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Introduccion general

Hidrogeles como redes poliméricas para diversas aplicaciones biomédicas
Los hidrogeles han sido de gran interés en diversos campos de investigacion a lo largo
de décadas '. Se denominan hidrogeles a aquellas estructuras moleculares poliméricas
tridimensionales compuestas por polimeros de naturaleza hidrofilica que presentan una
gran variedad de propiedades fisicoquimicas. Una notable caracteristica, es que estas
matrices pueden absorber de 10-20% (un limite inferior arbitrario) hasta miles de veces
su peso seco en agua. Los hidrogeles pueden ser quimicamente estables o se pueden
degradar y finalmente desintegrarse y disolverse en el medio. Son utilizados
comunmente para el desarrollo de herramientas en areas como ingenieria de tejidos,
medicina regenerativa, inmovilizacion de células, entre otras *.

Existen diversas estructuras macromoleculares que son posibles de obtener con
hidrogeles. Estas incluyen las siguientes: redes reticuladas de homopolimeros,
copolimeros lineales, y copolimeros de bloque o de injerto; poli-idnicas multivalentes,
estructuras poli-ién-poli-ién y/o complejos formados mediante interacciones de puente
H unidos; redes hidroéfilicas estabilizadas por dominios hidrofobicos, y mezclas fisicas.
Los hidrogeles también pueden tener diversas formas fisicas diferentes, incluyendo (a)
solidos con formas moldeadas (por ejemplo, lentes de contacto blandas), (b) matrices
presionadas de polvo (por ejemplo, pastillas o capsulas para ingestion oral), (c)
microparticulas (por ejemplo, como en estructuras bioadhesivas para tratamientos de la
heridas), (d) recubrimientos (por ejemplo, en implantes o catéteres; en pastillas o
capsulas, o revestimientos en la pared del capilar en el interior en la electroforesis
capilar), (¢) membranas o laminas (por ejemplo, como depdsitos en un parche
transdérmico para el suministro de fairmacos , o en geles de electroforesis 2D), (f)
encapsulados solidos (por ejemplo, en bombas osmoticas), y (g) liquidos (por ejemplo,
geles en calefaccion o refrigeracion) .

La elevada porosidad presente en los hidrogeles es la gran responsable de su
utilizacion en el area de liberacion controlada de farmacos. Su estructura porosa permite
la utilizacion de sus muchos sitios activos pudiendo, de esta manera, modular el grado
de entrecruzamiento y de retencion de los activos farmacoldgicos (Esquema 1).
Entonces, los beneficios de los hidrogeles en esta 4rea son farmacocinéticos en el
sentido que se puede generar un deposito dentro del cual el activo reside y puede ser

liberado de forma sostenida y controlada. Por otro lado, la elevada capacidad de retener

10

—
| —



moléculas de agua y la similaridad fisica con ciertos tejidos le permiten a los hidrogeles

poseer una elevada biocopatibilidad 2.

Esquema 1. Estrategias fisicas (a) y quimicas (b) para interaccion entre el farmaco y las
cadenas poliméricas de un hidrogel utilizado para la liberacion controlada de activos. En
(a) se puede observar la interaccion electrostatica entre el polimero y el activo. Por otro
lado, en (b) se observa una interaccion quimica debido a que el activo esta conjugado

por medio de un puente al polimero.

(2) (b)

Celulosa bacteriana como biopolimero central para el desarrollo de un

sistema de hidrogel para liberacion de farmacos.

Un claro ejemplo de hidrogel es la celulosa bacteriana, cuya relevancia en investigacion
se ha ido incrementando en los ultimos afios. La celulosa bacteriana fue descubierta
hace dos siglos atrds pero recién en las Ultimas décadas, con los avances en la
nanotecnologia y la importancia de la quimica verde, se le empezd a prestar atencion
(Esquema 2). La celulosa bacteriana (BC, por sus siglas en inglés) es un biopolimero (-
glucano compuesto por unidades de B-1,4-glucopiranosilo y un grado de polimerizacién
que puede llegar a los cientos de miles. La BC esta compuesta por subfibras de 1.5 nm
las cuales se ensamblan en nanofibras de 2-4 nm de diametro. La red nanoestructurada
de la BC sumada a la facilidad con que el biomaterial se puede purificar y modificar

hacen atractivo a éste biopolimero para diferentes aplicaciones biotecnologicas.
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Esquema 2. Resultado de colocar la palabra —bacterial cellulose” en el buscador de
Sciencedirect.com; manifiesta un aumento en el nimero de articulos con

relacion a la BC en los altimos 16 afios.
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Como se ha mencionado anteriormente, una de las caracteristicas interesantes de las
BC es que puede ser modificada de diferentes maneras a través de técnicas amigables
con el medioambiente. A diferencia de otros materiales poliméricos, la produccion y
modificacion de la celulosa se pueden realizar sin la utilizacion de solventes organicos
y/o compuestos toxicos y de ningun otro compuesto que contamine el medio ambiente.
Las estrategias de modificacion de la BC pueden dividirse en dos (Esquema 3): por un
lado, las modificaciones in sifu en donde se adicionan materiales exdgenos, como por
ejemplo polimeros, al medio de cultivo. Las fibras de celulosa se van auto-ensamblando
a medida que se van produciendo, y el material exdgeno interfiere mediante la
interaccion con las mismas fibras. Al final del proceso puede observar una red de fibras
hibrida con caracteristicas fisicoquimicas diferentes a las que se encuentran en una red
de BC nativa. Estas nuevas caracteristicas son aportadas por el material exdgeno y
también por su interaccion con las fibras de celulosa e implican modificaciones intimas

en la estructura de la BC. Por otro lado, las modificaciones ex sifu consisten en todas
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aquellas modificaciones que se realizan a la BC luego de su proceso de produccion y
purificaciéon. Compuestos tales como nanoparticulas, polimeros, sales, entre otros, son
incubados junto a la BC siguiendo protocolos variados. Este tipo de modificacioén es
muy versatil y simple. Sin embargo, el grado de modificacion que se obtiene en la red
de fibras es en la mayoria de los casos en superficie y no tan relevante desde el punto de
vista estructural de la BC como en la modificacion in situ. A pesar de esto, si se
consiguen modificar las caracteristicas del biomaterial obteniéndose nuevas propiedades

. L, . 3
fisicoquimicas °.

Esquema 3. Procesos de modificacion de la celulosa bacteriana

Celulosa bacteriana modificada

Modificaciones In situ / Modificaciones Ex situ \

- ] Sintesis y purificacién de BC
! Membrana hibrida
de BC con nuevas
Medio de cultivo para propiedades
produccion de BC I
—
—
‘ — Inmersién en una solucién
con materiales de refuerzo
) ) como por €j. PEG, Resinas,
Medio de cultivo Produccion de BC nanoparticulas,

suplementado con

- dependiente del microparticulas de CaCO3.
polimeros tiempo, temperatura

adicionales: ej. CMC, y tipo de
HPMC, PHB microrganismo

Propiedades de la celulosa bacteriana

La celulosa proveniente de fuentes vegetales es producida como un polimero
lignocelulosico, es decir que las moléculas de celulosa estan intimamente asociadas con
otras tales como ligninas, hemicelulosas, entre otras. De hecho, el contenido de celulosa
en plantas varia de acuerdo a la fuente. Por ejemplo, el algodon posee alrededor de un
90% de celulosa mientras que la madera posee un 50%. Todas estas moléculas
accesorias que acompafan a la celulosa vegetal poseen funciones especificas en la

fisiologia de las plantas. A pesar de ello, son consideradas impurezas cuando se necesita
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utilizar la celulosa en estado puro para diversas aplicaciones, como en el caso de la
biomedicina. Ademads, los procesos de purificacion de la celulosa vegetal utilizados para
lograr una celulosa de alta pureza implican mecanismos complejos y bastante costosos.
Por ejemplo, se suelen utilizar tratamientos mecanicos y pre-tratamientos quimicos, los
cuales consumen mucha energia eléctrica y son contaminantes del medioambiente *.

En contraste, los procesos de purificacion utilizados para la BC son muy simples y no
requieren de maquinaria compleja y costosa. Facilmente se obtienen altos grados de
purificacion de la celulosa y los métodos utilizados son amigables con el medio
ambiente. BC constituye un biomaterial conformado sélo por moléculas de glucosa y
agua, sus propiedades mecanicas pueden ser facilmente comparadas con las de otros
polimeros complejos fabricados por métodos sintéticos. La fuerza de tension que posee
la BC suele estar en valores entre 200 y 300 MPa y su médulo de Young se encuentra
entre 15 y 35 GPa. Como un ejemplo comparativo, el polipropileno (PP) posee una
fuerza de tensién de 30-45 MPa y un modulo de Young de 1,0-1,5 GPa °. Estas
propiedades mecanicas son una consecuencia directa de las estructuras cristalinas
formadas por las nano- y microfibras de celulosa. Ademas, la elevada cristalinidad y el
alto contenido de agua en combinacién son los responsables de la buena estabilidad
térmica que posee dicho material °. Esta Gltima propiedad es muy importante para las
aplicaciones biomédicas de la BC debido a que permite que el biomaterial pueda ser
esterilizado facilmente por esterilizacion térmica. Pocos son los polimeros utilizados en
el campo de la biomedicina que pueden ser expuestos a temperaturas mayores a 100°C
sin que ello implique cambios irreversibles en sus propiedades (cita).

Organismos productores de celulosa

La BC fue identificada por primera vez en 1886 durante la fermentacion de vinagre. Los
microorganismos productores mas comunes pertenecen a la familia Acetobactereaceae,
particularmente los que pertenecen al género Komagataeibacter (anteriormente
denominado  Gluconacetobacter) . Las especies microbianas del genero
Komagataeibacter son definidas como Gram-negativas, aerobias estrictas, habitan
principalmente en frutas y vegetales en descomposicion, son capaces de utilizar fuentes
de carbono comunes como glucosa, glicerol, sacarosa, fructosa, manitol, entre otras.
Son metabolicamente activas a temperaturas entre 25°C y 30°C a pH entre 3 y 7, sin
embargo se producen cambios en las propiedades fisicoquimicas y en el rendimiento de

la celulosa producida. La celulosa bacteriana es idéntica a la proveniente de fuentes
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vegetales en cuanto a su estructura molecular y polimérica. La bacteria produce celulosa
en la interface que existe entre el aire y el medio de cultivo en forma de una membrana
flotante que le permite a la bacteria permanecer en esa interface y disponer de una gran
cantidad de oxigeno. Ademas, la membrana permite proteger a la bacteria funcionando
como una barrera fisica contra la radiacion UV y procesos redox, aumenta la capacidad
de colonizar otros lugares y mantiene un medio ambiente bien higroscopico evitando
periodos de deshidratacion y falta de humedad ®La sintesis de la celulosa bacteriana
esta basada en un proceso con pasos sincronizados, eficientes y regulados, incluyendo
varias enzimas y complejos proteicos. El proceso incluye el transporte de la fuente de
carbono desde el exterior hacia adentro de la célula, la sintesis de uridina-difosfoglucosa
(UDPG) via glucosa-6-fosfato y glucosa-1-fosfato. A continuacion, tiene lugar la
polimerizacién de la glucosa en cadena por medio de la celulosa sintasa (CS). Las
nacientes cadenas de celulosa son excretadas desde la membrana celular. Una simple
célula de Komagataeibacter spp. posee entre 50 y 80 poros o complejos terminales
(CTs) de 3.5 nm de didmetro para excretar la celulosa. A través de los poros la bacteria
excreta las cadenas poliméricas, las cuales se unen formando subfibras (10-15 canales)
(Esquema 4). Las subfibras forman nanofibras, como ya se mencionara anteriormente,
y luego forman estructuras en forma de cintas de 40-60 nm de ancho y con un espesor
de 3-8 nm °. Las fibras de BC presentan una muy elevada area superficial y construyen
una red tridimensional excepcional. Debido a esta estructura supramolecular, la celulosa
ha sido considerada como un polimero semicristalino en cuyo estado original o nativo
presenta polimorfismo tipo I con una mezcla de alomorfismos Ia y Ib, y una relacion
Ia/Ib que puede variar de acuerdo a las condiciones de cultivo. Por ejemplo, la celulosa
vegetal es rica en alomorfismos Ib, mientras que la BC es rica en alomorfismos Ia. Por
otro lado, el arreglo en el espacio de la agregacion de las pre-microfibras le adjudica a la
BC una alta cristalinidad de 80-90%, mientras que la celulosa vegetal llega al 40-60%
9 1La elevada organizacion de las nanofibras de BC conducen a la formacion de un
elevado nimero de puentes de hidrogeno entre sus cadenas en comparaciéon con la
celulosa vegetal y ademds las cadenas de BC poseen un elevado grado de
polimerizacién (puede alcanzar valores de 20,000 unidades de glucosa). Como se
mencionara anteriormente, la red polimérica constittuida por un elevado niimero de
puentes de hidrogeno lo que permite una buena capacidad para interaccionar con otras
moléculas como polimeros, particulas e incluso agua. De hecho, la BC posee una

elevada capacidad de contener agua dentro de su estructura (99%) y especificamente
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atribuido a los puentes de hidrogeno. La cristalinidad de la BC, la cual es una funciéon
de la cantidad de puentes de hidrogeno, es una de las grandes responsables de conferirle
a la matriz las ya mencionas propiedades mecanicas ''.

Esquema 4. Esquema del proceso de sintesis, excrecion y autoensamblado de celulosa

bacteriana '?

Celulosa
sintasas

=
subfibras _———
———

Microfibras

Komagataeibacter sp.

Organizacion en blogues de fibras

Aplicaciones biomédicas de la celulosa bacteriana

Existen diversos tipos de aplicaciones en donde la BC ocupa un rol importante, en
campos muy distantes desde materiales para construccion hasta aplicaciones
biomédicas. Aqui se describiran algunas de las aplicaciones biomédicas mas destacadas
de la celulosa bacteriana "°.

Las caracteristicas fisicoquimicas mencionadas de la BC sumadas a su excelente
biocompatibilidad, han abierto una gran ventana para diversas aplicaciones relacionadas
con la salud humana. Por ejemplo, membranas de BC estan siendo utilizadas para el
tratamiento de heridas y, especialmente, de quemaduras graves debido a que constituyen
un sistema no-inmunogénico, que garantiza la humedad y evita la pérdida de agua por
evaporacion en los pacientes. Ademas, funciona como filtro selectivo evitando el acceso
de microorganismos oportunistas y permitiendo el acceso de oxigeno . Por otro lado,
la biocopatibilidad de BC ha sido rigurosamente estudiada mediante su implantacién
subcutanea en ratas mostrando resultados muy prometedores debido a la ausencia de
procesos de fibrosis alrededor del implante. De igual manera, no fueron detectados

signos macroscopicos de inflamacion tales como enrojecimiento, edema o exudacion.
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Incluso se ha podido observar crecimiento celular dentro de la membrana de BC
formando nuevo tejido integrado con el biomaterial, evidencidndose vascularizacion y
sintesis de coldgeno mostrando una integracion completa con la zona de implantacion
' La bioestabilidad de la BC ha sido ensayada incluso utilizando al material como
remplazo de vasos sanguineos en ovejas. Los autores del mencionado trabajo detallan la
existencia de compatibilidad con la sangre, ausencia de inflamacién y estabilidad

1 . 7
>, Sin embargo, también es muy

funcional del implante pasados los tres meses
relevante remarcar que la celulosa bacteriana no puede ser degradada por mamiferos
debido a la ausencia de beta-glucanohidrolasas. Para ciertas aplicaciones biomédicas
esta caracteristica es ventajosa, como en el caso de valvulas cardiacas o meniscos,
debido a que se demanda que el material sea estable y funcional en el tiempo. En otros
casos, la no degradabilidad puede llegar a ser una desventaja. Generalmente se
considera que para los casos en donde se coloca un material para inducir la regeneracion
de un tejido, este debe ir desplazando al material a medida que va creciendo. Sin
embargo, se ha observado como la BC puede integrarse con el tejido nuevo sin
problemas como ya mencionamos anteriormente. Por otro lado, con la finalidad de
generar una BC degradable algunos investigadores han desarrollado estrategias
interesantes. Por ejemplo, se ha elaborado una BC oxidada mediante el uso de dioxido
de nitrégeno. Esta modificacion permitio que la celulosa posea una cinética de
degradacion plausible para uso en sistemas en donde se requiera la degradacion de la
matriz'®. En otro estudio, se lograron inmovilizar celulasas en la matriz obteniéndose
también un proceso de degradacion controlado .

En el presente trabajo, se pretende desarrollar un sistema de liberacion controlada de
farmacos para aplicacion localizada. Dicho sistema tendrd como polimero base la
celulosa bacteriana, utilizando como fiarmaco modelo la doxorrubicina y como

problematica el tratamiento de ciertos tipos de tumores solidos.

Doxorrubicina - breves antecedentes

En su forma inalterada, la doxorrubicina (Doxo) ha mostrado gran potencial para el
tratamiento de tumores, siendo considerado como uno de los mas potentes
quimioterapéuticos aprobados por la FDA '®. La capacidad de combatir las células
tumorales que se dividen rapidamente y la lenta progresion de la enfermedad han hecho

que éste farmaco sea utilizado desde hace varias décadas hasta la actualidad, siendo su
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uso solo limitado por su toxicidad sobre las células no cancerosas en el cuerpo humano.
La Doxo es una antraciclina no-selectiva de clase I, posee componentes agliconico y de
azucar. La aglicona se compone de un anillo tetraciclico con quinina-hidroquinona
como grupos adyacentes, un sustituyente metoxilo de cadena lateral corta seguido por el
grupo carbonilo (Esquema 5). El componente de azicar (también conocido como
daunosamina) estd unido a uno de los anillos por un enlace glucosidico. Este se

compone de una 3-amino-2,3,4 trideoxi-L-fucosilo 19

Esquema 5. Estructura molecular de la doxorrubicina

NH-
OH

Doxorrubicina

La Doxo actia uniéndose a enzimas asociadas al ADN y también se puede intercalar
entre los pares de bases de la doble hélice del ADN . Mediante la unién a multiples
objetivos moleculares tales como enzimas topoisomerasas [ y II, una serie de efectos
citotoxicos se producen conjuntamente con el efecto antiproliferativo, lo que resulta en
dafios en el ADN *. La via de la apoptosis es desencadenada cuando los intentos de
reparar las roturas en el ADN fallan y el crecimiento celular se inhibe en las fases G1 y
G2. También se sabe que la Doxo se intercala mismo en el ADN, con la inhibicion tanto
de ADN y ARN polimerasa, en tltima instancia cesa la replicacion del ADN y la
transcripcion de ARN.

