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Resumen

Las infecciones cronicas por Pseudomonas aeruginosa en fibrosis quistica (FQ) representan un
desafio terapéutico debido a la formacion de biopeliculas resistentes y la limitada eficacia de las
terapias actuales. En este estudio se desarrollaron microcapsulas inhalables de ciprofloxacino
(CIP) con recubrimiento lipidico y porégenos (NaCl o D-manosa), mediante secado por
atomizacion. Estas microcapsulas fueron disefiadas para modular la liberacién del antibiético y
mejorar su biodisponibilidad pulmonar usando gelatina (GA) como agente de matriz y acido
palmitico como encapsulante. Se evaluaron sus propiedades aerodinamicas, cinética de
liberacion, eficiencia de encapsulacién, morfologia, actividad antimicrobiana y citotoxicidad in
vitro.

Las microcapsulas con D-manosa en el recubrimiento mostraron una eficiencia de encapsulacion
de 88,9%, similar a las microesferas CIP-GA desnudas (90,3%), y superior a las microcapsulas
sin porogeno (74,8%). En celdas de Franz, las microcapsulas con D-manosa liberaron 17,2% de
su dosis, equivalente a 64,5 ug/mL de CIP en la primera hora en los ensayos de eficacia
antimicrobiana, superando al control y correlacionandose con mayor actividad antimicrobiana
sobre biopeliculas de P. aeruginosa. El perfil aerodinamico de estas formulaciones (MMAD = 4,63
pm, FPF >60%) demostré sobresalientes caracteristicas respirables. Se estimé que, con cuatro
dosis inhalables (i.e. capsulas cargadas con la formulacion), se alcanzarian 32,7 uyg/mL en fluido
epitelial pulmonar; sin embargo, la concentracion efectiva observada en los ensayos fue de 64,5
pg/mL, lo que sugiere que aumentar la carga de microcapsulas por dosis o utilizar un DPI con

capsulas de mayor volumen permitiria alcanzar la dosis requerida.

En conjunto, estos resultados validan el disefio propuesto como una estrategia eficaz para
mejorar la biodisponibilidad pulmonar de CIP, ofreciendo una plataforma adaptable para

enfermedades crénicas con necesidades terapéuticas insatisfechas.



Abstract

Chronic Pseudomonas aeruginosa infections in cystic fibrosis (CF) represent a therapeutic
challenge due to the formation of resistant biofilms and the limited efficacy of current therapies. In
this study, inhalable ciprofloxacin (CIP) microcapsules were developed with a lipid coating and
porogens (NaCl or D-mannose) using spray drying. These microcapsules were designed to
modulate antibiotic release and improve pulmonary bioavailability using gelatin (GA) as a matrix
agent and palmitic acid as the encapsulant. Their aerodynamic properties, release kinetics,
encapsulation efficiency, morphology, antimicrobial activity, and in vitro cytotoxicity were

evaluated.

The microcapsules with D-mannose in the coating showed an encapsulation efficiency of 88.9%,
similar to the bare CIP-GA microspheres (90.3%) and higher than the microcapsules without
porogen (74.8%). In Franz cells, the D-mannose microcapsules released 17.2% of their dose,
equivalent to 64.5 ug/mL of CIP in the first hour in antimicrobial efficacy tests, outperforming the
control and correlating with greater antimicrobial activity against P. aeruginosa biofilms. The
aerodynamic profile of these formulations (MMAD = 4.63 pym, FPF >60%) demonstrated
outstanding respirable characteristics. It was estimated that, with four inhalable doses (i.e.,
capsules loaded with the formulation), 32.7 ug/mL would be reached in pulmonary epithelial fluid;
however, the effective concentration observed in the assays was 64.5 ug/mL, suggesting that
increasing the microcapsule load per dose or using a DPI with higher-volume capsules would
allow the required dose to be achieved.

Overall, these results validate the proposed design as an effective strategy to improve the
pulmonary bioavailability of CIP, offering an adaptable platform for chronic diseases with unmet

therapeutic needs.



Introduccién

El desarrollo de formas farmacéuticas inhalables de liberacion controlada es de gran interés
debido a que actualmente es necesario administrar multiples dosis durante el dia para tratar
enfermedades cronicas como asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y fibrosis
quistica (FQ) (1). En el caso de esta ultima enfermedad se ha identificado que la falta de tiempo,
olvido y falta de disposicidon para administrar medicamentos de inhalacion oral en publico son

algunas de las principales barreras disminuyendo la adherencia al tratamiento (2—4).

Adicionalmente, se ha reportado que en pacientes cursando enfermedad infecciosa en estados
moderado-avanzado no existen alternativas altamente efectivas frente a biopeliculas de
Pseudomonas aeruginosa (5). Este microorganismo es uno de los agentes mas problematicos en
este tipo de pacientes ya que su presencia se correlaciona mayor con la mortalidad y morbilidad

que otros microorganismos presentes durante el curso de la enfermedad (1,5,6).

En este trabajo se propone modular la liberacién y potenciar el efecto antibacteriano de
ciprofloxacino (CIP), un antibioético cuya solubilidad fue aumentada al ser formulado como
dispersion solida amorfa (ASD) en gelatina. El proyecto se enfoca en crear una plataforma
que use CIP como dispersion solida amorfa o ASD por sus siglas en inglés (Amorphous
Solid Dispersion), mejorando la disoluciéon, asociado a excipientes que aumenten la
eficacia antibiética. El objetivo es crear un tratamiento inhalable antimicrobiano contra
Pseudomonas aeruginosa, que permita disminuir la frecuencia de administracién del

tratamiento en pacientes con FQ y aumentar la adherencia a la terapia.

La FQ es una enfermedad genética actualmente sin cura cuyo manejo supone altos costos con
una baja expectativa de vida (7). Se ha estimado que el costo promedio por persona para el
abordaje integral de la enfermedad se encuentra entre los $11,070 y $45,658 USD, y que
pacientes afectados por infeccién cronica por P. aeruginosa conllevan un gasto hasta 3 veces
mayor que el paciente no infectado (8-11). Dentro de la fisiopatologia de la enfermedad, una
mutacion de la proteina CFTR, que actia como canal transportador de cloro desde el medio
celular hacia el lumen respiratorio produce una disminucion de la disponibilidad del ion cloro en
el espacio respiratorio. Esto conlleva a una reduccion en la atraccion de agua al lumen respiratorio
y con esto una menor humectacion de las secreciones mucosas del pulmén, las cuales se vuelven
espesas Yy pegajosas, lo que dificulta su eliminacién (12). Asi, en pacientes que cursan esta

enfermedad se produce una acumulacion de la mucosidad en las vias respiratorias, lo que



produce obstruccion, inflamacion y un ambiente idoneo para el desarrollo de infecciones
recurrentes (Figura 1) (12). La progresion de estas infecciones conduce a un estado crénico en
el que se produce dafo continuo en el parénquima pulmonar por lo que se vuelve fibrético y
deplora su funcién (12). Por esto se ha determinado que la resolucion de las infecciones

crénicas en FQ son el mayor predictor de morbi-mortalidad en los pacientes (5).

VIA RESPIRATORIA VIA RESPIRATORIA
SANA CON FIBROSIS QUISTICA

espeso

MOCO HIDRATADO MOCO ESPESO

Figura 1. Diferencias en las vias respiratorias entre individuos sanos y pacientes con
enfermedades mucoobstructivas, como la fibrosis quistica. Se observa una capa de moco mas

gruesa en los pacientes, lo que reduce el calibre de la via aérea y dificulta el transporte de aire.

En los ultimos afios, con el empleo de tratamientos combinados de moduladores de la proteina
CFTR como Trikafta® (elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor e ivacaftor) (Vertex Pharmaceuticals) o
Symdeko® (tezacaftor/ivacaftor e ivacaftor) (Vertex Pharmaceuticals) se ha logrado aumentar la
supervivencia media de los pacientes con FQ de 45 afios entre los afos 2015-2019 a 65 afos en
los afos 2020 - 2025 (13). Pese a este considerable aumento, el tratamiento con moduladores
de CFTR es un tratamiento costoso (Trikafta® $300.000 USD por persona por afio) y permanente
(14). Adicionalmente alrededor de 10% de los pacientes no son elegibles para el tratamiento por

los moduladores por genotipo no compatible o por edad avanzada (13).

En estos pacientes, la acumulacion de mucus y la colonizacién de P. aeruginosa sobre la matriz
rigida del moco continla siendo un gran problema. P. aeruginosa continla siendo el

microorganismo mas predominante en los pacientes con sobrevida mas alta (Figura 2), y por
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ende se evidencia que el abordaje integral de este patdogeno es de los hitos mas importante a
sobrellevar en la enfermedad infecciosa de la FQ (6). Sin embargo, el desafio es grande, ya que
entre los patdgenos comunmente afectando a pacientes con FQ, P. aeruginosa es la mas
problematica de tratar debido a la gran variedad de factores de virulencia expresados por la
especie (5). Entre estos se encuentra la expresion de lipopolisacarido, porinas, lectinas, flagelo,
pilis, sistemas de secrecidon de enzimas proteoliticas y exotoxinas, y el despliegue de una
biopelicula externa de polisacarido de alginato de alto peso molecular (15). Este ultimo
mecanismo ha sido ampliamente investigado ya que el despliegue de la biopelicula ha
determinado en gran medida la alta resistencia antibiotica de las cepas productoras de biopelicula
(16-20). Esto se debe a la gran robustez de la barrera fisica del polisacarido de alginato, el cual
es el componente principal de la biopelicula e impide la penetracion de agentes antimicrobianos
y células fagociticas (21-24). El alginato en la biopelicula presenta entrelazamiento entre sus
monosacaridos fundamentales acido D-manurdnico y L-guluronico, ademas de encontrarse
parcialmente O-acetilado, lo que aumenta su viscosidad y lo hace presentarse al lumen
respiratorio con una capa externa de carga negativa (21-24). Por medio de esta carga negativa
se ha identificado también la capacidad de unir antibiéticos de carga positiva, tales como la
tobramicina, ampliamente utilizada en la via inhalable, de manera que disminuye su capacidad

de permear la biopelicula (25-28).

