les particules ultrafines
com un subconjunt de particules col-loidals (Christian et al, 2008; Lungu et al, 2015). Un sistema
col-loidal és en general un sistema de dues fases format per un medi dispersant i un medi dispers. El
coneixe-ment de les propietats i caracteristiques de les nanoparticules ha fet possible aplicar-les en
diverses tecnologies en arees com l'electronica i la medicina, entre d’altres.

2.1.5. Nanoparticules lipidiques

Dins de les nanoparticules trobem les que s6n de naturalesa lipidica, que s’utilitzen com a sistemes
d’alliberament de medicaments. Aquestes nanoparticules es poden obtenir a partir de lipids solids
o una barreja de lipids solids i liquids, i s’estabilitzen amb emulsionants. Per tant, les
nanoparticules formen part dels sistemes d’alliberament, és a dir, sistemes que transporten
substancies d’interes, com els farmacs.

Les nanoparticules lipidiques tenen molts avantatges en comparacié amb altres sistemes
de particules, com per exemple:

e Facilitat de producci6 a gran escala.

e Biocompatibilitat i biodegradabilitat dels materials.

¢ Baix potencial de toxicitat.

e Possibilitat d’alliberament controlat i modificat dels medicaments.
¢ Millor solubilitat farmacologica.

¢ Possibilitat d’incorporar farmacs tant hidrofils com lipofils.

Els parametres més importants en la caracteritzacié sén: la mida de les nanoparticules, la poli-
dispersio, el potencial Z, el polimorfisme, el grau de cristallitzacio, la carrega de farmacs, I'eficiencia
d’encapsulacié (EE) i I'alliberaci6 de farmacs (Magalhaes et al.,, 2020). En general podriem dir que, en-
tre les raons més importants d’utilitzar les nanoparticules lipidiques com a alternativa a les nanoparti-
cules polimeriques, hi trobem la facilitat de producci6 a gran escala i el seu baix potencial de toxicitat.

La primera generacié de transportadors basats en lipids van ser les nanoparticules solides
lipidiques (SLN), que es formulen, com el seu nom indica, a partir de lipids solids a temperatura
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corporal i estabilitzats amb emulsionants. Les SLN tenen nombrosos avantatges, entre els quals
destacariem:

e Protecci6 dels farmacs enfront de condicions ambientals desfavorables.
¢ Facilitat de la producci6 a gran escala mitjangant técniques

e d’homogeneitzacié d’alta pressid.

¢ Biocompatibilitat.

e Biodegradabilitat.

Ara bé, també hi podem trobar alguns inconvenients:

e Baixa eficiéncia de carrega de farmacs degut a la seva estructura cristallina perfecta.

¢ Possibilitat d’expulsio dels farmacs degut al procés de cristal-litzacié durant les condicions
d’emmagatzematge.

e Alliberament d’esclat inicial.

En les SLN els farmacs s’orienten entre les cadenes d’acids grassos, i durant els periodes d’em-
magatzematge i durant els canvis polimorfics hi ha una tendencia a I'expulsié del farmac dissolt pre-
viament en les NP.

2.1.6. Transportadors lipidics nanoestructurats

Per tal de superar les limitacions de les SLN es va dissenyar una nova generacié de nanoparticules li-
pidiques que son els transportadors lipidics nanoestructurats (NLC), formats a partir de la barreja de
lipids solids i liquids, amb una matriu solida amorfa (figura 3). La matriu resultant dels NLC mostra
una disminuci6 del punt de fusié en comparacié amb el lipid solid original, perd la matriu continua
sent solida a temperatura corporal (Garzon et al., 2008). Segons la forma de producci6 i la composi-
ci6 de la barreja de lipids, s’obtenen diferents tipus d’'NLC.

Figura 3. Esquema de les SLN i els NLC que mostra la ubicacié del farmac
dins la matriu lipidica (basat en Ghasemiyeh i Mohammadi-Samani, 2018).
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TAULA 1. AVANTATGES DELS NLC RESPECTE LES SLN [ INCONVENIENTS
DELS NLC (MULLER, RADTKE I WISSING, 2002; TRUJILLO I WRIGHT, 2010).

