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RESUMEN

Resulta innegable la importancia de la observacion de los sistemas bioldgicos como base para el desarrollo
de nuevas técnicas biotecnologicas. El uso de estas estrategias de biomimesis, puede aplicarse al estudio de
los sistemas vesiculares de transporte utilizados naturalmente en organismos complejos. Estos sistemas
presentan unas caracteristicas fisicoquimicas ideales para el transporte a través de fluidos bioldgicos, la
encapsulacion de elementos funcionales y la liberacion controlada de los mismos.

La creacion de nanovesiculas sintéticas con propiedades similares a las naturales, permite el desarrollo de
vectores de caracteristicas controladas con sus mismas ventajas. Esto tiene un especial interés en la
administracién de compuestos en el organismo. Dentro de las formulaciones de nanovesiculas mas usadas,
empiezan a destacar nuevas composiciones que incluyen el uso de tensioactivos como sustitutos parciales
(transfersomas) o totales (niosomas), de los fosfolipidos usados clasicamente.

En este trabajo se realizd un andlisis de los parametros mas influyentes durante la preparacion de
nanovesiculas por el método de inyeccidn en etanol, siendo estos la amplitud de ultrasonidos durante la
sonicacion, concentracién de componentes de membrana y el volumen de fase orgénica en relacion con la
acuosa. Por otro lado, se obtuvo una formulacion de transfersomas estabilizada con un recubrimiento de
polietilenglicol, relativamente monodispersa y cuya media de dispersién de tamafios se sitGa en torno a los
100 nm, rango en el que las nanovesiculas tienden a acumularse en tejido tumoral debido a la defenestracion
de los vasos sanguineos de la regién afectada. Se probaron técnicas para encapsular el farmaco mitramicina
en las nanovesiculas obteniendo bajas eficacias de encapsulacion. Finalmente, se realizaron pruebas
preliminares a la interaccion entre nanovesiculas y células madre carcinogénicas viéndolas al microscopio
confocal, comprobando una interaccion positiva entre las mismas. A partir de los ensayos de citotoxicidad,
se concluy6 que las nanovesiculas no era téxicas para las células.

ABSTRACT

The importance of the observation of biological systems as a base for the development of new
biotechnological approaches is undeniable. Use of this biomimesis strategies can be applied for the study
of transport vesicular systems commonly used by complex organisms. These systems have ideal physic
chemical features for the transport across biological fluids, functional elements encapsulation as well as
their controlled release.

The synthesis of nanovesicles with properties similar to those of natural origin, allows the development of
vectors with controlled features which have their same advantages. This has an especial interest in the field
of drug delivery. Novel formulations including the use of surfactants as partial (transfersomes) or total
(niosomes) substitutes of traditionally used phospholipids, are starting to stand out for pharmaceutical
applications.

In this master thesis, an analysis of the most influent parameters for nanovesicles preparation by the ethanol
injection method, was carried out. Those parameters were ultrasound amplitude during sonication step,
membrane components concentration, and organic phase volume relative to aqueous phase. On the other
hand, a transfersome formulation was selected as reference. The vesicles were stable by means of a
polyethylene glycol coating, they were relatively monodisperse, and their average size distribution was
targeted at 100 nm. Nanoparticles of this size tend to accumulate in tumour tissue because the defenestration
of blood vessels in the affected region. Different methods were tested for the encapsulation of the antitumor
antibiotic named mithramycin, but the yield of the process was low. Finally, preliminary assays with the
aim of evaluating nanovesicles-carcinogenic stem cells interaction, was carried out by means of confocal
microscopy, and positive results were obtained. Citoxicity studies revealed that the empty nanocarriers
weren’t toxic for the cells
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1. INTRODUCCION

Como ya aventur0 a finales de los afios cincuenta el que para muchos es el padre de la
nanotecnologia, Richard P. Feynman, en su célebre discurso “There’s plenty of room at
the bottom” (Feynman 1961), los avances en el ambito de la nanotecnologia estan
enormemente influidos por su fuerte caracter interdisciplinar, nutriéndose de los avances
de multiples campos de la ciencia, desde la biologia hasta la fisica cuantica.

El enorme avance cientifico-tecnoldgico en las Gltimas dos décadas confirma lo predicho
por Feynman, siendo hoy en dia posible el estudio y manipulacion de materiales en el
rango nanométrico (0,1-100 nm), cuyas propiedades difieren notablemente de las
observadas en materiales a mayores escalas, ofreciendo principalmente una gran relacién
superficie/volumen y/o una mayor reactividad (Zhang et al. 2008, Guler and Tekinay
2016).

La posibilidad de sintetizar sistemas nanométricos abre nuevas vias de investigacion, en
las que cobra un interés especial los aspectos biomiméticos, es decir, el estudio de
sistemas naturales como base para nuevos desarrollos. De esta manera, la posibilidad de
caracterizar nanoestructuras biologicas y mimetizarlas en disefios sintéticos presenta un
enorme potencial, por ejemplo, en el desarrollo de biosensores o mejora de sistemas
analiticos de biodeteccion, administracion mejorada de farmacos, desarrollo de
nanoestructuras con propiedades especiales, optimizacion cultivos celulares o una mejor

comprension de mecanismos bioldgicos (Moreira et al. 2015).
1.1. RELEVANCIA DE LAS NANOPARTICULAS EN BIOMEDICINA

La nanotecnologia ha permitido avanzar en nuevos sistemas de diagndstico y tratamiento
de enfermedades como el cancer, la diabetes, el asma, alergias, infecciones o en el alivio
de dolor (Brannon-Peppas and Blanchette 2004, Kawasaki and Player 2005). Este avance
ha permitido conseguir un mayor control sobre las rutas de administracién de farmacos,
toxicidad, dispersion del farmaco en el organismo o incluso en los costes de los farmacos
0 sistemas de diagnostico (Zhang et al. 2008). Las principales aplicaciones de las

nanoparticulas en el campo de la biomedicina son:

A) Diagnostico de enfermedades

Cabe resaltar el enorme potencial en este ambito las nanoparticulas superparamagnéticas.

Estas nanoparticulas, normalmente de o0xido de hierro, se emplean comunmente como




agentes de contraste en resonancia magnética nuclear, permitiendo la deteccion de tejido
tumoral (Polito et al. 2008), o como transductores de sefial en biosensores de
magnetoimpedancia o magnetoresistencia (Chen et al. 2011, Devkota et al. 2013).

Otros ejemplos son las nanoparticulas de oro, que son idoneas para la fijacion de
moléculas biologicas o como superficie de transporte electronico entre encimas RedOx
como marca o transductor en biosensores (Pingarron et al. 2008).

Ademaés, se han empleado nanoparticulas poliméricas o sistemas vesiculares para
encapsular otras nanoparticulas de cara a acumularlas e intensificar su efecto sobre la
sefial del sensor. A modo de ejemplo, en la Figura 1 se muestra un sistema vesicular
lipidico (liposoma) funcionalizado con polietilenglicol (PEG), con un tamafio medio en
torno a los 200 nm, en el cual se han encapsulado nanoparticulas de 6xido de hierro con

un tamafio medio de entre 3 y 17 nm (Martina et al. 2005).
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Figura 1: Imagen a crio-microscopia electronica de transmision (cryoTEM) de
liposoma con PEG encapsulando nanoparticulas superparamagnéticas. Fuente: Martina
et al (2005).

B) Terapia

Recientemente, las nanoparticulas han cobrado una gran relevancia en tratamientos de
regeneracion de tejidos. De esta manera, se han empleado nanoparticulas de oro
encapsuladas en hidrogeles para el favorecimiento del a regeneracion de tejido 6seo (Heo
etal. 2014). Ademas, se han empleado nanoparticulas de polidopamina, con gran afinidad
de unién a proteinas, como elementos estructurales en moldes para cultivos celulares en
tres dimensiones (Wang et al. 2016).

Por otro lado, las nanoparticulas superparamagnéticas pueden usarse para ciertos

tratamientos como la eliminacion de tumores por hipertermia (Alonso et al. 2016).
C) Administracion de farmacos

Otra aplicacion de las nanoparticulas es la mejora de parametros relacionados con la

administracion de farmacos. Este trabajo de investigacidn se enmarca en este contexto.




1.2. NANOPARTICULAS PARA ADMINISTRACION DE FARMACOS

La administracion convencional de farmacos suele presentar un gran nimero de
limitaciones relacionadas con la necesidad de traspasar multiples barreras fisicas,
fisioldgicas o biofisicas de camino a su diana de accidn. Esto se traduce en una reduccion
de la cantidad efectiva de farmaco que llega a dicha diana; asi como la posible exposicion
al farmaco de regiones no afectadas por la patologia que pueden sufrir algun tipo de dafio
(esto resulta especialmente importante en tratamientos contra el cancer) (Tanaka et al.
2009).

El uso de nanoparticulas que actien como nanotransportadores (“nanocarriers”), permite
solventar, en gran medida, estos problemas; mejorando la especificidad, seguridad y
eficiencia del tratamiento en cuestion. Se han usado nanoparticulas para encapsular
farmacos antitumorales para la eliminacion dirigida de las llamadas “Células Madre
Cancerigenas” (CSCs, del inglés “Cancer Stem Cells”) (Hong et al. 2015, Malhi and Gu
2015). Este tipo de células son comunes en la mayoria de los sarcomas y presentan
quimioresistencia, reincidencia de procesos oncogenicos y metastasis (Nassar and
Blanpain 2016).

1.2.1. VENTAJAS DEL USO DE NANOTRANSPORTADORES

Entre las ventajas_gue el uso de nanotransportadores presenta frente al uso de drogas
“desnudas” aparecen:

- Favorecimiento de la absorcidn, biodistribucion y estabilidad de farmacos administrados
gracias a la elevada relacion entre area superficial y volumen de los nanotransportadores
(Pardakhty and Moazeni 2013). De esta manera, las concentraciones efectivas alcanzadas
en la diana son significativamente mas altas que en los farmacos libres que, ademas, son
eliminados mas rapidamente del cuerpo. El tiempo de retencion del farmaco en el torrente
sanguineo asi como en el interior de las células también se ve aumentado (Akbari et al.
2013).

- Posibilidad de funcionalizacion de las nanoparticulas con diferentes elementos en su
superficie (como por ejemplo el PEG), lo que les confiere propiedades de interés. Esta
ventaja, ademas, permite dirigir de forma controlada la accion del farmaco hacia
receptores concretos (como las CSCs), mediante la incorporacion de ligandos o

anticuerpos que interaccionen con receptores especificos.




- Posibilidad de establecer cotratamientos usando estrategias de sensibilizacion de las
poblaciones celulares diana. De este modo, los farmacos pueden ser encapsulados con
inhibidores, siRNAs o0 miRNAs que blogueen mecanismos de resistencia o rutas de
sefializacion especificas para mejorar la eficacia de actuacion del farmaco (Gandhi et al.
2014).

- Debido a su reducido tamario (0,1 — 100 nm); tienen la capacidad de eludir, en parte, al
sistema fagocitico mononucleado (lo que se traduce en una menor reaccion del sistema
inmune contra los nanotransportadores). Ademas, en el caso concreto de tratamiento de
tumores, en el cual esta focalizada esta tesis, las particulas de tamafios proximas a los 100
nm presentan el llamado efecto “EPR”, por sus siglas en inglés “enhanced permeability
and retention”. Este efecto se basa en la acumulacion de moléculas de un tamafio
determinado (en este caso las proximas a 100 nm) en un tejido tumoral durante periodos
de tiempo mayores a lo que lo hacen en tejidos “sanos”, debido a la presencia de
estructuras vasculares aberrantes dentro de los tumores (Maeda 2012), lo cual permite

una reduccion de los efectos secundarios asociados a los farmacos quimioterapéuticos.