Prevalence of Respiratory Microorganisms by Age Cohort in 2023
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Figura 2. Prevalencia de microorganismos respiratorios por cohorte de edad hasta 2023. Se
observa una prevalencia general de Staphylococcus aureus hasta los 35 afos, donde en los
ultimos dos cohortes P. aeruginosa se convierte en el microorganismo mas prevalente. (Figura

extraida de reporte de pacientes anual, fundacién de fibrosis quistica (6))



En pacientes con fibrosis quistica las cepas de P. aeruginosa toman provecho del moco con
viscosidad aumentada de los pacientes para adherirse y colonizarlo (Figura 3). Crecer dentro de
la matriz rigida del moco también ayuda a la maduracién, adhesién, arquitectura y estabilidad de
la biopelicula (22,29,30).
00 00 o o o =
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Figura 3. Representacion esquematica de la progresion de infeccidon por P. aeruginosa en el
pulmén con fibrosis quistica (CF) (3). La disfuncion del canal regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR, por sus siglas en inglés) altera el equilibrio i6nico y
disminuye la altura del liquido periciliar (PCL), lo que favorece la acumulacién de la capa de moco
(ML, por sus siglas en inglés) y la colonizacion bacteriana persistente por bacterias oportunistas.

El arsenal de tratamiento actual para estas infecciones esta dado principalmente por antibiéticos
orales, o inhalables por nebulizacién o a través de inhaladores de polvo seco (1). En Chile no
existe un consenso en el esquema de tratamiento entre centros asistenciales para infeccion
cronica en estos pacientes, sin embargo, algunas de las alternativas mas practicadas son
tobramicina inhalada (nebulizada o polvo seco) por 28 dias y luego 28 de descanso. De forma
similar, colistina inhalada se administra en el mismo esquema que tobramicina. Ante respuesta
insuficiente se recurre a la alternacién de estos medicamentos con azitromicina como

coadyuvante. Ante fallo al tratamiento anterior y con evidencia de resistencia a otros agentes
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antimicrobianos la tercera linea es aztreonam nebulizado 75 mg cada 8 h por 30 dias, alternando
después de este plazo con colistina o tobramicina (4). Asi, y considerando el estado crénico del
paciente, los antibidticos orales ven limitado su uso porque presentan toxicidades elevadas ya
que altas dosis deben ser administradas para remediar su baja distribucion al pulmén. Por otro
lado, los antibidticos nebulizados como aztreonam, colistina o tobramicina requieren largos
tiempos de administracion, reiteradas veces al dia, lo que disminuye la adherencia a la terapia y
determina el fracaso terapéutico(7,31-33). A su vez, los antibidticos que han sido formulados
como polvo seco de inhalacién en el mercado como tobramicina (Tobi Podhaler, Novartis) o
Colistina no gozan de la eficacia deseada para erradicar la infeccion en pacientes cursando
estados infecciosos moderados a severos (5,34). Por lo tanto, para prolongar la expectativa de
vida de los pacientes se necesita un tratamiento eficaz contra P. aeruginosa, de cédmoda
administracion, y que permita aumentar la pobre adherencia a los tratamientos actuales.

Los inhaladores de polvo seco o Dry powder inhalers (DPIs) son un sistema de inhalacién ideal
para lograr el objetivo de entregar alta carga de activos en el pulmén en un corto periodo de
administracion debido a la gran versatilidad que permiten. Su caracteristica distintiva como
alternativa inhalable es que la forma farmacéutica es un sélido con bajo porcentaje de humedad
lo que reduce la oportunidad de degradacion o problemas de estabilidad. Ademas, esta forma
farmacéutica permite mayor variedad de configuraciones al momento de procesar la formulaciéon
(i.e. droga pura, mezclas binarias, sistemas matriciales, microencapsulacion), ademas de una
estabilidad elevada del producto final comparada con los otros sistemas de inhalacion (35-37).
El problema, es que pese a la flexibilidad de la tecnologia para formular DPIs la regulacion tiene
una lista realmente acotada de excipientes aprobados para inhalacion oral (38,39). En el trabajo
de Behrend et al, (2023) nuestro grupo de investigacion consider6 el uso de gelatina como
transportador de farmacos, usando gelificacion ionotrépica como estrategia para modular la
liberacion de activos en formulaciones inhalables en polvo seco para COPD y EPOC. En dicho
estudio se demostro que tanto los activos (cromoglicato de sodio y bromuro de ipratropio) como
la gelatina y el entrecruzador utilizado fueron compatibles con células de epitelio alveolar (celulas
A549) (40). La ventaja de este acercamiento fue que gelatina tiene su uso permitido para la via
inhalable oral por la FDA en altas dosis y permitio generar formulaciones de polvo seco altamente
aerosilizables (FPF >55%) (41).

Posterior al trabajo de Behrend, nuestro grupo de investigacion explord la misma estrategia para
el desarrollo de una plataforma de inhalacion para CIP, un antibiético con alta eficacia contra

infecciones producidas por P. aeruginosa pero con solubilidad pH dependiente (42). En tal trabajo



se produjeron microesferas de gelatina (CIP-GA) para aumentar su disolucién en pH fisiolégico
del pulmén (pH 7,4) mediante la formacién de ASD (Figura 4). Las microesferas de CIP-GA
aumentaron 10 veces la disolucion de CIP y superaron a CIP como sal conjugada (CIP HCI) en
cuanto a capacidad de erradicacion de biopeliculas de P. aeruginosa in vitro (43). No obstante, a
pesar de que en el trabajo se demostrd el aumento en la solubilidad del activo y la disolucion
prolongada en el tiempo de CIP por al menos 6 horas, la plataforma de las microesféras no
permite maximizar la liberaciéon del activo ni reducir la agregacion intriseca de particulas

micronizadas en el rango respirable.
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Figura 4. Perfil de disolucion de las microesferas de CIP. CIP-GA a distintas proporciones CIP
(de 10 al 90%) comparado a CIP procesado por secado por atomizacién sin gelatina (SD-CIP)

mediante test de disolucion con celdas de Franz.

En el siguiente trabajo se propuso como estrategia para modular la liberacién y reducir la
aglomeracion de particulas micronizadas el uso de recubrimientos lipidicos en base a acido
palmitico, dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (surfactante natural del pulmén) y dos formadores de
poros para mediar la salida de activos desde microcapsulas respirables. Estos nuevos agentes
de recubrimiento y porégenos ofrecen la oportunidad mejorar la funcionalidad de la formulacion.
Asi, el recubrimiento lipidico busca reducir las energias de superficie remanentes en particulas
micronizadas, como estrategia para facilitar la desagregacion de particulas, siguiendo la
estrategia de Fults y colaboradores (44). Por otro lado, la estrategia considera el uso de manosa
como formador de poro. Manosa es un monosacarido soluble en el pH pulmonar y se ha
evidenciado que puede ayudar a inhibir infecciones del tracto urinario, posiblemente impidiendo

la adhesion de bacterias al epitelio (45—-48). Por este mismo mecanismo podria ayudar para
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prevenir re-infecciones en el tracto respiratorio dado que ha demostrado que es capaz de reducir
la viabilidad de biopeliculas de P. aeruginosa (49). Por lo tanto, seria un promisorio agente

porégeno para complementar la accion de CIP en a formulacién.

Relacionado al recubrimiento, entre diversas investigaciones que han probado varios acidos
grasos, el acido palmitico fue seleccionado como material de recubrimiento porque posee una
cadena de 12 carbonos desde el grupo carboxilo, lo que le otorga una densidad suficiente para
formar una pared rigida para encapsular las microesferas. El objetivo es que dicha densidad no
convierta a la particula en una microcapsula demasiado pesada, perdiendo asi sus caracteristicas
aerodinamicas en mayor medida. EI DPPC fue agregado también al recubrimiento ya que este es
el surfactante fisioldgico del pulmén y al depositar las microcapsulas en el alveolo puede disminuir
la tensién superficial del epitelio, distendiéndolo para aumentar la superficie de intercambio
gaseoso, ademas de aumentar la solubilidad de las particulas de CIP que se filtren fuera del
reservorio a lo largo del tiempo. Se ha reportado también que in vitro acido palmitico potencia la
accién de DPPC como surfactante, ayudandolo a disminuir la tension superficial del alvéolo
contraido (50-52).

Hasta la fecha, no existe un trabajo que explore el potencial impacto bivalente de D-manosa como
un excipiente porégeno en la disolucién y como antimicrobiano complementario. Actualmente las
estrategias de manufactura se centran en la formacién de estructuras altamente porosas y de
baja densidad para lograr un desempefio aerodinamico adecuado para depositarse en los sitios
de accion. Alternativamente se utilizan estructuras lipidicas con porogenos por degradacion para
liberar controladamente el activo por un largo periodo de tiempo. Este trabajo explora la
efectividad de aumentar la disolucion de un agente terapéutico altamente efectivo como CIP por
medio de la combinacién de dos estrategias, la formacion de una dispersion solida amorfa del
activo con gelatina, y el potencial de porégenos por disolucién para generar canales y una
estructura semipermeable que utilice un mecanismo osmotico para atraer medio de disolucién
hacia la microcapsula. La ventaja de este ultimo acercamiento es que el empleo de porogenos
por disolucién como D-manosa es que permite una formacién de poros in situ mucho mas rapida
que los polimeros empleados como porégeno por degradacion, lo que podria aumentar la
efectividad antimicrobiana del tratamiento. Este enfoque podria llenar el vacio que existe hoy en
dia para el tratamiento de estados complejos por infeccion de P. aeruginosa en pacientes con
FQ.
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Por lo anterior, el disefio de la formulacién busca generar un sistema similar a microcapsulas

osmoticas, usando a la gelatina como un agente osmético que atrae al interior al agua del medio,

aprovechando los poros de la capa lipidica para aumentar la salida del activo desde el nucleo.