Increment de la capacitat de carrega de . L .
Pocs estudis toxicoldgics sobre la retina.

farmacs.
La mida de les particules, la carrega, el temps
Eviten I'’expulsio del farmac en condicions d’exposicio i la concentracié de farmacs so6n
de produccid i emmagatzematge. també factors importants en la toxicitat de la

retina.

La majoria d’estudis només van ser d’avaluaci6

Alliberament perllongat del farmac. o
in vitro.

Proteccio del farmac.

Estabilitat fisicoquimica a llarg termini.

2.2. Meétodes experimentals

2.2.1. Materials

Com s’ha comentat anteriorment, els NLC estan formats per una barreja de lipids solids i liquids. En
el present treball es van seleccionar dos lipids quimicament diferents, el Precirol® ATO 5 com a
lipid solid i un oli essencial d'origen natural com a lipid liquid, perqué tenen bona miscibilitat a
la tempe-ratura desitjada i amb el principi actiu, sén estables, no soén irritants i no presenten
toxicitat. Es va escollir el Tween® 80 com a agent humectant.

El Precirol® ATO 5 és una barreja de mono-, di- i triglicerids de 'acid palmitic (C16) i I'acid
estearic (C18). Es tracta d’'una pols de color blanc amb un punt de fusié entre 50 °C i 60 °C (Gattefossé
Pharmaceuticals, 2020) que és compatible i miscible amb el flavonoide i l'oli d'origen natural.
Es un lipid d’ampli Gs com a agent modificador de lalliberacié de farmacs i formador de
matrius lipidiques (Bonillo Martinez, Margarit Bellver i Rodriguez Galan, 2017).

Loli d'origen natural destaca per les seves propietats nutritives. Pot ser aprofitat,
per exemple, pel seu alt contingut en acids grassos poliinsaturats, tals com el linoleic i el
linolenic, indispensables per a la regeneracid de cel-lules noves, o com per exemple per mantenir
la frescor de la pell, combatre infeccions i tractar diferents malalties (Raut i Karuppayil et al,
2014). En el nostre cas no esta aprovat per les agencies reguladores per a la via ocular. Caldra fer
més estudis per demostrar si és apte per formar part de diverses formes farmaceutiques.

Per altra banda, trobem el Tween® 80, conegut també com polisorbat 80, que és un humectant
que facilita I'estabilitzacié de la formulacié d’NLC. Es un liquid groc viscés que no és irritant per a
pells i mucoses. Per altra banda, s’ha vist que incrementa la permeabilitat de la formulaci6 a través
dels vasos (Imperiale et al., 2018).

2.2.2. Preparacio dels transportadors lipidics nanoestructurats

Per a la preparaci6 dels NLC es va fer servir el métode d’homogeneitzaci6 a alta pressio6 en calent (fi-
gura 4) d’acord amb Souto et al. (2005), que és el més utilitzat per a I'obtencié dels NLC, pel fet que
pot ser facilment escalat a nivell industrial. En aquest metode s’apliquen elevades quantitats d’ener-
gia que generen una forga de tall important, una turbulencia i una cavitacié al material oli6s, i poden
processar dispersions de fins al 40 % de lipids, cosa que dona lloc a NLC amb baix IP (Jenning, Thiine-
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mann i Gohla, 2000). En general s’afavoreix la formacié de particules fines incrementant la tempera-
tura, la pressio i/o el nombre de cicles d’homogeneitzacio.