Los principales efectos secundarios de las antraciclinas son los efectos citotoxicos
multidireccionales, con cardiotoxicidad siendo el mas prominente (Esquema 6). La
Doxo genera modificaciones estructurales sobre los cardiomiocitos alargandolos. Los
genes responsables de esto son el péptido natriuretico del cerebro (BNP) y el péptido
natriurético atrial (ANP). Cuando se encuentran sobreexpresados, estos genes producen

hipertrofia cardiaca. Por otro lado, la Doxo tiene un efecto toxico sobre las mitocondrias
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de las células del musculo cardiaco. Alterando los niveles de expresion de proteinas
mitocondriales, el ciclo redox de la Doxo y de la NADH dehidrogenasa se ven elevados,
potenciando la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) *'. Cuando estos
niveles de ROS incrementan se desencadenan vias apoptoticas generando muerte
celular.

Durante las evaluaciones clinicas de Doxo en la década de 1970, en las fases Il y III,
los estudios mostraron efectos de voOmitos agudos y ndauseas, problemas
gastrointestinales, calvicie, y disturbios para el sistema neurologico (a menudo
causando alucinaciones y mareo). Lamentablemente, la Doxo no se dirige
especificamente al tumor, y puede afectar el crecimiento de muchos otros tipos de
células en el cuerpo, particularmente en células madre y las lineas celulares de la sangre.
Este hecho resulta en una depresion del transporte de gases y del sistema inmune, y
como el nimero de células inmunes se reducen significativamente, el paciente se vuelve
mas susceptible a infecciones microbianas, a fatiga y el tiempo de curacion aumenta. La
gravedad de estos efectos y su ocurrencia depende de la dosis y de la capacidad de
regeneracion de la médula 6sea del paciente. Mediante la administracion continua de
Doxo en una pequeia vena, problemas tales como flebosclerosis (engrosamiento de las
paredes de las venas) pueden ocurrir, y si hay extravasaciones en tejidos u 6rganos
locales, puede surgir necrosis. Por otro lado, efectos de la extravasacion incluyen
celulitis, tromboflebitis y limitacion de movimiento de las articulaciones como resultado
de la induracion dolorosa (endurecimiento patologico de tejido) *'.

Esquema 6. Vias de generacion de cardiotoxicidad por tratamiento con Doxo
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Tratamiento localizado de tumores: una opcién como terapia adyuvante

Sistemas para liberacion sostenida de farmacos basados en distintos tipos de polimeros
han sido investigados en las ultimas décadas con el fin de obtener, basicamente,
concentraciones terapéuticas de la droga en el sitio de accién (e.g., tumor maligno) ** 2.
El desarrollo de éstas tecnologias se basa en la busqueda de una mejora en la tasa de
sobrevida y en la calidad de vida de pacientes con céncer. Para ello, se ha intentado
aumentar la biodisponibilidad de la droga en el sitio especifico de accion,
incrementando la solubilidad de algunos farmacos y minimizando los efectos toxicos,
entre otros. Los sistemas desarrollados hasta el momento se pueden dividir en dos
grupos basandonos en el método de administracion y el mecanismo de accion. El primer
grupo consiste en aquellos sistemas administrados por via sistémica como
nanoparticulas poliméricas, liposomas, etcétera. Por otro lado, el segundo grupo
consiste en sistemas poliméricos para administracion local mediante implantacion en la
zona del tumor y/o en zonas adyacentes al tejido canceroso.

La necesidad clinica de una terapia localizada contra el cancer

La necesidad de desarrollo de nuevas terapias y estrategias contra el cancer queda en
evidencia luego de observar las estadisticas de mortalidad y de incidencias referidas a
pacientes con cancer *°. El tratamiento que un paciente requiere esta determinado por el

tipo de céancer, localizacion, el estadio patolégico al momento del diagndstico y la
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tolerancia del paciente a las terapias prescriptas. Los tumores son clasificados,
generalmente, de acuerdo al sistema TNM (tumor, nodo, metastasis) el cual da una idea
de lo diseminado o avanzado del cancer. El grado de avance o estadio puede también ser
definido entre temprano, intermedio o avanzado. Los tumores en estadio temprano estan
localizados en un sitio anatdmico definido sin mostrar evidencias de haberse
diseminado. En el caso de aquellos en etapas intermedias se pueden encontrar masas
tumorales mas grandes y evidencias de que nodos linfaticos estan siendo implicados.
Por otro lado, los tumores de grado avanzado ya presentan metastasis desde el tejido
primario hacia otras regiones del organismo. Estadisticamente se ha manifestado que la
mayoria de los pacientes son diagnosticados en casos en que el tumor se encuentra
localizado.

La gran mayoria de los tumores que se encuentran en estas distintas etapas de avance
pueden ser sometidos a una terapia localizada que permita un mejor control del cancer
limitando la zona a ser extirpada mediante cirugia, intentando impedir el uso de
radioterapia (o posibilitando un uso minimo), y permitiendo reducir drasticamente
aquellas toxicidades sujetas al uso de quimioterapia. De tal manera, se estaria
maximizando la preservacion del tejido funcional.

La extirpacion del tumor primario y/o nodos linfaticos adyacentes es el tratamiento
elegido habitualmente para la mayoria de los tumores en estadio temprano (localizados)
o en estadio intermedio con el acompafiamiento regional de nodos linfaticos. Por otro
lado, para el caso de aquellos tumores en estadios mas tardios se suele aplicar una
extirpacion parcial (denominado debulking) pudiendo, en algunos casos, obtenerse un
efecto paliativo que mejora la calidad de vida del paciente *’. Luego de la cirugia es
probable que queden remanentes células cancerigenas que no se pueden detectar, es por
ello que se procede con un tratamiento con radiaciéon y/o quimioterapia con el fin de
evitar posibles recurrencias del tumor.

Habitualmente, la quimioterapia se reserva para aquellos canceres que se encuentran
en estadios intermedios a avanzados, y se puede administrar junto con radioterapia o
sola. Estas drogas se pueden administrar antes o después de la cirugia. También se
suelen utilizar de manera mas agresiva en aquellos casos en donde el tumor no puede
ser extirpado mediante una cirugia, debido a su tamafio y/o localizacion. Aunque puede
resultar trivial, es importante remarcar que la administracion sistémica de agentes
quimioterapéuticos actualmente no estd especificamente dirigida al tumor, y de hecho,

es muy dificil alcanzar niveles terapéuticos de droga en la zona tumoral o adyacente al
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tumor. Es por eso que se utilizan concentraciones muy elevadas de estos farmacos,
observandose en la gran mayoria de los casos una acumulacion en tejidos sanos, lo que
lleva a los severos efectos secundarios toxicos. Por ejemplo, se ha reportado que casi la
mitad de una dosis de paclitaxel administrada por via intravenosa es eliminada durante
las primeras 24 horas y, ademds, menos del 0,5% de la dosis total llega a estar
disponible para atacar el tumor en un cancer de pulmon **.

Dentro de las practicas clinicas estandares en pacientes oncologicos, se pueden
observar como la falla en los tratamientos en tumores en estadio temprano e intermedio
afecta notablemente los indices de mortalidad de pacientes con céncer. En tal sentido, es
necesariamente urgente el desarrollo no solo de nuevas tecnologias al respecto, como ya
se ha mencionado previamente, sino también el planteo de nuevas estrategias para
atacar tumores.

Con el presente marco, podemos introducir algunos beneficios de la quimioterapia
localizada la cual resulta una opcidon con elevado potencial terapéutico. Este tipo de
terapia se aplica directamente sobre la zona afectada por un tumor y posee como
objetivos centrales optimizar la eficiencia del tratamiento y reducir el dafio generado por
el mismo sobre el paciente. Los sistemas de este tipo estan constituidos por implantes
que tienen la propiedad de transportar farmacos. Estos implantes son administrados
directamente en la zona afectada por el cancer ofreciendo algunas ventajas sobre la
administracion sistémica tradicional, a saber: 1) estabilizacion de las moléculas de droga
y preservacion de su actividad anticancerigena, 2) liberacion controlada y prolongada de
la droga para asegurar una adecuada difusion e internalizacion celular en células
cancerigenas, 3) carga y liberacion de moléculas insolubles en condiciones fisioldgicas,
4) liberacion directamente sobre el sitio de accion resultando en menos droga perdida,
5) aplicacidn unica, y 6) efectos secundarios disminuidos debido a que se evita o reduce
drasticamente la circulacion sistémica de los farmacos altamente citotoxicos,
prolongando ademas su exposicion sobre las células tumorales.

Se debe considerar que se espera que so6lo entre un 10% a un 15% de las células
tumorales se encuentren en mitosis en un tiempo dado. Por tal motivo, es tan necesaria
la continua exposicion de estas células a los agentes quimioterapéuticos *°.

El uso de este tipo de sistemas terapéuticos estd pensado para aquellos casos en donde
a) la prevencion de recurrencias locales mediante métodos tradicionales no puede ser
garantizada sin afectar aun mas el estado clinico del paciente, b) se recibe un paciente

en estado avanzado y el tumor localizado es inoperable o no puede ser tratado mediante
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métodos tradicionales, y/o c) el control local del tumor ofrece la oportunidad de llevar a
cabo una cirugia de extirpacion de manera menos invasiva *°.

Por ultimo, uno de los temas a considerar es la capacidad de penetracion de la droga
liberada. A pesar de que estos sistemas de administracion local garantizan niveles altos
de farmaco en la zona de accidn, la eficacia del tratamiento contintia dependiendo de la
capacidad de penetracion de ese farmaco en el tejido tumoral. En el caso de la
prevencion de recurrencias, la capacidad de penetracion del firmaco es también muy
relevante de manera que este pueda alcanzar todas las zonas con células cancerigenas

remanentes. Aumentando, en estos casos, el radio de tratamiento efectivo garantizara un

incremento en el nimero de pacientes que puedan eliminar recurrencias locales.

Directivas de la tesis

El presente trabajo de Tesis pretende abordar una problematica que se basa en el
desarrollo de herramientas biomédicas para conseguir un tratamiento mas efectivo
contra el cancer. La estrategia se basa en el tratamiento localizado de tumores solidos
mediante la implantacion de un dispositivo capaz de liberar de forma controlada y
sostenida un activo quimioterapéutico. Para ello, se ha procedido a desarrollar un
sistema polimérico basado en celulosa bacteriana. En el primer capitulo se describira la
produccion, purificacion y esterilizacion de celulosa bacteriana. Ademas, se procederd a
modificar en superficie membranas de BC para carga y liberacion sostenida de
doxorrubicina. En el segundo capitulo se abordara la modificacion in-situ de BC,
mediante el agregado de un polimero exdgeno en el medio de produccion de la celulosa.
Se procedera a analizar los efectos estructurales sobre la matriz mediante métodos
biofisicos a fin de definir ventajas y desventajas para que la misma pueda cumplir con
su finalidad como sistema de liberacion de farmacos. En el tercer capitulo se procedera
al desarrollo de una formulacion a base de nanoparticulas lipidicas para la
encapsulacion de la Doxo, teniendo como finalidad mejorar el indice terapéutico en
comparacion con la droga libre. A continuacion, en el cuarto capitulo las nanoparticulas
se combinardn con el hidrogel de celulosa incluyendo las mismas dentro de la matriz
polimérica. La integracion de ambas estructuras permitira explotar las ventajas de cada
una de ellas. Finalmente, el potencial terapéutico de la matriz de BC con las

nanoparticulas serd evaluado frente a una linea celular agresiva de cancer de mama.
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Ademas, la misma linea sera utilizada para generar un modelo tumoral ortotopico donde

se implantard la matriz polimérica y se estudiara su accidn anti-proliferativa.
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Objetivos generales

X/
L X4

Estudiar el disefio de una matriz biopolimérica basada en celulosa bacteriana para
su potencial aplicacion como sistema local de liberacion de farmacos con fines
antitumorales y antineoplasicos.

Desarrollar una matriz de BC transportadora de farmacos eficiente, sencilla y de
bajo costo. Este desarrollo implicard procesos de modificacion de la matriz de
celulosa bacteriana para elevar la eficiencia en la encapsulacion y liberacion la co-
inmovilizacion de dos moléculas con funciéon complementaria y el desarrollo de
sistemas de liberacion controlada de farmacos para reducir los efectos secundarios

generados por las altas dosis empleadas en administraciones convencionales.
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Capitulo 1

Produccion de celulosa bacteriana y modificacion ex
situ del biomaterial mediante sintesis de

microparticulas hibridas

Accelerating Voltage | Magnification
2

Membrana de celulosa bacteriana con
inmovilizacion de microparticulas hibridas.
La imagen fue tomada mediante microscopio
electronico de barrido con una magnificacion
de 1000x *°.
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Objetivos especificos:

* Produccion de celulosa bacteriana (BC) con diferentes estructuras.

¢ Purificacion y esterilizacion de la BC.

¢ Evaluar encapsulacion de Doxorrubicina (Doxo) en BC nativa.

« Disenar estrategia de modificacion ex sifu con el fin de optimizar encapsulacion de
Doxo.

¢ Sintesis de microparticulas hibridas sobre matriz de celulosa.

¢ Incrementar la eficiencia de encapsulacion y liberacion sostenida de Doxo.

¢ Caracterizacion biofisica de la matriz compuesta.
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1.1 Introduccion

1.1.1. Produccion de celulosa bacteriana (BC)

La BC puede ser producida en varias formas y tamanos diferentes de acuerdo a las
condiciones de cultivo, que comprenden desde peliculas de espesor micrométrico bajo
condiciones de cultivo estatico hasta fibras y particulas esféricas en cultivos agitados'.
Cada forma y tamafio se ajustara a la aplicacion para la cual el material es producido.
Por otro lado, muchos esfuerzos se realizan a diario para que la produccion de celulosa
sea econdmica y para que pueda ser facilmente escalable .

La sintesis de celulosa bacteriana esté relacionada con el metabolismo oxidativo de
los carbohidratos *. Se ha propuesto que una glucokinasa, fosfoglucomutasa y uridina
difosfato (UDP)-glucosa pirofosforilasa son las principales enzimas implicadas en la
biosintesis de BC *. Las vias metabolicas para la sintesis de BC han sido estudiadas para
Komagataeibacter Xylinus (anteriormente llamada Gluconacetobacter Xylinus), la
especie productora de BC maés estudiada hasta el momento. K. Xylinus posee dos vias
anfibolicas operativas de donde se obtienen los metabolitos para la sintesis de BC: el
ciclo de las pentosas para la oxidacion de carbohidratos y el ciclo de Krebs para la
oxidacién de 4cidos organicos y compuestos relacionados °. El nutriente de mayor
relevancia para lograr la sintesis de celulosa es la fuente de carbono. Muchos azucares o
alcoholes de azucares se utilizan para su produccion, desde azucares pequefios como
glucosa o fructosa a azucares mas complejos como almidén . En algunos estudios
comparativos entre azucares simples y complejos, la glucosa ha demostrado poseer el
rendimiento més alto en la produccion de celulosa 6 Sin embargo, la glucosa tiene un
costo elevado si se piensa en el escalado de la produccion de BC. Es por esta razon que
muchos trabajos han sido publicados utilizando fuentes alternativas de carbono como
desechos industriales y agropecuarios .

Es interesante remarcar que el rendimiento en la produccion de celulosa es afectado
por la concentracion de glucosa inicial en el medio de cultivo. Cuanta mas glucosa se
consume menor es la produccion de celulosa. Este hecho estaria asociado a la
acumulacion de altas cantidades de 4cido gluconico producido a partir del metabolismo
de la glucosa. En este sentido, se ha reportado que el uso de alcoholes de azucares como
el manitol o D-arabitol pueden generar aumentos de hasta 6 veces en la produccion de
BC. Luego del cultivo con estas fuentes de carbono no se detectaron descensos de pH o

acumulacion de 4cido glucénico .
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Respecto a las fuentes de nitrogeno, ha sido reportado que fuentes complejas de
nitrégeno como peptona, extracto de levadura o licor de maiz fermentado conducen a
una elevada productividad de BC en comparacion con fuentes inorganicas de nitrégeno
7. De hecho, la especie productora utilizada durante este trabajo de tesis, K. hansenii, ha
sido estudiada en particular por Rani y colaboradores demostrando altos indices de
productividad con peptona como fuente de nitrdgeno. Ademas, estos autores han
logrado establecer pardmetros de maxima producciéon de BC (Figura 1.1). A partir de
ellos se han establecido los mismos valores para nuestra produccion de celulosa
obteniéndose los valores buscados °.

En la Figura 1.1 se puede observar el efecto de la temperatura, del pH, del inoculo y
de la glucosa inicial sobre los gramos de BC producida por litro de cultivo. En éste
sentido, se expone una temperatura maxima de produccion de 27°C y un pH 6ptimo de
5.5-6.5. El efecto del inoculo inicial parece no ser muy relevante para porcentajes por
debajo del 10%, sugiriéndose la utilizacion de un inoculo del 5%. Por ultimo, se
describe el efecto de la glucosa sobre la productividad obteniéndose resultados similares
a los expresados por Oikawa y colaboradores. Aparentemente la utilizacion de
concentraciones elevadas de glucosa afecta significativamente la produccion de BC .

Figura 1.1 Efectos de diferentes variables de cultivo sobre la produccion de BC en K.
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1.1.2. Modificacion ex situ de BC

Las modificaciones ex-situ de celulosa bacteriana permiten obtener variaciones en las
propiedades del biomaterial y también nuevas caracteristicas matriciales. La estrategia
de modificacion es basica y simple, consiste en realizar una inmersion de la matriz de
celulosa en una solucidon o suspension del componente modificante. Este compuesto de
incorporard a la matriz tridimensional y se generaran interacciones entre el mismo y las
fibras de la celulosa. La interaccion puede ser fisica o quimica, a través de los
numerosos puentes de hidrogeno que se encuentran formando parte de la estructura de
la celulosa. Aquellas substancias liquidas con componentes de peso molecular pequefio
o también nanoparticulas pueden penetrar la red de fibras de celulosa rapidamente y
quedar atrapadas dentro de ella. Los numerosos grupos -OH presentes dentro de la
matriz generan rapidamente puentes de hidrogeno con las sustancias incorporadas.
Habitualmente se suelen utilizar las membranas de BC, producidas a través de cultivo
estatico, para este tipo de modificaciones '°. El mayor obstaculo asociado a este tipo de
estrategia corresponde a la naturaleza y tamafo del material de refuerzo debido a que
solo compuestos por debajo del micrémetro podran penetrar e impregnar la matriz. Del
mismo modo sucede con los materiales altamente hidrofébicos, por su naturaleza no
pueden penetrar la matriz. Por otro lado, la estructuracion de la matriz de BC no es
siempre homogénea y por esta razoén a veces algunos de estos materiales pueden
incorporarse parcialmente.