Objetivo General:

Desarrollar microcapsulas inhalables de CIP amorfizado con recubrimiento lipidico y un formador

de poro por secado por atomizacion para mejorar su eficacia antimicrobiana contra biopeliculas

de P. aeruginosa.

Objetivos Especificos:

1.

Producir microcapsulas ciprofloxacino recubiertas con una pelicula lipidica (acido
palmitico y DPPC) discontinuada por un formador de poros (D-manosa o NaCl) mediante

la técnica de SD.

Determinar la capacidad de encapsulacion de las microcapsulas con dos estrategias de

formador de poros (D-manosa o NaCl) vs microcapsulas sin formadores de poros.

Evaluar el perfil de liberacién de ciprofloxacino desde las microcapsulas con 2 estrategias

de formador de poro (D-manosa o NaCl) y sus propiedades aerodinamicas.

Comprender la morfologia de las microcapsulas con formadores de poro comparado a las

microesferas.

Determinar la eficacia antimicrobiana de las microcapsulas de ciprofloxacino sobre

biopeliculas de P. aeruginosa.

Evaluar el perfil de citotoxicidad de las microcapsulas sobre un modelo de monocapa

epitelio alveolar in vitro.
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Materiales y Métodos:

Materiales
Ciprofloxacino fue utilizado como su conjugado de sal clorhidrato de ciprofloxacino (CIP HCI),

junto con gelatina de tipo A (300 g; Shaanxi Bloom Tech Co., Ltd., Shaaxi, China). Acido palmitico,
D-manosa y 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC) fueron obtenidos de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MA, EE.UU.). Se utilizé acido acético glacial, acetato de sodio, acido fosférico,
capsulas de gelatina numero 3 (Capsugel Lonza, Morristown, NJ, EE.UU.), bromuro de potasio
(KBr) (Supelco, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), placas de 12 y 96 pocillos (Corning), filtros
0,45 um de nitrocelulosa, hidréxido de sodio (NaOH), cepa de P. aeruginosa (ATCC 27853;
Microbiologics Inc. St. Cloud, MN, EE.UU.), caldo de cultivo Luria Bertani y glicerol (Sigma-
Aldrich). La linea celular A549 (células epiteliales alveolares) fue adquirida de Merck desde
European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC). Son aisladas de carcinoma de
pulmoén humano y su modo de crecimiento es en monocapa adherente. Resazurin y azul de tripan

fueron obtenidos de Sigma-aldrich.

Métodos

1. Produccién de microcapsulas respirables de ciprofloxacino mediante la técnica de SD.
1.1. Preparacion de solucion de alimentacion para el SD: Para producir particulas dentro

del perfil de tamafo aerodinamico deseado (>0,1 ym y <5 um) se preparé una solucion
de alimentacion al 1% p/v de sodlidos para la fase interna (matriz). CIP y GA fueron
disueltos en una proporcion 1:3 en buffer acetato pH 4,5 a 45 °C y constante agitacion.
Estas condiciones demostraron en un estudio previo los mejores perfiles de DSA,
disolucion y actividad antimicrobiana (43). La solucién de recubrimiento fue preparada
solubilizando acido palmitico y DPPC en etanol 96% v/v a 60 °C, mientras que los
formadores de poro, D-manosa o NaCl, fueron anadidos posterior a una micronizacion
por molienda tipo jet hasta conseguir un tamafo de particula de 2 uym (Dso) para obtener
una suspension homogénea previo a la atomizaciéon (Figura 5). Se prepard también una
formulacién sin la adicion de pordgenos para verificar el efecto de la adicién de estos. En
todos los casos la concentracion maxima de los sélidos en la solucidon de recubrimiento

se mantuvo en 0,5% p/p como se muestra en la tabla 1.
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Figura 5. Esquema de método para formacion microcapsulas de ciprofloxacino. DPPC:
Dipalmitoilfosfatidilcolina.

Tabla 1. Formulaciones de microcapsulas de ciprofloxacino con/sin formador de porégeno.

Formulaciones Fase interna (1%) Fase externa (0,5%)
(matriz) (recubrimiento)

Sin porégeno CIP 0,25% Acido palmitico 0,40%
GA 0,75% D-manosa -

DPPC 0,10%

D-manosa CIP 0,25% Acido palmitico 0,30%

GA 0,75% D-manosa 0,15%

DPPC 0,05%

NaCl CIP 0,25% Acido palmitico 0,3%

GA 0,75% NaCl 0,15%

DPPC 0,05%

CIP: Ciprofloxacin; GA: Gelatina A; DPPC: Dipalmitoilfosfatidilcolina.
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1.2. Proceso de atomizacién mediante SD: Las soluciones de alimentacion se mantuvieron
en agitacion y temperatura (45 °C) durante todo el proceso de atomizacién. Parametros
como velocidad de la bomba de alimentacién, flujo de atomizacion y temperatura de
entrada fueron fijados tras un trabajo de optimizacion realizado previamente en el
laboratorio (43). En dicho trabajo se optimizaron las condiciones de operacion en base a
la fraccion de particulas finas (FPF) de las microesferas de gelatina. La velocidad de
alimentacion se fijé en 0,75 mL/min para la solucion del ndcleo y en 0,25 mL/min para la
solucion de recubrimiento. La temperatura de entrada y el flujo de atomizacion se
ajustaron a 200 °C y 742 L/h respectivamente. Una vez terminado el proceso de
atomizado, se esperé a que disminuyera la temperatura residual del equipo para facilitar
la recoleccion de las particulas. Una vez habia disminuido su energia superficial y su

interaccion con superficies, estas fueron recolectadas.

1.3 Conservaciéon de muestras: Una vez recolectadas del vaso colector las muestras fueron
inmediatamente cerradas con tapa, selladas en Parafilm y guardadas en un desecador
para minimizar la absorcidon de peso en agua e hinchamiento de las microesferas por el

comportamiento higroscépico de la gelatina.

Evaluacion del perfil de liberacion de ciprofloxacino desde las microcapsulas con dos
estrategias de formador de poro (D-manosa o NacCl).

Las celdas de Franz son un modelo utilizado usualmente para evaluar la permeacion a través
de membranas (53). En este estudio, las celdas de difusién de Franz fueron usadas para
determinar la velocidad de liberacion de CIP desde el sistema de reservorio-matriz
proporcionado por las microcapsulas. En este ensayo, se masoé una cantidad de formulacion
equivalente en contenido de CIP sobre membranas de nitrocelulosa de 0,45 um. La
membrana fue posteriormente cubierta entre la tapa superior de la celda de Franz y el
compartimiento receptor. Buffer fosfato pH 7,4fue utilizado como medio de disolucién en el
compartimiento receptor y fue mantenido a 37 °C mediante un bafio termorregulado y sistema
de circulacion. Se tomaron muestras desde el compartimiento receptor a los 5, 10, 15, 30, 60,
90, 180 y 360 minutos. En el ultimo tiempo se retird el filtro y se lavé con buffer acetato de pH
4.5 para solubilizar todo aquel principio activo que no logré disolverse durante la prueba. El
porcentaje de activo liberado desde las microcapsulas en el tiempo fue calculado en base al

porcentaje de activo disuelto acumulado y el remanente en el filtro.
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3. Evaluacion de las propiedades aerodinamicas de las microcapsulas de
ciprofloxacino:

El diametro aerodinamico de masa media (MMAD), FPF y fraccién respirable (RF) fueron
determinados mediante impactacion en cascada en un impactador de cascada de nueva
generacion (NGI).Antes de cada ensayo, la bomba de vacio fue ajustada para generar un
diferencial de presion de 4 kPa-s entre la presion interna con la externa del inhalador de polvo
seco. Posterior a esto se midio el flujo de aire de entrada con un flujbmetro electrénico y se
ajusto la valvula solenoide de dos direcciones con un tiempo determinado para permitir que
la bomba de vacio estuviese activa solo por el tiempo necesario para simular una inhalacion
de 4 L de aire, correspondientes al volumen inspiratorio maximo del pulmén de un individuo
sano promedio, de acuerdo con lo establecido por el capitulo 601 de la USP para aerosoles,
spray nasales e inhaladores de dosis medida (54). Por cada replicado de este ensayo se
testearon tres capsulas cargadas con una masa 15 mg de formulacién por cada una. Para
todos los replicados se utilizé el mismo dispositivo de DPI (High-Resistance RS01 Monodose
DPI, Plastiape, Berry). La recoleccion de muestra en los platillos se realizé con buffer acetato
pH 4,5 a 45 °C para facilitar la disolucion y desprendimiento de la matriz de gelatina desde
los platos. Se midi6 la absorbancia de una muestra de cada seccién del impactador y se
comparo con una curva de calibrado preparada el mismo dia de la medicién. A partir de la

distribucion de masa a lo largo del NGl se determinaron los parametros de FPF, RF y MMAD.

4. Evaluacién de la morfologia de mas microcapsulas con porégenos:

4.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM): Muestras de cada formulacion fueron
cargados en platillos de metal con cubiertas de carbono. Los platillos luego fueron
suavemente golpeados para remover el exceso de polvo. Luego las muestras fueron
recubiertas con vapor de oro mediante un EMS 550 sputter coater (Electron Microscopy
Sciences, Hatfield, PA, EE.UU.). Las muestras fueron analizadas utilizando un FEI
Quanta 650 ESEM (FElI, Hillsboro, OR, EE.UU.) bajo vacio a un voltaje de 20 kV con una

distancia de trabajo de alrededor de 9 mm.

4.2. Microscopia electronica de transmisién (TEM): Para la medicién, las muestras en
suspension fueron ultra-sonicadas por 3 minutos para separar agregados. Luego una
gota (20 pL) de la suspension fue puesta sobre una grilla de cobre recubierta de carbono

y luego secada bajo campana de gases. Las muestras fueron caracterizadas utilizando
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un microscopio electronico de transmision (Philips CM20, Philips Electron Optics division,

Amsterdam, Netherlands).

