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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas mas comunes, como el Parkinson y el Alzheimer,
cursan con inflamacion cerebral, causada por disfuncion neuronal y la acumulacién de
proteinas mal plegadas o restos celulares. Este proceso es un factor clave en la progresion
de ambas enfermedades. Los tratamientos actuales se centran en reducir los sintomas,
pero dosificar al sistema nervioso central es altamente desafiante ya que conlleva superar
la baja penetracion de la barrera hematoencefalica, metabolismo de primer paso y efectos
adversos sistémicos. Una alternativa para dosificar al sistema nervioso central es el uso de
la via nasal cerebral utilizando la region olfatoria, para llegar al cerebro. Sin embargo, la
deposicion de activos en esta zona no es trivial pues los dispositivos actuales suelen
generar un aerosol que se deposita extensamente en la cavidad nasal.

En este trabajo se evalu6 el disefio de un inhalador de polvo nasal, que pueda cambiar los
angulos de administracion, utilizar diferentes rejillas en el inhalador y la administracion
asistida sin necesidad de inhalacion. Doxiciclina monohidrato fue usada como droga
modelo, formulada en una dispersion soélida amorfa con hidroxipropilmetilcelulosa, siendo
esta una etapa preliminar a ensayos en animales. Este principio activo ha mostrado
potencial como antineuroinflamatorio, lo que funcionara como un medio para permitir el
reposicionamiento de un farmaco con efecto antibiético.

La maxima deposicién en la region olfatoria fue de un 14,54% con un angulo de 15° y una
malla cuadrada. Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticas atribuibles a la
malla o al &ngulo de la boquilla. La fraccién respirable disminuyé a causa del cambio en la
direccién del angulo de pluma del inhalador, que es dependiente del &ngulo de la boquilla.
Por otra parte, no se observaron cambios en la desagregacion del polvo. La formulacion y
el dispositivo son seguros para la administracion, por su baja fraccion respirable (<10%) y

alta dosis emitida (>70%).
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Design of a dry powder inhaler for neurodegenerative therapies

Abstract

The most common neurodegenerative diseases, such as Parkinson's and Alzheimer's,
involve brain inflammation caused by neuronal dysfunction and the accumulation of
misfolded proteins or cellular debris. This process is a key factor in the progression of both
diseases. Current treatments focus on reducing symptoms, but dosing the central nervous
system is highly challenging as it involves overcoming low blood-brain barrier penetration,
first-pass metabolism, and systemic adverse effects. An alternative for dosing the central
nervous system is to use the nose to brain route, utilizing the olfactory region to reach the
brain. However, the deposition of active ingredients in this area is not trivial, as current
devices tend to generate an aerosol that is deposited extensively in the nasal cavity.

This study evaluated the design of a nasal powder inhaler that can change the angles of
administration, use different grids in the inhaler, and provide assisted administration without
the need for inhalation.

Doxycycline monohydrate was used as a model drug, formulated in an amorphous solid
dispersion with hydroxypropyl methylcellulose, this being a preliminary stage to animal trials.
This active ingredient has shown potential as an anti-neuroinflammatory, which will function
as a means to allow the repositioning of a drug with an antibiotic effect.

The maximum deposition in the olfactory region was 14,54% with an angle of 15° and a
square mesh. However, no statistical differences attributable to the mesh or the angle of the
nozzle were observed. The respirable fraction decreased due to the change in the direction
of the inhaler's plume angle, which is dependent on the angle of the nozzle. On the other
hand, no changes were observed in powder disaggregation. The formulation and device are
safe for administration due to their low respirable fraction (<10%) and high emitted dose

(>70%).
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Glosario

Administracion: Proceso de introducir un farmaco en el organismo. En esta investigacion,

se refiere especificamente a la entrega a través de la via nasal cerebral, fraccionada en dos
aplicaciones.

Cavidad nasal: Seccion anatomica que incluye, desde la entrada a la nariz, en las narinas,

ambas fosas nasales, toda la zona turbinal y hasta la nasofaringe.
Deposicidn: Accién mediante la cual un farmaco se fija en una superficie tras impactar en
ella.

Desagregacion de polvo: Separacion de aglomerados de particulas, en partes mas

pequenias.

Difraccion laser: Método analitico para determinar la distribucién del tamafio de particulas,

basado en el patron de difraccion que se produce al interactuar con un haz de luz laser
infrarrojo.

Disefio 0 modelado 3D: Proceso de concebir y crear representaciones digitales de un

objeto, considerando sus dimensiones, funcién y viabilidad para su posterior fabricacion.

Dispositivo de inhalacién: Aparato disefiado para la administracion de un farmaco mediante

un flujo de aire. En este estudio, se compone de una boquilla, para la pieza que da a la
cavidad nasal, y cuerpo, seccién que recibe el aire de una bomba.

Enfermedades neurodegenerativas: Patologias que afectan al sistema nervioso central,

principalmente al cerebro, pudiendo causar dafios en la memoria, la cognicion y/o el
movimiento y, por lo tanto, afectan la calidad de vida. Son de caracter progresivo y crénico.
Impresion 3D: Proceso de fabricacién aditivo, que construye objetos tridimensionales a
partir de un disefio digital, capa por capa, utilizando un equipo especializado (impresora

3D).
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Regqién olfatoria: Zona anatémica, presente en la regién turbinal superior, que conecta

directamente al cerebro, sin presencia de la barrera hematoencefalica.
Tamafio aerodinamico: Valor caracteristico de una particula. Considera su forma, densidad
y el medio en el que se dispersa.

Tamafio geométrico: Valor caracteristico que solo considera las dimensiones fisicas y

proporciones, intrinsecas de una particula.

Via nasal cerebral: Ruta de administracion de un medicamento desde la cavidad nasal

directamente al sistema nervioso central.



Abreviaciones

a-Syn: Alfa-sinucleina.

AB: B-amiloide.

AIM: Impactador en cascada Andersen abreviado.
BHE: Barrera hematoencefalica.

COMT: Catecol-O-metiltransferasa.

D50: Diametro medio.

DE: Dosis emitida.

DOXI-HPMC: Doxiciclina en hidroxipropilmetilcelulosa.
DSA: Dispersion soélida amorfa.

EA: Enfermedad de Alzheimer.

EE: Eficiencia de encapsulacion.

EP: Enfermedad de Parkinson.

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos.
FR: Fraccién respirable.

HCI: Acido clorhidrico.

HPMC: Hidroxipropilmetilcelulosa.

IMAO-B: Inhibidores de la monoaminooxidasa B.
LD: Difractor laser.

MC: Malla o mesh cuadrada.

MR: Malla o mesh redonda.

NMDA: Receptor N-metil-D-aspartato.

NO: Oxido nitrico.

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud.

PAR2: Receptor activado por proteasa 2.



p-tau: Proteina tau fosforilada.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.

SA: Sin angulo

SD: Spray Dryer.

SNC: Sistema nervioso central.
o: Desviacién estandar.

X: Promedio.
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Introduccién

Las enfermedades neurodegenerativas representan un desafio creciente asociado al
envejecimiento. Se caracterizan por procesos inflamatorios que conducen a disfuncion
neuronal, afectando tanto al cerebro como al sistema nervioso periférico. Los tratamientos
actuales son predominantemente orales y presentan diversas desventajas, destacandose
la baja permeabilidad de la barrera hematoencefélica (BHE), pero también problemas
relacionados con la farmacocinética, que limitan su efectividad terapéutica (National
Institute of Environmental Health Sciences, 2022).