1.1.3. Particulas hibridas de CaCO; como transportadores de fArmacos

El carbonato de calcio constituye uno de los materiales mas abundantes de la naturaleza
y puede ser encontrada en seis diferentes polimorfismos. Dentro de estos, la vaterita es
la forma més estable y con capacidad para poder sintetizar materiales hibridos en
presencia de polimeros de diferente naturaleza. La razon de ello radica en el tamafo del
cristal, su distribucion y geometria ''. Varios intentos se han llevado a cabo para poder
controlar y determinar el polimorfismo y la morfologia de la estructura cristalina de
CaCO; de manera de obtener el tamafio, forma y orientacion de agregacion que uno
quiere. Recientemente se ha desarrollado un material basado en la sintesis de CaCOs en
forma laminar sobre membranas de BC con la finalidad de generar una matriz con
potencial aplicacion en ingenieria de tejidos ' Distintos cambios morfologicos en los
cristales de CaCOs en presencia de BC han sido reportados . Sin embargo, estas

estrategias han llevado a la obtencion de morfologias muy heterogéneas y estructuras
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cristalinas mixtas (vaterita-calcita) de las matrices BC-CaCOs, las cuales son inestables
en condiciones ambientales y no son apropiadas para objetivos tecnologicos como la
aplicacion en liberacion controlada de farmacos.

Las particulas utilizadas durante esta primera etapa de tesis corresponden a un
desarrollo propio de nuestro laboratorio. Son particulas hibridas compuestas por
cristales de CaCO; y otra parte polimérica de A-carragenina. Las carrageninas son
polimeros lineales compuestos por esteres de sulfato de galactosa y 3,6-anhidro
galactosa unidos por enlaces a-1,3 y B-1,4. Son materiales econdomicos, producidos por
procesos amigables con el medio ambiente y actualmente son utilizados como agentes
gelificantes, espesantes, emulsificantes y estabilizantes en la industria alimenticia y
farmacéutica. Ademas, se han reportado ciertas actividades biologicas de estos
polimeros como anticoagulantes, inmunomoduladores, antivirales, antitromboticos y
antitumorales '*.

Estas particulas, denominadas —#anostructured hybrid microparticles” (N-hMPs),
fueron analizadas por diferentes técnicas biofisicas que incluyen técnicas
espectroscopicas y de microscopia. Los resultados indican que poseen una estructura
esférica y una conformacién cristalina de hasta un 95% de vaterita '°. Dichas particulas
son consideradas muy estables y con estructuras —nteligentes” debido a que poseen una
respuesta de liberacion del farmaco sensible al pH del entorno. Sumado a ello, se
demostré que las N-hMPs poseen una elevada eficiencia de carga de Doxorrubicina y

una citotoxicidad practicamente nula.

1.2. Materiales y métodos

1.2.1. Materiales

La carragenina lambda fue adquirida a Satiagel (SKW Biosystems, Buenos Aires,
Argentina). La Doxorrubicina (Doxo, PM= 543,0) fue donada por la empresa
farmacéutica LKM (Argentina). Todos los demas reactivos utilizados fueron de grado
analitico y microbioldgico adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) o Merck
(Darmstadt).

1.2.2. Produccion de celulosa bacteriana (BC)

La sintesis de celulosa bacteriana se llevd a cabo mediante el cultivo de
Komagataeibacter hansenii (ATCC 23769). La cepa fue cedida por el Prof. Luismar
Porto (Universidad Federal de Santa Catarina (UFSC), Brasil). El medio de cultivo fue
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preparado con los siguientes componentes: manitol (25 gr/L), extracto de levadura (5
gr/L), peptona (3 gr/L). Finalmente se ajusta el pH a 6,5 y se esteriliza con autoclave. El
cultivo fue mantenido en condiciones estdticas (sin agitaciéon) para la correcta
produccion de las membranas de celulosa.

El cultivo se realiz6 por diferentes periodos de tiempo, en condiciones estaticas a
30°C. Las membranas fueron recolectadas y colocadas en una solucién de hipoclorito de
sodio (0.1%) por 10 minutos. Luego se lavaron reiteradas veces con agua destilada y se
las coloca en solucion de NaOH (1.0 N) por 24 horas a 60°C. Posteriormente de este
proceso las membranas se vuelven a lavar reiteradas veces con agua destilada hasta
obtener en el sobrenadante un pH aproximadamente neutro. Por ultimo, se colocan en

un recipiente de vidrio con tapa y se autoclavlan a 121°C por 15-20 minutos.
1.2.3. Sintesis de microparticulas hibridas de CaCO; (N-hMPs)

Las microparticulas se sintetizaron en vasos de precipitado de vidrio mediante
cristalizacion coloidal de en presencia de glicina (Gly), NaCl, Na,CO; y lambda
carragenina. Una solucién acuosa de CaCl, (3,2%) en buffer de Gly-NaCl 1,25 M (pH=
10) fue preparada y guardada a -20°C hasta el momento de ser utilizada. Por otro lado,
se prepar6 una soluciéon de 3,2% Na,CO; al en agua MilliQ para ser usada
inmediatamente. En una sintesis tipica, 9,0 ml de la solucion 3,2% de Na,COs se mezcla
con 2,0 ml de solucion 1.0% de lambda-carragenina en un vaso de precipitado con
agitacion de 1000 rpm por 1 min a 0°C. Seguido, 9,0 ml de CaCl, (3,2%) en buffer de
Gly-NaCl 1,25 M (pH= 10) se adicionan y mezclan por agitacion durante 5 minutos. La
concentracion final de la mezcla es 0,1% del polimero y 1,6% de los iones Ca™ y CO;™.
Luego se adicionan 30,0 ml de agua MilliQ previamente enfriada a 4°C y el precipitado
de CaCOs-biopolimero se colecta por centrifugacion. El precipitado se lava nuevamente
con 30,0 ml de agua MilliQ y se vuelve a centrifugar. Por ultimo, el precipitado es
congelado con nitrogeno liquido y liofilizado. El producto se almacena en desecador a

temperatura ambiente hasta ser utilizado".
1.2.4. Sintesis de N-hMPs sobre matriz de BC

Las microparticulas se sintetizaron sobre membranas de BC. El proceso se inicia
colocando las membranas en la solucién de 3,2% de Na,COs con de solucion 1,0% de
lambda carragenina en un vaso de precipitado con agitacion de 100 rpm y a temperatura
ambiente por 20 minutos. Luego, se coloca rapidamente la solucién de CaCl, (3,2%) en

buffer de Gly-NaCl 1.25 M (pH = 10) y se aumenta la agitacion a 300 rpm, dejando la
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solucion en estas condiciones por 20 minutos. Luego del proceso, cada membrana es
lavada en agua destilada para desprender todas aquellas microparticulas que no estén

embebidas en ella.

1.2.5. Caracterizacion fisico-quimica del biomaterial

1.2.5.1 Andlisis de termogravimetria (TGA)

Se llevaron a cabo medidas termogravimétricas de las matrices basadas en celulosa
bacteriana utilizando un equipo Shimadzu TGA-50 (Tokio, Japon). Los ensayos se
realizaron en un rango de temperatura de entre 20°C y 900°C a una velocidad de

calentamiento de 10°C/min bajo una atmosfera de N».
1.2.5.2. Espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR)

El espectro de FTIR de las muestras liofilizadas fue analizado mediante un
espectrofotometro de IR (Thermo Scientific Nicolet, 6700 model, CT, USA) con un
modulo de ATR (attenuated total reflectance) acoplado. Se realizaron 32 escaneos de

cada muestra en el rango de 600-4000 cm™ y con una resolucion de 4 cm™.

1.2.6. Estudios de microcopia

1.2.6.1. Microscopia de barrido electronico (SEM)

Las muestras se deshidrataron completamente mediante la técnica de punto critico.
Luego, la superficie fue recubierta con un metalizado de oro (BalzersSCD 030)
obteniendo una cobertura de entre 15 nm y 20 nm de espesor. La superficie de las
muestras y la morfologia se observd mediante SEM (Philips SEM 505model, Rochester,
NY, USA). Las imagenes fueron analizadas mediante un software de digitalizacion de
imagenes (Soft Imaging System ADDA II).

1.2.6.2. Microscopia confocal (confocal laser scanning microscopy, CLSM)
Imagenes de fluorescencia mediante CLSM fueron tomadas utilizando la
autofluorescencia de Doxo. Membranas de celulosa con y sin carga de Doxo fueron
analizadas mediante el microscopio confocal (Leica model TCS SP5, Leica
Microsystems CMS GmbH, Mannheim, Alemania). El microscopio colectd imagenes
de 8 bits utilizando cuatro detectores de fluorescencia y un detector de trasmision para
los campos mas brillantes. El objetivo utilizado fue un HCX PL APO CS 63,0, con una
banda de emision de 415-485 nm. La configuracion del pinole [m] 191,1 mm, y pinhole
[air] 2,0 con un modo de barrido en XYZ. El software utilizado para el control del
microscopio y andlisis de las imagenes fue Leica Application Suite Advanced

Fluorescence (LAS AF) software.
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1.2.7. Ensayos de encapsulacion del firmaco Doxorrubicina (Doxo) y

evaluacion de la eficiencia de encapsulacion (%EE)
Los distintos sistemas de BC fueron inmersos en soluciones de distinta concentracion de
Doxo, en el rango entre 258,6 y 2586,6 nmols/ml. Las soluciones se prepararon en
buffer MES 100mM (pH= 6,5) y se agitaron a 300 rpm por 20 horas a temperatura
ambiente. Se realizé la cuantificacion de Doxo mediante espectrofluorimetria (Perkin
Elmer LS 50B, Japan) con una Aee= 473 nm y A= 588 nm. Las membranas fueron
retiradas de los viales y la Doxo residual se analiz6 en los sobrenadantes. Seguido las
membranas fueron lavadas 3 veces en solucion 145 mM NaCl con 100 mM buffer MES

(pH= 6,5). La eficiencia de encapsulacion se calculd de la siguiente manera:

Doxoy — Doxo;
Whgc

Encapsulacién de Doxo =

En donde Doxoy y Doxo; corresponden a los micromoles de Doxo en la solucion de
inmersion a tiempo cero y a tiempos t respectivamente. Y Wpc representa la masa de la
membrana de celulosa bacteriana en gramos.

1.2.8. Ensayos de liberacion de Doxorrubicina

Las membranas de BC fueron colocadas en 1,5 ml de buffer PBS 10mM en tubos tipo
Eppendorf de 2,0 ml a 37°C. Se tomaron muestras de 500 pl, reemplazando el volumen
con medio fresco a intervalos de tiempo definidos. La concentracién de Doxo fue
determinada por fluorescencia. Tres experimentos independientes de liberacion fueron
llevados a cabo por duplicado o triplicado para cada sistema de membrana y para cada
concentracion inicial de Doxo ensayada. La liberacion de la Doxo desde las matrices se
estudi6 en un rango de pH de 5,8-7,4 utilizando buffer fosfato 10 mM.

1.2.9. Analisis estadistico

Todos los ensayos, incluyendo las caracterizaciones del biomaterial, fueron realizados al
menos por duplicado de forma independiente. Se realizaron las comparaciones de las
medias de cada ensayo por un analisis de varianza (ANOV A) seguido por un anélisis de

Fisher para evaluar la existencia de diferencias significativas.
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1.3. Resultados y discusion

1.3.1. Produccion de la celulosa bacteriana

Las condiciones de cultivo que utilizamos fueron establecidas especificamente para la
cepa K. Hansenii (ATCC 23769). Sin embargo, se debe mencionar que las diferencias
en la temperatura y en el tiempo de incubacion, generan membranas de celulosa de
diferente espesor. Cuanto mas tiempo mayor espesor tendra la membrana, pero se debe
tener cuidado de que la misma no se reseque. Esto suele suceder a tiempos de cultivo
prolongados, en general mayores a los 14 dias. Por otro lado, si la incubacion no se
realiza en un intervalo de temperatura determinada la celulosa puede incluso no
producirse. En los experimentos desarrollados se ha establecido la temperatura de
produccion a 29°C, y se ha trabajado de manera constante en las mismas condiciones
experimentales. Si la temperatura se eleva dos grados por encima de la establecida, no
se registra formacion de las membranas de celulosa. Si la temperatura es inferior a los
26°C la membrana de celulosa se forma, pero se enlentece considerablemente su
velocidad de produccion.

Se ha producido BC con diferentes formas debido a que ésta adopta la morfologia
de la superficie del recipiente en que se realiza el cultivo. Habitualmente los cultivos se
han realizado en placas de pocillos, Las placas poseen distinto nimero de pocillos,
cuanto mas pequefio el nimero, el pocillo es de mayor didmetro.

Las membranas de BC se limpiaron en primer término con hipoclorito de sodio por
medio de una inmersion de 10 minutos. Luego se lavan con abundante agua destilada y
se las incuba por 12 horas a 60°C en una solucion 1,0 N de NaOH. El hidroxido de
sodio permite hidrolizar el material celular remanente y otras moléculas. Por ultimo, las
membranas se lavan con agua destilada reiteradas veces hasta obtener un pH neutro y se
esterilizan por autoclave en un recipiente conteniendo agua destilada.

Una vez estériles las membranas pueden permanecer sin mostrar signos visibles de

contaminacion bacteriana o fungica por mas de dos afios.

1.3.2. Modificacion de la matriz

En principio se realizaron pruebas de encapsulacion y liberacion con celulosa nativa, es
decir, sin modificacion alguna. Esto nos permitiria conocer macroscopicamente las
propiedades de interaccion entre la celulosa y la Doxo, las cuales serian las responsables

de retener al firmaco dentro de la matriz y permitir su liberacion gradual. Por las
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propiedades conocidas y reportadas de la BC como su elevada hidrofilicidad y un
espacio interfibras grande, podiamos plantear la hipdtesis de que tanto la encapsulacion
como liberaciéon de la Doxo serian poco eficientes. Los resultados de estos ensayos se

muestran a continuacion:

BC sin modificar (%)
Encapsulacion 11.0+1.8
Liberacion 85.0+7.2

Las membranas de BC se incubaron por 24 horas con una solucién de 1,0 mg/ml de
Doxo. Luego de los lavados correspondientes se colocaron en buffer fosfato a pH 7,4 y
se incub6 por 72 horas a 37°C, observandose una perdida casi total de la Doxorrubicina
encapsulada en la matriz.

Observando los resultados expresados anteriormente pudimos corroborar la hipotesis
planteada y nos encontramos en la necesidad de plantear una estrategia de modificacion
de la BC para garantizar una mayor retencion de la Doxo. El método de modificacion
debia cumplir ciertos requisitos fundamentales, a saber: 1) el biomaterial hibrido, es
decir una vez modificado, deberia poseer las propiedades basicas de la celulosa, 2) el
método de modificacion deberia ser mediante el uso de técnicas de Quimica Verde de
manera de poder minimizar el dafio al medioambiente, 3) el biomaterial debia continuar
siendo completamente biocompatible.

En un trabajo previo de nuestro laboratorio fue descrita la sintesis de microparticulas
basadas en una estructura de CaCOs producidas con distintos biopolimeros solubles '°.
Las microparticulas hibridas (N-hMPs) demostraron poseer una excelente capacidad de
encapsulacion de Doxo y una liberacién gradual en el tiempo. El presente desafio fue
como poder inmovilizar dichas particulas en las membranas de BC.

En un primer término, se procedid a seleccionar un biopolimero como agente
nucleante para la formacion de las microparticulas. Se ha podido establecer que entre un
grupo de polimeros seleccionados (pectinas y carrageninas), que la A-carragenina fue la
que demostrd mayor interaccion con la Doxo debido a la presencia de un mayor nimero
de grupos polares (e.g., R-SO;3"). Los grupos sulfonato presentes en el biopolimero
pueden interaccionar mediante sus grupos polares con la Doxo '°. Una vez establecido

el tipo de particula con la que se trabajaria, se procedi6 a intentar modificar la sintesis
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de las N-hMPs de manera de poder colocar las membranas de celulosa dentro del medio
de sintesis.

Luego de ajustar diversos pardmetros experimentales de la sintesis se logré adaptar
una metodologia que permitid la generacion de las N-hMPs en la membrana de BC. Se
inicia con una deshidratacién parcial de las membranas colocandolas por 10 min en
flujo laminar. La deshidratacion de la BC nativa es un proceso completamente
reversible hasta un grado de deshidratacion en que no es posible volver a la
conformacién estructural inicial de la matriz de BC '°. Cuando la membrana se
encuentra parcialmente deshidratada se la introduce en la solucion de Na,CO; (ver
concentraciones en Materiales y Métodos) por 20 minutos con agitacion constante con
el fin de adsorber la mayor cantidad de Na,COs3 sobre la membrana. A continuacion, se
coloca la solucién de A-carragenina y se deja nuevamente en agitacion por 20 minutos
mas. Luego de estas dos etapas la membrana se observa completamente rehidratada y se
adiciona el buffer con CaCl, para lograr la co-precipitacion del CaCO3. El proceso de
precipitacion se mantiene por 20 minutos en agitacion. Posteriormente, se retiran las
membranas realizando varios lavados con agua destilada. Y posteriormente, se llevan
adelante los ensayos de caracterizacion del biomaterial para poder analizar y
comprender las propiedades del mismo.

El andlisis de estabilidad y descomposicion térmica de las membranas de BC se
realizaron mediante andlisis termogravimétrico (TGA) (Figura 1.3A). Los controles
efectuados fueron BC-A-carragenina, sin el proceso de co-precipitacion; también se
utilizaron las membranas de BC con la formacion de particulas de CaCO; pero sin el
agregado de A-carragenina. En la tabla I se observa que los comportamientos de
descomposicion térmica son relativamente similares en todos los casos a excepcion del
control BC-CaCO3, donde bésicamente se observa una perdida mas rapida en el peso

del material.
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Tabla L. Parametros correspondientes a TGA para las membranas de BC con N-hMPs y

sus respectivos controles.

Celulosa Bacteriana

Parametro BC N-
Nativa BC-Carr BC-CaCO;
hMPs
Pérdida de masa (%)
42.8 44 .4 48.4 47.0
(200-400°C)
Ts00 (°C) 390.0 371.3 357.2 376.0
Residuo a 800°C (%) 30.8 34.5 27.0 29.3

Nota: Nativa corresponde a la BC sin modificar. BC-Carr, corresponde a la BC con agregado de A-carragenina y
sin particulas. BC-CaCO3, corresponde a las particulas sin A-carragenina. BC N-hMPs, corresponde a BC

con particulas hibridas.

La presencia de la A-carragenina y, en consecuencia, de las N-hMPs permite obtener
un comportamiento mas similar al del material sin modificar en cuanto a lo que respecta
a los parametros de la Tabla 1.

