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1. Introduccion

El sistema inmunitario, frente a una lesién en
los tejidos, se activa produciendo una respues-
ta inflamatoria regulada por macrofagos [1].
Una estrategia interesante para el tratamiento
de enfermedades inflamatorias cronicas es di-
rigir microparticulas (MPs) de PLGA cargadas
con agentes antiinflamatorios a macrofagos.
Entre los agentes empleados en el tratamiento
de enfermedades inflamatorias como la artritis
reumatoide [2, 3] o la artritis idiopatica juvenil
[4, 5], se encuentran el celecoxib y la sulfasala-
zina. El celecoxib (CXB) es un antiinflamatorio
no esteroideo selectivo de la ciclooxigenasa-2
(COX-2), que constituye en este momento una
excelente opcidn para el manejo de los sintomas
tanto en artritis reumatoide como en osteoartri-
tis y dolores agudos. La sulfasalazina (55Z) es
un antiinflamatorio no esteroideo y se engloba
dentro de los fdrmacos antirreumadticos modi-
ficadores de la enfermedad (DMARD). Puede
disminuir el dolor y la hinchazén de la artritis,
prevenir el dafo articular y reducir el riesgo de
discapacidad a largo plazo. El objetivo del pre-
sente trabajo es desarrollar dos formulaciones
de microparticulas, una con SSZ y otra con CXB;
cuyas caracteristicas sean dptimas para ser fago-
citadas por macrofagos [6] y ejercer su actividad
antiinflamatoria en su interior.
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2. Material y métodos

2.1. Elaboracién y caracterizacion de microparticulas

Para la elaboracion de las formulaciones se em-
pled el polimero PLGA Resomer® 502. El mé-
todo utilizado fue la evaporacion-extraccion
del solvente a partir de una emulsiéon O/A. Se
prepararon MPs blancas (MPs-0), MPs carga-
das con SSZ (MPs-S) y MPs cargadas con CXB
(MPs-X). También se prepararon MPs con fluo-
resceina-5-isotiocianato (FITC) (MPs-F), para los
estudios de fagocitosis. Las formulaciones car-
gadas con los agentes antinflamatorios (MPs-S,
MPs-X), incorporaron el activo en un porcentaje
del 5 % respecto al polimero. Mientras que las
MPs-F la FITC se incorpord al 10 %. Las MPs se
caracterizaron atendiendo a su didmetro medio
y distribucién de tamafio (difraccion de rayo la-
ser), aspecto morfoldgico (microscopia de barri-
do), eficacia de encapsulacion (EE %) y estudios
de cesion. Los ensayos de cesion se realizaron a
una temperatura de 37 °C con agitacion constan-
te, y como medio de disolucién para los estudios
de las MPs-S se empled tinicamente tampdn fos-
fato (PBS) a pH=7,4 y para las MPs-X se adiciond
lauril sulfato sédico (LSS) al 3 %. Los estudios de
cesion se realizaron durante 72 h, por ser el tiem-
po empleando en la evaluacién de la actividad
antiinflamatoria en macro6fagos.

2.2. Estudios en macréfagos

La linea celular de macréfagos de ratén
RAW264,7 fue la seleccionada para todos los es-
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tudios en macrofagos. Las células fueron previa-
mente tratadas con lipopolisacarido.

La evaluacién de la captacion de MPs por parte
de macréfagos se realiz6 con la formulacion car-
gada con agente fluorescente (MPs-F). Para ello,
los macrdfagos fueron incubados con las MPs
durante 2, 3 y 5 horas. Las muestras obtenidas a
estos tiempos se analizaron utilizado un micros-
copio de fluorescencia.

La evaluacién de la actividad antiinflamatoria de
ambas formulaciones se realizé en cultivos celu-
lares de macréfagos cuantificando el Factor de
Necrosis Tumoral-ac (TNF-at). Se evaluaron las
formulaciones cargadas con los activos (MPs-Sy
MPs-X), y sus correspondientes soluciones (SSZ-
sol y CXB-sol). Para ello, los macrofagos se incu-
baron con las diferentes formulaciones durante
72 horas. En todos los casos, la concentracion del
activo empleado fue de 1 mg/mL. El medio de
cultivo se analiz6 mediante ELISA para cuanti-
ficar la concentracion TNF-a. Por ultimo, para
evaluar la inhibicién de la expresion génica de
los macréfagos tras las 72 h, se realizé un anali-
sis de PCR-RT con cebadores especificos y cuan-
tificados por software de densitometria Imagen]
a partir de una electroforesis en gel de agarosa.

3. Resultados y discusion

Las cuatro formulaciones de MPs (MPs-S,
MPs-X, MPs-0 and MPS-F) presentaron una su-
perficie lisa y homogénea. En todos los casos se
observaron poblaciones monodispersas con ta-
manos de particula dptimos para ser fagocitados
por macrofagos [6]: 3,99 + 0,41 um para MPs-0,
3,98 £ 0,91 um para MPs-F, 4,09 + 0,64 um para
MPs-Sy 4.40 + 0.57 pm para MPs-X. Los valores
de eficacia de encapsulacién obtenidos fueron
del 1 % para las MPs-F, 80 % para las MPs-S y
del 85 % para las MPs-X.

En los ensayos de cesién, se muestra un burst
inicial a las 6 h de mas del 60 % para la formula-
cion MPs-S y de 7 % para la formulacién MPs-X.
Esa liberacion va seguida de una liberacién prac-
ticamente total a las 72 horas para la MPs-S. Sin
embrago, para la MPs-X la liberacion inicial va
seguida de una liberacion sostenida de manera
que las 72 horas sdlo se ha liberado el 20 % del
CXB.
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En los ensayos de captacion de las microparti-
culas cargadas con el agente fluorescente FITC
(MPs-F), se observ¢ la presencia de las MPs en el
interior del macro6fago a las 2 h de la incubacion.

La actividad antiinflamatoria de las formulacio-
nes (MPs-S, MPs-X, SSZ-sol y CXB-sol) se evalud
midiendo la concentracién de TNF-a a las 72 ho-
ras (Fig.1). La presencia de MPs blancas (MPs-0)
da lugar a un ligero incremento en la concentra-
cion de TNF-a a las 72 h respecto al control nega-
tivo. Por el contrario, se observd una reduccion
significativa (p<0,05) cuando se evaluaron los
activos en solucion (SSZ-sol y CXB-sol) y en las
MPs (MPs-S y MPs-X). Los mejores resultados se
obtuvieron cuando los agentes antiinflamatorios
se incluyeron en las microparticulas.

Fig. 1: Valores medios de TNF-a a las 72 horas, de las for-
mulaciones MPs blancas (MPs-0) MPs con SSZ (MPs-S),
SSZ en solucion MPs con CXB (MPs-X), CXB en solucion
y el control (Mock).

Los resultados obtenidos concuerdan con la re-
duccién en los valores relativos de la expresion
génica de TNF-a, obtenidos tras las 72h por ser
parte del mecanismo de accién de los activos.

4. Conclusiones

Las microparticulas de sulfasalazina y celecoxib
elaboradas con PLGA son rapidamente fago-
citadas por los macrofagos RAW 264,7. En las
condiciones estudiadas, las microparticulas de
sulfasalazina y las de celecoxib consiguen una
mejor respuesta antiinflamatoria, cuando son fa-
gocitadas por los macroéfagos, que cuando estos
farmacos son evaluados en solucién.
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