5. Cuantificar la capacidad de encapsulacién de microcapsulas de acido palmitico y
gelatina:

La capacidad de encapsulacion de las microcapsulas se determiné mediante el célculo de la
eficiencia de encapsulacion (EE). Para esta prueba, se mas6 una cantidad conocida de
muestra y se disolvié en buffer acetato pH 4,5. Para asegurar completa salida de CIP desde
las microcapsulas se dejaron los aforos a 37 °C durante 24 h en constante agitacion. Luego
de este tiempo se tomo6 una muestra y se determiné la concentracién de CIP al comparar su
absorbancia con una curva de calibrado de CIP HCI. La absorbancia se midi6 mediante
espectrofotometria UV a A = 350 nm en el espectrofotometro Synergy H1M (Biotek
Instruments, Santa Clara, CA, EE.UU.). Con la concentracién de la muestra en el aforo se
determiné la masa experimental de CIP en la muestra. Asi, la eficiencia de encapsulacion se

calculé mediante la siguiente formula:

Eficiencia de encapsulacién

Masa cuantificada experimentalmente de CIP en muestra 100
— X
Masa teérica de CIP en la formulacion

6. Evaluacion de accion antimicrobiana de las microcapsulas en cultivos de biopeliculas
de P. aeruginosa.

6.1. Cultivo de P. aeruginosa (PA): PA (ATCC 27853) fue cultivada a partir de stocks
almacenados a -80 °C en medio de cultivo Luria Bertani (LB) con 50% glicerol v/v. Al
momento del cultivo, una muestra de la suspensién congelada de PA fue inoculada en
placas de agar LB a 37 °C. Para formar cultivos en suspension por crecimiento
plancténico, colonias uniformes y homogéneas de las placas de agar previamente
cultivadas fueron dispersadas en tubos con 10 mL medio LB. Los tubos fueron llevados

a una incubadora agitadora durante la noche a 80 rpm y 37 °C. (55-58)

6.2. Formacion de biopeliculas de PA: Primero los cultivos en suspensién fueron
recolectados por centrifugaciéon. Luego el sedimento de cada tubo fue re-dispersado en
medio de cultivo suficiente para ajustar la concentracion bacteriana a 3 x 107 Unidades

Formadoras de Colonias por mL (UFC/mL) mediante un espectrofotdbmetro con densidad
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6ptica 600 nm (DOsgonm). Posteriormente se agregaron 2000 L de la suspensién ajustada
a los pocillos de una placa de 12 pocillos, la que luego fue sellada e incubada a 37 °C
durante 1,5 h en un agitador orbital a 75 rpm y 37 °C. Finalmente, se descarto
cuidadosamente el sobrenadante de los pocillos y se adicionaron 2000 uL del medio LB

y la placa fue sellada y reincubada a 75 rpm y 37°C por 24 h. (55-58)

6.3. Evaluacion de accion de microcapsulas en biopeliculas de PA: Para la evaluacion
en biopeliculas, se retird el medio de cultivo, luego las biopeliculas fueron lavadas con
500 pL de buffer fosfato (PBS) para remover células que no lograron adherirse a los
pocillos de las placas. Para agregar el tratamiento CIP HCI, se disolvidé una cantidad
conocida en buffer acetato pH 4,5 y luego se diluyé (Fd=30) con medio de cultivo hasta
obtener una concentracion de CIP de 125 ug/mL. Para agregar el tratamiento de las
microcapsulas de CIP, se maso una cantidad suficiente de formulacién para obtener una
concentracién de CIP de 125 pg/mL al ser esta vertida como polvo directamente sobre
los pocillos prellenados con 3 mL de medio de cultivo. Los controles negativos fueron
llenados con 3 mL de medio de cultivo. Posterior a la adicién de los tratamientos, las
placas fueron selladas y dispuestas dentro de un incubador a 37 °C y 75 rpm. Después
de 1 hla placa fue retirada del incubador para sustraer el medio de cultivo con tratamiento
de los pocillos de 1h. Estos pocillos se lavaron con PBS y fueron posteriormente
rellenados con medio de cultivo. Luego la placa fue sellada y reincubada con las mismas
condiciones previas. Este procedimiento se repiti6 a las 6 h para los pocillos con
tratamiento de 6h. A las 24 h todos los medios fueron retirados, lavados con PBS y las
biopeliculas restantes fueron dispersadas mediante la adicion de PBS y sonicacion por
30 min (GT sonic-P3 Professional Ultrasonic Cleaner Washing). Para determinar la
viabilidad de las biopeliculas se utilizé el método de siembra por goteo para recuento de
colonias viables. Las biopeliculas dispersadas por sonicado fueron diluidas al décimo y
sembradas en placas de agar LB. Luego de 24 h, se determiné la dilucidon contable
(aquella con 3-30 UFC/gota). Con esto se comparé el cambio logaritmico de UFC/mL

entre biopeliculas tratadas y el grupo control negativo. (55-58).

7. Evaluacién del perfil de citotoxicidad de la formulacién de microcapsulas inhalables de
ciprofloxacino en la linea celular tumoral de epitelio alveolar A549.
7.1. Cultivo celular: Las células alveolares de adenocarcinoma humano (A549) fueron

obtenidas de la European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) y almacenadas
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a -80 °C. Un criovial fue descongelado y se afiadieron 200 uL de medio suplementado a 37
°C. Se homogenizo y las células en el criovial se redispersaron completamente en medio de
cultivo suplementado a 37 °C. Se verificé la viabilidad celular contabilizando en camara de
Neubauer anadiendo 20 uL de azul de tripan y 20 uL del medio con las células en suspension.
Posteriormente, la suspension fue sembrada en 3 frascos de cultivo T-25 (5 mL en cada
frasco) (Falcon, BD), los que fueron incubados a 37 °C en atmdsfera humidificada con 5%
COo.. El cambio de medio fue efectuado 24 h después y posteriormente dia por medio hasta

alcanzar una confluencia entre 80-85%.

7.2. Ensayo de viabilidad con resazurin: Frascos con confluencias de 80-85% fueron
tripsinizados para obtener una suspensién celular y sembrar 2x10* células por pocillo en
placas de 96 pocillos. A diferencia de la evaluacion en biopeliculas, las microcapsulas fueron
dispersadas previo al tratamiento de las células A549, de acuerdo a la metodologia usada por
Behrend et al. (40). Para preparar las soluciones tratamiento se masé una cantidad de
tratamiento y se dispers6é en medio suplementado, facilitando la homogenizacién mediante
agitador vortex durante 30 segundos. Para desagregar las microcapsulas, las formulaciones
fueron sometidas a ultrasonido (GT sonic-P3 Professional Ultrasonic Cleaner Washing)
durante 10 min a 37 °C a potencia ultrasénica 100%, equivalente a 100 W. Para asegurar la
maxima liberacion desde las microcapsulas, las soluciones fueron incubadas por 90 min a 37
°C. El tiempo de incubacion fue determinado de acuerdo con los resultados de los estudios
de liberacion por celda de Franz. Finalmente, cada tratamiento fue filtrado utilizando una
jeringa y filtro de 0,45 um. De lo anterior se obtiene la concentracion 1 (C1), la cual fue diluida
dos veces en factores de 2 y 5 en medio DMEM suplementado al 2% con FBS, obteniendo
concentracion 2 y concentracién 3, respectivamente. Este procedimiento fue utilizado también
en las muestras puras de Acido palmitico y D-manosa, con la salvedad de que el primero fue
disuelto en etanol al 95% para llegar a una concentracién de 4mg/mL, y luego diluido con un
FD 50 para obtener la C1. Las placas fueron luego incubadas por 24 h a 37 °C en atmésfera
humidificada con 5% CO,. Posteriormente se descartdé el medio suplementado de cada
pocillo, y se anadieron 150 uL de resazurin (44 uM) a cada pocillo de la placa. La placa fue
luego incubada a 37 °C durante 4 h en atmdésfera humidificada con 5% CO;, protegido de la
luz directa. La fluorescencia fue medida con un lector de microplacas Varioskan Flash
(Thermo Fisher Scientific) longitud de onda de excitacién de 560 nm y 590 nm de emisién. La
fluorescencia registrada se correlaciona con el numero de células A549 viables por

formulacion. Los resultados fueron expresados como porcentaje de viabilidad respecto a la
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fluorescencia emitida por el grupo control negativo. Se establecié un valor de 80% como

umbral de viabilidad.

. Analisis estadistico de datos

Todos los resultados estan representados como el valor promedio * la desviacion estandar
de al menos tres replicados (dos replicados para actividad antibacteriana). Diferencias
significativas fueron evaluadas por analisis de varianza aplicando ANOVA one way, con un
estudio post-hoc de Tukey HSD p<0,05. Los analisis fueron realizados con el software
JMP®10.
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Resultados

Tras el proceso de manufactura de las microcapsulas inhalables con recubrimiento y formadores
de poro, se seleccionaron los mejores candidatos para su caracterizacion completa. De este
proceso, los datos presentados a continuacién resumen la caracterizacion de la formulacién

optimizada, siendo la propuesta final de este estudio.

1. Perfil de liberacién de ciprofloxacino desde las microcapsulas recubiertas con
formadores de poro (D-manosa o NaCl):

En los ensayos de disolucion en celdas de Franz las microcapsulas sin porégenos lograron
una mayor liberacidon comparado con CIP Spray dried a todos los tiempos de muestreo, donde
al final de 6 h logré disolver un 13,8% de CIP comparado con el 3,4% logrado por CIP spray
dried. Por otro lado, las microesferas originales de CIP-GA 25% poseen una disolucion mas
elevada que las microcapsulas sin porégenos, donde estas alcanzan una disolucion de ~25
% de CIP alas 6 h. Las formulaciones de microcapsulas con adicién de porégenos al 30% de
NaCl o D-manosa lograron superar la disolucion maxima de CIP de las microesferas a las 6

h, alcanzando un total de disolucion de 40,0% y 37,4% respectivamente (Figura 6).