Es van preparar per separat les dues fases constituents de la formulacid: la fase aquosa amb el
tensioactiu Tween® 80 i aigua MilliQ, i la fase oliosa amb el lipid solid (Precirol® ATO 5) i el lipid
liquid (oli d'origen natural). Les dues fases es van escalfar fins als 80 °C, temperatura en la qual
els dos lipids es fonen i formen una uUnica fase. A continuaci6 es va dispersar la fase aquosa
sobre l'oliosa i es va agitar a alta velocitat amb I'Ultraturrax T10 Basic per formar una
preemulsi6 que des-prés es va passar a I'homogeneitzador d’alta pressi6 FPG 12800, amb
les condicions de produccié de 80 ‘C. Lhomogeneitzador es va engegar 30 minuts abans de
comengar la preparacié per permetre la recirculacié d’aigua MilliQ calenta a 80 °C. Finalment, la
nanoemulsié obtinguda es va refredar fins a temperatura ambient, recristal-litzant el lipid i formant
els NLC.

Figura 4. Esquema del métode d’homogeneitzaci6 a alta pressié en calent dels NLC.
Fase aquosa: H,0 MilliQ + Tween® 80; fase oliosa: Precirol® ATO 5 + oli essencial
d'origen natural.

2.2.3. Caracteritzacio dels transportadors lipidics nanoestructurats
2.2.3.1. Mida i index de polidispersié

Un cop preparats els NLC es va esperar 24 hores abans de dur a terme la caracteritzaci6 fisicoquimi-
ca, per assegurar que la nanoparticula finalitzés el procés de solidificacio, de manera que totes les na-
noparticules estiguessin correctament formades.

La mida mitjana i I'IP dels NLC es van determinar mitjancant espectroscopia de correlacié fo-
tonica amb el Zetasizer Nano ZS a temperatura ambient, utilitzant cubetes de poliestiré d'un sol s
després d’una diluci6 d’1:10 NLC amb aigua MilliQ.
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2.2.3.2. Eficiéncia d’encapsulacio

Leficiencia d’encapsulacié (EE) es defineix com el percentatge de massa del farmac contingut en els
NLC en relacié amb la massa total del farmac del sistema (dins i fora dels NLC) (Sponton, 2016; Sudrez
i Brito, 2020). La mesura de I'EE es va realitzar amb un cromatdgraf liquid d’alta eficacia (high perfor-
mance liquid chromatography, HPLC) Waters, compost per una bomba Waters 600 Controller, I'injec-
tor Waters 717 Plus Autosampler i un detector Waters 2996 Photodiode Array Detector.

¢ Fase mobil:
e A - Acid acetic 2 %.
e B > Metanol.
e Columna: Kromasil 100-5-C18 d’un diametre de 4,6 x 150 mm.
¢ Longitud d’ona (A): 300 nm.
¢ Fluxisocratic: 0,9 mL/min.

LEE es calcula amb I'equaci6 1:

Ctotal - Clliure . 100 (Eq. 1)

total

EE (%) =

2.2.3.3. Disseny factorial central dels transportadors lipidics nanoestructurats

Per tal d’optimitzar la formulacié dels NLC amb un minim nombre d’experiments es va seleccionar un
disseny factorial central de 33 per estudiar I'efecte de 3 variables independents: nombre de cicles,
temps d’Ultraturrax i pressi6 d’homogeneitzacid, en la mida mitjana (mesurada per espectroscopia
de correlacié fotonica) i en I'IP dels NLC (Sankalia et al, 2004;calcium chloride concentration and
hardening time on % entrapment, time required for 50% (T50 Colombo, 2017).

L'analisi de les dades per a la selecci6 de la formula optimitzada es va realitzar mitjangant el
software Statgraphics XVIIL

2.2.4. Estudi de tolerancia ocular: test HET-CAM

El test HET-CAM és una alternativa al test de Draize ocular in vivo per a la deteccié de productes po-
tencialment irritants en la mucosa ocular (MB Research Labs, 2019). S’ha demostrat que aquest test
és un metode qualitatiu per avaluar la irritabilitat potencial dels productes quimics. La membrana
corioallantoide (CAM) és un teixit complet que conté artéries, venes i capillars, i és técnicament facil
d’estudiar. Respon davant de les lesions amb un procés inflamatori similar al que s’observaria al tei-
xit conjuntival dels ulls dels conills. La seva vascularitzacié ben desenvolupada proporciona un mo-
del ideal per a estudis d’irritacié ocular (Sanchez Lopez, 2018). Els compostos per assajar es posen
en contacte amb la membrana corioallantoide de 'ou de gallina. L'aparici6 de les lesions vasculars o
de coagulacié en resposta a un compost és la base per emprar aquesta técnica com a indicacié de pro-
babilitat que el producte danyi les membranes mucoses (especialment I'ull) in vivo.