Por ello, emerge la estrategia de utilizar la cavidad nasal para acceder directamente al
sistema nervioso central (SNC). Esta via, a través de la region olfatoria, permite eludir la
BHE. Por ello, se convierte en el pilar central de este trabajo administrar un farmaco
antineuroinflamatorio a través de la regién olfatoria. Para ello, se dirigira la dispersién de la
formulacion en polvo a la cavidad nasal utilizando un inhalador disefiado para la
administracion asistida (no dependiente de la inhalacion del paciente).

Las enfermedades neurodegenerativas mas comunes, segun la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), son la enfermedad de Alzheimer (EA) y la enfermedad de Parkinson (EP).
La patogenia de ambas afecciones se caracteriza por la presencia de procesos
inflamatorios cronicos. Los tratamientos actuales se enfocan en mitigar los sintomas y
ralentizar la progresion, dado que aun no existe una cura definitiva. Sin embargo, una
dosificacién efectiva al 6rgano mas protegido del cuerpo humano es un desafio notable.
Para la EA se han propuesto varias teorias sobre su causa, siendo dos las mas aceptadas:
la hipotesis colinérgica, que sugiere un deterioro en la funcion del sistema colinérgico; y la
teoria amiloide, que postula una alteracién en la produccion y procesamiento del péptido (3-
amiloide (AB).

No obstante, ninguna teoria ha sido universalmente aceptada hasta el momento (Breijyeh
et al., 2020). Las alteraciones en el metabolismo del péptido AB conducen a su agregacion,
lo que contribuye a la neurotoxicidad y disfuncion neuronal. Se ha identificado que la
proteina B-amiloide desencadena la activacion del inflamasoma NLRP3, presente en
monocitos, microglia y astrocitos. Ademas, activa el inflamasoma NLRP1, inducido por la
proteina B-amiloide y por un desequilibrio K+/Ca2+, en monocitos y neuronas (Bulté et al.,

2023). La acumulacion de placas densas de la proteina B-amiloide, en areas clave como el



hipocampo, la amigdala y la corteza cerebral, provoca dafio axonal y dendritico, pérdida de
sinapsis y deterioro cognitivo. Ademas, se han identificado, la disfuncion de la proteina tau
hiperfosforilada (p-tau), procesos inflamatorios, estrés oxidativo inducido por radicales libres
y dafio en la transmision colinérgica (Perl, 2010).

En cuanto al tratamiento, las modificaciones en los habitos de vida, como una dieta
equilibrada y el ejercicio regular, mejoran la salud cerebral. Estas constituyen una
intervencion de primera linea para ralentizar la progresion de la EA. En el &mbito
farmacologico, los tratamientos actuales incluyen inhibidores de la colinesterasa, que
inhiben la degradacion de acetilcolina, y antagonistas del receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), que previenen la excitotoxicidad bloqueando el exceso de calcio liberado por la
sobreestimulacion del receptor (Breijyeh et al., 2020). Aunque estos farmacos actiian sobre
las principales vias implicadas en la manifestacion de los sintomas, su accién se limita a
las etapas finales de la sefializacién y no aborda la causa ni las etapas iniciales de estas
vias. En conclusion, resulta imperativo continuar la blisqueda de farmacos capaces de

ralentizar la progresion de esta patologia.

De manera similar, en la enfermedad de Parkinson, la neuroinflamacion desempefia un
papel crucial, iniciandose tempranamente en su patogénesis. La agregacion de alfa-
sinucleina (a-Syn) en cuerpos de Lewy promueve la degeneracion de neuronas
dopaminérgicas (Atik et al., 2016). Esto conduce al déficit dopaminérgico caracteristico de
la EP y a la activacién sostenida de la microglia y la astroglia (astrocitos).

La dopamina modula la respuesta inmune cerebral, influyendo en la actividad de células
gliales. La microglia, como principal célula inmune residente del SNC, y la astroglia son
esenciales para la homeostasis de este (Xia et al., 2019). Ambas células, al activarse ante
agregados proteicos o dafio neuronal, participan en la inflamacién y procesos de reparacion
(Liu et al., 2020).

La inflamacion en la EP se perpetia mediante diversos mecanismos. Estos incluyen la
activacion persistente de la microglia y los astrocitos, junto con la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y éxido nitrico (NO) (Tansey & Romero-Ramos, 2019). Dichos
procesos inducen un ciclo de retroalimentacion positiva, amplificando la respuesta
inflamatoria crénica (Dias et al., 2013). Esta contribucion a la neurodegeneraciéon y

patogénesis de la enfermedad justifica una estrategia terapéutica antineuroinflamatoria.



Por lo tanto, abordar la neuroinflamacion podria ofrecer beneficios terapéuticos
significativos. Esto se lograria al intervenir en multiples vias patoldgicas, proteger a las
neuronas restantes y ralentizar la progresion de la EP.

El tratamiento farmacoldgico actual de la EP es sintomético, enfocado en mantener los
niveles de dopamina. Esto se consigue con inhibidores de la monoaminooxidasa B (IMAO-
B) y catecol-O-metiltransferasa (COMT). También se utiliza levodopa y agonistas
dopaminérgicos. Dada la cronicidad de la EP, la terapia es prolongada, y suprimir la
inflamacion podria alterar la respuesta inmune cerebral.

La neuroinflamacién es mediada por la microglia, célula clave en la inmunidad del SNC
(Pajares et al., 2020). Por ello, es crucial que los tratamientos antineuroinflamatorios sean
altamente selectivos. Esto podria requerir combinaciones farmacolédgicas para optimizar la
eficacia y seguridad. En el futuro, las estrategias deberian priorizar la proteccion sistémica,
ademas de la neuroproteccion especifica.

Debido a que estos procesos inflamatorios contribuyen a la patogenia de las enfermedades
neurodegenerativas, la inflamacion no resuelta se cronifica, promoviendo su progresion.
Pese a los avances en la comprension de estas afecciones, actualmente no existe una cura
ni un tratamiento farmacolégico definitivo. Por lo tanto, los esfuerzos se concentran en

ralentizar su avance y mejorar la calidad de vida.

En este contexto, la via nasal cerebral emerge como una opcion prometedora al utilizar la

region olfatoria para el acceso directo al cerebro mediante un dispositivo de inhalacion.

La via nasal cerebral presenta multiples ventajas frente a la administracion oral. Asi, por
ejemplo, la via oral expone a los activos al metabolismo de primer paso, la baja
biodisponibilidad, y efectos adversos sistémicos. Ademas, la limitada permeabilidad de la
mayoria de los activos a la BHE exige dosis mas elevadas (Mittal et al., 2014).

Por otro lado, aunque la via intravenosa evita algunas complicaciones, no soluciona el
desafio fundamental de atravesar la BHE, ventaja clave de la via nasal. Adicionalmente, se
han observado mayores concentraciones cerebrales con la administracién nasal en
comparacion con las inyecciones intravenosas (Di Francesco et al., 2024). Si bien se han
usado inyecciones intraparenquimatosas, intratecales e intracerebroventriculares para
alcanzar altas concentraciones cerebrales, estos métodos son altamente invasivos.

Consecuentemente, no resultan viables para terapias crénicas.