En la Figura 1.3B se pueden observar dos pasos de descomposicion tanto para la BC
sin modificar y como para la modificada. El primer escalon se puede atribuir al
contenido de agua sin interaccion fuerte con la matriz, observable en el rango de
temperatura desde 65°C a 100°C, y en donde se observa una pérdida de masa de
aproximadamente 7% en ambas muestras. El segundo paso o escalon se puede atribuir a
la descomposicion térmica del biomaterial para ambos casos. En este caso, se puede
observar en la Figura 1.3C, en donde se grafica la primera derivada de la curva de TGA
(DTGA un corrimiento en la temperatura de descomposicion térmica desde 315.8°C a
357.9°C para la BC y BC N-hMPs, respectivamente. En consecuencia, es posible
considerar como un aumento en la estabilidad térmica del material atribuido a la
presencia de las N-hMPs. Este ultimo hecho, podria estar asociado a la presencia

predominante de una conformacion estructural de vaterita presente en las N-hMPs.
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Figura 1.3 Andlisis termogravimétrico: (A) curvas de TGA para BC N-hMPs y los
controles correspondientes, (B) curvas de TGA solo para BC N-hMPs y el
control de BC nativa, (C) curvas de DTGA para BC N-hMPs y el control
de BC nativa.
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Las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se
observa la morfologia de las N-hMPs cuando la sintesis se realiza sin la presencia de las
membranas de BC (Figura 1.4A). La sintesis de N-hMPs permite obtener una
suspension de particulas homogénea en tamafio y morfologia '°. La Figura 1.4B exhibe
la estructura de la red de celulosa bacteriana nativa en donde las fibras de BC se
entrecruzan entre si formando una densa matriz tridimensional. La estructura de las

membranas de BC contiene dos caras totalmente diferentes. Por un lado, la cara de la
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membrana que queda en contacto con el aire en el cultivo posee una estructura bien
cerrada y densa. Por el otro lado, la cara de la membrana que queda en contacto con el
medio de cultivo posee una estructura mds laxa con forma de gel en donde el
entrecruzado de las fibras de celulosa es mdas abierto y con cadenas de celulosa
pendientes de la membrana. Cuando las membranas se colocan en la solucion de sintesis
de las N-hMPs, las particulas se forman en la cara més laxa con consistencia gelatinosa.
Las particulas se sintetizan entre las fibras de celulosa como se ha podido observar en la
imagen de SEM de la Figura 1.4C.

Es relevante mencionar, que las imagenes de microscopia han permitido observar las
microparticulas formadas en las membranas de BC son muy similares en cuanto a
morfologia y tamafio (2-3 mm de didmetro) con las microparticulas libres reportadas en

15,17

la bibliografia

Figura 1.4 Microscopia de barrido electrénico. (A) N-hMPs, (B) BC native, (C y D) N-
hMPs en la red de BC.
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A continuacion, se procedio a realizar cortes trasversales de las membranas BC/N-
hMPs. En tal sentido, se colocaron las membranas de BC en nitrogeno liquido. De
manera muy rapida se retiran y se parten las membranas por la mitad sin dar lugar a que
se pierda su estado solidificado. Acto seguido, se colocan nuevamente en nitrogeno
liquido y se pasa a realizar el proceso de liofilizacion para poder ser analizadas por
SEM. Las imagenes obtenidas de estas muestras (Figura 1.5 A y B) dejan de manifiesto
que las particulas se forman sélo en la superficie mas gelatinosa de la membrana
observandose como las fibras de celulosa pueden interaccionar con las N-hMPs de
forma directa y favorecer su proceso de sintesis sobre la membrana. Por otro lado, no se

observd la presencia o restos de particulas en el interior de la red de celulosa.

Figura 1.5 Cortes transversales de membranas BC/N-hMPs observados por SEM a

diferentes aumentos.

Uno de los factores que podia alterar la estructura de la matriz BC/N-hMPs, ya sea
por la agitacion o por el cambio en las condiciones del medio, es el proceso de carga de
Doxo. Por esta razén, luego de realizar la carga se tomaron imagenes de SEM
nuevamente. La Figura 1.6 muestra que la carga de Doxo no modifica la distribucion,
tamafio o morfologia de las N-hMPs en la membrana de BC. Basandonos en la
conformacion molecular de la Doxo y en las propiedades de las N-hMPs, estimamos
que la Doxo incorporada en la matriz se encontraria nucleada mayoritariamente en las

particulas. Para confirmar la nucleacion de la Doxo en las microparticulas se realizaron
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pruebas de microscopia confocal con el fin de, utilizando la autofluorescencia de la

Doxo, poder localizar su posicion en la membrana.

Figura 1.6. Imagenes de SEM de BC/N-hMPs con una carga de 37 umoles de Doxo por

gramo de matriz.

Las imagenes de microscopia confocal de las matrices de CB pueden ser
observadas en la Figura 1.7. La Figura 1.7A muestra como la Doxo se distribuye de
manera homogénea en una membrana de BC sin encontrarse una preferencia en cuanto
a la localizacion de la droga. Cuando la membrana de BC se embebe en una solucion de
A-carragenina y luego se la expone al proceso de carga de la Doxo, es posible observar
como nuevamente la carga del fairmaco se distribuye de forma homogénea en todo el
material. Algunos puntos se pueden observar con una mayor intensidad de fluorescencia
probablemente debido a la presencia de zonas con mayor cantidad de A-carragenina y/o
de un fendémeno de agregacion de la Doxo (Figura 1.7B). Por otro lado, cuando se
realiza el control de las membranas con particulas de CaCO3 se puede observar algo
similar a lo mencionado anteriormente, aunque la intensidad de fluorescencia detectada
es mas baja en la membrana. En el caso de las membranas BC/N-hMPs se detect6 que la
fluorescencia se concentra especificamente en las microparticulas. Muy pocos indicios
de fluorescencia fueron observados en zonas de la membrana donde no habia particulas
(Figura 1.7D). La concentracién de la fluorescencia observada hizo evidente el hecho

de que efectivamente la Doxo encapsulada se nucleaba en las particulas.
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Figura 1.7 Imégenes de microscopia confocal realizadas para diferentes membranas

cargadas con 37 umoles de Doxo por gramo de matriz. (A), BC; (B), BC-
A-Car; (C), BC-CaCO3; (D), BC/N-hMPs.
A B

En cada una de las muestras se realizé una exploracion por diversas varias zonas con
el fin de observar si existian diferencias entre el drea donde se capturd la imagen y el
resto de la membrana. Ademas, en cada caso se realizé un barrido espectral de la Doxo
para poder corroborar que la fluorescencia observada corresponda a dicha molécula y
para analizar cambios o corrimientos en los picos caracteristicos. El espectro de emision
puede ser observado en la Figura 1.8, donde se muestra un espectro habitualmente
observado para la molecula de Doxo con un maximo en 595 nm. En el caso de las

muestras donde habia presencia de particulas, se pudo evidenciar un corrimiento
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batocromico a 610-620 nm sugiriendo la existencia de interacciones entre las particulas

y la Doxo.

Figura 1.8 Barrido de longitud de onda a partir de los analisis realizados por medio de

microscopia confocal: BC, BC-Carr, BC-CaCO3 and BC/N-hMPs.
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1.3.3. Ensayos de encapsulacion y liberacion de Doxorrubicina (Doxo)

El primer ensayo de liberacion que se realizé fue con todas las matrices caracterizadas
previamente, es decir, con la BC/N-hMPs y los controles. Las membranas se cargaron
con la solucion inicial de Doxo de 1293 nmoles/ml, encapsulando 37 pmoles/gr. Luego
se procedi6 a realizar la liberacion en buffer PBS (pH=7.4) y a 37°C (Tabla II).

La liberacion de la Doxo a partir de estas cuatro muestras de BC (Tabla II) puede ser
dividida en dos grupos basandose en si la liberacion fue rapida o lenta. En ambos
grupos la liberacion del fdrmaco puede correlacionarse con la presencia o ausencia de
particulas en la matriz. La presencia de las particulas con o sin A-carragenina disminuye
en gran medida la velocidad de liberacion, aproximadamente en un 88-93% comparado
con las membranas sin particulas. Como se mencionara anteriormente, las N-hMPs

funcionan como nucleo de carga y liberacion de la Doxo.

L %)



Tabla II. Liberacion de Doxorrubicina de matrices de BC en solucion buffer a pH= 7,4,

a 37°C por 24 horas.
Doxo liberada
Matriz
(%)

BC 15.95+1.86"
BC-Carr 12.63+2.41
BC-CaCO; 1.32 +0.10%
BC/N-hMPs 1.72 +0.15%

Nota: *, analisis por test-T muestra diferencias significativas entre las muestras (P< 0.05). *, Analisis de

test-T muestra que no hay diferencias significativas entre las muestras marcadas (P> 0.05).

Por otro lado, la carga de Doxo que se pudo obtener en las membranas de BC sin
modificar fue solo del 11% de la masa inicial. Este hecho puede ser atribuido a la
elevada hidrofilicidad de la celulosa y a que la red de nanofibras se encuentra bastante
abierta permitiendo que las moléculas de Doxo difundir facilmente desde la membrana.
El agregado de A-carragenina a la matriz modifica el entorno electronico debido a que
cada dimero de carragenina contiene tres grupos sulfonato cargados negativamente. Esta
nueva conformacion puede aumentar la capacidad de interaccion entre la Doxo y la red
tridimensional, y es por esta razon que se puede observar un aumento en la
encapsulacion hasta un 16.6% (Figura 1.9). El agregado de las microparticulas a la
matriz increment6 en gran medida la carga del farmaco, observandose valores del
83.3% y 87.3% para CaCO; y N-hMPs, respectivamente. La conformacion
nanoestructurada de las microparticulas permite que las moléculas de Doxo queden
atrapadas dentro de las mismas, lo que permite interacciones mas fuertes debido a un
aumento en el area superficial. Ademads, una vez atrapadas, las moléculas de Doxo
deben superar una cierta tortuosidad capilar para poder ser liberadas desde las
microparticulas, razon por la cual los perfiles de liberacion también se ven modificados.
A pesar de que se observa un pequefio incremento del 4.3% en los niveles de Doxo
encapsulada para BC-CaCO3; y BC/N-hMPs, las diferencias alcanzan a ser significativas
estadisticamente luego de ser evaluadas mediante un test de Student (p< 0.05). Sin
embargo, el agregado de A-carragenina en las particulas para generar N-hMPs tiene un

fundamento mas estructural. Ademdas de tener la capacidad de interaccionar con la
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Doxo, el biopolimero permite una mejor nucleacion de las particulas al momento de la

sintesis, una menor polidispersidad y una mejor estabilidad *°.

Figura 1.9 Incorporacion de Doxo en las diferentes matrices de CB con una

concentracion inicial de 1.293 nmoles/ml.
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A continuacion, la capacidad de carga de las membranas BC/N-hMPs fue ensayada
colocando las membranas en soluciones con distinta concentracion de Doxo, en un
rango de 258.6 a 2586.3 nmoles/ml (Figura 1.10). Los resultados de estos ensayos han
mostrado que la cantidad de Doxo encapsulada en el sistema aumenta en el rango de
concentraciones utilizado, de manera lineal en funcion de la concentracion de Doxo
inicial (r*= 0.997). Ademas, el sistema BC/N-hMPs incorpor6 alrededor de un 80% de
la Doxo en todas las concentraciones iniciales ensayadas.

Por otro lado, se observo un aumento de un 15% en la encapsulacion de Doxo a la
concentracion mas alta ensayada (2.586,3 nmoles/ml) lo cual se puede asociar a eventos
de interaccion m-m entre los anillos aromaticos de las moléculas de Doxo generando

fendmenos de apilamiento (denominado n-stacking).
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Figura 1.10 Relacion entre las soluciones iniciales de Doxo y la capacidad de carga de

las membranas BC/N-hMPs.

66.0 0.2
D60}
a
o
€
S50}
c
RS
3 40} 37.0£02
=}
(%]
Q.
3
S 30}
o 229405
(0]
©
@ 20} 16.0£0.2
[&]
[
.0
2 10} 8.3£0.3
L

0

258.6 517.3 7759 1293.1 2586.3

Solucién de Doxo inicial (nmols/ml)

Luego de estos ensayos de encapsulacion de Doxo en la matriz se procedio a estudiar
los perfiles de liberacion del farmaco en condiciones similares a las fisiologicas. El
primer ensayo se realizo con el sistema BC/N-hMPs cargado con las mismas cantidades
de Doxo obtenidas en el ensayo de la Figura 1.11. Las liberaciones se realizaron por 7
dias en buffer PBS (pH 7.4). Resulta relevante mencionar que lo que se busca como
objetivo principal en un sistema de implantable para liberacion local de un farmaco es
que la liberacion sea sostenida en el tiempo por periodos prolongados. Si se obtiene una
liberacion completa luego de 2 o 3 dias de implantar el sistema, no estariamos
cumpliendo con la finalidad buscada. En este sentido, la Figura 1.11 muestra las curvas
hiperbdlicas obtenidas a partir de las liberaciones de Doxo. Al inicio de las liberaciones
se presenta el escalon caracteristico (burst) en todas las concentraciones ensayadas. La
Doxo liberada es este primer paso corresponde a aquella con poca interaccion con la
matriz, aquella que se encuentra en las zonas mas superficiales, con la cual el medio
externo tiene contacto directo y el sistema no le impone practicamente tortuosidad
alguna para poder ser liberada. A continuacion, la relacion entre el medio circundante y
la matriz empieza a cobrar cierta importancia. Los iones fosfato del buffer PBS son
capaces de formar complejos con los iones Ca™ de las particulas, la formacion de
dichos complejos se encuentra favorecida por el Kps caspos (2.0 x 107°) mientras que
los Kps de las otras sales como CaCOs (3,36 — 6,0 x 107, para calcita y aragonita

respectivamente) y CaSO4 (4,93 x 107) son bastante méas bajos. Entonces, se puede
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considerar que la formacion de CaPO, se encuentra favorecida en un orden cercano a
20 . . . .
107", Por esta razon, la liberacion de Doxo en esta segunda etapa se puede asociar con el

proceso de disolucion de las particulas.

Figura 1.11 Cinéticas de liberacion de Doxo para BC/N-hMPs conteniendo distintas
cantidades de farmaco. El medio utilizado fue buffer PBS (pH 7.4) a 37°C
por 7 dias. Simbolos: e, 8.3 umols/g; o, 16.0 umols/g; ¥, 22.9 umols/g;

A, 37.0 umols/g; m, 66.0 pumols/g.
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Se ha podido establecer una relacion entre la Doxo incorporada en la matriz y la
Doxo liberada desde ella (Figura 1.12). La relacién es lineal para aquellas ocasiones en
donde la incorporacion se encuentra en el rango de 8,3-22,9 umoles/g. La correlacion
encontrada en este intervalo es inversamente proporcional, es decir, a mayor capacidad
de incorporacion de Doxo menor es la velocidad de liberaciéon de la misma. A
concentraciones mas elevadas (37,0 - 66,0 umoles/g) la relacion pierde linealidad y la
correlacion parece cambiar de pendiente. Es relevante mencionar que las cantidades de
Doxo incorporadas en estas membranas son equivalentes a aquellas reportadas para

. . . L, . . ., 18
ensayos in vivo en sistemas terapéuticos de aplicacion local .
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Figura 1.12 Relacion entre Doxo cargada y liberada en membranas BC/N-hMPs en
buffer PBS (pH=7.4) a 37°C y luego de 20 horas de incubacion.
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Por ultimo, se establecid la relacion de los perfiles de liberacion en un determinado
rango de pH. Este factor es muy importante para un sistema a ser aplicado sobre un
tumor solido. El elevado metabolismo anaerdbico presente en muchas de las células que
se encuentran dentro del tumor solido junto con otros factores, conlleva a un aumento
de la acidosis debido a que el pH del entorno tumoral puede disminuir en un desde de
7.4 hasta 5,8 ¥ Por este motivo, se establecieron cinéticas de liberacion de Doxo en el
rango de pH 5,8-7,4 por el lapso de 28 dias (Figura 1.13). Se puede observar como el
farmaco se libera mas rapido a medida que el pH desciende. La colocacion de este
sistema sobre un tumor o en la zona donde se estaria generando un tumor que presente
como caracteristica el descenso del pH del medio circundante, estaria generando un
aumento en la tasa de liberacion del farmaco anticancerigeno en una tasa cercana al

50%.

51

—
| —



Figura 1.13. Cinética de liberacion para BC/N-hMPs cargada con 22,9 pumoles de

Doxo/gr de matriz por 28 dias. Simbolos: ¥, pH= 5,8; o, pH= 6,6; e,
pH=7,4
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O e I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1 I J
0 100 200 300 400 500 600 700

Tiempo (horas)

Estos resultados pueden ser explicados considerando que los cristales de CaCOj3 vaterita
presentan un detrimento en su estabilidad a medida que el pH desciende, y a su vez que

se produce un aumento en la solubilidad de la Doxo.

1.4. Conclusiones

e El sistema microparticulado definido como transportador (carrier) de
Doxorrubicina puede ser incorporado en membranas de celulosa bacteriana.

e Un nuevo método de modificacion ex-situ para celulosa bacteriana ha sido
desarrollado y descrito.

e No se observaron cambios morfoldgicos ni estructurales de la microparticulas
incorporadas en la matriz de BC.

e El nuevo biomaterial hibrido basado en BC presenta caracteristicas fisicoquimicas
muy similares a las de la celulosa bacteriana sin modificar.

e Se ha alcanzado la capacidad del sistema de cargar hasta 66 umoles de Doxo por

gramo de matriz.
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Existe una relacion directa entre la carga de farmaco y las cinéticas de liberacion
del mismo.

Se demostrd que el sistema carga Doxo utilizando como nucleos a las particulas
hibridas.

Las cinéticas de liberacion fueron descriptas, obteniéndose tiempos prolongados de
liberacion de Doxo.

Se demostré que al disminuir el pH del entorno el sistema puede liberar hasta un
50% mas de farmaco, lo cual lo hace ventajoso para su aplicacién sobre tumores

solidos.
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Capitulo 2

Desarrollo de matriz hibrida celulosa
bacteriana/alginato mediante modificacion in-situ:
evaluacion de su potencialidad como sistema de

liberacion local de farmacos

Membrana de celulosa bacteriana con

integracion de alginato. La imagen fue
tomada mediante microscopio electronico de
barrido con una magnificacion de 10000x **.
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Objetivos:

<> Generar una matriz hibrida de celulosa bacteriana conteniendo alginato

¢ Estudiar la incorporacion del alginato en la matriz de BC mediante el método in-
situ

<> Analizar de las propiedades fisicoquimicas del nuevo biomaterial hibrido.