1.2.2. TIPOS DE NANOTRANSPORTADORES

Los materiales susceptibles de ser empleados como nanotransportadores son sistemas
vesiculares (niosomas, transfersomas, liposomas, etosomas, provesiculas...),
dendrimeros, polimeros, nanotubos de carbono, nanoparticulas metalicas u organicas,
guantum dots (nanoestructuras semiconductoras), nanogeles o particulas peptidicas
(Lehner et al. 2013).

Dentro de todos estos materiales mencionados, este trabajo se centrard en el uso de
sistemas vesiculares debido a sus mdultiples ventajas, tales como: posibilidad de
encapsular elementos tanto hidrofilos como lipofilos, alta capacidad para atravesar
barreras bioldgicas, rapida preparacion sin requerimiento de metodologias complejas,
componentes relativamente baratos, facil funcionalizacion y la elevada versatilidad
debido a la capacidad de encapsular mas de un compuesto de manera simultanea

(incluyendo nanoparticulas magnéticas).

1.3. NANOVESICULAS COMO NANOTRANSPORTADORES

La compartimentacion controlada de volumenes acuosos resulta necesaria en los sistemas
bioldgicos para garantizar las condiciones (composiciones y concentraciones) adecuadas

para llevar a cabo sus procesos bioquimicos. Esto es posible mediante el uso de




membranas fluidas compuestas por moléculas anfifilas como son los fosfolipidos,
esfingolipidos o glicolipidos (Canton and Battaglia 2012). Las zonas hidrofilicas y
lipofilicas interactian en un medio acuoso autoensamblandose dando lugar a una bicapa
semipermeable que evita el paso de muchas proteinas, iones 0 compuestos polares
(Krimm 1980).

En células eucariotas, el tréfico intercelular se lleva a cabo mediante vesiculas de similar
naturaleza encapsulando elementos de interés que pueden estar relacionados con la
excrecion celular, regulacion o sefalizacion.

Estas vesiculas normalmente estan recubiertas por elementos funcionales o pueden
contener en su membrana proteinas especificas de cara a conseguir una interaccion
especifica con su diana; la cual puede ser otra célula que captura la vesicula por
endocitosis (Canton and Battaglia 2012). De esta manera, quedan definidos los exosomas,
pequefias vesiculas (normalmente con un tamafio medio en torno a 30-120 nm, aunque
pueden ser mayores) secretadas por células eucariotas a su microambiente extracelular y
que se forman a partir de insipiencias formadas en las membranas interiores de endosomas
tardios (Ludwig and Giebel 2012, EI Andaloussi et al. 2013).

Las caracteristicas y funciones de los exosomas dependen de la célula que las libera
pudiendo incluir en su composicion diferentes elementos estructurales o proteinas de
union especifica; asi como encapsular diferentes elementos funcionales. Entre sus
funciones de mayor interés biomédico esta el inicio de procesos tumorales o la regulacién
inmunoldgica asi como procesos regenerativos o degenerativos (Ludwig and Giebel
2012).

Los exosomas presentan unas caracteristicas ideales para el transporte de elementos a
través de fluidos bioldgicos, sea por su capacidad de atravesar barreras fisioldgicas que
normalmente presentan un obstaculo en administracion de farmacos, o por su capacidad
para contener tanto moléculas hidréfilas (en el ndcleo acuoso) como lipéfilas (en
membrana). Por ello, muchos investigadores han considerado su uso con fines
biomédicos, especialmente como biomarcadores 0 como vectores para la administracion
de compuestos. Es posible encontrar algunos ejemplos en fase preclinica | (Gyorgy et al.
2015). De este modo, se han obtenido vesiculas para el tratamiento de melanomas a partir
de células dendriticas expuestas a antigenos tumorales (Escudier et al. 2005, Morse et al.
2005). Por otro lado, se han extraido vesiculas de liquido peritoneal en pacientes de ascitis
para el tratamiento de cancer colorrectal (Dai et al. 2008), o vesiculas de microorganismos

patdgenos para vacunas por administracion intravenosa (Sandbu et al. 2007). En todos




estos ejemplos, se obtuvieron tasas de respuesta positivas entre el 10 y el 20% de los
pacientes presentando una toxicidad muy baja o nula (Gyorgy et al. 2015). Otros estudios
toman las vesiculas como diana para frenar procesos tumorales (Vader et al. 2014).

Una de las principales limitaciones que presenta el uso de vesiculas extracelulares en el
tratamiento de patologias, es la gran heterogeneidad de componentes que presentan,
muchos de los cuales aun no han podido caracterizarse (EI Andaloussi et al. 2013,
Ascenso et al. 2015). Esto puede resultar peligroso en su uso como terapia y generar una
respuesta inmune. Para solventar este problema, se esta dedicando mucho esfuerzo para
disefiar sistemas vesiculares que mimetizan las caracteristicas de los exosomas naturales,
lo que permitiria, ademas, el control de sus caracteristicas fisicoquimicas, asi como su
composicion tanto en la membrana como en el nlcleo acuoso (De La Pena et al. 2009).
Estos sistemas se han usado tradicionalmente para la elaboracién de pomadas dada su
facilidad para atravesar la dermis. Sin embargo, su uso para fines biomédicos mas

complejos esta empezando a desempefiar un papel importante en los Gltimos afios.

1.3.1. TIPOS DE NANOVESICULAS ARTIFICIALES

Las nanovesiculas artificiales se componen basicamente de moléculas anfifilas. Presentan
unas caracteristicas que dependen principalmente de la formulacién utilizada, la carga
superficial resultante, el tamafio medio y método de preparacion empleado (Akbarzadeh
et al. 2013, Sachan et al. 2013, Moghassemi and Hadjizadeh 2014). Es importante
considerar que para su aplicacién biomédica es necesario que las vesiculas sean
biocompatibles, biodegradables y capaces de proteger el compuesto encapsulado de su
degradacion metabdlica o inmunogénica (Ahmed 2015).

Las vesiculas pueden presentar una lamela o varias, lo cual estd determinado
fundamentalmente por el método por el que son preparadas y por el tamafio. De esta
manera es posible tener vesiculas unilamelares pequefias (SUV), las cuales miden hasta
100 nm, unilamelares grandes (LUV), para rangos mayores; o multilamelares (MLV) con
un amplio rango de tamafos (Moghassemi and Hadjizadeh 2014). El tamafio de las
vesiculas cobra una relevancia crucial puesto que particulas demasiado pequefias seran
completamente excluidas via renal, mientras que las demasiado grandes pueden ser
eliminadas por el sistema fagocitico mononucleado. Por otro lado la carga y el tamario de
las vesiculas también influyen en su tendencia a la acumulacién en diferentes tejidos

como se muestra en la Figura 2 (Blanco et al. 2015).
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Figura 2: Acumulacion de diferentes tipos de nanomateriales en tejidos de pacientes

reales segun su tamafio y carga. Fuente: esquema modificado, Blanco et al (2015)

Existen multiples clasificaciones de nanovesiculas segin la composicion de su membrana
(Touitou and Godin 2006). En términos de biocompatibilidad y uso generalizado, en esta
tesis se consideraran los liposomas, niosomas y transfersomas, especialmente los dos

ultimos que serén la base del trabajo experimental.

C) Liposomas

Las nanovesiculas mas cominmente usadas son los liposomas, cuya membrana esta
compuesta basicamente por fosfolipidos (aunque también pueden incorporarse elementos
estabilizadores de membrana como el colesterol).

El uso de fosfolipidos como nanotransportadores presenta las ventajas y caracteristicas
de interés citadas en los apartados 1.3 y 1.3.1. Sin embargo, los liposomas presentan
algunas limitaciones importantes que han llevado al disefio de nuevas formulaciones méas
versatiles. Entre dichas limitaciones cabe destacar que los fosfolipidos son mas inestables
que otros componentes de membrana puesto a que son mas sensibles a la fotodegradacion
y a la oxidacién, lo que se traduce en un tiempo de vida menor. Ademas, aunque tienen
una baja toxicidad, se les ha relacionado con un aumento en el estrés oxidativo y en la
muerte celular debido a altas exposiciones, lo cual representa también un problema
medioambiental con los fosfolipidos desechados. También pueden presentar ciertas
interacciones con los compuestos encapsulados y son econémicamente mas costosos que
otros elementos de membrana usados en otros tipos de vesiculas (Touitou and Godin
2006, Mansoori et al. 2012).

Se han utilizado liposomas cuando los compuestos administrados son especialmente
sensibles al medio bioldgico (como los &cidos nucleicos en el torrente sanguineo,
susceptibles de degradacién por nucleasas), o cuando el tejido diana se encuentra

protegido con barreras altamente selectivas al flujo de sustancias, especialmente de




naturaleza exdgena al organismo, como puede ser el sistema nervioso central. De hecho,
ya existen algunos tratamientos aplicados en los que el farmaco encapsulado presenta una
actividad similar al farmaco no encapsulado, pero con una toxicidad reducida para el
tejido no tumoral (Chang and Yeh 2012). Sin embargo, en estos ensayos las vesiculas
resultaron tener una elevada heterogeneidad con tamafios mayores a 150 nm, lo que
condujo a su acumulacion en higado y bazo hasta alcanzar niveles toxicos para los
macrofagos locales (Chang and Yeh 2012). Algunos farmacos liposomales
comercializados son: daunorrubicina liposomal (DaunoXome®), doxorrubicina
liposomal (D-99 Myocet TM), o doxorrubicina liposomal funcionalizada con
polietilenglicol (Doxil®) (Tanaka et al. 2009).

Como muestra de los estudios més recientes con estas vesiculas, en la Tabla 1 se exponen
diferentes formulaciones liposomas estudiadas para pruebas de encapsulacion y/o

funcionalizacion de vesiculas.

Tabla 1: Recopilacion de formulaciones de liposomas

Composicién Preparacion  Tamafio Otros Referencia
o o Funcionalizaci6  (Benitez et
Fosfatidilcolina, 1 % biotinilada TFH 100 nm o
n con biotina al. 2010)
Fosfatidilcolina + Inyeccion en 130-160 (Justo and
fosfatidiletanolamina + colesterol éter nm Moraes 2011)
Encapsula
o Inyeccion en Cafeinay (Pham et al.
Lipoid E80+ colesterol 80-95 nm )
etanol Espironolacton 2012)
a
y (Ghanbarzade
o Inyeccion en Encapsula )
Fosfatidilcolina + colesterol 150 nm h and Arami
etanol Carbopol 914
2013)
Diesteroilfosfatidilcolina + Encapsula (Tahara et al.
L TFH 100 nm
colesterol + dicetilfosfato Quantum dots 2013)
Fosfatidilcolina + colesterol + . Encapsula 5,6- )
o ) ) Inyeccién en ) (Gentine et
fosfatidilglicerol/Dioleyltrimethyl 80-350 nm  carboxifluoresc
) ) etanol . al. 2013)
ammoniumpropane chloride eina

Cabe mencionar que el tamafio indicado en la tabla es el rango de tamafios medio
expresados en didmetro hidrodindmico, es decir, el diametro de la vesicula incluyendo la
capa eléctrica dipolar que se forma alrededor de su membrana a causa de la carga asociada

a la misma.




D) Niosomas y transfersomas

Estas nanovesiculas son sistemas coloidales mas novedosos que los liposomas, aunque
comparten gran similitud con los mismos. La principal diferencia es que los fosfolipidos
de la membrana vesicular han sido parcial (transfersoma), o totalmente (niosoma)
sustituidos por tensioactivos no ionicos, generalmente de cadena Unica. De esta manera,
se consigue que la membrana sea menos rigida, dando mayor flexibilidad y permeabilidad
al sistema vesicular, siendo consideradas vesiculas ultradeformables, lo cual permite
mejorar su capacidad de biodistribucion (Vikas et al. 2011).