La via nasal cerebral destaca por su rapido inicio de accion y el pequefio volumen requerido
para la administracion, lo que la hace idonea para tratamientos crénicos. No obstante,
presenta desventajas. Aproximadamente solo el 5% de la dosis administrada llega al
cerebro, el tiempo de retencién es breve (< 20 minutos) debido al aclaramiento mucoso, lo
gue restringe la absorcion. Ademas, el epitelio olfativo consta de una superficie reducida, lo
gue puede limitar la eficacia (Dhuria et al., 2010; Warnken et al., 2016).

En la terapia nasal, se destaca la interaccion entre tres componentes fundamentales: el
paciente, la formulacién y el dispositivo. En primer lugar, el paciente presenta una gran
variabilidad individual, tanto en las caracteristicas anatémicas de la cavidad nasal como en
la maniobra de inhalacién. Factores como el flujo de inhalacion, la posicién del dispositivo
y el angulo de administracion pueden variar en cada aplicacién, incluso en un mismo
paciente (Warnken et al., 2018). El problema es que estos factores no pueden ser
controlados ni modificados directamente, sino que requieren educacion para optimizar su
manejo, lo que permite una variabilidad considerable debido al factor humanao.

En segundo lugar, la formulacién ofrece la mayor capacidad de intervencién y control. En
este trabajo se utilizara doxiciclina monohidrato, un polvo cristalino amarillo con un peso
molecular de 462,5 g/mol. Presenta una solubilidad pH dependiente, siendo insoluble en
buffer pH 7,4. Es un antibiético bacteriostatico de amplio espectro, perteneciente a las
tetraciclinas de segunda generacién. Su uso principal es para infecciones del tracto
respiratorio superior (AHA Biochem. Doxycycline Monohydrate 2024; Doxycycline: Uses,

Interactions, Mechanism of Action | DrugBank Online, 2024).

La formulacion soluble de doxiciclina fue optimizada por Claudia Soza, quien desarroll6 una
dispersion sélida amorfa. Para ello, utilizé hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), un polimero
mucoadhesivo aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
Estadounidense (FDA, por sus siglas en inglés), con capacidad de inhibir la recristalizacion
del activo. Esta modificacion incrementd la solubilidad y velocidad de disolucion del

farmaco, reduciendo el impacto del aclaramiento nasal al facilitar su absorcién inmediata.

Las particulas resultantes presentaron un tamafo superior a 10 um, impidiendo su paso al
pulmén y facilitando su deposiciéon en la cavidad nasal. En su estudio, se evaluaron

administraciones utilizando un inhalador de polvos nasal posicionado a angulos de 30° y



75°, lo que destacé la importancia del &ngulo para la deposicién nasal. Sin embargo, la
fraccion depositada en la region olfatoria no super6 el 5%, en linea con la literatura
existente.

En el presente trabajo, utilizaremos la formulaciéon optimizada por Claudia Soza, pero
reconfigurando su dispositivo para optimizarlo. Adicionalmente, ampliaremos el analisis de
los angulos de administracion mediante el estudio del disefio del inhalador.

A pesar de que la doxiciclina es primariamente un antibiético, este trabajo busca ser un

medio para su reposicionamiento como antineuroinflamatorio.

Para comprender el mecanismo de transporte de la droga al SNC y la importancia de la via
de administracion nasal cerebral, es necesario conocer la fisiologia de la cavidad nasal.
Esta consta de una superficie total aproximada de 150 cm2 y un volumen de 15-20 mL
compuesto por la mucosa nasal. Esta dividida por un tabique central en dos fosas nasales,

cada una comunicandose al exterior a través de una narina (Alabsi et al., 2022).

Figura 1: Representacion esquematica de la anatomia interna de la cavidad nasal.

Se delinean las tres regiones principales: el vestibulo nasal (sombreado en verde), la region
respiratoria (sombreada en celeste) y la region olfatoria (sombreada en morado). Modificado
de (Sobotta, 2007).

Anatomicamente, la cavidad nasal se compone de tres regiones principales (Figura 1):
vestibulo nasal, regién respiratoria y region olfatoria. El vestibulo, cercano a la entrada, es
de menor tamafio y tiene poca capacidad de absorcién. La regién respiratoria, que
constituye la mayor parte de la cavidad, esta altamente vascularizada y es la principal zona

de absorcion para farmacos de accion sistémica. En cambio, la regién olfatoria, ubicada en



el extremo superior, cubre solo el 3-5% de la superficie total. Esta area es crucial porque
Sus neuronas expuestas permiten una conexion directa con el SNC (Alberto et al., 2022).

El farmaco depositado en la region olfatoria puede alcanzar el SNC a través de diferentes
rutas (Figura 2). Destacan dos mecanismos principales. Primero, la via del nervio olfativo,
donde el farmaco se absorbe en las neuronas mediante endocitosis o pinocitosis. Luego es
transportado por flujo axonal intracelular al bulbo olfatorio, desde donde se distribuye al
resto del cerebro y SNC.

Segundo, la via del nervio trigémino, otra ruta posible, aunque menos comprendida. Esta
permite el transporte directo al cerebro a través de las fibras trigeminales. Aan no se ha
definido con certeza el mecanismo exacto de transporte.

Es posible que, segun las propiedades de cada farmaco, algunos se transporten
preferentemente por una ruta sobre otra o utilicen multiples vias simultaneamente (Warnken
et al., 2016; Xinchen et al., 2023).

Figura 2: Esquematizacién de las principales vias de transporte en la liberacién nasal
(Alberto et al., 2022).

Particularmente, los efectos antineuroinflamatorios de la doxiciclina se han estudiado

ampliamente, revelando la participacion de multiples mecanismos (Rahmani et al., 2022).

Entre ellos, se incluyen la inhibicién de la induccién de ROS (Ferreira Junior et al., 2021).

Asimismo, se observa la inhibicion de la activacion de PAR2 (receptor activado por proteasa



2), un receptor que estimula la produccion de mediadores proinflamatorios. La doxiciclina
también reduce la actividad de las metaloproteinasas de matriz in vitro (Navarro-Trivifio et
al., 2020) e in vivo (Choi et al., 2004), enzimas cuyas concentraciones se incrementan en
procesos inflamatorios.

Adicionalmente, se ha reportado una reduccion de la activacion microglial (Ferreira Junior
et al., 2021; Rahmani et al., 2022a). Incluso se ha demostrado la inhibicién de la agregacion
in vitro del péptido Ap42 (una isoforma de la proteina B-amiloide, considerada mas toxica y

prevalente en Alzheimer) (Costa et al., 2011; Rahmani et al., 2022a).

Aungue las modificaciones principales en las investigaciones se centran en la formulacion,
el dispositivo de inhalacion es un factor crucial, ya que depende del flujo de inhalacioén, la
capacidad respiratoria y el angulo de administracion, lo que en conjunto da direccionalidad

al principio activo entregado.
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Figura 3: Dispersor nasal para polvos cargados en capsulas.

Prototipo desarrollado en el estudio de Claudia Soza.

El presente estudio utilizé6 un inhalador asistido que controla el flujo de aire, eliminando la
variabilidad respiratoria.

El dispositivo inicial (Figura 3), fue probado previamente por Claudia Soza. Este prototipo
utiliza una cépsula con polvo en su base, y un puerto de entrada de aire en la parte inferior.
En la parte superior, posee una malla perforada que evita que la capsula salga del inhalador,
ayudando al polvo a dispersarse por impacto.