Per realitzar I'assaig es van utilitzar ous de gallina embrionats de 10 dies. Es retira acurada-
ment la closca de 'ou i s’elimina la membrana testacia. A continuaci6 s’humiteja la membrana amb
una solucié de NaCl al 0,9 % a temperatura ambient sense danyar cap vas sanguini subjacent amb el
forceps. Després es retira 'excés de NaCl. Seguidament es dosifica 300 pL de mostra o controls i s’ob-
serva continuament durant 5 minuts per si hi ha aparicié d’hemorragia, lisi i/o coagulacié.
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El potencial irritant ocular es pot calcular mitjangant I'equaci6 2:

o< (B801-H) -5 (301-1)-7 (301-C)-9

(Eq. 2)
300 300 300

H és el temps (en segons) per a l'aparicié de 'hemorragia, V és el temps (en segons) per a
'aparici6 de la vasoconstriccié i C el temps (en segons) per a 'aparicid de la coagulacié. Finalment es
classifica la formulacié d’acord amb I'index d’irritacié ocular (I10) (taula 2).

TAULA 2. CLASSIFICACIO DELS PRODUCTES D’ACORD AMB LII0.

0-0,9 Practicament NO irritant
1-4,9 Lleugerament irritant
5-8,9 Moderadament irritant
9-21 [rritant

En considerar la «Reduccid, Refinament i Reemplagament» de I'experimentacié amb animals,
és molt important reconéixer que la prova d’ous embrionats és un cas limit entre sistemes in vivo i in
vitro, i no entra en conflicte amb aspectes etics i legals, especialment les lleis de proteccié animal
(Kishore et al,, 2008) the potential irritancy of compounds was evaluated by observing adverse
chan- ges that occur in chorioallantoic membrane CAM.

3. Resultats

A partir de la metodologia descrita al bloc 2.2 s’obtenen formulacions de transportadors lipidics na-
noestructurats carregats de flavonoide amb un valor de la mida mitjana inferior a 200 nm, un index
de polidispersid inferior a 0,2 i una eficiéncia d’encapsulaci6 al voltant del 99 %.

Al test HET-CAM es va assajar el flavonoide per si mateix i els NLC carregats amb el flavonoide,
en ous de gallina embrionats de 10 dies amb un pes compres entre 50 g i 60 g (Katiyar et al., 2014).

Ala figura 5 es mostra el control negatiu i els controls positius de I'assaig, que es basen en els
mateixos compostos que els emprats en I'estudi realitzat per I'equip d’Alvarado et al. (2015). El con-
trol negatiu representa una soluci6 fisiologica formada per NaCl al 0,9 % i s’observa clarament que
no apareix cap signe d’hemorragia, vasoconstricci6 i/o coagulacié (figura 5, A i D). Com a controls
posi-tius es van assajar dues substancies: una amb propietats irritants a nivell ocular amb un efecte
rapid (NaOH, figura 5, E) i una altra amb propietats irritants a nivell ocular peré amb un efecte més
lent (lauril sulfat sodic, LSS, figura 5, F). En ambdés controls s’observen signes d’irritacié ocular,
pero a temps diferents.
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T = 0 min
A B C
T =5 min
D E F
Control negatiu Control positiu Control negatiu
(NacCl 0,9 %) (NaOH 0,1M) (LSS 1 %)

Figura 5. Controls de I'assaig HET-CAM.