¢ Evaluar la potencialidad para encapsular y liberar doxorrubicina

¢ Realizar pruebas de viabilidad celular y citotoxicidad en una linea de céncer

humana.
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2.1. Introduccion

Las matrices compuestas por sistemas hibridos de biopolimeros son candidatos
prometedores para el desarrollo de sistemas de liberacion de activos. Estas matrices
biopolimericas presentan varias ventajas tales como métodos de sintesis basados en
Quimica Verde, disponibilidad en grandes cantidades y propiedades no toxicas.
Ademas, son recursos renovables, de facil manipulacion, biodegradables, disponibles
comercialmente y, en general, de bajo costo. Entre ellos, uno de los biopolimeros que
sobresale es el alginato. La presencia de otro biopolimero con estas propiedades dentro
de la matriz de celulosa bacteriana permitiria obtener un sistema hibrido que podria ser
moldeado para cumplir con los objetivos fijados desde el punto de vista de su aplicacion
biomédica.

El alginato es un polisacarido anionico lineal constituido de residuos de &cidos 3-D-
manurénico (M) y acidos a-L-gulurénico (G) unidos por enlaces 1-4 producido
comercialmente por algas. Sus propiedades incluyen: ser atoxicos', no generar respuesta
inmune y ser biocompatibles. Los alginatos puede ser gelificados en presencia de
cationes multivalentes en una disposicidon espacial denominada como —eaja de huevos”
% De los alginatos ricos en acido manurénico (M) se obtiene un gel elastico; mientras
que aquellos ricos en acido gulurénico (G) se obtiene un gel firme y quebradizo (Figura
2.1.). Como su pKa se encuentra alrededor de 3,0 los geles de alginato son insolubles a
pHs menores a dicho valor, mientras que a pH alcalinos tienden a disolverse en medios
acuosos. Por otro lado, los geles de alginato son inestables en presencia de agentes
quelantes de cationes (tales como fosfato o EDTA) o cationes no gelificantes que
compiten por los sitios ocupados por el calcio dentro de la matriz (tales como el sodio o
el potasio), los cuales se encuentran presentes en los fluidos bioldgicos.

Se ha mencionado en el anterior capitulo, la BC no es capaz de retener activos y
liberarlos de modo sostenido. Por lo que se decidi6 avanzar con la modificacion in situ
de la matriz por medio de la adicion de alginato al medio de cultivo. Se ha reportado
que la modificacion por esta metodologia permite conseguir cambios mas profundos en
la matriz de BC ademas de obtener las propiedades de cada uno de los biopolimeros.
Cuando matrices de BC fueron modificadas con colageno, quitosano o gelatina se
obtuvieron propiedades unicas en el material *. La adicion de alginato permitiria obtener
un Sistema con una capacidad potenciada de interaccion con Doxo, como fuera

reportado previamente para un modelo pectina-Doxo °.
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Figura 2.1. Proceso de gelificacion ionica de las cadenas de alginato en presencia de

iones divalente (en éste caso, ion calcio) que da origen a la formacion de

un gel compacto®

Recientemente, matrices compuestas de BC-alginato fueron descriptas por su
capacidad y versatilidad para crecer células eucariotas gracias a la ductilidad y
funcionalidad de la red de fibras celulosa-alginato ®®. Por otro lado, matrices de BC-
alginato fueron generadas por el método ex sifu para liberacion sostenida de sulfadizina
de plata ®.

En el presente capitulo se desarrollard el trabajo de modificacion de BC con alginato
mediante modificacion in-situ. Se evaluaran las propiedades fisicoquimicas del material,
se analizara su potencial como matriz para liberacion sostenida de doxorrubicina, y los

efectos de citotoxicidad en una linea celular tumoral.

2.2. Materiales & Métodos

2.2.1 Materiales

El alginato de sodio fue donado por Monsanto Co. La Doxorrubicina (Doxo, PM=
543,0) fue donada por la empresa LKM (Argentina). Todos los demds reactivos
utilizados fueron de grado analitico o microbiologico adquiridos a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO) o Merck (Darmstadt, Alemania).

La Doxo se cuantific6 mediante espectrofluorimetria (Perkin Elmer LS 50B, Japon)
utilizando una A= 476 nm y de A= 588 nm con las correspondientes curvas de

calibracion para cada caso. Los materiales para el cultivo de las células fueron Corning
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(Princeton, NJ, USA), DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium), TrypLE "~ de
Gibco (Gaithersburgo, MD, USA), y el suero fetal bovino (FBS) adquiridos a
Internegocios SA (Argentina). Todos los demas reactivos fueron de Sigma Chemical

Co. (St. Louis, MO).
2.2.2. Produccion de celulosa bacteriana con adicion de alginato de sodio

La celulosa bacteriana fue sintetizada a partir de Komagataeibacter Hansenii (ATCC
23769). El cultivo se realizo estatico en el siguiente medio (expresado en g/L): 25,0
manitol, 5,0 extracto de levadura, 3,0 peptona. El alginato de sodio se adiciond en una
concentracion de 1,0%. El pH del medio se ajusté a 6,5 antes de ser esterilizado. El

cultivo se mantuvo estatico en placas de 96 pocillos a 27°C por 14 dias.
2.2.3. Purificacion de la BC

BC nativa e hibrida fueron colectadas de las placas de cultivo para el proceso de
purificacion. Se lavaron tres veces con etanol 70% por 60 min con agitacion. Luego, la
purificacion se llevé adelante utilizando una solucion de etanol 70%/NaOH 0,1N por 24
horas a 30°C. A continuacidn, se realizaron reiterados lavados con etanol 70% vy agua
hasta neutralidad del pH. Por ultimo, las membranas se colocaron en solucion 70%
etanol/0.5M CacCl, con el objetivo de generar una gelacion idnica del alginato en el

interior de la membrana de BC.

2.2.4. Caracterizacion del biomaterial

2.2.4.1. Anélisis termogravimétrico (TGA)

Medidas dinamicas de termogravimetria fueron realizadas BC sin modificar como para
la modificada utilizando un equipo Shimadzu TGA-50 (Tokio, Japon). Las pruebas se
realizaron desde 20°C hasta los 900°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min
bajo atmosfera de nitrogeno.

2.2.4.2. Difraccion de rayos X (XRD)

Los patrones de XRD para las membranas se colectaron en el modo reflexion sobre un
portaobjeto de vidrio. Las medidas fueron realizadas con un instrumento Analytical
Expert utilizando una radiacion Cu-Ka (A= 1,54 A) desde 20= 10° hasta 70° en modo
continuo con distancias de 0,07°. Los resultados se analizaron utilizando el software
Origin.

2.2.4.3. Espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros de FTIR de las muestras previamente liofilizadas fue tomado con un

espectrometro (ThermoScientific Nicolet, modelo 6700, CT, USA) acoplado a un
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accesorio de ATR (Reflectancia total atenuada). Se llevaron a cabo 32 escaneos de cada
muestra en el rango de 600 a 4000 cm™ y una resolucion de 4 cm™.

2.2.4.4. Isotermas de adsorcion de nitrogeno (BET)

Se evalud la capacidad de adsorcion y desorcion de nitrogeno a 77K con un bafio a -
195,8°C. El area superficial, volumen de poro y tamafio de poro de las membranas
fueron calculados con el software Micromeritics ASAP 2020 v3.00 utilizando la

ecuacion de Brunauer-Emmett-Teller (BET) y el metodo Barrett-Joyner-Halenda (BJH)
2.2.5. Estudios de microscopia

2.2.5.1. Microscopia de barrido electronico (SEM)

Las muestras fueron deshidratadas por la técnica de punto critico. Luego, la superficie
fue recubierta con oro utilizando un metalizador (BalzersSCD 030), obteniendo una
capa cobertura de 15-20 nm de espesor. La superficie de las membranas, asi como
también sus morfologias, fueron observadas por SEM (Philips SEM 505, Rochester,
NY, USA), y las imagenes fueron procesadas por un programa de digitalizacion de
imagenes (Soft Imaging System ADDAII).

2.2.5.2. Anélisis de Rugosidad

Las imagenes de SEM fueron analizadas por medio del software Image] (NIH, USA).
La rugosidad de las superficies fue analizada como la variacion estandar de los valores
de grises en todos los pixeles de la imagen. Primero, las imagenes de SEM fueron
abiertas en el software y convertidas a una imagen de 8-bit. Luego, todos los pixeles de
la imagen fueron seleccionados y estadisticamente medidos. Cuanta mas chica es la
variacion estandar mas suave es la superficie. Ademas, se realizaron los histogramas de
las imagenes de SEM de 1000x de aumento.

2.2.5.3. Microscopia 6ptica y de fluorescencia

Membranas hibridas cargadas con Doxo fueron colocadas en placas de 96 pocillos con
las mismas condiciones con las que se realizaron los ensayos en células. Luego de 24 y
48 horas de incubacion se tomaron muestras y se analizaron por microscopia. Las
imagenes de microscopias Opticas y de fluorescencia fueron adquiridas mediante un
microscopio Leica DM2500 (Wetzlar, Alemania) equipado con un filtro N2.1 para
excitacion en la zona verde. Filtro de excitacion BP: 515-560 nm, espejo

monocromatico: 580 nm, filtro supresor LP: 590 nm.
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2.2.6. Estudios de encapsulacion de Doxorrubicina

Los diferentes sistemas de BC fueron colocadas por inmersion en soluciones con
distintas cantidades de Doxo, comprendida entre 3,7 moles a 11,0 moles, en etanol 80%.
Las condiciones de incubaciones fueron: agitaciéon de 230 rpm a 25°C por un periodo de
tiempo de 20 horas. El pH de la solucion se midi6 antes y después del procedimiento sin
observarse cambios en el mismo (pH= 7,0). Luego, las membranas fueron retiradas y la
Doxo remanente en los sobrenadantes se midié con un espectrofluorimetro. A su vez,
las membranas fueron lavadas con etanol 80% y en solucion salina por 10 minutos cada

vez. La capacidad de carga de las membranas fue expresada, a saber:

(Doxo — DoxoS)
WBC

Doxo incorporada =

Donde Doxog corresponde a los pmoles de Doxo a tiempo cero, Doxog pmoles de Doxo
medida en los sobrenadantes y WBC es la masa de BC expresada en gramos. Es
relevante mencionar que se realizaron procedimientos de control sin la presencia de las
membranas de celulosa y no fue observada degradacion o cambios en el maximo de

fluorescencia de la Doxo.
2.2.7. Ensayos de liberacion de Doxo in vitro

Las membranas de BC se colocaron en 1,5 ml de solucion fisiologica en tubos plasticos
de 2 ml de capacidad y se termostatizaron a 37°C. Se recolectaron muestras de 500 pl y
se adicionaron 500 pl de medio fresco cada vez. Las concentraciones de Doxo se
determinaron por fluorescencia. Los experimentos de liberacion se realizaron dos veces
de manera independiente y por cuadruplicado para cada concentracion ensayada.

2.2.8. Cultivo de células y condiciones de crecimiento celular

Células de la linea HT-29 de adenocarcinoma de colon humano (HTB-38TM) fueron
crecidas en DMEM conteniendo 10% de FBS, 100U/ml de penicilina y 10 g/ml de
Streptomicina a 37°C en una atmosfera con 5% CO2. Las células se sembraron en un
frasco de 75 cm” y cuando la confluencia llego al 70-80% se realizd un subcultivo
utilizando 1 ml de TrypLE™ por frasco de 25¢cm”. Para los experimentos las células se
crecieron en placas de cultivo (multiwell). Cuando se alcanz6 la confluencia deseada, la

monocapa se lavé con DMEM vy se incubaron bajo las condiciones deseadas.
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2.2.9. Viabilidad celular: ensayo de cristal violeta

Un ensayo mitogénico fue llevado a cabo como fuera descrito previamente con algunas

modificaciones

. Las cé¢lulas se crecieron en placas de 48 pocillos. Para los
experimentos, 3,0 x 10* celulas/ml se crecieron por 24 horas a 37°C. Luego, las
monocapas fueron incubadas por 24 y 48 horas con diferentes concentraciones de Doxo
libre (100 — 200 uM) o con las diferentes matrices de BC con y sin farmaco para los
ensayos de viabilidad. Luego de este tratamiento las monocapas fueron lavadas con PBS
y fijadas con 5% de glutaraldehido/PBS a temperatura ambiente por 10 minutos.
Posteriormente, las células fueron tefiidas con 0,5% de cristal violeta/25% metanol por
10 min. A continuacion, la solucion de colorante fue descartada y la placa se lavo con
agua y se seco. El colorante atrapado por las células fue extraido utilizando 500 pl/well
de buffer 100mM glicina/HCI (pH 3,0) / 30% metanol y se transfiri6é todo a tubos de
ensayo. La absorbancia fue medida a 540 nm ',

2.2.10. Analisis estadistico

Todos los ensayos, incluyendo las caracterizaciones del biomaterial, fueron realizados al
menos por duplicado de forma independiente. Se realizaron las comparaciones de las
medias de cada ensayo por un analisis de varianza (ANOVA) seguido por un analisis de

Fisher para evaluar la existencia de diferencias significativas.

2.3. Resultados y discusion

2.3.1 Caracterizacion del biomaterial

Las propiedades térmicas de la celulosa bacteriana (BC), alginato (Alg) y las
membranas hibridas de alginato-celulosa (BC-Alg) fueron analizadas mediante
termogravimetria (Figura 2.1). La termogravimetria (TGA) de la BC sin modificar
mostro dos etapas de descomposicion en la curva, por otro lado los perfiles de pérdida
de peso del Alg y BC-Alg mostraron tres etapas de descomposicion. La primera etapa o
escalon de la curva se atribuyo6 a la pérdida de agua, observandose a temperaturas en el
rango de 30 °C a 120°C. A 180°C el porcentaje de pérdida de peso fue cercano al 7%
para BC, 18% para Alg y 20% para BC-Alg. Los resultados mostraron un aumento en el
contenido de agua para la matriz hibrida en comparacion con la membrana BC nativa,
debido a la naturaleza hidrofilica del alginato. Generalmente se acepta que el agua
funciona como plastificante en las matrices poliméricas '>. El incremento en la

hidrofilicidad de la matriz de BC es ventajoso debido a que se puede relacionar con un
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aumento en la capacidad de retener moléculas hidrofilicas dentro de la matriz, como es
el caso de la Doxo.

El segundo escalon de BC y BC-Alg en las curvas de TGA fue atribuido a la
descomposicion térmica de los biomateriales (Figura 2.1 A). La temperatura de
descomposicion entre BC y BC-Alg se vi6 reducida de 350°C a 300°C. Particularmente,
la pérdida de peso fue de un 30% en el rango 200-400°C para las membranas de BC-
Alg, que aproximadamente corresponde a la mitad de lo perdido por las membranas de
BC en las mismas condiciones experimentales (Tabla I). La elevada estabilidad térmica
de las membranas de BC-Alg comparada con la de BC sin modificar o de alginato,
sugirié enfaticamente una interpenetracién importante entre ambos polimeros ®'*. Esta
hipdtesis fue también confirmada por el incremento en la temperatura méaxima de
degradacion (Tp) a causa de la presencia de alginato en la matriz de celulosa. La Tp es
considerado un importante parametro estructural relacionado con el peso molecular, la
cristalinidad y la orientacién de los polimeros '*. El hecho de que el valor de Tp para
BC-Alg fuera intermedio entre los dos polimeros por separado hablé de una fuerte

interaccion entre las fibras de celulosa y de alginato (Tabla I).

Tabla I. Valores relevantes de los parametros de degradacion térmica de la celulosa

bacteriana sin modificar, de la celulosa bacteriana-alginato y del alginato.

Componentes
Parametro
Celulosa Alginato  BC-Alg

Pérdida de masa en el
67,2 40,6 31,8

rango 200-400°C (%)
T, (°C) 345,6 243,0 265,3
Residuos a 750°C (%) 13,5 24,1 29,5

Los andlisis de DTGA de las membranas de BC-Alg mostraron un pequefio tercer
pico a 650°C, similar al pico encontrado para el Alg en el rango 700-750°C. Ademas, no
fue observado ninglin pico similar para las membranas de BC nativas (Figura 2.1 B).
Este resultado confirma la presencia de alginato en la red de fibras de celulosa.
Esencialmente, el andlisis termogravimétrico de BC-Alg sugiere fuertes interacciones
intermoleculares entre la BC y el Alg. El tipo de estas interacciones fue analizado a

continuacion mediante técnicas de XRD y FTIR.
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Figura 2.1 Anélisis termogravimétrico de celulosa bacteriana (—), celulosa bacteriana-

alginato (---) y alginato (----). Curvas (A) TGA y (B) DTGA.
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Las propiedades estructurales de las membranas de celulosa bacteriana conteniendo
alginato fueron estudiadas por XRD (Figura 2.2). Los perfiles de XRD de BC y BC-
Alg muestran angulos de Bragg caracteristicos para ambas matrices a 20= 14,6°, 16,9°
y 22.,8°, los cuales estan indexados como planos de reflexion (1 1 0), (01 0) y (1 0 0)
respectivamente. Los resultados revelaron la presencia de cristales de celulosa tipo I en
las membranas BC, como ya se ha reportado previamente °. El espectro de XRD de BC
y BC-Alg muestra perfiles similares relacionados a la posicion y distribucion de los
picos; dichos resultados indican que la adicion del alginato durante el cultivo de la
celulosa bacteriana no altera la estructura cristalina del material, como fue también
previamente reportado . Sin embargo, el analisis comparativo de ambos espectros de
XRD mostr6 dos importantes diferencias asociadas a el cambio de intensidad en el pico
(1 1 0) de BC-Alg, el cual es al menos tres veces mas bajo que el de BC; y también el
pico (1 0 0) en BC-Alg es mas ancho que el mismo pico en BC. Estos resultados
sugieren algunos cambios en la orientacidon preferencial de los planos (1 1 0) y (1 0 0),
como fue previamente reportado para BC suplementada con otros polimeros como
polietilenglicol, carboximetil- e hidroximetil-celulosa o por la remociéon por completo

1316 1 05 cambios observados en el nanocompuesto de BC-Alg

del contenido de agua
pueden ser atribuidos a la interaccion entre los polimeros altamente hidroxilados a
través de interacciones puente de hidrogeno. La presencia de alginato reduce el indice

de cristalinidad de membranas de BC cerca de 1,4 veces, desde 71,0% a 49,7%, pero
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con una superficie estructural homogénea como fue observado con iméagenes de SEM.
Particularmente, la reduccion de los indices de cristalinidad se la relaciona, en general,
con un incremento en la fase amorfa del material y consecuentemente con un

incremento en la capacidad de absorcion de agua.