Microcapsulas NaCl 30%
Microcapsulas D-mannosa 30%
Microesferas CIP-Gelatina
Microcapsulas sin pordgenos
CIP Spray Dried

Ciprofloxacino
liberado (%)

Tiempo (h}

Figura 6. Disolucion de CIP desde las diferentes formulaciones. Estudio de la liberacion de CIP
desde microcapsulas con NaCl o D-manosa (como pordégenos), microcapsulas sin adicion de

porégeno, microesferas y CIP spray dried sin excipientes durante 6 horas (n=3, promedio £ D.E.).
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2. Evaluacion de las propiedades aerodinamicas de las microcapsulas de
ciprofloxacino:

En el ensayo in vitro para conocer el tamafo aerodinamico de las formulaciones se pudo apreciar
perfiles similares de deposicion a lo largo del impactador para las formulaciones de microcapsulas
de D-manosa y microesferas CIP-GA 25% (Figura 7). Ambas formulaciones presentaron una
tasa de deposiciéon en el puerto de induccion de alrededor del 20% de la formulacion (21,7%
microcapsulas D-manosa y 22,2% microesferas CIP). No se encontraron diferencias significativas
entre porcentajes de deposicién de activo, salvo en el platillo o stage 1, representado por
particulas con diametro aerodinamico entre 8,06 y 4,46 micras. Al realizar los calculos de FPF se
evidencia que las microcapsulas mantienen una buena eficiencia aerodinamica tras su proceso
de encapsulacion, siendo la diferencia de tan solo un 6,26% FPF entre ambas formulaciones
(FPF=61,0 £ 1,5% microcapsulas D-manosa, vs 67,3 + 2,7% microesferas CIP). Esta diferencia
se vuelve un poco mas pequefia al comparar la RF, donde un 5,15% es lo que separa las
fracciones respirables de estas formulaciones (RF=55,4 + 3,0% microcapsulas D-manosa, vs 60,5
t 3,2% microesferas CIP), considerando la totalidad de la masa impactada en el impactador,
dispositivo y capsulas. El MMAD de la formulacién de microcapsulas fue de 4,6 £ 0,3 umy de 3,6

+ 0,1 um para las microesferas (Tabla 2)
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Figura 7. Deposicion de microesferas de CIP con y sin recubrimiento a lo largo del impactador

de cascada de nueva generacion, y el dispositivo inhalador. *p<0,05 (n=3, promedio + D.E.).
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Tabla 2. FPF, RF y MMAD de formulaciones de microcapsulas recubiertas con con D-manosa

como pordégeno y microesferas de CIP determinadas segun impactacién en cascada con

impactador de nueva generacion.

Formulaciones Microcapsula D-manosa Microesferas CIP
FPF (%) 61,0+1,5 67,3127
RF (%) 55,4 £ 3,0 60,5 £ 3,2
MMAD (pm) 46+0,3 3,6+0,1

3. Determinacion de la capacidad de encapsulacion del sistema de reservorio-matriz
de acido palmitico y gelatina:

Como se aprecia en la Figura 8, la formulacién de microcapsulas sin adicion de porégeno
resultd la composicion con menor eficiencia de encapsulacion de las probadas, con un 74,8%
de encapsulacion de CIP. Frente a esto, tanto la formulacién de microcapsulas con NacCl,
microcapsulas con D-manosa y las microesferas obtuvieron eficiencias mayores al 80% de
encapsulacién, con un 80,5, 88,9 y un 90,3% respectivamente. No hubo diferencias

significativas entre las microcapsulas D-manosa y las microesferas de CIP.

*

ko ok
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90~

80_ .....................

601

20

Eficiencia de encapsulacion (%)

T T
Microcapsulas CIP-GA 25%

D-manosa 30%

T
Microcapsulas
sin porégenos

Microcapsulas
NacCl 30%

Figura 8. Eficiencia de encapsulacién de formulaciones de microcapsulas con NaCl o D-manosa
como pordgenos, microcapsulas sin porégenos y microesferas. *p<0,05; ***p <0,001. (n=3,
promedio + D.E.).
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4. Evaluaciéon de la morfologia de mas microcapsulas con porégenos:
Al visualizar la morfologia superficial de las formulaciones de microcapsulas con D-manosa,

microcapsulas con NaCl y microesferas de CIP gelatina se aprecian estructuras esféricas
colapsadas irregularmente (Figura 9). Las particulas generadas se observan en general
indistintas unas de otras. Por otro lado, se pueden identificar diferentes grados de agregacion
entre las agrupaciones de particulas observadas, donde aparentemente las microcapsulas
con NaCl son las que presentan mayor agregacion (Figura 9, A), luego las microcapsulas con
D-manosa (Figura 9, B) y finalmente las microesferas se ven mas dispersas y utilizando con

mayor amplitud el espacio (Figura 9, C).
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Figura 9. Morfologia de microcapsulas con D-manosa (A), microcapsulas con NaCl (B) y
microesferas de CIP gelatina (C). Columna izquierda magnificacion x10 y columna derecha
magnificacion x25. En general se observan estructuras esferdides colapsadas con distintos

grados de agregacion entre la agrupacion de particulas observadas.

Al analizar las particulas de microcapsulas con porégenos de D-manosa mediante el

microscopio electrénico de transmisién se pueden observar distintos estratos de una
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microcapsula convencional, con una capa de recubrimiento y un nucleo de la microcapsula
(Figura 10). La capa de recubrimiento se encuentra conformada por una delgada y uniforme
pared exterior, y un borde interno de mayor grosor, aunque heterogéneo, conformado por
unidades irregulares de caracteristicas cristalinas. Al interior de la microcapsula se observa
una estructura amorfa anexada por depdsitos de caracter aparentemente cristalinos de
variables tamanos. Este nucleo se encuentra levemente separado de algunas de las paredes
de la microcapsula por vacio, mientras que se encuentra adherido a otras de las paredes del
recubrimiento. En general, la microcapsula en especifico observada parece tener un diametro

de alrededor de 1,4 um.

200 nm

Figura 10. Morfologia de microcapsulas de D-manosa observadas mediante microscopio
electronico de transmision. Se puede observar una delgada capa uniforme delimitante de la
microcapsula. Rodeando el borde interno de la capa de recubrimiento se pueden observar una
segunda capa de grosor heterogéneo, conformada por depdsitos de apariencia cristalina. Luego
se evidencia un vacio separando esta ultima capa de una estructura grande y concisa de aspecto
amorfo y rugoso, comprendiendo el nucleo de la microcépsula. Anexado a este nucleo se
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observan también algunos depdsitos de apariencia cristalina, similares a los observados en el

borde interno de la capa de recubrimiento.

5. Evaluacion de accién antimicrobiana de las microcapsulas en cultivos de
biopelicula de P. aeruginosa:

En el estudio de la bioactividad antimicrobiana de las microcapsulas frente a biopeliculas de
P. aeruginosa en el tiempo se visualizaron reducciones significativas de la viabilidad desde el
primer tiempo de muestreo a la 1 h (Figura 11). A este tiempo se puede ver una mayor
reduccién de colonias viables de P. aeruginosa por parte de la formulacién de microcapsulas
con D-manosa como porégeno, seguida por las microcapsulas con NaCl, luego las
microcapsulas sin porégenos y finalmente CIP disuelto en buffer pH 4,5. Este orden de
reduccion logaritmica de colonias viables se mantuvo constante durante los siguientes
tiempos de muestreo y la viabilidad de las biopeliculas continué disminuyendo de acuerdo
con el paso del tiempo para todos los tratamientos aplicados. A pesar de esto no se
evidenciaron diferencias significativas entre los tratamientos de microcapsulas con porégenos

de D-manosa y microcapsulas con porégenos de NaClalas 6y 24 h.
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Figura 11. Viabilidad de biopeliculas de P. aeruginosa tratadas con microcapsulas de CIP. Las

biopeliculas fueron expuestas a los tratamientos por 1, 6 y 24 h previo a su dispersion y recuento

de colonias viables (n=2; promedio + D.E.)

6. Evaluacion del perfil de citotoxicidad de la formulaciéon de microcapsulas
inhalables de ciprofloxacino en la linea celular de epitelio alveolar:

Se pudo observar una relacion inversa entre la concentracion de microcapsulas CIP con D-
manosa Y la viabilidad celular, de modo que concentraciones mas bajas mostraron una mayor
viabilidad (Figura 12A). Por otra parte, esta relacion no se presenté de manera tan clara en
las formulaciones de microcapsulas CIP con NaCl como pordgeno ni en las formulaciones
con acido palmitico como material puro, ya que no se observaron diferencias significativas en
la viabilidad celular entre las tres concentraciones evaluadas (Figuras 12B y 12C). Por otro
lado, el tratamiento con D-manosa pura mostrd la tendencia opuesta: la viabilidad celular

disminuy® al disminuir la concentracion del tratamiento (Figura 12D). Cabe sefialar que para
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los tratamientos con materias puras (acido palmitico y D-manosa) hubo un aumento de
viabilidad por sobre 80% del umbral establecido para el experimento. En cuanto a las
formulaciones de microcapsulas, solo se lograron valores de viabilidad dentro de los limites

establecidos con la concentracion mas diluida de la microcapsula con porégenos de D-
manosa.

—é Microcapsulas con D-manosa B Microcapsulas con NaCl
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Figura 12. Viabilidad de linea celular A549 en presencia de A) microcapsulas de CIP con D-
manosa como porégeno, B) microcapsulas CIP con NaCl como porégeno, C) acido palmitico, D)
D-manosa. (n=2; promedio + D.E.)
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Discusion

Este estudio propuso y validdé una estrategia novedosa para encapsular CIP en una matriz
inhalable con recubrimiento lipidico y formadores de poros, orientada al tratamiento de
infecciones respiratorias por P. aeruginosa en fibrosis quistica. Los resultados obtenidos revelan
hallazgos relevantes tanto desde el punto de vista biofarmacéutico y consecuentemente con su

eficacia antimicrobiana.