La literatura reporta una deposicion maxima en la region olfatoria cercana al ~8%. Se ha

observado que particulas con un tamafio superior a 10 um se depositan preferentemente



en la cavidad nasal, lo que coincide con estudios que sugieren que cercano a este tamafio
se favorece la deposicién en la regién olfatoria.

Las tasas de flujo de aire probadas varian ampliamente, con valores de 7,5, 15 y 30 L/min.
En términos de velocidad de pulverizacion, se han logrado buenos resultados con
velocidades cercanas a 1 m/s (Sicard & Frank-Ito, 2024).

Para el angulo de administraciéon, angulos desde 45° hasta ~60° han presentado deposicion
olfatoria, no obstante, existe una alta variabilidad interindividual en estos resultados, debido
a las variaciones producidas por los diferentes modelos nasales, sus recubrimientos,
formulaciones, principios activos y flujos de administracién (Salade et al., 2018a; Warnken
et al., 2018).

En el presente estudio, se utilizaron las variables presentes en la literatura que optimizan la
liberacién a la region olfatoria. Estas se combinaron con la tecnologia de dispersién nasal
asistida. El flujo de atomizacion se establecié en 15L/min, que permite una deposicion
eficiente en la cavidad nasal y evita el rebote de particulas. Adicionalmente, se cubri6é una
narina para centrar el flujo en la que recibe la administracion. El principio de este disefio
busca no generar incomodidad, desligando la variable humana de la liberacién, mientras se

usa la tecnologia de impresion 3D para prototipar el dispositivo.



Objetivo general

Optimizar la deposicion en la region olfatoria de una formulacion de polvo de doxiciclina-

hidroxipropilmetilcelulosa (DOXI-HPMC) en modelos de cavidades nasales 3D, mediante

el disefio de un dispositivo de inhalacién asistida.

Objetivos especificos

1.

Producir una dispersion sélida amorfa de DOXI-HPMC mediante secado por
atomizacion (Spray Dryer, SD).

Prototipar, mediante impresién 3D la pieza nasal del dispositivo, disefiando
diferentes angulos de administracién y mallas.

Evaluar el desempefio de la pieza nasal en la deposicién del polvo en la region
olfatoria.

Evaluar el impacto del disefio de la pieza nasal en la desagregacién del polvo, por
medio de difraccion laser.

Cuantificar y mapear la deposicién de doxiciclina en la region olfatoria de la cavidad

nasal mediante espectrofotometria UV.
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Materiales y métodos

1. Manufactura de la dispersion sélida amorfa DOXI-HPMC por Spray Dryer

Se utilizo el equipo Mini Spray Dryer Biichi B-290, con una boquilla de atomizacion de 2mm,
para obtener particulas de tamafio aerodinamico >10 pum.

Se uso una solucién de alimentacion de DOXI-HPMC. Esta en una proporcion de 32:68 al
1% p/p en solucion &cida (pH 1,8). Se utilizé doxiciclina en su forma monohidratada (CAS
17086-28-1), la cual fue obtenida de AK scientific (EE.UU) e hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC) de laboratorios Knop (Chile). Mientras que la solucion acida fue prepara a partir de
acido clorhidrico (HCI) en agua destilada.

Los parametros que se utilizaron en el equipo fueron los estudiados previamente por
Claudia Soza y que permiten entregar el mayor rendimiento. Estos son, una temperatura
de entrada de 180°C, una velocidad de alimentacion de 3 mL/min y un flujo de atomizacion
de 742 L/h.

Una vez finalizado el proceso se esperd aproximadamente 1 h para permitir la disminucion
de la temperatura y energia en las particulas. Se recogi6 el polvo de DOXI-HPMC y se

almacenod en frascos ambar.

2. Eficiencia de encapsulacion

La formulacion fue sometida a la prueba de eficiencia de encapsulacion (EE), la cual nos
permite caracterizar el polvo y considerar en el andlisis de datos pérdidas por el
procedimiento y/o equipos. Esta prueba busca saber cuanto porcentaje de doxiciclina esta
siendo encapsulado, en comparacién con lo que esperabamos obtener, el valor tedrico. La
formulacion base tiene te6ricamente 32% de doxiciclina'y 68 % de HPMC.

Para esto se pesé una cantidad conocida y se disolvié en el solvente, hasta la disolucion
completa, posteriormente se midi6 su absorbancia por espectrofotometria UV, asi

obteniendo la cantidad de doxiciclina presente.
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3. Analisis mediante microscopia electronica de barrido

Se utilizO microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) para
caracterizar morfolégicamente la dispersion solida amorfa de DOXI-HPMC obtenida

mediante el secado por atomizacion.

Este analisis se realiz6 mediante el método de depdsito en cinta de carbon, utilizando un
detector Everhart-Thornley (ETD) de electrones secundarios. El equipo operd a un voltaje
de aceleracién de 30 kV, con un alto vacio de 1,12 X 10~* Pa. El microscopio empleado fue
un Microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo (FESEM) Thermo Scientific

modelo Quattro S.

4. Disefo e impresion 3D del inhalador para polvos nasal

15° 25°
4 }
)
: 35° 45°
‘/f; \ i
A B

Figura 4: Disefio del inhalador

A) En la seccién A, a la izquierda, se observan tres boquillas. Una boquilla se muestra
desde una vista lateral, dejando ver una perspectiva general de esta. Las otras dos
boquillas presentan la estructura interna de la malla, una con forma circular, la otra con un
patrén cuadrado. B) En la seccién B, a la derecha, se aprecian cuatro boquillas, con la

parte final de la boquilla curvada en distintos angulos 15°, 25°, 35° y 45°.
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El inhalador utilizado fue disefiado en el programa Autodesk Inventor Professional 2025.
Para estudiar como su disefio afecta a la deposicion nasal, se realizaron modificaciones al
angulo de la boquilla en el plano vertical, generando un inhalador con boquilla recta sin
angulo (SA) y con angulos de 15°, 25°, 35° y 45° (figura 4B). Adicionalmente, se modificd
la malla o mesh, obteniendo dos, una con patrén redondo y una con patron circular (figura
4A).

Se realizd la impresion 3D de todos los modelos en una impresora de resina Anycubic
Photon M3, debido a que esta impresora tiene gran precision en piezas pequefas. Se utilizo
resina fotosensible blanca, un material que permite imprimir con alta resolucién, evitando

zonas rugosas en los inhaladores.

5. Deposicion en la region olfatoria: Cavidad nasal, Andersen y administracion

Cavidad nasal

La cavidad nasal incluye cinco regiones anatomicas (representadas en partes) y posibilita

la cuantificacion del patrén de deposicion (figura 5).

e N ‘l"‘!l 1 l,’!t ,'fll
W -:' 'I'lj_t

AP R

Figura 5: Representacion de las partes del modelo de cavidad nasal

A la izquierda se muestra una imagen de tomografia computarizada utilizada para construir
el modelo 3D, que se observa a la derecha. A: Anterior, U: regién turbinal superior donde
se encuentra la regién olfatoria, M: regién turbinal media, L: regién turbinal inferior, N:

nasofaringe. (Warnken et al., 2018).