Figura 2.2 Espectros de difraccion de rayos X (XRD) para las matrices de celulosa

bacteriana (BC) y de celulosa bacteriana-alginato (BC-Alg).
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Una reduccion dréstica en el indice de cristalinidad atribuida a la adicion de
diferentes moléculas exogenas como Tween 80, urea, Calcofluor White ST,
hidroxipropilmetil celulosa y carboximetil celulosa, adicionada en los medios de
fermentacion afectaron la sintesis de la red de celulosa como ha sido publicado

. A su vez, fueron previamente reportados valores bajos

previamente para K. Xylinus
de cristalinidad de la celulosa modificada por el método in sifu a través de la adicion de
0,04% de alginato a cultivos agitados de K. Xylinum . Sin embargo, el analisis de XRD
no ha sido conclusivo debido a que las imégenes de SEM muestran estructuras muy

heterogéneas dentro de las matrices de BC-Alg (Figura 2.3).
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Figura 2.3 Imagenes de SEM correspondientes a las matrices de BC (A1, B1, C1) y de
BC-Alg (A2, B2, C2). Aumentos: (A) 1000X, (B) 5000X, (C) 10000X.
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Las iméagenes de BC y BC-Alg muestran superficies homogéneas, pero con
diferentes caracteristicas morfoldgicas. Las membranas de BC mostraron la tipica red
encontrada en la celulosa bacteriana compuesta por largas y entrecruzadas fibras de
celulosa . Por otro lado, las membranas de BC-Alg mostraron estructuras homogéneas
y con una red 3D mas cerrada. La presencia de alginato en el cultivo estatico permitio la

formacion de una fuerte red cooperativa entre ambos polimeros sin la presencia de
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granulos de alginato, contrario a lo que fuera reportado previamente . Nuestros
resultados indican que la reduccion de cristalinidad puede solo ser atribuida a la fuerte
interconexion entre las fibras de celulosa y el alginato.

La rugosidad de la superficie de las membranas fue evaluada por medio de la
desviacion estandar de los valores en la escala de grises de un area seleccionada en las
imagenes (200x300 pm) (Figuras 2.3A y B). El incremento en la desviacion estandar es
proporcional a la rugosidad de la superficie analizada. Este analisis mostré un aumento
del 23% en la desviacion estandar de BC-Alg que puede ser correlacionado con una
estructura altamente porosa (Figura 2.4). El anélisis comparativo de las medias mostro
también que BC-Alg (136.063) era mayor que BC nativa (114.560) en casi un 19%,
indicando un espaciado estructural mas regular en las cadenas de polimero debido a la
presencia de alginato. Estos resultados también indican la formacion de una fuerte red
cooperativa entre ambos polimeros permitiendo una red con estructura mas regular. A la
vez, BC-Alg mostré un amplio rango en los valores de grises debido principalmente a la

formacion de la red entrelazada constituida por ambos biopolimeros.

Figura 2.4 Anélisis estadistico de la rugosidad de las superficies de (A) BC y (B) BC-
Alg. Las imagenes analizadas corresponden a las Figuras 2.3. Al y A2,

respectivamente.
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Luego, las potenciales interacciones entre BC y Alg en el biomaterial fueron
analizadas por FTIR (Figura 2.5). Las membranas de celulosa bacteriana presentaron
méximos centrados en 3348 cm™ y 2890 cm™', asignados a estiramientos de O-H y C-H
respectivamente. Ademas, se observaron picos centrados en 1375 cm™ y 1033 cm™
asignandolos a flexiones de C-H y vibraciones caracteristicas de anillos de azucares,

1

respectivamente '*. Por otro lado, el alginato puro mostré méximos caracteristicos a
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1406 cm™ y 1593 cm’, los cuales son comunmente relacionados con bandas de
estiramiento simétrico y asimétrico correspondientes al grupo carboxilo (COO),
respectivamente '°. Dichas bandas se encontraron desplazadas hacia 1425 y 1597 cm™

en los andlisis de BC-Alg (Tabla II).

Tabla II Analisis de FTIR para los polimeros BC, Alg y BC-Alg.

BC Alginato BC-alg Asignaciones
(nro. de onda, cm'l)
3348 3290 3342 OH elongacion
2890 2929 2942 C—H elongacion
- 1593 1597 Elongacion asimetrica —COO
- 1406 1425 Elongacion simetrica —COO
1375 - - C—H doblamiento

Elongacion de C-O—C y C-O-H
1033 1026 1024
vibraciones en anillo de azucares

Estos resultados sugieren que el agua incluida en las membranas de BC fue, al menos
parcialmente, desplazada por el alginato debido a que es un polimero altamente
hidrofilico. Los cambios observados en las bandas en BC-Alg pueden atribuirse a los
puentes de hidrogeno intermoleculares basados en los grupos funcionales expuestos del
alginato y la celulosa, con grupos funcionales carboxilatos e hidroxilos respectivamente
13 Las principales interacciones moleculares determinadas por FTIR entre ambos
polimeros claramente sugieren una alta compatibilidad y la formacion de una red
interconectada por medio de un mecanismo de co-gelacion, siguiendo los lineamientos
del modelo de Morris I *°. Para discutir los mecanismos combinatorios de gelacion de
sistemas poliméricos de dos componentes, Morris describié tres modelos posibles 2.
Dichos modelos corresponden a polimeros activos capaces de formar una estructura en
red. El Modelo I hace referencia a una red interconectada formada por dos polimeros
activos que son estructuralmente cooperativos debido principalmente al entrelazado de
las dos redes. De esta manera, se puede establecer que el alginato juega un papel crucial
en las propiedades fisicoquimicas de la matriz hibrida BC-Alg. La presencia del
alginato dentro de dicha matriz expone grupos hidrofilicos que pueden aumentar aun

mas la hidrofilicidad de la red. Un incremento en la hidrofilicidad de la membrana es
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ventajoso debido a que puede relacionarse con la capacidad de retener moléculas
hidrofilicas como la Doxo.

La Doxo es una molécula soluble en agua, pero su hidrofilicidad depende del pH del
medio circundante. Es una base débil con un grupo amino primario el cual tiene un pKa
de 8,46 *2. A pH comprendido entre 7,34 (pKa del grupo fenol) y 8,46 (pKa del grupo
amino) la Doxo se encuentra predominantemente en su forma zwitterionica . A pH

inferior a 8,0 la Doxo posee una carga neta positiva de su grupo amina (Esquema 1)
24,05

Esquema 1. Ionizacion de la Doxo en solucion acuosa.
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Figura 2.5 Espectro de FTIR para BC (1), Alg (2) y BC-Alg (3).
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El andlisis comparativo por medio de Brunauer—Emmett-Teller (BET) de las
membranas mostrd un incremento en el area superficial de alrededor del 84% y un
incremento en el volumen de poro de mas del 200% para BC-Alg (Tabla III). Ademas,
el tamafio de poro determinado por el modelo de Barrett—Joyner—Halenda (BJH) mostro6
diferencias significativas entre BC y BC-Alg. Estos cambios, atribuidos a la formacion
de una red cooperativa entre ambos polimeros, pueden también contribuir a la
encapsulacion de activos como la Doxorrubicina ***’. En conclusion, los anélisis de las
membranas de BC-Alg por medio de diversas técnicas como TGA, XRD, FTIR y SEM
mostraron un contacto intimo entre las fibras de celulosa y las cadenas de alginato
generando un incremento en la fase amorfa del material aumentando su hidrofilicidad.
Las caracteristicas homogéneas de estas membranas de BC-Alg son relevantes para el
desarrollo de un sistema de liberacion de drogas ya que los perfiles de liberacion y el

nivel de carga pueden ser predichos, modelados y escalados.
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Tabla III. Analisis de adsorcion y desorcion de N, por medio de BET para las

membranas de BC y BC-Alg.

Area Volumen Tamaiio de poro (nm)
Composicion
superficial de poro Método
de la matriz ) 3 adsorcion BJH
(m°/g) (cm’/g)* BET
BC 19,97 0,077 22,22 15,10
BC-Alg 36,76 0,23 27,95 22,11

* BJH volumen de poro acumulativo de adsorcion entre 1700 y 300000 nm de
ancho.

 en todos los casos de la desviacion estandar fue menor al 5%.

2.3.2 Encapsulacion de Doxorrubicina

Las membranas de BC-Alg fueron cargadas con doxorrubicina por un método de
adsorcion. Primero, celulosa sin modificar y modificada fueron colocadas en una
solucion con 3,7 umoles de Doxo. La carga del farmaco fue unas tres veces superior en

la membrana hibrida, atribuido a la presencia del alginato en la red de celulosa (Tabla

V).

Tabla IV Encapsulacion de Doxo (1,0 mg/ml, 3,7 pmoles) en membrana de BC y BC-
Alg. Incubadas por 20 horas a 37°C. Los errores fueron calculados mediante

la desviacion estandar de tres experimentos independientes.

Encapsulacion de Doxo

Sistema
(%)
BC 5,00+ 0,44
BC-Alg 16,20 + 3,18

El incremento en el area superficial, volumen y tamafio de poro en BC-Alg comparado
con lo encontrado en BC sin modificar, pudo ser correlacionado con un incremento en
las interacciones droga-matriz y con la difusion de la droga desde el medio hacia el
interior de la membrana. Consecuentemente, mas Doxo podria ser encapsulada en la red

8 Mas especificamente, considerando que el alginato posee grupos carboxilatos (pKas=~
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1.5 — 3.5) y el pH del medio cercano a 7.0, en donde la doxo posee carga residual
positiva, es factible considerar la interaccion entre ambos grupos funcionales, lo que
conduce a un aumento de la carga del farmaco en la matriz °.

De manera de determinar y estudiar la capacidad de carga de Doxo las membranas
hibridas fueron colocadas por inmersion en soluciones con diferentes cantidades del

farmaco, desde 3,7 a 11,0 umoles/ml (Figura 2.6).

Figura 2.6 Encapsulacion de Doxo a partir de diferentes soluciones iniciales. La Doxo
encapsulada se expresa como pumoles de Doxo por gramo de matriz BC-

Alg.
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3,7 5,5 7,4 11
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Una carga de Doxo equivalente a 10 pumoles/gramo de matriz se observo en el caso
de la solucion inicial de menor concentracion (3,7 pmoles/ml). Sin embargo, la
capacidad de carga de Doxo por parte de las membranas BC-Alg aument6é de manera
lineal (r*= 0,95) cuando las soluciones iniciales de inmersién contenian concentraciones
de Doxo mayores a los 3,7 umoles/ml. Particularmente, cuando la solucion inicial fue
de 11,0 pmoles/ml la Doxo incorporada fue seis veces mayor en comparacion con la
incorporada con la solucion de 3,7 umoles/ml. Este hecho es ventajoso debido a que
sugiere que la carga de Doxo en las membranas puede ser modulada de acuerdo a las
necesidades especificas de cada tratamiento (e.g., terapias personalizadas). La baja
capacidad de carga en la primera solucion se atribuy6 solo a interacciones Doxo-matriz.

Cuando la concentracion de la solucion inicial aumenta, empiezan a ser relevantes las
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interacciones Doxo-Doxo dentro de la matriz de celulosa y un fenomeno denominado

. . . . .2
apilamiento 7-r adquiere importancia ».

2.3.3. Ensayos de liberacion de Doxorrubicina

Membranas de BC-Alg conteniendo distintas cantidades de Doxo encapsulada se
incubaron en buffer PBS (pH 7,4) mostrando perfiles hiperbolicos respecto a la
liberacion de la droga (Figura 2.7). Luego de la liberacién muy rapida inicial (burst) los
porcentajes de liberacion permanecieron practicamente constantes por al menos 14 dias,

aunque la cantidad neta de fArmaco liberado no fue la misma en cada caso (Tabla V).

Figura 2.7. Perfiles de liberacion de Doxo desde membranas BC-Alg cargando distintas
cantidades de activo. Simbolos de las cantidades iniciales de Doxo: O, 9,55

umoles/g; ¥, 23,23 umoles/g; A, 42,25 umoles/gy B, 73,10 umoles/g.
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La liberacion de Doxo desde las membranas puede ser explicada por la presencia de
interacciones moleculares diferentes entre el farmaco y la matriz. Cuando las cantidades
de droga encapsulada son bajas, las principales interacciones que se encuentran son
aquellas existentes entre el fairmaco y la matriz, como fuera mencionado y también
reportado previamente °. Por otro lado, cuando la cantidad de Doxo atrapada es elevada

otras interacciones cobran relevancia como las interacciones de tipo m-m entre los anillos
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aromaticos de las moléculas de Doxo generando un fendémeno de apilamiento
molecular. Este fenomeno modifica la capacidad de la membrana de liberar el activo

generando cambios también en los perfiles de liberacion.

Tabla V Doxo liberada (umoles/ml) desde BC-Alg cargadas con 9,55 y 42,25

pumoles/g, de acuerdo a las cinéticas de liberacion de la Figura 2.7.

Carga de Doxo (umoles/gr)

Tiempo
9,55 42,25
(horas)
Doxo liberada (%)
24 13,57 + 0,89 6,87 + 0,20
48 13,75 £ 0,89 7,32 +0,32

Finalmente, se ha establecido una relacion lineal (Figura 2.8.) entre la cantidad de
Doxo encapsulada y la cantidad liberada (r’= 0,97), siendo este un dato interesante al

momento de adaptar el sistema para una terapia personalizada.

Figura 2.8 Relacion encontrada entre la capacidad de carga y la capacidad de liberacion

de Doxo a los 14 dias en condiciones fisioldgicas simuladas.
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2.3.4. Ensayos de viabilidad celular

Se realizaron ensayos de viabilidad celular en cultivos de células de adenocarcinoma de
colon humano (HT-29) por 24 y 48 horas de exposicion a membranas BC-Alg cargadas
con 9,55 y 42,25 umoles de Doxo/g de matriz. La liberacion del activo desde estas
membranas se cuantifico luego de incubar las membranas cargadas en las mismas
condiciones que el cultivo de células por 24 y 48 horas. Las cantidades de Doxo
liberadas alcanzaron concentraciones de 76 uM a 24 h y 77 uM a 48 h para las
membranas cargadas con 9,55 umoles/g; y 169 y 181 uM a 24 y 48 h respectivamente
para las membranas cargadas con 42,25 pmoles/g. Por otro lado, se realizaron controles
colocando Doxo libre en contacto con las células a concentraciones en el rango de 100-
200 puM. Para el caso de los cultivos a 48 h, se tomaron imagenes Opticas y de

fluorescencia de los sobrenadantes (Figura 2.9 y 2.10) por medio de microscopio.
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Figura 2.9 Imégenes en el visible (Izquierda) y en el ultravioleta (derecha) utilizando
un microscopio Optico sobre los cultivos de células luego de 48 h de
incubacion. Se observaron los pocillos con Doxo libre y con Doxo liberada
desde BC-Alg con 42,25 umoles/gr.

Visible Fluorescencia

.

Doxo 0,15 pmoles/ml Doxo 0,10 pmoles/ml BC-ALG (42,25umols/g)

Dox 0,20 umoles/ml

Se observaron precipitados de Doxo en todos los casos. Sin embargo, se pudieron
observar amplias diferencias en los cristales de Doxo presentes para los casos de Doxo
libre y en aquellos pocillos donde habia Doxo liberada desde las membranas. El tamafo

y la cantidad de cristales fue lo que se diferencié en ambos casos. En aquellos pocillos
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donde habia Doxo libre se observaron los cristales de mucho mayor tamafnio y en mayor
cantidad. En contraste, en los casos de la Doxo liberada desde las membranas se observa
una gran reduccion de tamano y cantidad en los cristales de droga. Se considera que este
hecho puede ser atribuido a la presencia de los polimeros que actlian como agente
inhibidor de la nucleacion de los cristales y, por otro lado el efecto estérico generado
por la red tridimensional de la matriz también generaria un efecto de inhibicion en la

.y .. 1
formacion de los precipitados **'.

Figura 2.10 Fotografia optica de los pocillos luego de 48 horas de cultivo,

observandose un precipitado en el caso de la Doxo libre.

Doxo libre (nmoles/ml) BC-ALG

0910 0915 0,20

42,25 pmoles/gr

El andlisis espectrofluorimetrico de los sobrenadantes conteniendo Doxo liberada
desde las membranas BC-Alg no mostr6 corrimientos en los espectros de emision de
fluorescencia sugiriendo la ausencia de formacion de complejos entre el farmaco y los
polimeros luego de la liberacion que podrian afectar el efecto de la Doxo sobre las
células.

Estudios de viabilidad celular mostraron poco efecto sobre las células en el caso de la
Doxo libre en el rango 100-200 uM luego de 24 horas de exposicion continua. Sin
embargo, se observo cerca del 75% de viabilidad en presencia de 100 y 150 uM de
Doxo libre y un 63% de viabilidad para el caso de 200 uM luego de 48 horas de

exposicion continua (Tabla VI).
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Tabla VI. Ensayos de viabilidad celular en la linea HT-29 de adenocarcinoma de colon
humano. Las células fueron expuestas de modo continuo por 24 y 48 horas a
membranas BC-Alg cargadas con Doxo (9,55 y 42,25 umoles/gr). En
paralelo se trato las células con Doxo libre (100, 150 y 200 uM) a modo de

control.
Concentracion de Doxo Viabilidad celular (%)
Sistema
(M) 24 horas 48 horas
100 94,0 + 3,7 74,0 £2,7
Doxo libre 150 93,0+3,3 73,0+2,7
200 95,0+2,7 63,0+2,1
Doxo Doxo Viabilidad celular (%)
Doxo
liberada liberada
encapsulada
(uM) alas (uM) a las 24 horas 48 horas
(nmoles/g)
BC-ALG 24 horas 48 horas

0,00 0,0+0,0 0,0+0,0 103,0+£3,1 97,4+2,1

9,55+ 1,87 76,0+5,0 169,0£50 59,0+7,2 55,0£8,2

42,25 +3,15 77,0+5,0 181,0+8,0 53,0+1,6 37,0+ 0,5

Por otro lado, en el caso de BC-Alg sin presencia de Doxo atrapada no se observaron
cambios en la viabilidad celular a ambos periodos de tiempo. Luego, la viabilidad
celular se vio disminuida drasticamente a 59% y 53% para el caso de BC-Alg con 9,55
y 42,25 umoles de Doxo/g, respectivamente luego de 24 horas de exposicion. Luego de
48 horas de incubacion se observd que aquellas células expuestas a BC-Alg con 9,55
pumoles/g mostraban una viabilidad del 55%, sugiriendo una ausencia de diferencias
significativas en comparacion con el mismo caso a 24 hs (p< 0,05). Para el caso de BC-
Alg con 42,25 pmoles/ml fueron observadas diferencias debido a que a las 48 h se
obtuvo una viabilidad del 37% (Tabla VI). Estos resultados junto con las imagenes
mostradas por microscopia claramente demuestran que la vehiculizacion de la Doxo en
sistemas poliméricos mejora su actividad por medio de la inhibicion, al menos parcial,

de la formacion de cristales.
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2.4. Conclusiones

En el presente capitulo se modificéd in-sifu una matriz de celulosa bacteriana por medio
de la incorporacion de alginato al medio de cultivo en condiciones estaticas. Como
resultado se obtuvo una matriz biopolimérica homogénea con nuevas propiedades
estructurales y con capacidad de encapsular el activo quimioterapéutico Doxorrubicina.
Las técnicas biofisicas empleadas para la caracterizacion (TGA, FTIR, SEM)
confirmaron una interaccion intima entre el alginato y la celulosa por medio de fuerzas
electrostaticas débiles permitiendo, en conjunto, la formacion de una fuerte red de fibras
entrecruzadas con un homogéneo aumento de la fase amorfa (verificado por XRD). El
aumento de la fase amorfa lleva a la exposicion de grandes cantidades de grupos
hidroxilo del alginato por dentro de la matriz polimérica, esto podria optimizar la
absorcion de Doxo en las membranas. Ademads, el incremento en el area superficial y
tamafio de poro también aumentaria la capacidad de matriz de retener moléculas de
Doxo. Luego, los ensayos de encapsulacion demostraron que se podian encapsular
elevadas cantidades de Doxo en la matriz BC-Alg en comparacion con BC sin
modificar. La carga de farmaco en BC-Alg permitio tener mas de 70 pmoles de Doxo
por gramo de matriz. Los perfiles de liberacion de la droga desde BC-Alg, obtenidos
con diferentes cargas de Doxo, sugirieron una relacion linear entre la cantidad de Doxo
encapsulada y las cantidades liberadas, brindando importante informacion sobre las
interacciones BC-Alg/Doxo. La capacidad de modular la carga de Doxo y su liberacion
podria ayudar a definir terapias personalizadas bajo los requerimientos especificos de
cada paciente.