La adicion de porégenos a microcapsulas aumenta la liberacién de CIP por sobre
microesferas desnudas

De acuerdo con lo esperado, las microcapsulas sin porégenos mostraron una liberacién mas lenta
de CIP comparado con las microesferas de gelatina con CIP amorfo (CIP-GA), debido a la
presencia de una barrera lipidica que retrasa la disolucién del farmaco (Figura 6). Esta
observaciéon es consistente con literatura previa donde recubrimientos con acido palmitico o
DPPC han sido empleados para retardar la liberacion de activos hidrofilicos mediante la creacion

de una membrana semipermeable (59-62).

No obstante, un hallazgo inesperado fue que la incorporacién de porégenos hidrosolubles (NaCl
o D-manosa) no solo contrarresté el efecto de barrera del recubrimiento lipidico, sino que
promovié una liberacion de CIP significativamente mayor que incluso las microesferas desnudas.
Esto sugiere que la presencia de porégenos generd microestructuras dentro del recubrimiento
lipidico que facilitaron el ingreso del medio de disolucién y la posterior liberacién del activo. Es
posible que se haya producido un mecanismo analogo al de las microcapsulas osmoéticas, donde
primero ocurre la disolucion del porégeno presente en el recubrimiento, luego el ingreso de
solvente a través de los poros por gradiente osmoético gatillado por la gelatina generando un

aumento de la presion interna que facilita la expulsién del contenido (63,64).

Una de las limitaciones ampliamente conocida sobre los secadores por atomizacion es su
incapacidad de crear particulas mono dispersas. Por lo tanto, no es descartable que se produzcan
no solo microcapsulas con CIP, sino también microesferas en las que no se cred la barrera
lipidica, otras microesferas parcialmente recubiertas, microcapsulas sin contenido polimérico o
CIP dentro, tanto como CIP secado libre de cualquier entramado. Mientras mas complejo el
sistema en atomizacion mayor es el grado de error y de polidispersidad de las particulas creadas

(65). Incluso se ha identificado que, a las altos flujos de atomizacion para generar particulas con
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caracteristicas inhalables, mayor es el grado de polidispersidad (66). Afadido a esto se encuentra
que, si bien la atomizacion mediante las tres boquillas del secador por atomizacion es conducente
a las microcapsulas con poroégenos estudiadas en este trabajo, el sistema no goza del control
para ubicar perfectamente los componentes en el lugar intencionado, como lo tendria un sistema
de microfluidica (67,68). Como explica Boel en su revisién, en cada atomizacion durante la fase
de atomizado se genera una distribucién de tamanos de gotas. Estas gotas, debido a su
variabilidad en tamarfo, presentan diferentes patrones de evaporacion, masa, aceleracién vy
fuerzas resultantes. En consecuencia, las particulas obtenidas mostraran caracteristicas
diversas, ya que seguiran distintas trayectorias dentro de la camara de secado y experimentaran
diferentes interacciones, tanto entre las propias gotas como con las paredes internas de la camara
(65).

Es posible entonces que durante la rutina de secado por atomizacién de las microcapsulas con
porégenos, parte de los materiales porégenos se hayan integrado dentro de las microcapsulas,
ejerciendo beneficiosamente un efecto osmético que aumenté la disolucion de estas formulas por
sobre las microesferas desnudas. La alta solubilidad de ambos porégenos en condiciones
fisioldgicas del pulmén podria haber contribuido a esta dinamica, generando canales de liberacién
tras su disolucion. En los ensayos de microscopia de transmisién se evidenciaron estructuras
cristalinas segregadas entre el borde interno de la capa de recubrimiento de la microcapsula
formulada con porégenos de D-manosa, tanto como en su interior adheridas al nucleo de
estructura amorfa (Figura 10). Resulta probable que estas estructuras correspondan a cristales
de D-manosa, en vista de que espacialmente se encuentran principalmente concebidas en el
borde de la microcapsula, lo cual se encuentra altamente fomentado por el disefio de la boquilla
de tres fluidos utilizada para la atomizacién (Figura 5), lo que entrega soporte sobre la teoria de
la integracion de los pordégenos dentro de la microcapsula por limitaciones de la técnica. Aun con
esto son necesarios estudios con calorimetria diferencial de barrido para identificar con mayor

precision la identidad de las figuras cristalinas observadas.

Eficacia antimicrobiana aumenta al incrementar la tasa de liberaciéon de CIP y D-manosa
potencia el efecto antimicrobiano

En cuanto a la eficacia antimicrobiana, se evidencié una correlacién positiva entre la mayor
disolucion de CIP y la mayor capacidad de erradicacion de biopeliculas de P. aeruginosa a

tiempos tempranos. Las formulaciones con D-manosa y NaCl como pordgenos lograron
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reducciones logaritmicas significativamente superiores en la primera hora de exposicién (Figura
11). Esto es especialmente relevante, considerando que en condiciones fisioldgicas las particulas
inhaladas con tamario entre 3 y 5 ym presentan tasas de aclaramiento alveolar de hasta un 50%
en las primeras 2-3 h (69). Por tanto, lograr una rapida liberacion inicial puede maximizar la

eficacia terapéutica antes de la eliminacién fisica del sistema de administracion.

Interesantemente, a pesar de que la formulacion con NaCl mostré una mayor liberacién de CIP
que la de D-manosa, esta ultima logré una erradicacion ligeramente superior durante el primer
punto de muestreo. Este resultado sugiere que D-manosa podria tener una accion antimicrobiana
o antiadherente intrinseca, probablemente mediante un mecanismo analogo al visto sobre su
capacidad para inhibir la adhesion bacteriana mediada por lectinas tipo FimH, descrita

previamente para infecciones urinarias (16—20).

Aunque el mecanismo especifico en el contexto pulmonar no esta completamente dilucidado, es
plausible que un efecto similar se manifieste también en biopeliculas respiratorias. En efecto, si
bien en P. aeruginosa no se encuentra descrita la expresion de adhesinas tipo FimH, la D-manosa
podria interferir con la adhesion por medio de lectinas tipo B (LecB), las cuales presentan alta
afinidad por los monosacaridos L-fucosa y D-manosa (70,71). Esta afinidad por D-manosa podria
resultar en una menor formacion de biopeliculas e incluso una estructura mas fragil (72).
Efectivamente, en la literatura ya ha sido descrito que D-manosa tiene un efecto considerable en
cuanto a la reduccién de la proliferacion de biopeliculas de P. aeruginosa en presencia y ausencia
de tobramicina con dosis de 2 ug/mL, pero sin mayor efecto sobre la proliferacion del
microorganismo creciendo en su forma plancténica (49). Estos resultados pueden ser explicados
también por la estructura actividad que ha sido descrita para el sacarido, donde se ha evidenciado
que gracias a la orientacién de sus grupos OH puede interactuar con iones de calcio, hendiduras
y el residuo de serina 23 de la proteina LecB (73-75), la cual es juega un rol importante en cuanto
a la maduracioén, mantencién y arquitectura de la biopelicula. Ademas de esto, Hauber en el
pasado evalué como objetivos las lectinas A y B con los sacaridos fucosa y galactosa en
pacientes afectados por FQ y cursando infeccion con P. aeruginosa, y probd que se puede reducir
la carga bacteriana recibiendo dosis de 10 mL de fucosa 0,1M/galactosa 0,1M dos veces al dia
por 21 dias (76). Si bien este seria un efecto deseable de D-manosa, la proporcion de D-manosa
en la formulacién es muy baja (7,5%) y futuros estudios especifico sobre el efecto de las

formulaciones en la adhesion podrian contribuir a confirmar esta hipétesis.
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Microcapsulas con NaCl resultan citotéxicas, microcapsulas con D-manosa superan limite
de viabilidad.

En cuanto a la citotoxicidad, se observd una mayor reduccion de viabilidad celular con las
microcapsulas de D-manosa a concentraciones elevadas de la formulacion (Figura 12A). Sin
embargo, lo opuesto ocurrié al aplicar el tratamiento D-manosa pura, donde en general las
concentraciones mas altas obtuvieron viabilidades celulares similares a lo observado en el control
negativo, y la dilucion del tratamiento tuvo un impacto negativo disminuyendo la viabilidad celular.
Resultados similares obtuvieron Zhang y colaboradores al tratar células A549 con
concentraciones crecientes (0,1mM — 10mM) de D-manosa (77). Respecto al tratamiento con
acido palmitico puro, si bien se observé una tendencia en la que la concentracion mas diluida
mostré un menor impacto negativo sobre la viabilidad celular, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones evaluadas (Figura 12C). La informacion
actualmente disponible sobre los efectos del acido palmitico en la linea celular utilizada es
limitada. No obstante, en contraste con los resultados obtenidos en el presente estudio, algunos
reportes han descrito un efecto inhibitorio sobre la viabilidad celular a partir de concentraciones
iguales o superiores a 100 uM, segun criterios similares a los aqui aplicados (77). Los
tratamientos efectuados con las microcapsulas con NaCl fueron los que demostraron el peor
desempeiio, donde ninguna concentracion alcanzo el limite de viabilidad por sobre 80% (Figura
12B). Las concentraciones de CIP entre tratamientos de microcapsulas de D-manosa y NaCl se
encuentran en paridad pues se masaron cantidades diferenciadas segun la capacidad de
liberacion de cada formulacion evidenciada en los ensayos de disolucion. Por ende, luego de los
90 min de incubacién ambas C1 son equivalentes a 100 pg/mL de CIP. En su mayor parte el
acido palmitico no es capaz de disolverse incluso tras ser sometido por vértex y ultrasonido por
10 min, por lo que seria filirado antes de ser aplicado como tratamiento. La diferencia entonces
entre estos tratamientos son los porégenos D-manosa y NaCl, los cuales son completamente
disueltos en el procesamiento para conseguir el tratamiento final. Sin embargo, los aportes de
mOsmoles por parte de los tratamientos con NaCl C1, C2y C3 sonde 1,37; 0,60y 0,14 mOsmoles
respectivamente, por lo que el cambio en la osmolaridad es despreciable y por ende no jugaria
un rol relevante en este fendmeno tampoco. Finalmente, si bien entre las microcapsulas de D-
manosa Yy las de NaCl se identificé solo una concentracion que cumplié con el limite de viabilidad
fijado, se puede discutir también que los valores de viabilidad celular podrian encontrarse
subestimados. Algunos autores han postulado la actividad antiproliferativa de CIP sobre células
cancerigenas (78-80). Esta hipotesis se basa principalmente en su mecanismo de accion, el cual