Numerosos estudios muestran que los tensioactivos no ionicos pueden mejorar la
solubilidad de farmacos poco solubles facilitando la administracion transdérmica por
encapsulacion; aunque su aplicacion se esta extendiendo a administracion por otras vias
por su facilidad de traspasar otras barreras biologicas (Dragicevic-Curic et al. 2008,
Manconi et al. 2009, Sinico and Fadda 2009, Celia et al. 2012, Manca et al. 2013,
Mehanna et al. 2015, Pando et al. 2015). Ademas, los tensioactivos no iénicos son
quimicamente mas estables a la oxidacion y a la temperatura que los fosfolipidos lo que
facilita su manipulacion. Por otro lado, son compuestos mas econémicos y versatiles de
cara a paso de escala de produccién (Pardakhty and Moazeni 2013). En la Figura 3, se

puede ver un ejemplo de un niosoma (Moghassemi and Hadjizadeh 2014).

Figura 3: Esquema de niosoma compuesto por el tensioactivo de nombre comercial
Span 60. Fuente: Moghassemi and Hadjizadeh (2014)

En cuanto a su aplicacion, se ha demostrado que la administracion a modelos animales de
farmacos antitumorales encapsulados en niosomas, presenta menor toxicidad y mayor
efecto anticancerigeno que la droga libre (Parthasarathi et al. 1994, Naresh et al. 1996).

También existen pruebas de administracion de compuestos encapsulados en
transfersomas con resultados favorables para la administracion de insulina,
corticoesteroides, anestésicos o anticancerigenos como el metrotrexato (Benson 2006,
Modi and Bharadia 2012, Sachan et al. 2013).




En la Tabla 2 y en la Tabla 3, se muestran las formulaciones mas representativas de

transfersomas y niosomas probadas en diferentes estudios para encapsulacion de

compuestos y/o pruebas de encapsulacion de membrana.

Tabla 2: Formulaciones de niosomas con sus caracteristicas

Composicion

Span 60 + colesterol

Tween 20, 60, 80 +
Span 20, 60, 80 +
Monosuccinato de

glicerilo
Tween 80/Span 80

Span 60/Tween 60 +
colesterol

Span 60 + colesterol

+ solulan

Span 40 + colesterol

+ dicetil fosfato

Span 60/ Tween 20 +

colesterol + DCP

Span 80 + Colesterol

Tween 20 +
colesterol
Span 20, 40,
60/Tween 20, 40, 60

+ colesterol + Solutol

HS5

Poligliceril, dialquil

éteres

Span 61 + colesterol

Preparacion

EIM

Ultra-
centrifugacion

directa

Espontaneo

EIM

TFH/Evaporacion

en fase reversa

TFH

Inyeccién en
etanol
Inyeccién en

etanol

TFH

Inyeccidén en
etanol

Ultrasonidos

directamente

TFH

Tamarios

160-210 nm

60-100 nm

160-580 nm

30-130 nm

150-310 nm

210-420 nm

150-470 nm

200 nm

215-440 nm

60-200 nm

100 nm

30-50 nm

Otros

Encapsula Ciclopirox

olamina

Funcionalizacion con

acido hialuronico

Encapsula Capsaicina

Espironolactona
Cafeina
Funcionalizacion con
N-palmitoil -

glucosamina

Encapsula

Plaquitaxel

Encapsula Minoxidil

Encapsula
Diclofenac-sodio
Funcionalizado con

glicerol

Funcionalizacion con
PEG

Encapsula
Nanoparticulas de
galodinio y

protoporfirina 1X

Referencias

(Shaikh et al.
2010)

(Kong et al.
2011)

(Tavano et al.
2011)
(Pham et al.
2012)

(Bragagni et al.

2012)

(Sezgin-Bayindir
and Yuksel 2012)

(Mali et al. 2013)

(Ghanbarzadeh
and Arami 2013)
(Marianecci et al.

2013)

(Linetal. 2013)

(Aramaki et al.
2015)

(Barlas et al.
2016)
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Tabla 3: Formulaciones de transfersomas con sus caracteristicas

Composicién Preparacion  Tamafio Otros Referencias
- Encapsula (Patel et al.
Tween 80 + Fosfatidilcolina TFH 330 nm .
Curcumina 2009)
Phospholipon 90 G + TEH 75-190 Encapsula (Ahad et al.
deoxicolato de sodio nm Valsartan 2012)
. » (Ghanbarzadeh
Fosfatidilcolina + colesterol =~ Inyeccion en Encapsula )
145 nm and Arami
+ Span 80 etanol Carbopol
2013)
Encapsula
Phospholipon 90 G + colato TEH 65-120 | curcuminay = (Chaudhary et
de sodio nm dietiamina al. 2013)
diclofenac
Fosfatidilcolina + colesterol = Evaporacion = 130-450 Encapsula
) (Taha 2014)
+ Tween 80 en fase reversa nm Lornoxican
L Encapsula
Fosfatidilcolina + 80-150 ] (Mahmood et
) ) TFH Hidrocloruro
Deoxicolato de sodio nm ] al. 2014)
radoxifeno
. . _ Encapsula
Fosfatidilcolina+deoxicolato  Agitacion a 70-120 _—— (Ascenso et al.
afeina,
de sodio/Span 20 tiempos largos nm L 2015)
vitamina E

1.3.2. ELECCION DE LOS COMPONENTES DE MEMBRANA

Sea cual sea el tipo de vesicula que interese preparar, la eleccion de una formulacion
adecuada resulta fundamental puesto que son los componentes de membrana los que
determinan su rigidez, fluidez o coémo de compacta es. Esto afectara al tamafio de la
vesicula, a la eficacia de encapsulacion o a la estabilidad. Los pardmetros mas importantes

que deben considerarse en el disefio de una formulacion son:
A) Temperatura de transicion gel-liquido (Tc)

Depende de la estructura molecular del componente de la membrana vesicular y, a su vez,
tiene un efecto directo en la eficacia de encapsulacion, siendo normalmente mayor a
valores més altos de T. (Kumar and Rajeshwarrao 2011). ElI Span 60 es uno de los

surfactantes con mejor eficacia de encapsulacion, teniendo una T de 55-57°C.
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B) Parametro critico de empaquetamiento (CPP, de “critical packing parameters™)

Parametro adimensional que determina la capacidad de formacion de vesiculas que tiene
la molécula, y esta definida por su estructura quimica entre otros factores (Moghassemi
and Hadjizadeh 2014). La ecuacién 1 permite el calculo de la CPP para un tensioactivo

(Uchegbu and Vyas 1998), cuyos parametros quedan definidos en la Figura 4.

\Y
CPP =

(1)

lcag

Figura 4: Parametros relacionados con la CPP en una molécula del tensioactivo Span
60; siendo V al volumen y a, el area de la cabeza hidrofilica; y I 1a longitud de la cadena
lipofilica. Fuente: Moghassemi and Hadjizadeh (2014).
Las moléculas con un CPP menor a 1/3 son capaces de formar micelas esféricas, mientras
que valores entre 1/3 y % indican que son moléculas con capacidad de formar vesiculas
con bicapas, a la vez que valores superiores a % se obtienen en moléculas que forman
micelas invertidas (Kumar and Rajeshwarrao 2011, Pardakhty and Moazeni 2013).
Ademaés de los parametros anteriores; la membrana puede contener o estar compuesta de

otros elementos aparte de los fosfolipidos y los tensioactivos.

C) Balance hidrofilico-lipofilico (HLB, de “Hydrophilic-lipophilic balance”)

Es un parametro adimensional especialmente usado para tensioactivos. Es determinante
en la EE que presenta la membrana (Kumar and Rajeshwarrao 2011).

Para tensioactivos no ionicos (los usados normalmente en la preparacion de niosomas y
transfersomas), el HLB toma valores de 0 a 20. Valores bajos de HLB son indicativos de
tensioactivos con un mayor caracter lipéfilo, mientras que valores mas altos son
caracteristicos de tensioactivos hidrofilos (Marwa et al. 2013). En la Figura 5 se muestra

la escala de mayor a menor HLB para las diferentes “Span” existentes en el mercado.

Span 85 Span 65 Span 80 Span 60 Span 40 Span 20
o™y £ i i o 0
‘\"‘*_/ > A r“o ? o o a o /:’3‘“ CH(ChghsCH O™ fﬁu_“. R RS C%wmucn,)l‘o’\{?f_g _
a on o — R OH > LOH > oH oH
Pt CHCHACH ™ CHACHRCH, = CHUCH uCHy S R . ‘—(0" '_fm

Figura 5: Escala de HLB (de mayor a menor yendo de izquierda a derecha) para la

familia “Span”. Fuente: Moghassemi and Hadjizadeh (2014)
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D) Compuestos estructurales

Como se ha dicho anteriormente, puede ser necesaria la adicion de un elemento
estructural en la composicion de la membrana de cara a conseguir unas caracteristicas
determinadas en la vesicula o incluso para garantizar la formacion de una vesicula estable.
El compuesto mas comUnmente usado es el colesterol, el cual es una molécula mas
compacta y rigida que los fosfolipidos y tensioactivos. Se sitda en la bicapa formando
puentes de hidrégeno con los grupos ésteres situados entre la cabeza polar y la cola
hidrofobica tal y como se muestra en la Figura 6 (Moghassemi and Hadjizadeh 2014).

Chalesteral

Figura 6: Molécula de colesterol formando

"""'-\. ___..,H___.-IL..\.; E_“#J{.-' '\.)-?'
Tl ol puentes de hidrogeno con una molécula de
Ao I Span 60. Fuente: Moghassemi and Hadjizadeh

apan-60 (2014)

El uso del colesterol provoca un aumento de la T¢ de la mezcla de componentes de
membrana, de manera que afecta al tamafio, estabilidad, rigidez y fluidez de la membrana
vesicular, asi como a la eficacia de encapsulacién, tiempo de retencion del farmaco y
liberacion controlada del mismo (Kumar and Rajeshwarrao 2011, Shilpa et al. 2011).
Asi, se ha publicado que, para algunas drogas, el aumento de la rigidez de la membrana
mediante la adicion de colesterol a bajas concentraciones mejora la eficacia de
encapsulacion y la capacidad de retencion del farmaco en la vesicula; mientras que a
mayores concentraciones la eficacia de encapsulacion se ve disminuida. Por otro lado, la
presencia de colesterol en la formulacion generalmente tiende a aumentar el tamafio de
los sistemas vesiculares mas rigidos, mientras que en otros mas flexibles da a la
membrana una mayor rigidez evitando la aglomeracion en vesiculas mayores (Shaikh et
al. 2010, Pham et al. 2012, Mali et al. 2013).

Otro aditivo de membrana muy usado es el dicetilfosfato (DCP de sus siglas en inglés,
“Dicetyl phosphate”) el cual es un inductor de carga negativa que aporta mayor
estabilidad a las vesiculas puesto que evita la agregacion favoreciendo la repulsién entre
vesiculas. Ademas, afecta a la encapsulacion de moléculas cargadas y aporta a las
vesiculas movilidad electroforética (Moghassemi and Hadjizadeh 2014). Este efecto
tambien se puede conseguir usando moléculas anfifilas ionicas como componentes de

membrana (Rosen and Kunjappu 2012).
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E) Funcionalizacion

La membrana de las nanovesiculas puede funcionalizarse, es decir, recubrirse con
diferentes compuestos funcionales segun interese dependiendo de la aplicacion de las
mismas. El procedimiento mas comdn para funcionalizar las nanovesiculas es el uso de
componentes de membrana covalentemente unidos al PEG (Barenholz 2001, Gomez-
Hens and Fernandez-Romero 2006). Esto da més estabilidad a la vesicula y disminuye su
capacidad de generar una respuesta inmunogénica (Jokerst et al. 2011).