A la figura 6 es mostren les imatges de les membranes corioal-lantoides després d’assajar:
NLC amb flavonoide (figura 6, A i C) i flavonoide sol (figura 6, BiD ). Es pot observar que en cap de
les proves les substancies provoquen signes d’hemorragia, vasoconstriccié i coagulacié.

12
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T = 0 min

A B
T =5 min
C D
NLCs amb Flavonoide
flavonoide 0,5 mg/mL

Figura 6. Imatges de I'assaig HET-CAM de les formulacions amb i sense flavonoide, i flavonoide sol.

Després d’obtenir els resultats representats a la taula 3, es va aplicar I'’equaci6 2 per calcular
I'indvex d’irritacié ocular (IIO) a partir dels temps d’aparici6 d’hemorragia, vasoconstricci6 i
coagula-ci6, i d’aquesta manera es va classificar cada substancia. Es pot observar que al control
negatiu es van enregistrar valors de 300 s (equivalents a 5 min) degut al fet que no es van observar
els signes. En canvi, als controls positius es van anotar els temps als quals es van observar els
signes. En el cas del NaOH 0,1M es van observar rapidament 'aparicié de tots els signes, pero I'LSS
1% va mostrar uns signes més tardans. Ambdds sén classificats com a substancies irritants segons
I'lIO (taula 2).

Observant els resultats de les mostres d'NLC amb flavonoide no es va apreciar cap
dels signes, fet que ens demostra que aquests NLC sén bons candidats per al seu Us per via ocular.
Ara bé, el flavonoide sol mostra un caracter moderadament irritant, ja que s’ha observat
una vasoconstriccié al cap de pocs segons. Per tant, podriem afirmar que aquesta formulaci6
(NLC + flavonoide) seria un bon candidat per al seu Gs per via ocular en forma de gotes
oftalmiques, pel fet de ser practicament no irritant. Tot i aix0, caldria fer més estudis
per acabar de demostrar aquesta caracteristica i que les agéncies reguladores ens donessin el
vistiplau.
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TAULA 3. RESULTATS DEL TEST HET-CAM I CLASSIFICACIO
DELS CONTROLS I DE LES MOSTRES.

Substancia Pes (g) Temps Temps 110 + DS Classificacié
H V
(s) (s)
NaCl (0,9%) 57,60 300 300 300 007000 @ racticament
no irritant
NaOH .
(0,1 M) 54,69 18 40 26 19,06 + 0,00 Irritant
LSS (1 %) 54,43 300 208,8 13 10,81 £ 0,00 Irritant
NLC
o 55,92 300 300 300 0,07+0,00 @ racticament
Flavonoide no irritant
(0,5 mg/mL)
Flavonoide Moderadament
(0,5 mg/mL) 56,25 300 15 300 6,72 + 0,00 ——

4. Conclusions
Com a resultat de la investigaci6 realitzada s’han extret les segilients conclusions:

¢ Espot veure com la nanotecnologia pot aplicar-se al camp de I'oftalmologia amb el fi de mi-
llorar la qualitat de vida dels pacients amb glaucoma.

e S’ha comprovat que les nanoparticules lipidiques de segona generacié proporcionen més
avantatges que les de primera generaci6 pel fet que aquestes presenten una série de limi-
tacions.

e A partir del disseny factorial central s’han aconseguit les millors condicions per obtenir
una mida mitjana de particula i un index de polidispersi6 inferiors a 200 nm i 0,2, respecti-
vament.

¢ Amb el test HET-CAM s’han pogut classificar els NLC carregats amb flavonoide com a prac-
ticament no irritants a nivell ocular a priori. Tot i que el flavonoide sol si que produeix vaso-
constriccio, pel fet d’estar encapsulada no suposa cap problema.

e Calen fer més estudis a posteriori per demostrar que no és irritant a nivell ocular i per pro-
var-ne l'eficacia farmacologica.

La possibilitat de desenvolupar un producte comercialitzat basat en NLC per a una instil-lacié
diaria de medicaments continua oberta per augmentar el compliment de la presa de la medicacié per
part del pacient.
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