consiste en la inhibicién de la topoisomerasa |V, afectando principalmente aquellos organismos
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vivos capaces de rapida replicacion de ADN vy proliferacion, como lo son microorganismos
unicelulares como las bacterias, y también células cancerigenas. Consecuentemente, la linea
celular A549 utilizada comunmente para estudios de monocapa celular por su facilidad de
replicacién y morfologia semejante a tejido alveolar, es una linea aislada de adenocarcinoma
pulmonar humano. En base a esto, se puede esperar que estudios futuros en lineas celulares
epiteliales de origen primario podrian mostrar un efecto de las formulaciones de microcapsulas
mas citocompatible. Aunque preliminarmente se logré identificar un set parametros donde la
concentracion de la formulacion de microcapsulas con D-manosa es citocompatible estudios
adicionales con células epiteliales primarias y modelos 3D continian siendo necesarios para

establecer con mayor precision el perfil de seguridad in vitro de las microcapsulas desarrolladas.

Desempeiio aerodinamico equivalente a microesferas no muestra mejora por cohesividad
de particulas micronizadas:

Desde el punto de vista aerodinamico, las microcapsulas mantuvieron un comportamiento
respirable adecuado, con un MMAD de 4,63 £ 0,25 um, y una FPF sobre el 60%, indicadores que
permiten prever una deposicion efectiva en regiones distales del arbol bronquial, superando
alternativas actualmente disponibles en el mercado (81-84). El leve aumento en tamafio
aerodinamico medio en comparacion con las microesferas puede atribuirse al recubrimiento
lipidico aumentando la densidad del aerosol, aunque esto no parecié comprometer la fraccion
respirable de forma significativa (Tabla 2). El andlisis estadistico sefalo la presencia de
diferencias significativas entre las formulaciones solo en la proporcion de particulas depositadas
en el stage 1 del impactador en cascada, correspondiendo a las particulas con tamafio
aerodinamico >8,06 ym (13,0 £ 0,6% microcapsulas vs 6,9 + 1,0% microesferas) (Figura 7).
Ademas de esto, aunque no fue estadisticamente relevante se puede apreciar una leve tendencia
de mayor frecuencia de deposicion de las microcapsulas de D-manosa entre los stages 1y 2,
mientras que las microesferas tendieron a depositarse en mayor proporcion en los stages mas
avanzados en comparacion con las microcapsulas (Figura 7). Esto podria ser beneficioso para
la formulacién de microcapsulas ya que algunos autores han observado que en el caso especifico
de formulaciones de CIP inhalable podria ser mejor un perfil de deposicion mixto — con tendencia
hacia deposicidon bronquial para disminuir los efectos adversos sistémicos del activo tras su
absorcion a través del epitelio alveolar (85). Aun con esto se debe mantener en cuenta que la
deposicion prematura en el arbol bronquial también conducira a la remocién por la barrera
mucociliar hacia la deglucién y posterior absorcion en estomago e intestinos, contrarrestando la

ventaja deseada de la via inhalatoria oral. Por otro lado, las fracciones remanentes en el
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dispositivo y capsulas no vario entre las formulaciones (6,07 +/- 3,21% microcépsulas vs 8,54 +/-
1,27% microesferas) (Figura 7). Esto sugiere que la adicion de la barrera externa de acido
palmitico no mejoré sobre la excelente desagregacion de la formulacién de microesferas como
era esperado. Las observaciones realizadas mediante la microscopia de barrido entregan
confirmacién suplementaria sobre este efecto, donde en general las agrupaciones de particulas
observadas mostraban mayor agregacion por parte de las microcapsulas en comparacion con las
microesferas (Figura 9). Este efecto podria deberse a una mayor cohesion entre las particulas
por interacciones hidrofobicas debido a la capa lipofilica del recubrimiento, ademas de la ausencia
de interaccién por cargas, la cual podria en cambio facilitar la dispersion de las microesferas por

repulsiones electroestaticas entre las cadenas positivas de la gelatina.

En general la alta retencion de la dosis en los dispositivos de inhalacion de polvo seco es una
barrera de innovacién conocida en la literatura (86—88). Por este mismo hecho en la actualidad
se continuan investigando distintos mecanismos de aerosolizacion y disefios de dispositivos que
minimicen el efecto de adhesion del polvo a las paredes del inhalador y la capsula que transporta
la formulacion (87—89). Sin embargo, es posible que la adicién de esta barrera lipidica sobre las
microcapsulas pueda conseguir mejores resultados que las microesferas desnudas repitiendo
este ensayo posterior a un estudio de estabilidad de estanteria. En el presente trabajo las
formulaciones fueron evaluadas entre 4 a 6 semanas luego de su produccién por spray drying.
Ademas de esto las muestras de polvo bruto recolectadas fueron cuidadosamente resguardadas
en frascos ambar sellados con tapa y Parafilm antes de ser dispuestos dentro de un desecador,
muy distinto a las condiciones ambientales a las que se enfrentarian de ser un producto finalizado
para ser comercializado. En el pasado se ha estudiado que incluso las diferencias de
higroscopicidad de las capsulas que resguardan la formulacion inhalable pueden repercutir en
gran medida en la estabilidad de la forma farmacéutica (90,91). Alhajj también comenté en su
revision sobre varios esfuerzos para formular CIP amorfo que se vieron limitados por la rapida
perdida del estado amorfo debido a la higroscopicidad de los polimeros empleados (5). La
gelatina, presente en ambas microcapsulas y microesferas como polimero dispersante, no se
encuentra ausente de este inconveniente (90,91). La formacion de un sistema de reservorio con
las microcapsulas podria limitar la absorcién de moléculas de agua desde el ambiente para
facilitar el estado hidratado o relajado de la gelatina, y por ende mantener los atributos de calidad
demostrados en los ensayos de deposicion in vitro demostrados en este trabajo, comparado con
las microesferas. Al comparar el porcentaje acumulativo liberado (porcentaje de dosis emitida)

entre las formulaciones de microcapsulas y microesferas no se encuentran mayores diferencias
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entre estas, donde ambas obtienen un 90,1% y un 89,6% de fraccion liberada desde el inhalador,
respectivamente. Esto demuestra la alta compatibilidad entre dispositivo seleccionado y
formulacién elaborada en este trabajo, siendo estos los dos parametros modificables en la triada

de paciente-dispositivo-formulacién que determinan la efectividad de una terapia inhalada.

Eficiencia de encapsulacion asegura alto porcentaje de entrega:

La eficiencia de encapsulacion (EE) es un parametro critico en el disefio de sistemas de liberacion
controlada, ya que determina la fraccién del principio activo incorporado de manera efectiva
dentro de la matriz de la formulacién. En este estudio, las microcapsulas formuladas con CIP
demostraron valores de EE consistentemente altos, todos superiores al 74%, lo que confirma la
robustez del sistema desarrollado (Figura 8). Particularmente, si bien las microesferas de gelatina
(CIP-GA) previamente desarrolladas presentaron la eficiencia de encapsulacion mas alta con un
90,3%, las microcapsulas disefiadas en este estudio lograron valores altamente competitivos. Las
formulaciones con D-manosa y NaCl como pordégenos alcanzaron eficiencias de encapsulacion
de 88,9% y 80,5%, respectivamente, mientras que la formulacion sin porégenos presentd un
74,8%. Estos resultados indican que la inclusién de poroégenos no compromete la eficiencia del
encapsulamiento en gran medida, y en el caso de la D-manosa se equipara al de las microesferas
desnudas, ya que no se encontraron diferencias significativas entre las dos formulaciones. La
obtencion de estos resultados podria atribuirse a varios factores: por un lado, la adicion de
porégenos podria contribuir a una mayor estabilidad estructural de la matriz durante el secado
por atomizacién, reduciendo la pérdida de CIP hacia el exterior. Por otro, podrian generarse
interacciones favorables entre el CIP y los componentes del recubrimiento, contribuyendo a una
retencién mas eficaz del activo. Ademas, la menor eficiencia de encapsulacién observada en las
microcapsulas sin porégenos podria deberse a la incompatibilidad fisicoquimica entre el CIP, un
principio activo hidrofilico, y la barrera lipidica externa compuesta por acido palmitico y DPPC,
ambos predominantemente hidrofébicos. En ausencia de regiones polares en la matriz externa,
es posible que parte del CIP se difunda hacia el exterior durante el proceso de atomizacion, o que
no quede adecuadamente retenido en el interior de la capsula, lo que se traduce en una menor
EE. Por el contrario, la inclusion de porégenos hidrosolubles como D-manosa o NaCl podria haber
favorecido interacciones mas estables entre el CIP y el recubrimiento, al generar micro dominios
hidrofilicos dentro de la matriz lipidica. Estas regiones polares podrian actuar como puntos de
anclaje electrostatico con la amina protonada de CIP en el pH ligeramente acido (pH=4,5) del
medio de alimentacién, o formar puentes de hidrogeno con CIP a través de su acido carboxilico

y amina y cetona, mejorando asi su retencion durante el secado y reduciendo su pérdida. Esta
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hipotesis es coherente con los valores superiores de EE observados en las formulaciones con
porégenos, especialmente con D-manosa, que presenta multiples grupos hidroxilo capaces de

interaccionar con el antibiético.