El recubrimiento de las vesiculas también puede estar dirigido a que la vesicula
interaccione especificamente con un receptor. A modo de ejemplo, cabe nombrar el uso
de anticuerpos, o de acido hialurénico (su ligando natural), contra el marcador CD44
sobreexpresado en la superficie de la membrana de muchos tipos de CSCs durante el
proceso carcinogénico (Naor et al. 2002). Esto tiene importancia en tratamiento y

deteccion de sarcomas (Rodriguez et al. 2012).

1.3.3. METODOS DE PREPARACION Y ENCAPSULACION

A grandes rasgos, las vesiculas se crean a partir de la exposicion de las moléculas anfifilas
a un entorno acuoso, en el que tiendan a organizarse de manera que las regiones polares
queden enfocadas hacia al medio acuoso y las apolares se cubran entre si. Bajo
determinadas condiciones termodindmicas, esa organizacién cobra una estructura
coloidal formando las vesiculas.

Las caracteristicas fisicoquimicas de las vesiculas dependen en gran medida del método
de preparacion empleado. Las técnicas mas usadas emplean soluciones organicas para
disolver los componentes de membrana de manera previa a su exposicion al ambiente
acuoso, ademas de incorporar una etapa de ultrasonidos, filtrado o extrusion para obtener
tamafios menores y mas monodispersos.

Cabe destacar el método de hidratacion de pelicula fina o “Thin film hydration” (TFH),
el cual da a lugar vesiculas, normalmente, MLVs. El disolvente organico con los
componentes disueltos se evapora lo que da a lugar a una fina pelicula en las paredes del
recipiente, que luego sera hidratada con el disolvente acuoso para formar las vesiculas
(Uchegbu and Vyas 1998, Shilpa et al. 2011, Moghassemi and Hadjizadeh 2014).

Otro método muy usado por su sencillez y por la posibilidad de disefio a mayores escalas
es la inyeccion de la fase organica, normalmente éteres o etanol, en la acuosa para la

posterior evaporacion del disolvente organico. Este método se conoce como “Ethanol
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injection method” (EIM) y es similar a la Ilamada evaporacion en fase reversa en la que
el disolvente orgénico se mezcla directamente con el acuoso. Sin embargo, el EIM puede
dar LUV y SUVs, mientras que el segundo genera Unicamente SUVs (Uchegbu and Vyas
1998, Shilpa et al. 2011, Moghassemi and Hadjizadeh 2014).

Ademas de los métodos explicados, existen otras aproximaciones que evitan el uso de
una fase organica, como la agitacion directa, ultrasonidos o calor. Por otro lado, estan
cobrando importancia los métodos de preparacion por microfluidica debido a los grandes
resultados obtenidos en términos de tamario, eficacia de encapsulacion, y gasto de
reactivos (Hood et al. 2014).

En cuanto a los métodos de encapsulacion, también puede clasificarse en directos si el
farmaco en cuestion se afiade directamente en el proceso de formacién de la vesicula,
guedando atrapado en la misma (es un método que suele funcionar con compuestos
lipofilos); o remotos, en los que se fuerza la creacion de un gradiente ionico (normalmente
pHs o iones especificos que interaccionen con la molécula que va a ser encapsulada) entre
el interior de la vesicula y el medio externo, de manera que los compuestos que difundan
a su interior cambien su naturaleza y no puedan salir de las vesiculas (Eloy et al. 2014,
Moghassemi and Hadjizadeh 2014).

2. MARCO DE LA INVESTIGACION

La investigacion expuesta en este trabajo de fin de maéster se inicia a partir de los
resultados y experiencia previa del grupo de “Emulsiones, nanovesiculas y bioanalisis”,
que pertenece a los departamentos de Quimica Analitica e Ingenieria Quimica de la
Universidad de Oviedo. Asi, Los primeros resultados forman parte de los proyectos de
investigacion: Mineco-13-CTQ2013-47396-R and FC-14-GRUPIN-21.

Por otro lado, a lo largo de este trabajo se ha iniciado una cooperacion con el grupo de
“Sarcomas y células madre carcinogénicas”, localizada en la Fundacion para la
Investigacion Biosanitaria de Asturias (FINBA), estableciendo las bases para el

desarrollo de un proyecto de investigacion en conjunto para un futuro cercano.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GENERALES DE LA INVESTIGACION

El objetivo principal de esta tesis de investigacion es, en términos generales, la
preparacion nanovesiculas de formulacion novedosa, para la encapsulacion eficiente de
farmacos antitumorales. Con este fin, se contempla realizar subsecuentemente pruebas
biologicas de cara a asentar las bases para el futuro desarrollo de tratamientos
anticancerigenos. Para ello, se plantea la puesta a punto de una metodologia de
preparacion de nanovesiculas, asi como la bdsqueda de una formulacion éptima de sus
componentes, de manera que se obtenga un nano-transportador de caracteristicas
adecuadas para la administracion del farmaco en tumores, es decir: biocompatible,
estable, no inmunogénico, selectivo y econémico. A continuacion, se desarrollard una
metodologia de encapsulacion eficiente de farmacos de naturaleza determinada.
Finalmente, se realizardn ensayos biol6gicos en cultivo de células animales, analizando
citotoxicidad e interaccion célula-vesicula; para comprobar el potencial del sistema
desarrollado como tratamiento antitumoral. Los resultados de este proyecto se plantean

como un paso previo a la realizacion de una tesis doctoral.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS DE LA INVESTIGACION
Los objetivos que se persiguen en esta investigacion se detallan a continuacion:

1- Reconocimiento de los parametros de mayor importancia a la hora de disefiar
formulaciones de sistemas vesiculares

2- Establecimiento de los pardmetros de operacion 6ptimos para la preparacion de
nanovesiculas estables con una dispersion de tamafios media cercana a 100 nm.

3- Funcionalizacion de la membrana vesicular, para mejorar sus capacidades como
nanotransportadores en fluidos bioldgicos.

4- Caracterizacion de las propiedades interfaciales y fisicoquimicas de las
nanovesiculas.

5- Encapsulacion eficiente de farmacos antitumorales, especificamente mitramicina
y su anédlogo EC 8042.

6- Caracterizacion de la interaccion célula-vesicula por microscopia confocal.

7- Evaluacion de la citotoxicidad del sistema vesicular.

8- Andlisis del efecto de la encapsulacion en la citotoxicidad de la mitramicina y el
analogo EC 8042
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4. MATERIALES Y PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

Los estudios descritos en este trabajo de fin de Master parten de algunos resultados
obtenidos previamente por otros miembros del grupo de investigacion. Se ha realizado
previamente un disefio factorial de experimentos (Plackett-Burman con 2 niveles y
resolucion 3 para 16 ciclos) para -la seleccion de los parametros de mayor influencia
durante la preparacion de vesiculas por el método de inyeccién en etanol (escogido por
su sencillez y escalabilidad en el tamafio y polidispersidad de las vesiculas). En base a
estos resultados, se escogieron como parametros de mayor importancia la proporcion de
fases organica y acuosa, amplitud de ultrasonidos y concentracion de componentes de

membrana.

4.1. DISENO FACTORIAL DE EXPERIMENTOS

Partiendo de las variables fijadas en los estudios previos expuestos en el anterior apartado,
se plante6 un disefio de experimentos que permitiera la creacién de un modelo matematico
para la obtencion de vesiculas de tamafio y polidispersidad controlada. De esta manera es
posible alcanzar un mayor conocimiento sobre el comportamiento de los sistemas
vesiculares preparados por inyeccion en etanol. Para ello, se ha empleado el software
estadistico MINITAB v 17 en la realizacion de un disefio factorial con 3 factores y dos
niveles (2°) factores. Se incluyd también un punto central para intentar ajustar la curvatura
de la tendencia. Se realizaron 5 repeticiones del punto central y se aleatorizaron los
ensayos, para minimizar posibles errores sistematicos y evaluar el error experimental. En
la Tabla 4 se muestran los valores considerados en el disefio factorial.

La composicion de los niosomas se basaba en una relacion 1:0,5 de Span 60 y colesterol.
Las condiciones experimentales para la preparacion de las formulaciones usadas en este
trabajo se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4: Valores del disefio experimental

) Relacién de fases Masa de componentes de Amplitud de
Niveles organica:acuosa (ml) membrana (mg) ultrasonidos (%)
-1 5:50 100 30
0 12.5:50 250 42.5
1 20:50 400 55

Los valores optimos se eligieron en base a dos parametros: el tamafio de las vesiculas y

el indice de polidispersidad (PDI). La relacion entre estos parametros y factores a
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optimizar se evalu6 mediante un andlisis de la varianza (ANOVA) realizado con el
programa Minitab v1.7. A partir de estos resultados se cre6 el modelo estadistico para
cada respuesta.

Posteriormente se utiliz6 la herramienta de optimizacion de respuesta del programa, para
obtener una combinacion de variables que minimice tamafio y PDI con una alta
probabilidad de éxito (a=0.05) y asi establecer unos parametros de referencia para los

estudios posteriores.

4.2. PREPARACION DE NANOVESICULAS

El método de preparacion de nanovesiculas optimizado en este estudio es el EIM. Sin
embargo, también se realizan preparaciones por el método de TFH de cara a comprobar
diferencias estructurales, de estabilidad y eficacia de encapsulacién de nanovesiculas
preparadas por ambos métodos. Para ello, se extrapolan en lo posible los pardmetros de

referencias establecidos en el apartado anterior, al método de TFH.

4.2.1. EQUIPAMIENTO

El equipamiento empleado para la preparacion de nanovesiculas es el siguiente: bomba
de jeringa (KDS Scientifics, EEUU), rotavapor (Buchi R 205 con bomba de vacio Biichi
V-500, Bichi Labortechnik AG, Suiza), Sonda de temperatura (IKA RCT basic, IKA
ETS-DS, LLG Labware, EEUU), y sonicador (Optic lvymen System, Esparia).

Las fases acuosas se componen de agua ultrapura MQ tamponada con PBS 10 mM con
160 Mm de NaCl (tampén A), o HEPES 10 Mm, con 80 Mm DE CaCl; (tamp6n B)

4.2.2. COMPONENTES DE MEMBRANA

Los componentes de membrana empleados en las diferentes formulaciones son:
Fosfatidilcolina de soja (fosfolipido, Phospholipon 90G; Lipoid, Alemania),
monostearato de sorbitan (surfactante no ionico, Span 60, Sigma Aldrich, EEUU),
monolaurato de sorbitan polietilenglicol (surfactante no ionico, Tween 20, Sigma
Aldrich, EEUU), colesterol (estabilizante de membrana, Across organics, EEUU), dicetil
fosfato (inductor de carga negativa, DCP, Sigma Aldrich, EEUU), colesterol pegilado
(Sigma Aldrich, EEUU); fosfatidiletanolamina con rodamina B (grupo fluoroforo con
Xem=585 nm, Aex= 533 nm; Avanti Polar Lipids, EEUU), colesterol con 4-Chloro-7-
nitrobenzofurazan (NBD, grupo fluoréforo con Aem= 516, Aex= 485; Avanti Polar Lipids,
EEUU).
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4.2.3. INYECCION EN ETANOL

PROTOCOLO

En primer lugar, se diluyen los componentes de membrana en un volumen especifico
de etanol absoluto utilizando agitacion magnética.

50 ml de fase acuosa se calientan a 60 °C con agitacion magnética a 500 rpm.

La fase organica con los componentes de membrana disueltos, se recoge en una
jeringa de 20 ml en cuya boquilla se le afiade un capilar acabado en una punta de
pipeta de 20 pl.