La cavidad nasal se imprimié en una impresora Creality CR5 Pro H, con filamento de tipo

PLA negro. Para cada administracion, la cavidad nasal se recubri6é con un gel de HPMC al
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1%, aplicando 2 mL de dicho gel a cada seccién de la cavidad, con el objetivo de imitar la
mucosidad interna permitir la deposiciébn del polvo y evitar el rebote de particulas.
Adicionalmente, se us6 parafilm para cubrir la cavidad nasal, evitando fugas del flujo de
aire, de esta forma, también, se obstruy6 la narina izquierda con el fin de dirigir el flujo
“‘inspiratorio” hacia la administracion, concordando con las indicaciones habituales para el
uso de inhaladores de tapar una narina.

Figura 6: Imagen de la cavidad nasal, posterior a una administracion

Evaluacién de fraccion respirable por Impactador Andersen

Andersen Cascade Abbreviated
Impactor (ACI) Impactor (AIM)

7

| Induction Port .
[e— \

| induction port '
Aerad; ic Size = T =
Rangesum) =
>9.0 11 Stage 0 .
’Ev: 2 T Slage 1 =i Aerodynamic Size
= 4.7-0.8 B Stage 2 NN 5° @ Rongosfum)
é 33-47[8 stage3s Mass (LPM) J,_ _ Stage0  1>90
B _2'T33 stage 4+ ) 2100 I stage’2 N 4.7-00 =
% 1.1-21 Stage 5 Small Particle Fiter <47 2
§ 07-1.1 Stage 6 Mass (SPM)
[*3 — 1 <21 m
8 04-07 Stage 7
§ <04 |18 Filter

Figura 7: Impactador en cascada Andersen (ACI) y su version abreviada (AIM)

Modificada de (David Christopher et al., 2017) con fines investigativos.
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La cavidad nasal fue unida a una version abreviada del impactador de cascada Andersen
(AIM, por sus siglas en inglés), como se observa en la figura 7. Permitiendo cuantificar el
tamafio aerodindmico del polvo de DOXI-HPMC. Esto es importante para caracterizar el
polvo una vez que ha sido dispersado desde el inhalador y ha atravesado la cavidad nasal.
El impactador consta de un preseparador donde quedan retenidas las particulas de mayor
tamafo, al cual se le afiadieron 10 mL de solucién acida (HCI 1M). Este conecta con los
platillos, el platillo N°0 para particulas >9 um y el platillo N°2 para particulas de 4,7 a 9 ym,
cada uno se cubri6 con 1 mL de una pelicula de vaselina al 1% en hexano (ambos obtenidos
de Vimaroni S.A). El platillo final corresponde al filtro (platillo F) para particulas <4,7 um,
esto corresponde a la fraccion respirable, es decir, las particulas capaces de llegar al
pulmén profundo. En él se coloc6 un papel filtro que permitié atrapar las particulas
restantes. El flujo usado para la administracion fue de 28,3 L/min, que es el recomendado
por el fabricante al usar la version abreviada del impactador en cascada Andersen

(Andersen Cascade Impactor (ACI) | Copley Scientific, n.d.)

Administracion

En cada administracion se cargoé y dispersé 20 mg en total de la formulacion. Se dividio en
dos capsulas de 10mg cada una, estas son de HPMC tamafio #3 y fueron obtenidas de
Capsugel Lonza. Se administrd a través de la narina derecha, con la izquierda obstruida,
esto se repitid dos veces a través de la misma narina. Cada aplicacion se completd en un
lapso de 8,5 s, tiempo necesario para completar el volumen pulmonar, con un flujo de
administracion de 15 L/min, debido a que se observé que este permitia la deposicién nasal

y evitaba el rebote de particulas fuera de la cavidad.
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Figura 8: Registro fotografico de todos los aparatos conectados

Para facilitar la administracion se conectaron todos los equipos (figura 8). Para ello se
imprimié en 3D un soporte que conecta una bomba de aire con un regulador de flujo que, a
su vez, se une al dispositivo de inhalacion. Esto permiti6 regular el flujo, mientras se
inyectaba aire directamente al inhalador posibilitando la administracion asistida de la

formulacion.

L
\ )

Figura 9: Fotografia del angulo generado por el soporte que une la manguera con el

inhalador, calculado con la aplicacion Protactor.
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Se debe considerar que el &ngulo de administracién considera adicionalmente, un angulo
de ~50° generado por la posicién del soporte (figura 9). Tanto el angulo de la boquilla, como
el generado por el soporte, deben considerarse para la medicion de angulo final.

En este trabajo se referird exclusivamente al angulo de la boquilla, para facilitar su estudio.

6. Recoleccidon y cuantificacién de la deposicion en la regién olfatoria

Para la recoleccion, se recuper6 la droga depositada en el cuerpo y boquilla del inhalador,
en las capsulas, en cada una de las partes de la cavidad nasal al separarlas, y en todas las
partes del impactador de cascada, en el preseparador, en los platillos N°2, N°0 y en el filtro.
La recuperacion se realiz6 mediante 3 mL de solucion &cida (pH 1,8) para cada seccion del
inhalador, las capsulas, la cavidad nasal, y cada platillo del impactador, mientras que para
el preseparador se homogenizé y se tomaron 5 mL, siguiendo el método descrito por
Claudia Soza.

La cuantificacién de la droga se efectu6 mediante espectrofotometria UV (Synergy H1M
Biotek Instruments, Santa Clara, CA, US), a A =400 nm, en placas de 96 pocillos de fondo

plano obtenidos de Thermo scientific.

7. Andlisis de la desagregacién de particulas

Disefio / Impresién 3D

Desagregacion
de polvo

s — Z:—Ua y " Inhalador Nasal

(dispersor)

Manufactura de DOXI-HPMC
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Figura 10: Diagrama del proceso de evaluacion de tamafio geométrico de particulas usando
difraccion laser.

DOXI-HPMC: dispersién solida amorfa de doxiciclina con hidroxipropilmetilcelulosa.

Se evalu6 el efecto del disefio del inhalador en la capacidad de las particulas
micronizadas de desagregarse. Las modificaciones estudiadas fueron el cambio en el
angulo de la boquilla y en el patrén de la malla, la cual permite el impacto y la
desagregacion de las particulas del polvo.

Se realizé mediante el estudio de la variacion del tamafio geométrico de particulas por
difraccion laser (Helos BR, Sympatec GmbH), lo que nos permitié6 comparar con el tamafio

aerodindmico y observar su influencia en la deposicion nasal.

\

Figura 11: Fotografia de la formulacion en polvo atravesando el haz de luz del difractor laser

Para ello se utilizé el difractor laser (LD, por sus siglas en inglés), el cual usa una
configuracion de soporte universal, donde permite el estudio de inhaladores. Su
mecanismo funciona haciendo pasar un polvo a través de un laser (figura 11), permitiendo
el andlisis del tamafio de las particulas que obstruyen el laser, entregando un informe de

distribucion de tamafio geométrico de particulas.

Se evalud el diametro medio (D50), valor que nos indica el punto intermedio, es decir,
donde el 50% de la poblacién de particulas es menor a este nUmero. Ademas, se incluye
el D10 y D90, que en su conjunto permiten analizar la distribucion del tamafio de

particulas, por medio del valor Span, con la siguiente formula.
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D90 - D10
D50

Span =
Todos estos datos son de distribucion acumulada y entregados en el informe generado

por el difractor laser.

Para este estudio se mantuvieron las condiciones de los experimentos, un flujo de
dispersién de 15 L/min y capsulas #3 de HPMC, cargadas con 10 mg de la formulacién de
DOXI-HPMC, cada variable se estudi6 por duplicado. Para lograr esto se incluyo el
soporte, la bomba, su regulador de flujo y el inhalador, de esta forma el resultado nos
entrega informacion del polvo una vez que ha salido del inhalador y antes de pasar por la

cavidad nasal 3D.