Las membranas de BC-Alg fueron ensayadas sobre una linea celular de
adenocarcinoma de colon humano (HT-29). Dicha linea celular fue elegida por su
reconocida resistencia a la Doxo *. La exposicion directa a Doxo por 24 horas mostrd
que practicamente no se producian cambios en la viabilidad celular, pero luego de 48
horas de exposicion la viabilidad celular fue cercana al 70% en todos los casos. Por
comparacion las células expuestas a BC-Alg mostraron un significativo descenso en la
viabilidad a ambos tiempos. Las concentraciones de Doxo liberada se midieron en los
sobrenadantes encontrandose valores similares a aquellos utilizados para los ensayos
control con Doxo libre. Ademas, se obtuvieron imdgenes Opticas de los sobrenadantes

observandose una menor tendencia de la Doxo a formar cristales para el caso de la
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droga liberada desde BC-Alg. Por esta razon se sugiere que la Doxo liberada desde la

matriz ha logrado ser mas efectiva sobre las células. En conclusion, las membranas de

BC-Alg fueron desarrolladas de modo exitoso obteniéndose una matriz hibrida,

homogénea y con capacidad de encapsular un activo antitumoral. Este sistema muestra

tener una potencial aplicacion como un dispositivo implantable para terapias locales

contra el cancer.
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Capitulo 3

Desarrollo de nanoparticulas lipidicas para la

encapsulacion y liberacion de doxorrubicina

Imagen de microscopia confocal
correspondiente a la localizacion intracelular de
las nanoparticulas en células MDA-MB-231.
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Objetivos especificos:

X/
L X4

X/
L X4

Desarrollar una formulacion de nanoparticulas lipidicas para la vehiculizacion de
Doxorrubicina (Doxo).

Estudiar la eficiencia de encapsulacion y los perfiles de liberacion de Doxo en
diferentes condiciones fisioldgicas.

Analizar las caracteristicas fisicoquimicas de las particulas y de las posibles
interacciones con la Doxo.

Estudiar la citotoxicidad de las particulas sin Doxo y evaluar los efectos de las
particulas con Doxo sobre la viabilidad celular de una linea humana de cancer de
mama.

Realizar estudios de internalizacion celular.
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3.1. Introduccion

El desarrollo de un nanosistema de liberacion controlada de Doxo contenida en
nanoparticulas lipidicas permitiria la administracion del farmaco en pequefias dosis de
manera que pueda llevar adelante su accidn citotdxica sin alcanzar concentraciones de
farmaco libre demasiado elevadas en el lugar de aplicacion. En consecuencia, se
reducirian los efectos secundarios toxicos sobre las células, tejidos y 6rganos (Esquema
1). Resulta indispensable establecer las posibles interacciones entre la Doxo, la matriz
de transporte, y el ambiente fisiologico en donde se efectuaria la liberacion (6rgano
blanco). El tamafio necesario para atravesar barreras fisiologicas, asi como las
caracteristicas de superficie de la particula son otras caracteristicas relevantes a

considerar.

Esquema 1. Perfiles de liberacion de un farmaco obtenidos mediante el uso de un
sistema convencional de administraciéon y un sistema de liberacion
controlada. En este ultimo caso se observa como se obtiene una dosis

terapéutica de modo prolongado en el tiempo.

T

Rango toxico

T
Rango terapéutico

Concentracion
en Plasma

Sistema de liberacion
controlada

e

Rango subterapéutico

Sistema convencional ™~

Tiempo %

Como se mencionara anteriormente, ha habido un creciente interés en el uso de
farmacos encapsulados en nanovehiculos con el fin de mejorar la eficacia terapéutica y
. . . .. . ’ 1
reducir el riesgo de efectos adversos debido a la toxicidad inherente de estas moléculas'.

Grandes esfuerzos se realizan actualmente en el disefio de nanovehiculos capaces de
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transportar con seguridad los diversos tipos de drogas y para liberar su carga de manera
eficiente en su sitio de accion. Entre las diferentes clases de sistemas nanoparticulados
mas estudiados se encuentran: nanoparticulas polimericas®, micelas’, liposomas®,
nanoparticulas solidas lipidicas®, nanoparticulas magnéticas®.

Las nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) se preparan utilizando lipidos solidos
(es decir, lipidos que son so6lidos a temperatura ambiente, asi como a la temperatura
corporal). Entre estos lipidos, muchos de ellos son biocompatibles y biodegradables,
GRAS (Generally Recognized As Safe, FDA, EE.UU.). Las SLNs son beneficiosas en
muchos aspectos, tales como: (i) se puede evitar el uso de disolventes organicos en la
produccion, (i) poseen baja o nula toxicidad, (iii) compuestos lipofilos pueden ser
facilmente encapsulados, (iv) se puede aumentar la biodisponibilidad de moléculas
altamente lipofilicas a través de la absorcion linfatica, (v) la degradacion de las
moléculas sensibles a humedad/luz/oxidacion quimica puede prevenirse mediante su
incorporacion en la matriz de nanoparticulas, (vi) se hace posible una liberacion
sostenida del farmaco desde la matriz de nanoparticulas y se minimizan los efectos
secundarios adversos de la molécula encapsulada, (vii) la penetracion a través de la piel
o mucosa es posible debido al tamafio nanometrico’.

En general, las moléculas de farmaco se mantienen en medio de las cadenas de
acidos grasos o como racimos amorfos en imperfecciones del cristal dentro de la matriz
de las SLNs. Cuando los lipidos se encuentran en la forma de baja energia, se forma una
red cristalina perfecta que permite un espacio muy pequefio para que las moléculas del
farmaco se puedan acomodar. En consecuencia, durante el almacenamiento, se puede
observar la expulsion de dichas moléculas de farmaco encapsulado, especialmente
cuando la matriz SLN se compone de un lipido altamente purificado, lo que reduce
mucho la capacidad de carga del farmaco ¥ Por lo tanto, las propiedades del perfil de
liberacion del farmaco y de encapsulado de las SLNs puede alterarse con el transcurrir
del tiempo de almacenamiento.

En el proceso de mejora y reduccion de las desventajas de las SLNs, se han
desarrollado sistemas evolucionados alternativos. En tal sentido, existen los sistemas de
segunda generacion de SLN denominados vehiculos lipidicos nanoestructurados
(NLCs) cuya matriz se compone de una mezcla de moléculas de lipidos en espacios
diferentes, normalmente mezcla de lipidos solidos y liquidos hace mas imperfecta la
matriz lo que permite producir nanoparticulas con mayor espacio a que mas moléculas

de fArmaco puedan acomodarse en comparacion con las SLNs (Esquema 2). A pesar de
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la presencia de lipidos liquidos, la matriz de las NLCs es solida a temperatura
ambiente/corporal °. Con este tipo de estrucutras se espera que la capacidad de carga del
farmaco sea optimizada, reduciéndose al minimo la expulsion del farmaco durante el
almacenamiento, debido a la red cristalina, y la liberacion del fArmaco puede modularse

facilmente variando la composicion de la matriz de lipidos.

Esquema 2. Ilustracion esquematica de SLNs y NLCs, donde se muestran las ventajas

de un sistema sobre otro '°.
SLN

Matriz
desestructurada

Estructura de “pared
de ladrillos”

Baja capacidad de encapsulacién Alta capacidad de encapsulacién

Expulsion del Prolongada
farmaco durante estabilidad de la
almacenamiento carga

Luego del desarrollo de la matriz nanoestructurada y del estudio de sus propiedades,
se procederd a evaluar las propiedades citotoxicas de las NLCs con y sin farmaco.
Ademas, se estudiaran las cinéticas de internalizacion y se intentaran definir los
mecanismos de ingreso a la célula. La integracion de dicha informacion ayudarad a
comprender la efectividad sobre células cancerigenas por parte de las formulaciones

desarrolladas en este capitulo.
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3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Materiales

El lipido miristil miristato (Crodamol™ MM) y el aceite (Crodamol” GTCC-LQ)
fueron donados por Croda (Argentina). La Doxorrubicina (Doxo, PM 543,0) fue donada
por LKM pharmaceuticals (Argentina). Los demads reactivos fueron de grado analitico
adquiridos a Merck (Darmstad, Alemania) o a marcas similares.

La Doxo fue cuantificada mediante espectrofluorimetria (Perkin Elmer LS 50B,
Japon), utilizando A 476 nm y Ay 588 nm con las correspondientes curvas de
calibracion.

3.2.2. Sintesis de las nanoparticulas lipidicas nanoestructuradas (NLCs)
NLCs conteniendo Doxo fueron sintetizadas por el método de ultrasonicacion''. Dos
formas de Doxo fueron utilizadas: Doxo protonada (Doxo-H) y Doxo neutralizada
(Doxo-N). La doxorrubicina hidroclorada corresponde a la forma comercial, acida y
facilmente soluble en solventes acuosos. Para generar la Doxo protonada se disolvid el
polvo de doxo hidroclorada en una solucion acuosa a pH 3,0 (HCI 1mM). Luego, la
soluciéon de Doxo-H se la llevo a pH 8.5 por medio del agregado de NaOH 0,IN.
Seguido, ambas soluciones se congelaron a -80°C y se liofilizaron. Para el proceso de
sintesis de las NLCs, se colocaron 400 mg de lipido (2%p/v) en un bafio de agua a 60°C
para fundirlo. Se agregaron 10 mg de la forma de Doxo correspondiente en cada caso,
previamente disueltos en 100 ul de DMSO. También se adiciono el aceite (0,065 v/v).
Luego de 10 minutos se adiciona una solucidon acuosa conteniendo 3% (p/v) de Pluronic
F68, previamente calentada a 60°C. La mezcla se coloca inmediatamente a sonicar por
50 minutos (40% de amplitud) utilizando un procesador ultrasénico (130 watts, Cole-
Palmer, USA) equipado con una punta de titanio de 3mm. Luego, la dispersion se deja
enfriar a temperatura ambiente y se almacena a 5°C.

3.2.3. Medidas de la eficiencia de carga

El volumen final luego de la sonicacion fue medido, debido a que ocurre evaporacion
durante el proceso. Luego se determino la cantidad de Doxo libre. Se procede colocando
0,5 ml de la formulacién en tubos de ultrafiltracion para centrifuga (MWCO 10,000,
Microcon, Millipore, Ma.) y se centrifuga a 5.000 xg por 10 minutos. Se realizaron las
diluciones correspondientes del filtrado y se determind la fluorescencia. Utilizando una
curva de calibracion se calcula la cantidad de Doxo libre. La eficiencia de encapsulacion

se calcula con la siguiente ecuacion:
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EE (%) = (Qo(g+v))x 100

En donde, Qo es la cantidad inicial de Doxo, Cr es la concentracion de Doxo en la
solucion filtrada y V es el volumen final luego de la sonicacion.

Ademas, se analizo la cantidad total de Doxo en cada formulacién. En primer
lugar, se afiadieron 450 pl de metanol a 100 pul de NLCs. A continuacion, se
incorporaron 450 ul de cloroformo y se centrifugd a 10.000 xg durante 10 minutos. El
sobrenadante se diluy6 diez veces con una mezcla de metanol/cloroformo (50:50) y el
Doxo total se estimé mediante espectroscopia de fluorescencia.

3.2.4. Tamafio de particula, potencial zeta e indice de polispersion

El didmetro medio y la distribucion del tamafo se midieron por espectroscopia de
correlacion de fotones (PCS) (Nano ZSizer, Malvern Instruments Corp, UK) a 25°C en
cubetas de poliestireno con una longitud de camino de 10 mm. El potencial zeta se
determind por anemometria Doppler laser también utilizando el Nano ZS Zetasizer. Las
mediciones se realizaron en células capilares con longitudes de trayectoria de 10 mm,
utilizando agua desionizada obtenida de un sistema Milli-Q. Ademas, se determiné el
valor PDI. Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado.

3.2.5. Ensayos de liberacion del farmaco

Los experimentos de liberacion molecular se realizaron usando una membrana de
didlisis (MWCO 10 kDa.). La membrana se hidrat6 en agua destilada durante 12 horas y
se llend con 5 ml de cada formulacion de NLCs, seguido de inmersion en 30 ml de
buffer acetato 10 mM (pH= 5,0) y fosfato 10 mM (pH= 7,4). A diferentes tiempos, se
retiraron muestras de 10,0 ml y se midi6 la concentracion de Doxo. Se realizaron los
calculos de la Doxo acumulada y se la refirio a la Doxo total encontrada en cada
formulacion.

3.2.6. Caracterizaciones fisicoquimicas

3.2.6.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de las particulas de NLCs se determinaron por calorimetria de
barrido diferencial (DSC, PerkinElmer Inc., Modelo Pyris 1, Waltham, MA, EE.UU.) en
atmosfera de nitrogeno. Las exploraciones se realizaron a una velocidad de

calentamiento de 10 °C.min"" en el rango de temperatura de 20-240°C.
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3.2.6.2. Analisis termogravimétrico (TGA)
Las mediciones termogravimétricas dindmicas de las nanoparticulas se realizaron
utilizando un instrumento Shimadzu TGA-50. Los ensayos se realizaron de 0 a 600 °C a

una velocidad de calentamiento de 10°C / min en atmosfera de N2.
3.2.6.3. Analisis de dispersion de rayos X (DRX)

Los patrones de DRX se recogieron en modo de reflexion sobre un sustrato de vidrio, y
se analizaron mediante el software Origin y Sigma Plot. La medicion se realizé con un
instrumento analitico utilizando radiacion Cu-Ko (A= 1,54 A) desde 20= 10 a 60° en
modo continuo con paso de 0,07°. Los angulos de dispersion se transformaron en

espaciamientos cortos usando la ecuacion de Bragg: 2d (sin ©)=n A.
3.2.7. Estudios de microscopia

3.2.7.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras se secaron en primer lugar mediante la técnica del punto critico. Después
de esto, la superficie se pulverizé con oro usando un metalizado (Balzers SCD 030),
obteniendo un espesor de capa de entre 15 y 20 nm. Las superficies y morfologias de la
pelicula se observaron mediante SEM (modelo Philips SEM 505, Rochester, NY,
EE.UU.), y las imagenes se procesaron mediante un programa de digitalizacion de
imagenes (Soft Imaging System ADDA 1I).

3.2.7.2. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La dispersion de nanoparticulas se diluyd diez veces con agua ultrapura y se disemind
una gota de la dispersion sobre una rejilla de Cu revestida con colodion (malla 400). El
exceso de liquido se drend con papel de filtro y para realzar el contraste se agregd una
gota de acido fosfotiingstico a la dispersion de NLCs. Finalmente, el anélisis TEM se
realizo utilizando el microscopio Jeol-1200 EX II-TEM (Jeol Ma, US).

3.2.8. Ensayos in vitro

3.2.8.1. Cultivo de células

La linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 se obtuvo de la American Type
Culture Collection (ATCC, LGC Standards, Barcelona, Espafia) y se cultivd en medio
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM / F12, Invitrogen, Paisley, UK) 1,0% de L-
glutamina, 1,0% de aminoacidos no esenciales y 1,0% de piruvato sodico (Life

Technologies, Madrid, Espafia), 10,0% de suero fetal bovino (FBS, Lonza, Barcelona,
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Espafia). Las células se mantuvieron en una atmdsfera con 5% de CO2 y 95% de aire

atmosférico humidificado a 37°C.
3.2.8.2. Pruebas de citotoxicidad

Para la evaluacion de la citotoxicidad, se sembraron células MDA-MB-231 en medio
DMEM/F12 suplementado durante 24 horas en placas estandar de 96 pocillos (Cellstar,
Greiner Bio-One, Courtaboeuf, Francia) a 6x10° células por pocillo. A continuacion, se
desech6 el medio de cultivo y se trataron las células (incubacion bolus) durante 1, 3 y
16 horas (ON) con medio que contenia diferentes concentraciones de Doxo equivalentes
(0,0061-100 uM) de los siguientes compuestos: Doxo libre, NLCs-N y NLCs-H.
Después de estos tiempos de incubacion las células se lavaron con buffer PBS y se
anadid medio fresco. Las células se cultivaron durante un tiempo total de 72 horas
(incluido el tiempo de exposicion del farmaco). En un ensayo paralelo y similar, las
células se expusieron a una incubacién continua con los compuestos durante 72 horas.
La viabilidad celular se determin usando un ensayo de colorante de tetrazolio (MTT)".
Las células se incubaron durante 4 horas conteniendo 0,5 g/l de MTT. A continuacion,
el medio se reemplazé6 con DMSO (dimetilsulfoxido) para disolver los cristales de
formazan formados por las células viables. La absorbancia se midio a 540 nm usando un
lector de placas de pocillos multiples (ELX800, BioTek, Fisher Bioblock, Illkirch,
Francia). Se determind la concentraciéon inhibitoria del 50% (IC50) como la
concentracion de farmaco que dio como resultado una reduccion del 50% en la
viabilidad celular. Los resultados se expresaron como una media de tres experimentos
independientes.