Con la bomba de jeringa, se inyecta la fase organica en la acuosa a un caudal de 180
ml/h manteniendo la agitacion magnética y la temperatura a 60°C.

Una vez se ha inyectado toda la fase organica; se deja estabilizar la dispersién a
temperatura ambiente durante 2 minutos.

A continuacion, se evapora la fraccion de etanol en un rotavapor en un bafio a 50 °C,
con agitacion de 35 rpm y una presion de 80 mbar durante 10 minutos.

Finalmente, la dispersidn resultante se sonica durante 20 minutos a la amplitud

determinada, refrigerando con un bafio de hielo.

4.2.4. HIDRATACION EN PELICULA FINA

PROTOCOLO

En primer lugar, los componentes de membrana se disuelven en 20 ml de etanol.

En un matraz de 250 ml, se evapora utilizando el rotavapor todo el etanol, lo que da
a lugar a la formacién de una pelicula fina que recubre las paredes del recipiente (la
pelicula debe estar completamente deshidratada, con apariencia vidriosa, lo cual
puede llevar de 2 a 3 horas bajando la presion a 40 mbar).

El siguiente paso es rehidratar la pelicula con 50 ml de fase acuosa aprovechando la
agitacion del propio rotavapor (a 90 rpm, sin hacer vacio).

Una vez formadas las nanovesiculas, se sonica la muestra en un bafio de hielo durante

20 minutos a una amplitud determinada.

4.3. CARACTERIZACION DE NANOVESICULAS

El didmetro medio de las nanovesiculas, que se asumen son estructuras esféricas, se

determind mediante espectroscopia de correlacion de fotones (PCS, Photon Correlation
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Spectroscopy), técnica también denominada dispersion elastica de luz (DLS, Dynamic
Light Scattering) utilizando el equipo Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments Ltd. Reino
Unido). La técnica DLS proporciona de manera simultanea informacion sobre el didmetro
medio y la distribucidn de tamarfio de las nanovesiculas. Este equipo permite medir en el
rango de tamafio entre 0.3 nm y 10 pum. Las particulas en este rango de tamafios llevan
asociado un movimiento browniano (el cual es mas lento a mayor tamafio de particula),
que causa que la luz que incide se disperse en &ngulos variantes con el movimiento. Por
tanto, el total de la luz detectada en un angulo determinado depende de la velocidad del
movimiento browniano. Sin embargo, el principal inconveniente es que no permite
conocer la forma de las vesiculas y los agregados de dos mas particulas son considerados
como una Unica particula de mayor tamafo.

La determinacion de la estructura y morfologia de las vesiculas requiere el empleo de
técnicas de microscopia. Para ello se utilizd la microscopia electronica de transmisién
(MET Jeol-2000 EX-II, EEUU). Para una observacion 6ptima de las vesiculas, se realiz6
a las muestras un contraste negativo utilizando acido fosfotingstico.

La estabilidad de las nanovesiculas se analizo, por un lado, midiendo los tamafios a
diferentes tiempos puesto que las vesiculas inestables tienen a aglomerarse y a aumentar
su tamafio. Por otro lado, las nanovesiculas también se analizaron en el Turbiscan Lab
Expert (Formulaction, Francia), cada 1 h durante 5 dias. Este equipo analiza la estabilidad
de emulsiones por dispersion maltiple de la luz (MLS o Multiple Light Scattering). Su
funcionamiento se basa en la difraccion que tiene lugar cuando una suspension es
atravesada por un haz de luz infrarroja la realizacion de multiples medidas de la dispersion

que sufre un haz de luz infrarroja (A=880 nm) que incide sobre la muestra estatica.

4.4. OPTIMIZACION DEL METODO

El método de preparacién debe ser optimizado de manera que permita la obtencion de
nanovesiculas estables, monodispersas, capaces de encapsular mitramicina y el analogo
EC-8042, y cuya media de distribucion de tamafios se situe en torno a los 100 nm. Esto
resulta problematico por la naturaleza ampliamente hidrofilica de la mitramicina (MTR),
asi como su pequefio tamafio. Dicha optimizacidn se realizara usando los transfersomas
como referencia, dado que son los sistemas vesiculares mas novedosos y con las
caracteristicas mas adecuadas en términos de citotoxicidad, coste y flexibilidad.

Los ensayos realizados para la optimizacion del procedimiento operativo, se realizan, a

excepcion de las pruebas de encapsulacion directa (que se mostrara en el apartado
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4.4.2.1.), para nanovesiculas preparadas por EIM. Esto se debe al hecho de que sea el

método de referencia para el cual se han estudiado los parametros de preparacion.

4.4.1. TAMANO

A partir del modelo estadistico obtenido en el disefio de experimentos explicado en el
apartado 4.1., asi como la comparacién con los resultados obtenidos por otros miembros
del grupo con liposomas, se fijan los pardmetros experimentales.

Partiendo de dichos parametros, se modifico la composicion de la membrana vesicular de
los transfersomas de manera que se obtuvo un sistema proximo a las caracteristicas
requeridas. En la Tabla 6 se muestran las diferentes formulaciones estudiadas.

Una vez se obtuvieron transfersomas de tamafio medio cercano a los 100 nm, se
incorporaron a las formulaciones componentes de membranas con PEG de manera que
este recubra la membrana de las nanovesiculas dandoles mayor estabilidad.

Finalmente, se escogi6é una formulacién estable con una media de tamafios en torno a 100
nm, la cual se emple6 como referencia para posteriores ensayos.

Una vez seleccionada la formulacion de referencia, se realizaron pruebas en las diferentes
condiciones de preparacion mostradas en el apartado 4.2., con el fin de determinar las

diferencias en las caracteristicas de las nanovesiculas preparadas.

4.4.2. ENCAPSULACION DE FARMACOS

Los compuestos hidrofobicos, como es el caso de la mitramicina o el andlogo EC 8042,
resultan especialmente dificiles de encapsular debido a la gran proporcion de fase acuosa
que hay en el exterior de las nanovesiculas. Por lo tanto, se probaron dos métodos de
encapsulacion diferentes con el objetivo de determinar aquel que muestre una mejor
eficacia de encapsulacion de mitramicina (Entrechem, Espafia), empleando como

referencia la formulacion seleccionada en el apartado anterior.

4.4.2.1. ENCAPSULACION DIRECTA

La mitramicina se disuelve directamente en la fase organica con el resto de componentes
de membrana disueltos, de manera que queda encapsulada durante el propio proceso de
formacion de las nanovesiculas. Teniendo en cuenta las limitaciones de disponibilidad
del farmaco se disolvio una cantidad tal para que la concentracion final de la mitramicina

en fase acuosa fuera de 0,1 mM
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4.4.2.2. ENCAPSULACION POR DIFUSION PASIVA

Esta técnica se basa en la capacidad de la mitramicina y sus analogos para formar
complejos en presencia de iones bivalentes, como el Ca?*, con el que forma el complejo
(Ca(MTR)Z.

El método de encapsulacién por difusion pasiva parte de la creacion de un gradiente
i6nico entre el ndcleo acuoso de las vesiculas (el cual contendré cationes bivalentes) y el
entorno acuoso exterior (con cationes monovalentes). De esta forma, cuando la muestra
conteniendo las nanovesiculas se pone en contacto con la mitramicina, parte de esta tiende
a difundir hacia el interior de las mismas donde formara los complejos con los cationes

Ca?" lo cuales quedaran atrapados debido a su gran tamario.

PROTOCOLO

1-  En primer lugar, las nanovesiculas se prepararon siguiendo el protocolo expuesto en

el aparatado 4.2.3, utilizando, como fase acuosa el tampdn B.

2-  Se centrifugaron 10 ml de preparacion en ultracentrifuga (ProteomeLab™ XL-A/XL-
I, Beckman.Coulter, EEUU), con un rotor SW40Ti a 35000 rpm (217485 g) por 2 h.

3- Seresuspende el pellet en 1 ml de tampdn B con cationes sodio empleando un vortex
(Multi-votexer V-32, Grant Instruments, Reino Unido).

4-  Se afladié mitramicina disuelta en el tampdn A, probando concentraciones finales de

1 mMy0,5Mm, y se incuba la preparacién 10 minutos a 37 °C.

4.4.3. PURIFICACION DE NANOVESICULAS

Para determinar la cantidad de farmaco encapsulado en las nanovesiculas es necesario
separar la mitramicina no encapsulada en las nanovesiculas. Se estudiaron dos métodos
de separacion diferentes con el fin de seleccionar aquel que mostrara mejores resultados
sin alterar las propiedades de las nanovesiculas durante el proceso de separacion. Se midid
por tanto el tamafio y la polidispersidad de las nanovesiculas antes y después de cada
proceso ademas de cuantificacion la eficacia de encapsulacion (EE) de la MTR. Los

métodos estudiados se detallan en los siguientes apartados.

4.43.1. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION
MOLECULAR
Para la separacion de los componentes por cromatografia de exclusion molecular, se
emplearon columnas “Hitrap desalting” (GE Healthcare, Reino Unido) de 5 ml (1,5 ml
de volumen hueco), con un limite de exclusion entre 1000 y 5000 daltons.
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PROTOCOLO

Se inyecto en la columna cromatogréfica un volumen de 0,5 a un caudal de 130 ml/h

A continuacidn, se eluyé con tampon PBS descartando el volumen que va saliendo
de la columna hasta alcanzar 1,5 ml.

Finalmente, se recolecto la fraccion que recogera los elementos no retenidos en la
columna, es decir, las nanovesiculas. En este caso se inyectaron 0,5 ml de muestra y
se recogieron 1,5 ml, de manera que el factor de dilucion es de 3. La mitramicina no
encapsulada se recogio en fracciones posteriores a estos volumenes.

El mismo proceso se puso a prueba uniendo dos columnas cromatogréaficas

descartando en la elucién 1,5 ml mas.

4.4.3.2. ULTRACENTRIFUGACION

Los parametros de centrifugacion son los expuestos en la seccion 4.4.2.2. (10 ml de

muestra centrifugadas durante 2 horas a 217485 g).

Una vez formado el pellet de nanovesiculas, estas se lavaron dos veces con tampén A

antes de ser resuspendidas en 1 ml de tamp6n A con un vortex. Finalmente, las muestras

se pasaron por un filtro de 0,2 micras para separar cualquier aglomerado restante.

4.4.4. EVALUACION DE LA EFICACIA DE ENCAPSULACION

Las muestras tomadas antes y después de la separacion, fueron analizadas por RP-
HPLC con un equipo HP series 1100 (Hewlett Packard, EEUU), equipado con una
columna C18 de 5 um de tamafio de particula y unas dimensiones de 3,5 mm x 150
mm (Agilent Technologies, EEUU).

Para ello, en primer lugar, se determind la absorbancia a la cual se detecta de manera
Optima la mitramicina libre o en forma de complejo, analizando muestras 0,1 mM de
mitramicina en tampones A y B en el espectrofotémetro T80 UV/VIS Spetrometer
(PG Instruments Ltd, Reino Unido).

Para la medida en el HPLC, cada muestra se diluyd con metanol (Sigma Aldrich,
EEUU) en una proporcion 1:10 para romper todas las vesiculas liberando el farmaco
encapsulado. A continuacion, el contenido se purificd con un filtro de jeringa de 0,2
micras de fluoruro de polivilideno para eliminar cualquier impureza. Las muestras se
inyectaron en el HPLC con un caudal de 0,8 ml/minuto durante 10 minutos a 30 °C.
La fase movil siguio una rampa de fases moviles que comenzé con un 80% de agua

MQ y un 20% de metanol, de manera que la proporcién de metanol fue subiendo hasta
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Ilegar en el minuto 5 a un 100% de metanol. Tras cada muestra, se lavo la columna
durante 2 minutos con metanol.