8. Tratamiento estadistico.

Los andlisis estadisticos fueron realizados en el programa GraphPad Prism 8.0.

Se realiz6 la prueba ANOVA de dos vias, para la region olfatoria (se evalué el efecto de
las mallas, de los angulos y entre ambos), para los tamafios geométrico (D50) y
aerodinamico (FR), y para Span.

En los resultados donde se observé diferencias estadisticamente significativas, se realizé

adicionalmente la prueba de Tukey, para identificarlas (p < 0,05).
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Resultados

1. Rendimiento, EE y SEM.

Una vez realizado el proceso de manufactura de la dispersion sélida amorfa (DSA), se
evalué su rendimiento y su eficiencia de encapsulacién. Cabe mencionar que el proceso de
manufactura se realizé dos veces, con el objetivo de contar con suficiente formulacion para

la realizacion de los experimentos.

Tabla 1: Rendimiento y EE.

Presenta los resultados para el lote 1 (L1) y el lote 2 (L2) de la formulacién de DOXI-
HPMC. EE: Eficiencia de encapsulacion.

L1 L2

Rendimiento | 63,00% | 72,45%

en secador por

pulverizacion
EE 99,82% | 100,00%

Para el rendimiento, se masoé la cantidad de polvo recuperado al finalizar el proceso de
atomizacion, y se compard con el valor de sélidos utilizados para la preparacion de la

solucion de alimentacion, 1% p/p. Se utilizé la siguiente férmula.

Rendimiento = Cantidad de formulacion obtenida < 100
enatmiento = Cantidad de solidos usados

Mientras que para la eficiencia de encapsulacion se pesaron 10 mg y se disolvieron en 10
mL del disolvente agua 4cida, hasta la disolucién completa, y se midié su absorbancia por
espectrofotometria UV. Se compar6 con el 32% de doxiciclina teérico, a través de la

siguiente férmula.
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o » cantidad del activo obtenida
Eficiencia de encapsulacién = - - —— X 100
cantidad del activo teérica

Adicionalmente para el andlisis realizado mediante microscopia electrénica de barrido, en

la figura 12 se ilustran sus resultados.

& HV curr WD ) mag O det spot pressure |730um%‘
30.00kV 0.18nA 10.5mm 5000x ETD 3.0 1.12E-4Pa Quattro

Figura 12: Imagen obtenida por medio de microscopia electronica de barrido.

Con un aumento de 5000x.

Se observan, particulas de gran tamafio con formas parcialmente esféricas u ovoides, y
algunas de menor tamafio con formas colapsadas, irregulares y plegadas, resultado
caracteristico del secado por atomizacién y el uso de polimeros como la HPMC.

Otras particulas se encuentran aglomeradas y agregadas, generando estructuras mas
complejas, lo que puede deberse a la humedad residual o a la naturaleza adhesiva de la

matriz polimérica.

Estas multiples variaciones en las caracteristicas morfolégicas observadas producen una
distribucion heterogénea y una amplia dispersion de tamafos. Lo que a su vez refleja el

proceso complejo del secado por atomizacién para la produccion del polvo.
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2. Deposicion en la cavidad nasal, region olfatoria.

Para el estudio de la deposicién cada variable se estudi6 por triplicado. A continuacion, se
muestran los resultados en porcentaje de la cantidad de doxiciclina depositada en cada
seccion de la cavidad nasal. Debido a que el estudio se realizé en triplicado se muestran
sus promedios y desviaciones estandar (o).

Los datos se observan en dos tablas, la tabla 2 para la mesh redonda (MR), y la tabla 3
para la mesh cuadrada (MC), en cada una se muestran los resultados para la boquilla del
inhalador sin angulo y con los respectivos angulos, adicionalmente, se encuentran
coloreados por cantidad depositada, siendo en rojo los valores altos, en amarillos los
intermedios y en verdes los bajos.

Se destaca la region olfatoria, que se encuentra en la regién turbinal superior (U), en

amarillo en cada tabla, y graficada en la figura 13.

Tabla 2: Porcentaje de deposicién en la cavidad nasal con mesh redonda.

Comparando cada angulo (promedios del triplicado) y su desviacion estandar. MR: Malla

redonda, SA°: Sin angulo.

SA° 15° 25° 35° 45°

A (Anterior) 43,49+8,61 | 43,824¢8,94 | 57,1946,12 | 52,31+2,76 | 51,86+6,92

U (regidn turbinal
superior) 8,88+2,44 | 12,45+2,04 | 12,29+3,85 | 12,94+1,10 9,16+1,47

M (regidn turbinal
media) 19,41+4,40 | 21,2945,92 | 16,69+4,14 | 20,17+0,98 | 20,54+1,64

L (regidn turbinal
inferior) 17,54+13,26 | 8,97+1,80 6,6612,86 7,18+1,19 8,9514,58
N (nasofaringe) 10,68 +0,84 | 13,4745,23 7,16+2,75 7,41+1,71 9,49+3,51
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Tabla 3: Porcentaje de deposicion en la cavidad nasal con mesh cuadrada.

Comparando angulos (promedios del triplicado) y su desviacién estandar. MC: Malla
cuadrada, SA°: Sin angulo.

MC

SA°® 15° 25° 35° 45°

U (regidn turbinal superior) | 13,99+2,48 | 14,54+4,88 | 10,48+5,84 | 9,35+2,41 | 9,77+2,01

M (region turbinal media) | 19,62+6,23 |25,50+3,43 | 19,3045,79 |21,07+2,23 | 17,91+4,65

L (region turbinal inferior) | 10,56+1,86

N (nasofaringe) 8,50+1,05 | 9,35+0,23 | 9,54+3,70 | 7,69+0,90
3 SA°
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Figura 13: Grafico gue muestra la deposicion en la region olfatoria.
Se muestra cada angulo y ambas mallas. SA°: Sin angulo, MR: Malla redonda, MC: Malla

cuadrada.
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3. Dosis emitida y fraccion respirable

Dos conceptos importantes al momento de evaluar el desempefio de un inhalador son la
dosis emitida (DE) y la fraccién respirable (FR).

La DE es un valor que representa la cantidad total de formulacion liberada, es decir, lo que
sale desde el inhalador, sin incluir restos del polvo que pueden almacenarse en este, y es
relevante porque entrega informacién sobre el desempefio del dispositivo para liberar el
farmaco.

Mientras que la FR, es el porcentaje de particulas <5 ym, que son las capaces de llegar al
pulmén profundo, para formulaciones nasales, es decir, que no tienen como objetivo el

pulmodn, es ideal que este porcentaje sea el minimo posible.

Tabla 4: Presenta los valores de DE y FR para MR.

MR: Malla redonda, SA°: Sin angulo, DE: Dosis emitida, FR: Fraccion respirable.
MR ’
SA 15° 25° 35° 45°
DE (mg) | 14,47 | 14,69 | 12,37 | 14,03 | 11,81
DE (%) |72,81| 73,46 |61,85| 75,37 | 75,25
FR (%) |12,78 19,75 | 4,79 |505 |6,32

Tabla 5: Presenta los valores de DE y FR para MC.