Estos resultados demuestran que, a pesar de no superar numéricamente a las microesferas, las
microcapsulas mantienen una capacidad de retencién del principio activo comparable, validando
su potencial como una evolucién tecnoldgica con beneficios adicionales en términos de control
de liberacion y funcionalidad terapéutica. De esta misma forma, estos valores se encuentran
dentro del rango superior reportado en la literatura para sistemas de liberacién inhalable, lo que
refuerza la solidez tecnoldgica de la plataforma. En formulaciones similares, por ejemplo, con
otros polimeros biodegradables como quitosano, polietilenglicol (PEG), acido poli(lactico-co-
glicdlico) (PLGA) o Poly-e-caprolactona (PCL), la EE puede variar entre un 3% y 93%,
dependiendo del método de encapsulacion y polimeros empleados (5,92,93). En conjunto, la
elevada EE observada respalda la viabilidad del sistema como plataforma de entrega inhalable,
maximizando la eficiencia terapéutica y reduciendo la pérdida de farmaco durante el proceso de

formulacién y almacenamiento.

Con los resultados de este trabajo se puede identificar un espacio 6ptimo de disefio para la
formulacién de CIP como microcapsulas inhalables. Al integrar los datos de inhalaciéon
comprobamos que mediante la formulacién de microcapsulas es posible administrar una dosis de
particulas finas de hasta 2,16 mg mediante la inhalacién de cuatro capsulas. Aunque es sabido
que la capacidad de solvatacion del pulmén presenta grandes variaciones interpersonales, en
una publicacidon reciente Hastedt en conjunto a un grupo de expertos fundamentaron sobre
principios y un marco operativo para avanzar a un sistema de clasificacion biofarmacéutica para
productos de inhalacién (iBCS) (94). En este trabajo admitiendo las variabilidades interpersonales
se sugiere un volumen conservador de 10 mL de liquido de revestimiento epitelial pulmonar para
calcular y modelar la disolucion de activos in vivo. En base a estos parametros se puede estimar
en base a los estudios de disolucidén que se puede lograr una concentracion de 32,67 ug/mL
dentro de la primera 1 h de disolucién. En el caso de los estudios de biopelicula, aunque la
concentracién de CIP no fue medida durante el ensayo se puede calcular mediante los datos de
disolucion. En este ensayo los resultados favorables de las microcapsulas de D-manosa se
lograron con una liberacion de 64,5 ug/mL dentro de la primera hora, y concentraciones de 103,84
y 140,06 a las 3 y 6 h, respectivamente. Estas ultimas concentraciones sin embargo podrian

también variar en un sistema in vivo por medio de los sistemas de depuracion alveolar y absorcion
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sistémica. Si bien la concentracion estimada de CIP en las microcapsulas de D-manosa cargadas
en las capsulas utilizadas para las pruebas de deposicion (32,67 ug/mL en la primera hora) es
inferior a la concentracion de 64,5 ug/ml asociado al efecto antimicrobiano observado en los
ensayos de biopeliculas, esta diferencia es operativamente corregible. En el ensayo de
deposicion in vitro, las capsulas empleadas fueron llenadas Unicamente hasta aproximadamente
la mitad de su capacidad total, lo cual implica que la carga de microcapsulas podria incrementarse
significativamente sin comprometer la viabilidad del sistema de administracion. Ademas, existe la
posibilidad de utilizar capsulas de mayor volumen y adaptar el dispositivo de inhalacién en
consecuencia, permitiendo administrar una mayor masa de particulas respirables en una sola
inhalacién o en dosis fraccionadas (ejemplo cada 12 horas). Estas estrategias permitirian
alcanzar concentraciones de CIP mas cercanas a las necesarias para inducir efectos
antimicrobianos, sin modificar la arquitectura del sistema formulado ni sus propiedades
aerodinamicas clave. Esta flexibilidad en la dosificacién destaca una de las principales ventajas
del sistema de microcapsulas desarrollado, posicionandolo como una plataforma adaptable para
terapias inhalatorias con requerimientos de concentracion elevados o escalables segun la

severidad de la infeccion o la Inter variabilidad personal del entorno pulmonar de los pacientes.

Algunas limitaciones de este estudio como actividades futuras a realizar son algunas relacionadas
al ensayo de eficacia antimicrobiana, donde solo se trataron biopeliculas formadas como
monocapa, por lo cual resta volver a probar las formulaciones en un modelo in vitro donde se
pueda replicar el crecimiento de las biopeliculas de P. aeruginosa en una matriz mucosa rigida
como las presentes in vivo. Por otro lado, si bien se ha evidenciado la formacion de la dispersién
solida amorfa de la matriz de gelatina-ciprofloxacino mediante las técnicas aqui empleadas, no
se estudio si la formulacion de microcapsulas logra igual, mayor o menor grado de amorficidad
del principio activo. Seria ideal un estudio de estado amorfo mediante técnicas como calorimetria
diferencial de barrido o difraccion de rayos X sobre la formulacion a varios tiempos para evaluar
la presencia y estabilidad de la fase amorfa de la formulacion. También como se discutio
previamente, se conseguiria informacién importante suplementando los estudios de citotoxicidad
con modelos in vitro con células de origen primario o al menos una linea no tumoral para evaluar
si efectivamente el mecanismo de CIP sobre la replicacion de ADN produce la sobreestimacion
de citotoxicidad que se presume en este trabajo, lo que aumentaria también el margen terapéutico
del tratamiento. Otros estudios que podrian resultar interesantes para entender el mecanismo
antibidtico de la formulacién es realizar estudios de permeacion sobre matrices de alginato para

evaluar si la capa externa de acido palmitico y su ausencia de cargas y una mayor lipoficidad
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supone una ventaja por sobre la matriz desnuda de las microesferas al momento de atravesar la
barrera polipeptidica de la biopelicula. Otras interacciones relevantes en cuanto a este efecto
serian estudiar la capacidad de gelatina en la formulacién para interaccionar idbnicamente con las
cargas negativas de las cadenas poliméricas de alginato para generar un proceso de coagulacion,
y si este efecto pudiese verse disminuido por la adiciéon de la capa lipidica. Finalmente, se
deberian estudiar algunas de las unidades formadores de colonias sobrevivientes a las
formulaciones de microcapsulas para evaluar la expresion de algunos factores indicativos de
resistencia a los antibioticos tras el uso de ciprofloxacino, el cual ha sido estudiado por inducir la

proliferacion de variantes resistentes (95-99).

Conclusion

En este trabajo se desarrolld una plataforma inhalable basada en microcapsulas de CIP con
recubrimiento lipidico y porégenos hidrosolubles, con el propdsito de postular una mejora a los
tratamientos de infecciones pulmonares crénicas, como las causadas por P. aeruginosa en
fibrosis quistica. Se demostré6 que la formulacién de microcapsulas con D-manosa como
porégeno permitié una liberacion sostenida de CIP, alcanzando altas concentraciones capaces
de erradicar las biopeliculas de P. aeruginosa. El desempefo aerodinamico de la formulacion fue
adecuado para la deposicion profunda en el pulmoén, posicionandola por sobre otros productos
ya disponibles en el mercado. Adicionalmente, las microcapsulas de D-manosa lograron una alta
eficiencia de encapsulacion y perfil de citocompatibilidad en linea celular A549, lo que la posiciona
la formulacién como una alternativa prometedora como tratamiento antimicrobiano inhalable. La
estrategia propuesta permite escalar o ajustar la dosis administrada para alcanzar
concentraciones terapéuticas independiente de variabilidades interpersonales, validando el

potencial de la tecnologia como plataforma adaptable y clinicamente relevante.

Algunas limitaciones de este estudio como actividades futuras a realizar son algunas relacionadas
al ensayo de eficacia antimicrobiana, donde solo se trataron biopeliculas formadas como
monocapa, por lo cual resta volver a probar las formulaciones en un modelo in vitro donde se
pueda replicar el crecimiento de las biopeliculas de P. aeruginosa en una matriz mucosa rigida
como las presentes in vivo. Por otro lado, si bien se ha evidenciado la formacion de la dispersion
solida amorfa de la matriz de gelatina-ciprofloxacino mediante las técnicas aqui empleadas, no
se estudio si la formulacion de microcapsulas logra igual, mayor o menor grado de amorficidad

del principio activo. Seria ideal un estudio de estado amorfo mediante técnicas como calorimetria
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diferencial de barrido o difraccion de rayos X sobre la formulacion a varios tiempos para evaluar
la presencia y estabilidad de la fase amorfa de la formulacion. También como se discutio
previamente, se conseguiria informacion importante suplementando los estudios de citotoxicidad
con modelos in vitro con células de origen primario o al menos una linea no tumoral para evaluar
si efectivamente el mecanismo de CIP sobre la replicacion de ADN produce la sobreestimacion
de citotoxicidad que se presume en este trabajo, lo que aumentaria también el margen terapéutico
del tratamiento. Otros estudios que podrian resultar interesantes para entender el mecanismo
antibiotico de la formulacién es realizar estudios de permeacion sobre matrices de alginato para
evaluar si la capa externa de acido palmitico y su ausencia de cargas y una mayor lipoficidad
supone una ventaja por sobre la matriz desnuda de las microesferas al momento de atravesar la
barrera polipeptidica de la biopelicula. Otras interacciones relevantes en cuanto a este efecto
serian estudiar la capacidad de gelatina en la formulacién para interaccionar ibnicamente con las
cargas negativas de las cadenas poliméricas de alginato para generar un proceso de coagulacion,
y si este efecto pudiese verse disminuido por la adiciéon de la capa lipidica. Finalmente, se
deberian estudiar algunas de las unidades formadores de colonias sobrevivientes a las
formulaciones de microcapsulas para evaluar la expresion de algunos factores indicativos de
resistencia a los antibioticos tras el uso de ciprofloxacino, el cual ha sido estudiado por inducir la

proliferacion de variantes resistentes (95-99).
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