En primer lugar, se realizé una recta de calibrado empleando el método de minimos
cuadrados con concentraciones de MTR 0,1 mM, 0,25 mM, 0,5 mM, 0,75 mM y 1
mM. Este rango incluye las concentraciones finales de MTR encapsulada que podrian
obtenerse.

Posteriormente, con el fin de obtener la EE (%) se compararon las areas de los picos
de las muestras inyectadas antes y despues de la etapa de purificacion. Esto
proporciona el ratio de la concentracion de MTR total presente en las nanovesiculas

contra la concentracion de MTR contenida en su interior, aplicando la Ecuacion 2.

EE Concentracién de mitramicina encapsulada

x100 (2
Concentracion de mitramicina total 2)

4.5. ENSAYOS BIOLOGICOS

4.5.1. MEDIO DE CULTIVO Y LINEA CELULAR

La linea celular sobre la que se realizan los ensayos bioldgicos es una linea de células
madre mesenquimales (MSC) derivadas de médula dsea humana, obtenidas y
modificadas previamente por el grupo de “Sarcomas y células madre carcinogénicas”
para obtener un modelo préximo a las células que originan los sarcomas (Tornin et al.
2016).

Las células se cultivaron en monocapas adherentes en un frasco de cultivo T-75
(Eppendorf, Alemania), en medio Advanced DMEM (de sus siglas en inglés “Dulbecco’s
Modified Eagle Medium”, Life technologies inc., EEUU) con un 10% de suero fetal
bobino (FBS) y Glutamax diluido 1:1000 (Life technologies, EEUU). Los cultivos se

mantuvieron en incubacion a 37°C en una atmésfera de 5% de CO..

4.5.2. PREPARACION Y MANTENIMIENTO DEL CULTIVO

Una vez establecido el cultivo celular, es necesario realizar pases para su mantenimiento,

siguiendo el protocolo expuesto a continuacion.

PROTOCOLO

1- Se comprobd la confluencia del cultivo en un microscopio Optico. Con una

confluencia cercana al 90%, se retir6d el medio y se eliminaron los restos de suero

lavando las células con PBS.
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En el siguiente paso se retird el PBS y se afiadid tripsina 0,25%/EDTA (del inglés
“ethylenediaminetetraacetic acid”, Life technologies, EEUU) y se incubaron durante
5 minutos para que las células dejasen de estar adheridas a la superficie del pocillo
Tras esto, la actividad de la tripsina se neutraliz6 afiadiendo medio con FBS.

Las células fueron centrifugadas durante 5 minutos a 1300 rpm y resuspendidas en
nuevo medio.

Finalmente, las células se plaguean en un nuevo frasco de cultivo.

4.5.3. CITOTOXICIDAD DE LAS NANOVESICULAS

La citotoxicidad de las nanovesiculas para las MSC asi como la eficacia de la mitramicina

encapsulada en comparacion con mitramicina sin encapsular se analizé siguiendo el

protocolo expuesto a continuacion.

4-

PROTOCOLO

Se plaquearon en torno a 50000 células/pocillo en placas de 24 pocillos y se
incubaron durante 24 horas en las condiciones especificadas en el apartado 4.5.1.
Pasado este tiempo, se renovO el medio de cultivo afiadiendo concentraciones
especificas de las muestras que fueron ensayadas y se incubaron durante 72 horas.
Realizando cada tratamiento simultdneamente en tres pocillos, se prepararon dos
controles negativos conteniendo Unicamente medio de cultivo y diluciones 1/5, 1/10,
1/100 y 1/1000 de transfersomas. Ademas, se preparar6 un ensayo con una
concentracion 0,25 uM de MTR.

Pasadas las 48 horas, se renovo el medio de cultivo afiadiendo el colorante vital WST-
1 en una concentracion de 18 pl/ml (Roche) a todos los pocillos incluyendo a dos
pocillos sin células que seran tomadas como blanco. Estas células se dejaron incubar
durante 1 hora y se transfirieron duplicados de 150 pl a placas de 96 pocillos.

La absorbancia a 440 nm de las muestras en la placa se analizaron en el lector de

placas Synergy HT (Biotek).

El analisis estadistico de los datos obtenidos se analizé mediante el software Minitab v1.7.

De esta manera, se realizé un ANOVA a las medidas de absorbancia obtenidas para los

controles y cada dilucién de nanovesiculas, habiendo previamente comprobado que las

muestras presentaban una distribucion normal (test Anderson-Darling), igualdad de

varianzas (test de Barlet), y asumiendo independencia entre las variables. El intervalo de

confianza se establecié en un 95 % con un valor critico a=0,05.
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4.5.4. INTERACCION CELULA-NANOVESICULA

Para el analisis de la interaccidon célula-vesicula, se prepararon los transfersomas de

referencia funcionalizados con grupos fluoroforos para su vista al microscopio confocal.

La preparacion de las muestras siguio el protocolo expuesto a continuacion.

1-

PROTOCOLO

Se prepararon transfersomas de referencia siguiendo el protocolo del apartado 4.2.3.,

afiadiendo a la disolucion en fase organica un 1% de la masa total de colesterol-NBD.
Las nanovesiculas se concentraron por ultracentrifugacion en 1 ml de PBS.

Por otro lado, se prepar6 una placa de 6 pocillos con cubreobjetos en su base, con 1 ml
de medio y una concentracion de 50000 células y se incubar6 durante 24 horas.
Pasado este tiempo, se renovd el medio de cultivo afiadiendo cada uno de los
tratamientos que iban a ser analizados. De esta manera, se prepararon dos pocillos con
nanovesiculas no fluorescentes en una dilucién 1/10, dos pocillos con nanovesiculas
fluorescentes en dilucion 1/10 junto y finalmente dos pocillos con una concentracion
1 UM de mitramicina, y se incubaron durante 48 horas.

Las células de las placas que contenian los cubreobjetos, fueron fijadas a los mismos
empleando para-formaldehido al 2% durante 2 minutos lavando previa y
posteriormente con Tween 20 al 10%. Cada cubreobjetos se sec6 y se colocd de
manera inversa en un portaobjetos con 10 pl de agente de montaje.

Las muestras se observaron al microscopio confocal Leica TCS SP8 (Leica
Microsystems) en las instalaciones de los servicios cientifico técnicos de la
universidad de Oviedo. Las muestras con NBD se excitaron a 485 nmy se observaron
a 516 nm, mientras que las de mitramicina se excitaron a 470 nm y se observaron a
575 nm.

El tratamiento de las imagenes obtenidas se realiz6 empleando el software LAS-X (Leica

Microsystems).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. MODELIZACION ESTADISTICA
Tal y como se mostro en el apartado 4.1., se ha realizado un disefio factorial de
experimentos de 5 niveles, incluyendo repeticiones en los puntos centrales, para la
creacion de modelo estadistico que defina la preparacién de niosomas por EIM. Los
niosomas se formularon con una relacion fija 1:0,5 del tensioactivo Span 60 y colesterol.
Como se puede observar en la Tabla 4, las variables consideradas en la modelizacion son
la cantidad total de componentes de membrana, el volumen de fase orgénica, y laamplitud
de ultrasonidos durante el paso de sonicacion. De esta manera, se obtuvo la tabla

secuencial de experimentos expuesto en la Tabla 5.

Tabla 5: Tabla obtenida en el disefio de experimentos para la modelizacion de la
preparacion de niosomas por el método EIM.

Experimento  Componentes  Volumende Amplitud Tamafio Pdl

de membrana fase sonicacion (nm)
(mg) orgéanica (%)
(ml)
1 100 20 55 305 0,075
2 400 20 30 362 0,136
3 400 5 30 294 0,206
4 400 5 55 262 0,291
5 100 5 55 242 0,120
6 400 20 30 360 0,143
7 400 20 55 241 0,182
8 100 5 30 235 0,078
9 250 12,5 42,5 301 0,195
10 100 20 30 253 0,032
11 400 5 55 276 0,235
12 400 5 30 275 0,145
13 100 20 55 248 0,066
14 100 20 30 268 0,045
15 100 5 30 238 0,094
16 250 12,5 42,5 305 0,253
17 250 12,5 42,5 317 0,118
18 400 20 55 224 0,203
19 250 12,5 30 308 0,241
20 250 12,5 42,5 337 0,171
21 100 5 55 233 0,124

El resultado del ANOVA realizado a las variables respuesta de la tabla, se puede observar

en los diagramas de Pareto mostrada en la Figura 7.
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Figura 7: Diagramas de Pareto para los efectos de las variables en la polidispersidad y
tamario de lasnanovesiculas.
Se puede observar que algunos de los efectos presentan interacciones. Asi, por ejemplo,
el efecto que tiene la amplitud de ultrasonidos (A) en el tamafio de los niosomas, va a
depender de los niveles de masa de componentes de membrana (B) y/o volumen de fase
organica (C). La gréfica indica, ademas, que el factor clave en el tamafio de los niosomas
sera la amplitud de sonicacion. Por otro lado, los efectos de los otros factores también
resultan significativos.
En cuanto a la polidispersidad, se puede observar que el efecto mas importante lo produce
también la amplitud de los ultrasonidos, a la vez que los otros factores también tienen
bastante importancia. Sin embargo, no hay interaccion entre las variables.
En términos generales, se puede concluir que la amplitud de sonicacion es el factor mas
importante tanto en el tamafio como en la polidispersidad de las nanovesiculas reduciendo
el primero y ampliando el segundo a mayores valores. En cuanto a la cantidad de
componentes de membrana, a mayores valores tienden a ampliar el tamafio y la
polidispersidad. Finalmente, la proporcion de fase organica con respecto a la acuosa
parece aumentar el tamafio a mayores valores, asi como disminuir la polidispersidad.
De este andlisis se obtienen los modelos estadisticos para la preparacion de niosomas en

proporcion 1:0,5 de Span 60 y colesterol, mostrados en la Ecuacién 3 y en la Ecuacion 4:

Tamafio = 236,9 - 431C- 0,012A- 0,56 B + 0,0461 C*A + 0,00363 A
«B- 000114 A * B C + 44,00 Ct Pt (3)

R%2 =91,27%

PdI = 0,053 — 0,00392C + 0,000039 A + 0,00067 B + 0,0597 CtPt (4)

R? = 84,73%
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Siendo Cty Pt el efecto de la correccion de los puntos centrales, y las diferentes variables
los valores estandarizados de los diferentes parametros.

Con estos resultados es posible controlar el tamafio y polidispersidad de niosomas
preparados por EIM, dentro del rango de variables de estudio y de una composicion de
membrana determinada. Aunque esto no es extrapolable a sistemas vesiculares con otras
composiciones 0 preparados por otros métodos, gracias a la comparacion con los
resultados obtenidos por el grupo de investigacion en estudios homologos con liposomas,
se ha alcanzado un mayor conocimiento sobre la importancia de las variables mas
relevantes en las caracteristicas de sistemas vesiculares. Similares resultados han sido
obtenidos por otros autores (Moghassemi and Hadjizadeh 2014).

Ademaés, cabe mencionarse que se ha descubierto una correlacién directa entre la cantidad
de colesterol empleado en la formulacion y el efecto de la sonicacion las caracteristicas
de la misma (Padamwar and Pokharkar 2006)

En base a eso, para la realizacion de los estudios cuyos resultados se mostraran en
apartados posteriores, se establecieron como pardmetros de referencia la sonicacion a una
amplitud del 55%, 5 ml de fase organica para 50 ml de acuosa, y 100 mg en masa de
componentes de membrana para los 50 ml de fase acuosa.