MC: Malla cuadrada, SA°: Sin angulo, DE: Dosis emitida, FR: Fraccion respirable.
MC

SA 15° 25° 35° 45°

DE (mg) | 15,15 | 14,57 | 15,83 | 12,78 | 14,79

DE (%) | 75,76 | 72,83 | 79,14 | 74,27 | 73,97

FR (%) |5,56 |6,08 |4,81 |533 |6,76

4. Impacto del disefio del inhalador en la desagregacién de particulas

Las modificaciones estudiadas fueron el cambio en el angulo de la boquilla y en el patrén

de la malla, mediante variacion del tamafio geométrico y la distribucion de las particulas,
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lo que nos permiti6 comparar con el tamafio aerodindmico y observar su influencia en la

deposicion nasal.

Se presentan en la Tabla 6, separados por tipo de mesh y angulo, para cada uno se

indica el promedio de los duplicados (x) y la desviacion estandar. Por otra parte, el

resultado del célculo de Span fue de aproximadamente 3 para todas las condiciones,

independiente de la variacion en la malla o &ngulo.

Tabla 6: Distribucion de tamafio geométrico de particulas (D10, D50 y D90).

D50: Diametro medio, MR: Malla redonda, MC: Malla cuadrada, x: Promedio, SA°: Sin

angulo.
D10 (um) D50 (um)
MR MC MR MC MR MC
X X X X X X
SA° | 6,98+1,73 |6,16+0,40| 43,89+5,41 | 35,83+1,57 | 163,70+17,79 | 131,09+6,82
15° 5,71+1,91 |7,97+£0,45| 36,92+5,59 | 40,94+1,55 | 147,96+21,82 | 161,02+16,60
25° | 7,31+0,64 |7,50+1,49| 44,90+0,88 | 39,84+5,18 | 174,74+20,46 | 142,83+9,53
35° | 5,10+0,35 |7,23+3,57| 35,58+1,83 | 38,20+8,13 | 144,82+9,24 | 137,30+21,11
45° 5,18+0,27 |5,26+£1,17| 35,48+1,12 | 34,26+5,81 | 129,50+7,95 | 126,47+14,24

Adicionalmente, se comparé el porcentaje que corresponde a las particulas con un

tamafo geométrico menor a 5,50 um estudiado por LD, con la fraccién respirable, en base

al filtro del impactador en cascada Andersen, es decir, con un tamafio aerodinamico

menor a 4,70 um.

Si bien ambos valores son de tamafio, geométrico y aerodinamico no son comparables,

por lo tanto, esta representacion es solo con el objetivo de evaluar el efecto del angulo,

tanto en la fraccién respirable como en la desagregacion de las particulas.

Como se observa en la figura 14, se muestran los datos por mesh, y su variacién al

aumentar el angulo.
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Figura 14: Porcentaje de particulas con un tamafio geométrico o aerodinamico <5 pum.
Se observa la tendencia al aumentar el angulo y se comparan mallas. MR: Malla redonda,

MC: Malla cuadrada, FR: Fraccion respirable, LD: Difractor laser.
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Discusion
Deposicién en la cavidad nasal, regién olfatoria

En el andlisis de la deposicién de doxiciclina en la regién olfatoria (figura 13), se observé
gue la mesh cuadrada, al aumentar el &ngulo de la boquilla del inhalador, muestra una
ligera tendencia a la disminucion (tabla 3).

La méxima deposicion en la region olfatoria fue de un 14,54% con un &ngulo de 15° y una
malla cuadrada.

Si bien en la literatura se han reportado deposiciones en la region olfatoria de hasta un
52% (Salade et al., 2018b), esta es una excepcion, por regla general las investigaciones
en este campo no superan el 5% (Calmet et al., 2019; Jin et al., 2024; Maaz et al., 2021;
Warnken et al., 2018), de esta forma el valor alcanzado en este estudio es un hallazgo

destacable, con implicaciones prometedoras para futuras investigaciones.

Mientras que cuando se utilizé la mesh redonda entre los angulos de 15° y 35°, los
valores se encontraron alrededor del ~12%, sin superar esta cantidad, pero resaltando

gue la malla si genera una diferencia en la deposicion en la regioén olfatoria.

Figura 15: Una representacion de la pluma del inhalador.
Sin angulo en la parte superior y con un angulo de 45° en la parte inferior.
A: Anterior, U: regién turbinal superior, M: regién turbinal media, L: regién turbinal inferior,

N: nasofaringe.
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Por otra parte, la deposicion en anterior aumentd, en la regién turbinal media se mantuvo
estable y disminuy6 en la region turbinal inferior y en la zona nasofaringea.

Lo que se corresponde con dirigir la pluma del inhalador en diferentes angulos, como se
observa en la figura 15.

Esto podria ser una ventaja ya que la zona respiratoria, que incluye las regiones
turbinales, esta altamente irrigada y permite el paso a la circulacién sistémica, una menor

deposicion en esta zona representaria un menor paso a la circulacion.

Sin embargo, la dosis experimental utilizada en el presente estudio es consistente con las
descritas en la literatura como efectivas para producir su accion antineuroinflamatoria 20-
40 mg/dia, y menor a las usadas para su efecto antibiético (200-400 mg/dia) (Rahmani et
al., 2022b). Por lo que su posible paso a la circulacion sistémica representa un riesgo

bajo.

A pesar de estos hallazgos que son consistentes con el cambio en la direccion de la
pluma del inhalador.

Al realizar el andlisis mediante la prueba ANOVA de dos vias, no se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas, ni en los angulos, ni en las mallas, ni entre

ambos.

Esto pudo deberse a multiples factores, para observar diferencias estadisticas es posible
gue se requieran aun mas réplicas, este estudio se realiz6 por triplicado.

Ademads, otras variables pudieron intervenir, como el material de la cavidad y del
inhalador, el tamafo de particula, su distribucion, propiedades intrinsecas de la

formulacion o el flujo de administracion.

Las investigaciones existentes presentan una alta variabilidad en cuanto a forma
farmacéutica (nanoparticulas, microparticulas, aerosoles, polvos), en dispositivos de
inhalacién, en métodos (cavidades nasales 3D, en plastico, en metal, simulaciones
computacionales), asi como en diferentes flujos de administracién (Alberto et al., 2022;
Calmet et al., 2019; Jin et al., 2024; Salade et al., 2018a; Warnken et al., 2018).

En este estudio se utiliz6 un flujo que permiti6 la deposicion del polvo, y evitd el rebote de

particulas, de forma de poder cuantificar, lo cual representa una limitacion, debiesen
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realizarse estudios de diferentes flujos de administracion. De igual manera la
administracién se realizé solo a través de una narina, la intrincada estructura interna de la
cavidad nasal podria mostrar variaciones si la aplicacion fuese en la otra narina o en

ambas.

Como se menciond en un inicio para maximizar la entrega de la droga debe existir una
combinacion adecuada de todos los elementos, por lo tanto, se requieren mas andalisis

gque consideren otros factores.

Dosis emitida y fraccion respirable

En cuanto a la dosis emitida (tabla 4 y tabla 5), para todos los tipos de angulos y mallas,
fue superior al 70%, lo que significa que el dispositivo fue capaz de dispersar y liberar la
formulacion. La diferencia restante fue a causa de la droga que quedé depositada, tanto en
el dispositivo, como en las capsulas, adicionalmente, deben considerarse pérdidas propias
del proceso y el error humano.

Mientras que, para la fraccion respirable, los resultados fueron entre 4-6%, con excepcion
de la boquilla sin &ngulo y de 15° para la mesh redonda. El angulo con menor FR fue el de
25° tanto para la malla redonda, como para la cuadrada.