Este anélisis estadistico forma parte de una publicacion cientifica que, en la fecha en la
que se escribe este trabajo, esta bajo revision pendiente de publicacion (Garcia-Manrique
P 2016)

5.2. OPTIMIZACION DE LA FORMULACION
5.2.1. FORMULACION DE COMPONENTES DE MEMBRANA

Partiendo de los parametros de referencia establecidos en el apartado anterior, se probaron
diversas formulaciones de transfersomas con el fin de obtener sistemas cuyo rango de
tamafos medio esté en torno a los 100 nm manteniendo unos valores de polidispersidad
por debajo de 0,3 y alta estabilidad.

En la Tabla 6, se muestran las formulaciones de vesiculas estudiadas preparadas por EIM.
Cabe mencionar que se analizaron formulaciones incluyendo otros agentes emulsificantes
a los empleados en la Tabla 6, como el dodecanol o el &cido estearico. Sin embargo,
dichos compuestos no formaron vesiculas estables. Como se observa, la formulacién
3:3:3:1 de fosfatidilcolina, Span 60, Tween 20 y colesterol da los valores méas proximos

a las caracteristicas requeridas.
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Tabla 6: Formulaciones de nanovesiculas probadas durante la busqueda de las
caracteristicas de interés. Resaltado en rojo se muestra la formulacién elegida como

referencia para posteriores ensayos.

. . Caracteristicas
Estequimetria de componentes de membrana

PC Span 60 Tween 20 Colesterol Tamaiio (nm) Pdl
0 1 0 0,5 240,6 0.102
0 1 1 1 177,1 0,215
05 1,5 1 1 168,8 0,198
1 0 0 0 77,14 0,277
1 1 0 1 243,26 0,171
1 1 0 0 174,8 0,302
1 0,5 0,5 0 93,76 0,321
1 1 1 1 133,3 0,203
1 0,5 0,5 1 135,9 0,191
1 0,5 0,5 0,5 114,6 0,225
1 15 15 1 129,7 0,180
15 0,5 1 1 137,73 0,218
15 1,5 0,5 0,5 1427 0,168
15 1 0,5 1 136,1 0,172
1 1,5 0,5 1 140,4 0,211
1 1,5 1 0,5 159,2 0,181
3 3,5 3 0,5 118,0 0,227
3 3 3 1 106,1 0,23
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Con los tensioactivos que se emplearon resulta complicado alcanzar formulaciones cuyo
tamario baje de los 100 nm. Tal y como se muestra en la Tabla 2, las formulaciones que
cumplen este requisito suelen incorporar deoxicolato de sodio (Chaudhary et al. 2013,
Mahmood et al. 2014, Ascenso et al. 2015). Este es un tensioactivo anidnico comunmente
usado en bioquimica para solubilizar proteinas de membrana externa en analisis
electroforéticos. Sin embargo, el uso de este componente no se ha considerado para este
estudio debido a su alta toxicidad para el ser humano (Merchan et al. 2011).

Otras formulaciones de interés, como puede ser la relacion 1:0,5:0,5 de fosfatidilcolina,
Span 60 y Tween 20, dieron valores de polidispersidad demasiado altos.

La estabilidad de la formulacion seleccionadas fue analizada en el Turbiscan cada hora
durante 5 dias dando el perfil de retrodispersion (es decir, la luz dispersada a 180°)

mostrado en la Figura 8.

Emckzcatimring
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Figura 8: Perfil de retrodispersion de la muestra 3:3:3:1 de fosfatidilcolina, Span 60,
Tween 20 y colesterol; medida durante 5 dias. Se puede ver una gran variacion con el
tiempo de la cantidad de luz retrodispersada lo cualindica que hay una variacion

notable en las nanoestructuras de la muestra.

La Figura 8 muestra el perfil de luz retrodispersada a lo largo de la altura de la celda frente
al tiempo. Como se puede observar, existe una gran variacion en toda la muestra. Los
valores de retrodispersion aumentan con el tiempo. Esta es la tendencia que cabe esperar
cuando se produce un aumento en el tamafio medio en sistemas cuyo tamafio medio es
inferior a la longitud de onda del equipo (880 nm) (L6pez et al. 2015). Esto puede indicar
a un efecto de migracion (floculacion o precipitacion) o a la variacion del tamafio de las

vesiculas de la muestra. EI mismo comportamiento se pudo observar en el perfil de luz
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reflejada, cuya figura no se muestra. Con el fin de determinar el origen de la variacién de
la retrodispersion, las vesiculas fueron agitadas en un vortex y medidas al DLS,
observandose un aumento considerable del tamafio y polidispersidad por lo que se puede
concluir que el sistema es inestable, de manera que las vesiculas tienden a aglomerarse
en otras mas grandes.

Por otro lado, las nanovesiculas preparadas con esta misma formulacién de transfersoma
analizaron al microscopio electronico de transmision, siendo sometida previamente a un
tratamiento con acido fosfotingstico como tincion de contraste negativo. Las imagenes

obtenidas se muestran en la Figura 9.

Figura 9: Imégenes al microscopio Optico de transmision de la formulacion de
referencia inicial de transfersomas. En la imagen A) se muestran lasnanovesiculas en
proceso de aglomeracion. En la imagen B) se pueden ver lasnanovesiculas
aproximandose unas a otras.
Como se puede ver en la Figura 9, las nanovesiculas muestran un tamafio
considerablemente mayor a las medidas del DLS. Esto se debe a que, durante el proceso
de secado en la preparacién de las para su analisis al microscopio, tienden a aglomerarse
tal y como se ve en la imagen A. Este comportamiento fue publicado por otros autores a
la hora de analizar vesiculas por crio-TEM (Zheng et al. 2000).
En vista de que los sistemas vesiculares de menor tamafo resultaron ser inestables,
ademas de presentar alta polidispersidad, se disefiaron formulaciones que incluian
colesterol-PEG con el fin obtener nanovesiculas mas estables. Los resultados del analisis
se muestran en la Tabla 7.
Como se indicO previamente en la Tabla 2, existen otros estudios en los que se
funcionalizaron las nanovesiculas con PEG obteniendo resultados muy positivos (Martina
et al. 2005, Gémez-Hens and Fernandez-Romero 2006, Lin et al. 2013)
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Resaltado en rojo en la Tabla 7, se destaca la formulacion finalmente seleccionada como
referencia para posteriores ensayos (3:3:3:0,5 de PC, Span 60, Colesterol-PEG vy
colesterol), por estar dentro del rango de tamarios deseado y ser estable.

Tabla 7: Formulaciones de transfersomas funcionalizados con PEG

Proporcion de componentes de membrana en 100 Caracteristicas

mg de componentes de membrana totales

Span  Tween Colesterol- . .
PC Colesterol Tamafo Pdl Comentarios
60 20 PEG
Inestable a corto
3 3 0 1 95,97 0,273
3 plazo
Inestable a corto
4 0 0 1 98,96 0,246
4 plazo
Media de dispersion
3 3 0 0 2 125,3 0,205 de tamafios muy por
encima al objetivo
PDI fuera del limite
3 0 0 3 80,38 0,341 ]
4 establecido
Estable, formulacion
3 3 0 0,5 3 109,9 0,256

seleccionada

Algunas de las formulaciones estudiadas se descartaron debido a su inestabilidad o a su
alta polidispersidad ya que estos pardmetros aumentaban de manera significativa entre 24
y 72 horas después de su preparacion. A modo de ejemplo se cita la formulacion 3:3:3:1
de fosfatidilcolina, Span 60, Tween 20 y colesterol-PEG, cuyo tamafio aumento de 95,97
nm a 109 nmy su Pdl paso de 0,273 a 0,350.

La distribucién de tamafios medida en el DLS para la formulacion seleccionada como
referencia se muestra en la Figura 10. Resulta posible observar que el maximo de la

distribucién de tamafios se encuentra en torno a los 100 nm.

Dispersion de tamanos de nanovesiculas

Imtensic:

amano (d. nm

Figura 10: Distribucion de tamafos de la muestra de referencia medidas en el DLS.
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Se puede observar una pequefia curva en un rango de tamafios superior que se puede
atribuir a pequefias particulas liberadas por la sonda de ultrasonidos durante la etapa de
sonicacion, ya que los agregados quedaron descartados tras el analisis en el TEM, cuyas

imagenes se muestran en la Figura 11.

100 nm

100 nm
e

Figura 11: Imégenes tomadas al TEM de la formulacion de transfersomas
funcionalizados con polietilenglicol establecida como referencia para ensayos
posteriores. En la imagen A), se muestra una imagen de campo de la muestra con
nanovesiculas de tamafios comprendidos entre 100 y 140 nm. En la imagen B) se
muestra una imagen mas cercana de las nanovesiculas. En la imagen C) se muestran
dos nanovesiculas en proceso de aglomerarse para formar una de mayor tamafio.
Finalmente, en la imagen D) se muestra una agrupacion de nanovesiculas de tamafios

inferiores o iguales a 100 nm.

Como se puede ver, el tamafio de las vesiculas es ligeramente mayor al esperado, estando
comprendido entre 110 y 140 nm. Esto se debe a la aglomeracion de las nanovesiculas
producida por el método de preparacion antes mencionado. Un ejemplo de esta
aglomeracion puede verse en laimagen C de la Figura 12. Por otro lado, se puede apreciar

que la mayor parte de las nanovesiculas muestran una conformacion esférica. Por todo lo




anterior, se puede observar que la formulacién analizada forma unas nanovesiculas cuya
conformacion denota estabilidad estructural.

A modo de comparacion, también se observaron la formulacién 3:3:3:1 de
fosfatidilcolina, Span 60, Tween 20 y colesterol-PEG que puede observarse en las figuras
Ay B de la Figura 12.

Figura 12: Iméagenes tomadas al TEM de la formulacion 3:3:3:1 de PC, Span 60,
Tween 20 y colesterol-PEG. En la imagen A) se observa que las nanovesiculas se
muestran deformadas y tendiendo a aglomerarse. En la imagen B) se muestran
vesiculas de tamafios entre 80 y 100 nm.
En este caso se puede observar como las nanovesiculas estan completamente dafiadas y
han tendido aglomerase en formaciones mucho méas grandes como se ve en la imagen A).
Al analizarlas en el Turbiscan, se confirmd que estas vesiculas eran bastante inestables.
Ademas, las vesiculas que ain mantienen un rango de tamafios dentro de la escala
nanometrica se muestran bastante deformadas.

La medida de la estabilidad de los transfersomas de referencia se muestra en la Figura 13.
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Figura 13: Perfil de “backscaterring” medido en el TurbiScan durante 5 dias para la

formulacién de referencia de transfersoma funcionalizado con polietilenglicol.
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En el perfil de retrodispersion se puede observar una ligera variacion de entorno a un 2%
lo cual indica que el sistema formulado tiene una elevada estabilidad. Ademas, al medir
de nuevo el tamafio de la muestra al final del periodo de monitorizacion con el Turbiscan,
se comprueba que tanto el tamafio como el Pdl de las nanovesiculas no varian con
respecto a los valores iniciales.

A modo de resumen, se establecié de referencia para futuros ensayos una formulacion

3:3:3:0,5 de fosfatidilcolina, Span 60, Tween 20, colesterol-PEG y colesterol.

5.2.2. METODOS DE PREPARACION

Una vez determinados los parametros de mayor importancia, se analizo el efecto que el
método de preparacion tenia sobre las caracteristicas de las nanovesiculas. De esta
manera, se prepararon los transfersomas de referencia en las condiciones minimas
establecidas para EIM, y se intentaron extrapolar dichas condiciones al método de TFH,
con la Unica variacion del volumen de fase organica que se establecié en 20 ml para cubrir
una mayor superficie de pelicula cubriendo el recipiente una vez evaporado el etanol. Las
diferencias entre ambos sistemas fueron leves, teniendo las nanovesiculas preparadas por
TFH una dispersidn de tamafios media en torno a 10 nm inferior y un Pdl en torno a 0,340.
Este resultado contrasta con lo publicado en otros estudios (Moghassemi and Hadjizadeh
2014), lo cual puede explicarse por el enorme efecto que el paso de la sonicacion tiene
para formulaciones que incluyen tensioactivos.

En cuanto a la estabilidad, las preparaciones mostraron perfiles similares resultando
igualmente estables en ambos casos.

Para acabar, cabe mencionar que, debido al alto coste de los farmacos, la reduccién de
los volumenes de trabajo resulta trascendental para el desarrollo de un procedimiento
econdémicamente viable. Por esta razon, se escalaron los métodos de preparacion de
nanovesiculas para trabajar con la mitad de volimenes y masas. En ambos casos se

obtuvieron tamafios ligeramente inferiores y polidispersidades algo mas grandes
5.3. ENCAPSULACION DE MITRAMICINA

5.3.1. CUANTIFICACION DE FARMACO

Se probaron tres métodos de encapsulacion diferentes, dos por encapsulacion directa
empleando los métodos de preparacion EIM y TFH, y otro por encapsulacion remota

empleando un gradiente de cationes calcio en vesiculas preparadas por EIM. En cada
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prueba, se comprobaron las muestras antes y después de purificar y se analizaron en el
HPLC de cara a determinar la eficacia de encapsulacion.

De manera previa a las pruebas, se analizo el espectro de absorbancia de la mitramicina
0,1 mM diluida en tampon A y en tampén B (donde parte de la mitramicina formara
complejo con el calcio) para obtener la longitud de onda Optima a la que puede ser

analizada. Ambos espectros pueden observarse en la Figura 14.

[pal

spectros de absorbancia mitramicina

Figura 14: Espectros de
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.;{L-'

A tampones A, con cationes
sodio, y B, con cationes calcio
con los cuales la mitramicina
tiende a formar complejos
Como se puede observar, los espectros muestran algunas diferencias debido a la
formacion de los complejos con calcio de la mitramicina en el tampén B, los cuales
alteran ligeramente el espectro de absorbancia. Hay que tener en cuenta que no toda la
mitramicina forma complejo, de manera que se establece un equilibrio entre la forma con
calcio y sin ella. Se establecié 280 nm (maximo comdn en ambos espectros) como
longitud de onda de medida, de acuerdo a resultados obtenidos en estudios anteriores
(Frezard, 1997).

Por otro lado, se prepar6 una curva de calibrado mediante el método de minimos
cuadrados de cara a cuantificar la cantidad exacta de mitramicina encapsulada obtenida
en cada prueba. Se consider6 un rango de concentraciones

El rango La curva de calibrado se puede observar en la Figura 15, de la cual se obtuvo
una ecuacion de la recta (Ecuacion 5) con un coeficiente de correlacion corregido R?=1.
Figura 15: Recta de
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Siendo Y la sefial medida y X la concentracion en mM de mitramicina.
Por otro lado, el cromatograma de la mitramicina medida por absorbancia a 280 nm

observado en el patron 1mM de mitramicina se muestra en la Figura 16.
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Figura 16: Cromatograma del patron de mitramicina 1 mM a 280 nm.

A partir de las areas tomadas de las sefiales de las muestras totales y purificadas de los
diferentes métodos de encapsulacion probados se obtuvieron las EE del farmaco.
En el caso de las técnicas de encapsulacion directa, se obtuvieron eficacias inferiores al
1%, lo cual puede explicarse por la diferencia entre la cantidad de fase acuosa exterior en
comparacion con el interior de las nanovesiculas, y las bajas concentraciones de
mitramicina en disolucién debido a limitaciones en disponibilidad y costes.
En cuanto a las pruebas de encapsulacion indirecta, también se alcanzaron valores
bastante bajos obteniendo:

- Eficacia de encapsulacion de 0,5 mM: 8,97%

- Encapsulacion de 1 mM: 9,90 %
Estos valores difieren considerablemente de las EE de mitramicina obtenidas en otros
ensayos realizados por otros autores en los que se utilizaba la misma técnica (Frezard, et
al. 1997). Esto puede deberse a las diferencias en la composicion y el tamafio de las
nanovesiculas empleadas, que en este caso son mucho mas pequefias. Finalmente, se
obtuvo una muestra con una concentracion 58,1 UM, suficiente para realizar ensayos de
citotoxicidad preliminares en un futuro.
En el trabajo futuro se seguira optimizando la formulacion empleada de cara a encontrar
nanovesiculas con mayor capacidad de encapsulacion. Para ello, se podria considerar el
uso de nuevos tipos de nanovesiculas o refinar el método de encapsulacion. En los Gltimos
afios ha aumentado considerablemente el interés por la preparacion de nanovesiculas y la
encapsulacion de compuestos hidrofilicos por microfluidica, (Stachowiak et al. 2008,

Kong et al. 2014), lo cual puede plantearse como una posibilidad a explotar en el futuro.
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5.3.1. PURIFICACION DE LAS NANOVESICULAS

Se probaron dos métodos principales para separar la mitramicina de las vesiculas. Ambos
se pusieron a prueba con muestras conteniendo mitramicina sin vesiculas y vesiculas sin
mitramicina para luego finalmente poder determinar la EE de las nanovesiculas que
contenian el farmaco.

Se observo que la cromatografia de exclusion molecular era incapaz de retener la
mitramicina por lo que tuvo que ser descartada.

En cuanto a la ultracentrifugacion, las nanovesiculas fueron sometidas a dos etapas de
ultracentrifugacion a 35 000 rpm durante 2 h, siendo en ambos casos resuspendidas en 1
ml de PBS vy filtradas para romper los agregados restantes. En ambos casos, las
nanovesiculas mantuvieron la media de la dispersion de los tamafios y permanecieron
estables en el tiempo. De esta manera, la ultracentrifugacion fue establecida como el

método idéneo para la separacién de farmaco encapsulado y no encapsulado.

54. INTERACCION CELULA-VESICULA

Las muestras analizadas en el microscopio confocal se pueden observar en la Figura 17,
donde se muestran las células tratadas con vesiculas sin marcaje fluorescente a modo de

control negativo.

—t
20 pm '

Figura 17: Muestra de MSC tratadas con transfersomas sin marcaje fluorescente a
modo de control negativo. Las muestras fueron analizadas a las longitudes de onda de
excitacion y emision tanto del NBD (excitacion a 485 nm y emision a 516 nm) como
de la MTR (emision a 470 nm y emision a 575 nm).

Como se puede observar, la muestra no presenta auto-fluorescencia significativa que

pueda afectar al analisis de los compuestos fluorescentes.
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Por otro lado, en la Figura 18 se puede observar las muestras tratadas con transfersomas

funcionalizados con NBD.

Figura 18: Imagenes tomadas en el microscopio confocal de las MSC tratadas con
transfersomas funcionalizados con NBD. El anélisis se realizé a una longitud de onda
de excitacién de 485 nm y demision de 516 nm) En verde se puede ver la fluorescencia
caracteristica del grupo fluoré6foro que ha tendido a acumularse en el citoplasma de las
MSC.
Como se puede observar, los transfersomas aparecen en el interior del citoplasma celular,
por lo que parece que las nanovesiculas han tendido a ser captadas por las células, lo cual
puede resultar interesante como potencial vector para la administracion de farmacos.
Finalmente, en la Figura 19, se muestran las células tratadas con MTR.
Figura 19: Imagen tomada en el microscopio
confocal de MSC tratadas con MTR. La
fluorescencia verde proviene de la mitramicina
que ha sido excitada a una longitud de onda de
470 nmy medidaa 575 nm. Las MTR ha tendido
a acumularse en el ndcleo de las MSC. Las
células muestran una conformacién ovalada que
denota que estan despegandose de la superficie

debido a un proceso de muerte celular.

Como se puede observar, las células presentan una estructura circular indicativa de que
las mismas estan en un proceso de muerte debido, probablemente, a la accion de la propia

mitramicina. Como este farmaco tiende a formar complejos con el ADN de las células
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(Barcelo et al. 2010), es entendible que la fluorescencia se acumule en el nucleo de las

células.

5.5. CITOTOXICIDAD

Tras la realizacion del ensayo WST-1 a las muestras, se comprobd que en todos los
tratamientos habia células supervivientes. Las viabilidades celulares obtenidas se

muestran en la Figura 18.

CITOTOXICIDAD DE LAS NANOVESICULAS
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Figura 18: Gréfica con las viabilidades relativas de cada tratamiento en comparacion
con el control, obtenidas mediante el ensayo WST-1. Cada analisis se realiz6 por
triplicado y cada medida por duplicado. Las diluciones de nanovesiculas mostradas se
consideraron a partir de una muestra 100 mg/ml de componentes de membrana.
A primera vista parece notable que existe una variacion muy pequefia entre las células
control y las tratadas con nanovesiculas. En el ANOVA realizado a las diluciones de
transfersomas se obtuvo, considerando como hipotesis nula la igualdad entre todas las
variables, un p valor de 0,177, mayor al nivel de significancia a=0,05. La diferencia entre
las variables no resulta estadisticamente significativa, por lo que no se puede rechazar la
hipotesis de que todas las variables son iguales. Estos resultados de citotoxicidad
preliminares parecen indicar que los transfersomas de referencia no son toxicos. Esta baja
toxicidad ha sido estudiada en anteriores estudios (Alvi et al. 2011).
En cuanto al analisis con MTR, se obtuvo una viabilidad celular considerablemente
menor al resto de ensayos debido a la toxicidad de la MTR, que ha sido estudiada en casos
anteriores (Scott et al. 2011).
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6. CONCLUSIONES

1- Mediante la realizacion de un disefio factorial de experimentos, se han
determinado los principales pardmetros que determinan las caracteristicas de
nanovesiculas preparadas por EIM. La amplitud de los ultrasonidos durante el paso de
sonicacion es el factor mas relevante afectando tanto a la media de la dispersion de
tamanos de las nanovesiculas, como a su polidispersidad. Ademas, la cantidad de fase
orgénica y la concentracion de componentes de membrana empleado también resultan
determinantes.

2- Gracias a la funcionalizacion de las membranas de las nanovesiculas con
polietilenglicol, ha sido posible establecer formulaciones estables de transfersomas,
relativamente monodispersos, y cuyos tamafios se sitian en torno a los 100 nanémetros,
rango en el que tedricamente se produce el efecto EPR, optimizando la accion de fa&rmacos
antitumorales encapsulados en las nanovesiculas.

3- Debido a la naturaleza ampliamente hidrofilica de la mitramicina, asi como a su
pequefio tamarfio, las técnicas de encapsulacién tradicionales (directa) no resultaron
efectivas, con valores inferiores al 2%. Sin embargo, el uso de técnicas mas complejas,
como la encapsulacion por difusion pasiva, mostraron mejores resultados, lo que permitio
alcanzar valores de en torno al 10%, suficiente para poder realizar ensayos bioldgicos.
Por este motivo tanto la formulacion como la estrategia de encapsulacion debe ser
optimizada en futuros estudios.

4- Los analisis al microscopio confocal parecen indicar que las células tienden a
integrar a las nanovesiculas, las cuales se acumulan en el citoplasma.

5- Las medidas de la citotoxicidad de las vesiculas, asi como el analisis estadistico
de los resultados, parecen indicar que las nanovesiculas seleccionadas no resultaron ser
significantemente toxicas para las MSC.

6- Pese a los bajos valores de EE obtenidos, los ensayos biologicos preliminares
parecen sostener que los transfersomas resultan sistemas de transporte para
administracion de farmacos con un gran potencial, que ha de ser explotado en futuras

investigaciones.
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