Se recomienda que para formulaciones de la via nasal la fraccion respirable sea lo mas
bajo posible, estos resultados demostraron la seguridad del uso del dispositivo y la
formulacion, ya que el porcentaje que logra llegar al pulmén es minimo (European
Medicines Agency, 2012).

Se destaca nuevamente la diferencia entre las mallas, como se observa en la figura 14, la
malla cuadrada es capaz de mantener bajos niveles de fraccion respirable indistintamente

para todos los angulos, a diferencia de la malla redonda.

Sin embargo, también se debe considerar que al aumentar el &ngulo es mas probable que
las particulas impacten y se depositen en la regién anterior, tal como se observa.
Produciendo que sea una menor cantidad de polvo la que llega al pulmén profundo, aun

teniendo el tamafio aerodinamico para hacerlo.
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Impacto del disefio del inhalador en la desagregacion de particulas

Las modificaciones estudiadas fueron el cambio en el &ngulo de la boquilla y en el patrén
de la malla, mediante variacion del tamafio geométrico de particulas, lo que permitio

comparar con el tamafio aerodinamico y observar su influencia en la deposicion nasal.

El tamafio de particula geométrico sugerido para estudios de inhaladores de polvo seco
en la via nasal-cerebral es entre 20-50 um (Nasally Delivered Dry Powder Dosage Forms:
Particle Size Analysis - Upperton Pharma Solutions, n.d.), los D50 obtenidos por la
formulacion de DOXI-HPMC (tabla 6) para cada uno de los angulos de la boquilla
estuvieron dentro de ese rango.

En cuanto a la distribucion del tamafio de particula, un Span de alrededor de 3, es un
valor alto, que indicé polidispersion (Govoreanu et al., 2009), es decir, que hay una gran
diferencia entre las particulas de menor tamafio y las de mayor tamafio, como se observa
en la figura 16, que presenta el gréafico entregado por el difractor laser, para el dispositivo
sin angulo, de mesh redonda.
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Figura 16: Grafico que muestra la distribucién del tamafio de particulas, para la condicion
SA° MR.

SA°®: Sin angulo, MR: Malla redonda.
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Esto se corresponde con los resultados obtenidos mediante microscopia electrénica de
barrido, donde se aprecia una amplia distribucion de tamafio de particula (figura 12).
Seria interesante en un futuro acotar la distribucion del tamafio de particula para permitir
gue un mayor porcentaje de la formulacion esté dentro del tamafio deseable de D50, y asi
observar el comportamiento del farmaco y su efecto en la deposicion de forma mas
estricta.

Respecto al D90, valor donde se ubican las particulas de mayor tamafio, se observa al
aumentar el &ngulo de la boquilla una disminucién del tamafio geométrico, en ambas
mallas.

Adicionalmente, al comparar los valores sin angulo, es decir, solo observando el efecto de
la malla, se aprecia una diferencia de ~30 um, siendo la malla cuadrada la que produce
un mayor impacto en el tamafio geométrico, es mas eficiente para desagregar las

particulas.

En cuanto a la comparacion entre tamafio geométrico y aerodinamico, la fraccion
respirable disminuyé para la malla redonda, y se mantuvo constantemente baja para la
malla cuadrada, a diferencia del tamafio geométrico que disminuyd para ambas mallas
(figura 14).

Sin embargo, esto no se reflejé en los analisis estadisticos realizados.

Se realiz6 la prueba de Two ways ANOVA para cada tamafo geométrico y aerodinamico
por separado. En el caso del tamafio geométrico no se observo ninguna diferencia
estadistica, ni para el D50, ni para el D90, ni para el Span, por otra parte, para la fraccion
respirable si se observaron diferencias estadisticamente significativas, para los angulos

(p<0,01), mallas (p<0,05) y para la interaccién (p<0,05) entre ambos.

De esto se desprendi6 que la malla, y particularmente el angulo de la boquilla, tienen un
impacto en la fraccion respirable. Se debe considerar que este resultado esta intimamente
relacionado con el aumento en la deposicién en anterior, que se desprende de la variacion

en el angulo de la boquilla del inhalador.

Posterior al test de ANOVA, para analizar dénde se produjeron las principales diferencias,

se realiz6 la prueba de Tukey, cuyos resultados se muestran en la figura 17.
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Figura 17: Gréfico que muestra la fraccion respirable en cada dngulo, con ambas mallas
Se muestra ademas la diferencia estadisticamente significativa, con la malla redonda entre
la boquilla sin &ngulo y con los otros angulos. Con *p<0,05 y **p<0,01. MR: Malla redonda,
MC: Malla cuadrada.

Alli se observaron diferencias entre las boquillas sin angulo de ambas mesh (p<0,05), lo
gue indicé que el cambio en el disefio de la malla Unicamente si afecta la fraccion
respirable.

Otros hallazgos se observaron al comparar la boquilla sin angulo de la mesh redonda y el
angulo de 15° de la MC, también con p<0,05.

Mientras que las diferencias fueron ain mas notables, con un valor de p<0,01, al
comparar la boquilla SA de la MR y los angulos de 25°, 35° (de ambas mesh) y 45° (para

este 4ngulo la diferencia solo se observo respecto a la mesh redonda).

Los resultados mas notables son para los angulos de 25°, 35° y 45°, esto se condice con
el aumento en la deposicién en la regién olfatoria en este rango, el andlisis de otros
angulos dentro de este intervalo podria ser Gtil. Debido a que es posible que los angulos

de los extremos presenten un menor impacto en la fraccion respirable.
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Rendimiento y EE

Se obtuvo la dispersion sélida amorfa, con buenos valores de rendimiento, el segundo lote
present6 un rendimiento alin mayor, esto puede explicarse debido a que, si bien el equipo
Spray Dryer controla mdultiples variables, ain puede ser influenciado por factores externos
como la humedad o cambios de temperatura. La eficiencia de encapsulacion indicé que la

droga esta siendo encapsulada en su totalidad por el polimero.



33

Conclusiones

Esta investigacion se centré en la importancia del disefio del dispositivo de inhalacion,
buscando con este maximizar la deposicion en la region olfatoria, de forma segura y eficaz.
Para ello se utilizé la formulacion de DOXI-HPMC, con el fin de aprovechar su efecto
antineuroinflamatorio.

Se produjo la dispersién sélida amorfa de la formulacién, se disefié e imprimié el modelo
del inhalador y sus modificaciones.

Se realizé el analisis del desempefio del dispositivo, tanto en la deposicion como en la
desagregacion del polvo.

Y se logré mapear la deposicién de doxiciclina en toda la cavidad nasal y particularmente
en la region olfatoria.

Lo que se obtuvo fue una maxima deposicion en la region olfatoria de un 14,54%,
destacando frente a otros estudios en este campo.

Que la malla cuadrada produjo una desagregacion de las particulas mas eficiente, entregé
los mayores porcentajes de deposiciéon en la region olfatoria, y a la vez mantuvo valores
bajos de fraccién respirable, comparada con la malla redonda.

De esta forma, el disefio del inhalador si produce un impacto en la administracion.

Se confirma que la formulacién y el dispositivo, son eficaces para liberar el polvo y seguros,
por su composicién y por evitar el paso al pulmén, debido a su baja fraccién respirable
(<10%) y alta dosis emitida (>70%).
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