3.2.8.3. Ensayo de internalizacion

Las células se sembraron durante 24 horas en placas estandar de 24 pocillos a 8x10*
células por pocillo con el fin de probar la cinética de internalizacion de Doxo libre,
NLCs-N y NLCs-H. Se utilizé una concentracion de Doxo equivalente de 0,625 pM.
Las células se expusieron a los compuestos por tiempos de 30 min, 1, 2, 3 y 6 horas;
luego se realizaron dos lavados con buffer PBS. A continuacion, se trataron con tripsina
y se afiadi6é 1 ml de medio a cada pocillo. Después de eso, las muestras se recogieron en
tubos de citometria y se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm. El sobrenadante se
descartd y las células se resuspendieron en 350 pl de buffer PBS. La intensidad de

fluorescencia se monitorizd usando un FACS Calibur (Becton-Dickinson, Ma, EE.UU.).
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3.2.8.4. Microscopia confocal

Las células MDA-MB-231 se sembraron en una placa de 24 pocillos a una densidad de
50.000 células por pocillo en 0,5 ml de DMEM/F12 con FBS al 10%. Las células se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Las células fueron expuestas a Doxo libre y NLCs-
N a una concentracion de 10 puM. Después de 2 horas de incubacion, se descartd el
medio y se lavaron las células con buffer PBS. A continuacién, se afiadié una solucion
de Lysotracker Green (20 uM) en medio fresco a cada pocillo y se incub6 durante 30
minutos a 37°C. Después de dos lavados con PBS, se afadio Hoechst 33342 en solucion
con medio (200 Ngr/ml) y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente, se realizaron dos lavados mas con PBS y las células se mantuvieron en
DMEM sin Rojo Fenol y se visualizaron mediante microscopio confocal (Leica,
Alemania).

2.3.8.5. Fluorescence confocal spectral imaging (FCSI)

Se cultivaron células MDA-MB-231 adherentes a los vidrios de cubierta revestidos con
poli-D-lisina en placas de 24 pocillos y se incubaron con NLCs-N a una concentracion
de 1 uM durante 1 y 22 horas. Después de lavarlas tres veces con PBS, los vidrios se
colocaron entre un portaobjetos de microscopio y un protector para ser escaneados
mediante FCSI usando un microspectrometro confocal de exploracion ldser LabRAM
(Horiba SA, Villeneuve d'Ascq, Francia) / Mm de difraccion y un detector CCD
refrigerado por aire por efecto Peltier. La fluorescencia de la Doxo se excitd usando una
linea de 491 nm de un laser solido (Melles Griot), bajo un objetivo de microscopio focal
largo x 50. La potencia de la luz laser en la muestra fue de aprox. 0,2 mW vy el tiempo
de adquisicion fue 0,05 seg por espectro. La seccion Optica ecuatorial de cada célula
seleccionada se escaned con un paso de 0,8 um. Tanto la adquisicion como el
tratamiento de mapas espectrales se realizaron utilizando el software LabSpec. Los
mapas espectrales se generaron como se describe en bibliografia . En resumen, cada
espectro de fluorescencia se ha ajustado con una suma proporcional de espectros de
modelo caracteristicos de ubicaciones subcelulares y / o interacciones. Los coeficientes
de ajuste se utilizaron para generar los correspondientes mapas espectrales mostrados

con pseudocolores.
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3.3. Resultados y discusion

3.3.1. Sintesis y caracterizacion de vehiculos lipidicos nanoestructurados

(NLCs)

Se prepararon sistemas de transporte de farmacos coloidales con el fin de encapsular
Doxo. En este trabajo, las NLCs fueron sintetizadas por el método de ultrasonicacion en
presencia del farmaco quimioterapéutico. Las moléculas de Doxo existen en diferentes
estados en equilibrio permanente relacionado con sus pKas y el predominio de cada una
depende del pH del medio '*. Mediante la aplicacion de esta propiedad se pueden
obtener dos formas de la droga: una Doxo hidrofobica y una mas hidroéfilica. Los pKas
especificos para la desprotonacion de Doxo son 7,34 para el grupo fenol y 8,46 para el
grupo amino primario 1. Por lo que se procedio a la obtencion de la forma protonada
(Dox-H) y neutra (Dox-N) de la Doxo. (Esquema 3). Posteriormente, ambas formas se
encapsularon por separado en NLCs con el objetivo de obtener sistemas de
administracion de farmacos con diferentes caracteristicas. Un sistema se cargd con

Doxo hidrofilica (NLCs-H) y otro sistema con Doxo hidrofébica (NLCs-N)

Esquema 3. Equilibrio i6nico entre Doxo protonada (Dox-H) y Doxo neutra (Dox-N),

pKa;=7,34 y pKa,= 8,46
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Doxo hidroclorada Dox-H

Solubilizada
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e HCl :

En primer lugar, las morfologias y las distribuciones de tamafio fueron analizados por
TEM (Figuras 1A y 1B). Las imagenes mostraron una distribucion estrecha del tamafio
de las nanoparticulas con un diametro aproximado de 150 nm, tanto para NLCs-N como
para NLCs-H. A continuacion, la dispersion dinamica de la luz y el analisis de potencial
zeta confirmaron que ambos tipos de NLCs poseen valores similares de alrededor de
150 nm para el diametro y +2,5 mV de carga superficial (Tabla I). El tamafio y la carga
ligeramente positiva de las nanoparticulas sugirieron buenas propiedades para la
internalizacion celular '°. Ademas, los valores PDI indicaron que las distribuciones de
tamafio para ambos nanotransportadores correspondian practicamente a formulaciones

mono-dispersas (Figuras 1C y 1D).

Figura 1. Imagenes de TEM obtenidas a 60.000x para (A) NLCs-N y (B) NLCs-H y los
graficos de distribucion de tamafio obtenidos por analisis con DLS para (C)
NLCs-Ny (D) NLCs-H.

A B
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Adicionalmente, la Tabla I exhibe los valores de eficiencia de encapsulacion (EE)
para ambos nanotransportadores. La sintesis de NLCs con Dox-N gener6 una
formulacion con alta EE (96,60%). Por otra parte, la sintesis de NLCs-H tenia una EE
inferior con un valor de 48%, lo que significa que un 52% de la Dox-H no fue

encapsulada y permanecia libre en la formulacion.

Tabla I. Eficiencia de encapsulaciéon de NLCs (EE) y caracterizacion por potencial
Zeta, diametro hidrodindmico medio y analisis PDI. Los resultados corresponden a la

media entre tres experimentos independientes, cada uno realizado por triplicado.

Formulacion EE (%) € pot (mv) Tamaiio (d., nm) PDI
NLCs-N 96,60+0,10 +2,334+0,06 154,349,5 0,218+0,043
NLCs-H 48,06£2,68 +2,64+0,91 143,4+1,5 0,170+0,015
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Se realizaron mediante analisis termogravimétrico (Figura 2A) mostro la derivada
de las curvas TGA (DTGA). Fue observada una fuerte inflexion a 187°C, que
corresponde a la temperatura de fusiéon de la Doxo, confirmada a su vez por analisis
DSC (Figura 2C). Se pudo observar la presencia de dos picos principales para las
NLCs. Cada pico podria corresponder probablemente a la descomposicion del lipido
miristil miristato (Crodamol™ MM) y del aceite (Crodamol™ GTCC-LQ). DTGA
mostré dos cambios en los maximos, especialmente en el rango 200-300°C que
corresponde a la descomposicion miristil miristato . Este hecho sugiri6 que el segundo
escalon a 398,7°C, observado en curvas TGA (Figura 2B), correspondia a la
temperatura de descomposicion del aceite. Tanto NLCs-N como NLCs-H mostraron un
cambio desde 398,7°C a 385°C en comparacion con NLCs vacios. Ademads, no se
observé ningln pico correspondiente a la fusion de cristales de Doxo ni para NLCs-N ni
NLCs-H. Por otro lado, el pico a 245°C en la curva de DTGA para las NLCs-N parecia
ser una superposicion de dos picos. En este sentido, puede ser posible que el pico de
Doxo y el pico de lipido se superpusieran. En este punto se hizo relevante notar que
estos analisis dieron evidencia sobre la existencia de interacciones fuertes entre el lipido

y la Doxo, especialmente para NLCs-N.

Figura 2. Curvas correspondientes a los analisis de DTGA (A) y TGA (B) para Doxo
libre, NLCs, NLCs-H y NLCs-N. Ademas, se realizaron analisis de DSC
para Doxo libre y NLCs (C).
A B
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A su vez, los analisis de dispersion de rayos X (DRX) confirman la estructura
cristalina solida de NLCs y permiten identificar el polimorfismo de la matriz lipidica.
Las sustancias farmacoldgicas poseen la propension a exhibir diferentes disposiciones
moleculares en el enrejado del nanocarrier. El analisis de la estructura cristalina del
farmaco y de las NLCs puede ayudar en la optimizacion de la formulacion. Ademas, se
ha informado que la cristalinidad de los lipidos posee fuertes efectos sobre la eficacia de
la encapsulacion del farmaco y su liberacion '®'. Las estructuras lipidicas pueden
cristalizarse en tres formas polimdrficas principales, en las cuales la forma o es
inestable, B es la mas estable y la B' es una forma metaestable pero que atn posee
regiones de cristalinas por lo que mantiene un estado amorfo parcial >°. Con el objeto de
evaluar estas caracteristicas de NLCs, NLCs-N, NLCs-H y Doxo fueron analizados por
DRX (Figura 3). Los vehiculos nanoestructurados mostraron una mezcla de
polimorfismos. Las formas polimorficas se caracterizan por las distancias interplanares

(d) obtenidas a partir de patrones de DRX. Los patrones para las NLCs mostraron un
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espaciamiento corto caracteristico a 0,47/0,38/0,37 nm (tipico de la forma B) y 0,42/0,38
nm (B)*. El difractograma de Doxo expuso la presencia de tres picos (20= 28,47°,
31,81° y 45,58°) lo que sugiere la existencia de cristales de Doxo en su forma pura 2'.
Por otro lado, el difractograma de NLCs mostro los picos correspondientes al miristil de
miristato (26=19,11°, 21,59°, 23,23° y 23,80°), como se ha informado recientemente 17,
Cuando se cargaron las NLCs con Doxo, los patrones de DRX presentaron picos con
angulos 20 dispersos y similares de 18,66% 20,94° 22,75° y 23,50° para NLCs-N y
19,18°% 21,51°, 23,32° y 23,80° para NLCs-H. La fusion de los dos ultimos picos, en
ambos casos, sugirio el predominio de la arquitectura B'. Las NLCs-N mostraron una
disminucion en la intensidad del pico de 23,50° y un aumento en el maximo a 22,75°.
Este resultado indic6 una transicion parcial de la estructura de las NLCs de una forma
mas estable (B) al polimorfismo metaestable (B'). Cuanto més estable es la estructura
cristalina, mas organizadas estan las moléculas que se acumulan dentro de la red. Esto
podria hacer que la particula expulsara los compuestos atrapados dentro de ella ***.
Para una cinética de liberacion sostenida del farmaco, se prefiere siempre un

predominio del polimorfismo metaestable 7%

Figura 3. Patrones de difraccion de rayos X (DRX) correspondientes a la Doxo libre,

NLCs, NLCs-H y NLCs-N.
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3.3.2. Estudios de liberacion de Doxo

Experimentos de liberacion del farmaco permitieron evaluar la capacidad de las NLCs
para liberar Doxo de manera sostenida. La Figura 4 muestra las curvas hiperbolicas
obtenidas para la Doxo liberada desde las NLCs. Se evaluaron dos condiciones de pH:
7,4 que simula un ambiente fisiologico y 5,0 que simula las condiciones acidas a las que
las NLCs podrian estar expuestas si la internalizacion celular ocurre por la via
endocitica, como sucede con muchos sistemas nanoparticulados **. Todas las cinéticas
mostraron una liberacion inicial del farmaco abrupta (burst), seguido de una
disminucién en la velocidad de liberacion. Se encontraron diferencias significativas
entre la cantidad de Doxo liberada por las NLCs-H y NLCs-N (P< 0,05). Uno de los
factores que contribuyeron al burst inicial de las NLCs-H fue la presencia de Doxo no
encapsulada o libre. Ademas, las NLCs-H expusieron una alta velocidad de liberacion
alcanzando el 100% a pH 5 y 66% a pH 7,4 después de 5 dias. Por el contrario, las
NLCs-N mostraron mayor capacidad para retener la Doxo y, en consecuencia, se pudo
observar una liberacion maés lenta. Después de 5 dias, las NLCs-N todavia contenian
entre el 80% y el 90% de la carga tutil total de Doxo. Estas diferencias podrian
explicarse por la naturaleza hidrofila e hidrofoba de las moléculas cargadas y neutras de

Doxo. Estos resultados estuvieron en concordancia con el andlisis obtenido en los
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patrones de DRX. Las NLCs-H mostraron una estructura mas estable por lo que fueron
mas propensos a la expulsion del farmaco.

De esta manera, se puede concluir que fueron desarrollados dos nanocarriers con
diferentes capacidades de liberacion del farmaco. Las NLCs-N pudieron liberar Doxo a
tasas muy bajas permitiendo observar una liberaciéon de farmaco muy prolongada en el
tiempo. Por otra parte, las NLCs-H funcionaron como un portador con altas velocidades
de liberacion. La integracion de ambos sistemas de NLCs puede permitir obtener una
formulacion con propiedades mixtas. Por lo tanto, la formulacidon podria ser capaz de
alcanzar niveles altos del farmaco en los tiempos iniciales del tratamiento gracias a la
liberacion rapida de los NLCs-H. En paralelo, las NLCs-N mantendrian los niveles
terapéuticos de Doxo a dosis bajas durante un tiempo prolongado. En este sentido, la
modificacién de la relacion NLCs-N/NLCs-H en la formulacién podria permitir la
generacion de diferentes perfiles cinéticos. Ademads, las velocidades de liberacion

podrian ser moduladas dependiendo de la necesidad de cada tratamiento especifico.

Figura 4. Doxo liberada desde las NLCs a pH 7,4 (buffer PBS, 10 mM) y 5,0
(buffer acetato, 10 mM) (o NLCs-N, pH 5,0; @ NLCs-N, pH 7,4; ANLCs-H, pH 5,0; ¥
NLCs-H, pH 5,0). Los resultados corresponden a una media entre dos experimentos

individuales, cada uno realizado por duplicado.

100

80

(o2}
o
T

Doxo liberada (%)

20

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (horas)

100 J

—



3.3.3. Estudios in vitro para las NLCs

3.3.3.1. Estudios de viabilidad celular e internalizacion

Se ensay6 la capacidad para disminuir la viabilidad celular de las NLCs cargadas con
ambas especies de Doxo. Para los experimentos se utiliz6 una linea celular de cancer de
mama metastasico (MDA-MB-231). Las células MDA-MB-231 corresponden a una
linea celular agresiva, invasiva y poco diferenciada de cancer de mama humano con un
fenotipo mesenquimal. Ademas, MDA-MB-231 es una linea de células relativamente
resistente a Doxo *°. La concentracion inhibitoria media (IC50) de Doxo se determind
mediante ensayos de MTT después de la incubacion de las células con Doxo libre,
NLCs-H y NLCs-N a concentraciones equivalentes del farmaco. Es importante
considerar que las NLCs sin fArmaco no mostraron disminucion en la viabilidad celular
en comparaciéon con los controles sin tratamiento. Los periodos de exposicion se
dividieron en dos grupos principales. En primer lugar, la incubacion bolus corresponde
a aquella en donde las células eran incubadas durante un tiempo especifico con los
compuestos. A continuacion, después de un lavado con PBS, se dejaba que las células
proliferaran un periodo de tiempo total de 72 horas en medio fresco. La segunda
condicion correspondia a una incubacion continua donde la exposicion de las células al
farmaco fue durante el tiempo total de 72 horas. Los valores de IC50 fueron diferentes
para aquellos tiempos de exposicion cortos (1 y 3 horas). Después de una hora de
incubacion con los compuestos, la IC50 para las NLCs-N fue el valor mas alto (94,90
uM) seguido del correspondiente a las NLCs-H (59,83 uM) y Doxo (40,12 uM) (Figura
5). En el caso de 3 horas, los valores de IC50 disminuyeron a 66,65 pM y 22,28 uM
para las NLCs-N y NLCs-H, respectivamente. Adicionalmente, se observo una

disminucién en el valor de IC50 de Doxo libre que disminuy6 de 40,12 uM a 5,81 uM.
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Figura 5. Concentracién inhibitoria media (IC50) para Doxo libre, NLCs-H y NLCs-N
luego de la incubacion en bolus (1 hora, 3 horas y ON) y de la incubacion
contina (72 horas). Los resultados corresponden a una media de tres

experimentos independientes.
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Los resultados pueden explicarse debido a las diferencias entre el perfil de liberacion
del farmaco para cada sistema y a los mecanismos de internalizacion celular. Se sabe
que Doxo, al ser una molécula pequena, internaliza simplemente por transporte pasivo
(difusion). En contraste, las estructuras de mayor tamafio como las nanoparticulas se
internalizan normalmente por transporte activo como la endocitosis u otros '®***_ El
transporte activo es mas costoso en términos de consumos de energia a nivel celular que
la difusion. Esa es una de las razones de por qué este tipo de transporte es mas lento que
el pasivo *’. Debido a la lenta internalizacion de las NLCs, podrian haber ocurrido que
llegasen menos nanoparticulas al interior de la célula después de los tiempos de
incubacion mencionados. Por lo tanto, menor cantidad de Doxo ingresé en el nucleo

razon sugerente sobre el incremento en los valores de IC50. Las diferencias observadas

entre NLCs-H y NLCs-N podrian explicarse considerando que NLCs-H tienen una tasa
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de liberacion mucho mayor y que ademds poseen un elevado porcentaje de Doxo libre
en solucion, sin encapsular.

A tiempos de exposicion mayores tanto las NLCs como Doxo libre mostraron una
citotoxicidad similar. Los valores estaban en el mismo orden de magnitud y no se
encontraron diferencias significativas en ningun caso (p< 0,05). Se pudo observar que la
incubacion por 16 horas tiene el mismo efecto sobre la disminucion de la viabilidad
celular que la incubacion continua. Los resultados sugirieron que, después de estos
periodos largos, la internalizacion rapida de Doxo se equipard de alguna manera con la
internalizacion de las NLCs. Ademas, estos tiempos parecen ser suficientes para que
suficiente cantidad de Doxo sea liberada de las NLCs, penetre en el nucleo y lleve
adelante su efecto citotoxico principal.

En funcién de corroborar la hipotesis planteada, la cinética de internalizacion celular
de los compuestos ensayados se evalud mediante citometria de flujo. Las células se
incubaron durante periodos de tiempo especificos con Doxo libre y los dos tipos de
NLCs. Luego de la incubacion, se midid en cada caso la fluorescencia correspondiente a
la Doxo que habia ingresado en las células. Los tiempos de incubacion ensayados
fueron 6, 3, 2, 1 y 0,5 horas. Tiempos de incubacion mayores a 6 horas mostraron no ser
tan relevantes debido a que la totalidad de las células tenian una sefial Doxo positiva e
intensae. El histograma mostr6 los picos correspondientes para cada caso después de 6
horas de incubacion. Se puede observar que los picos de la Doxo y NLCs-H se
superponen (Figura 6A). Ademas, el comportamiento de las NLCs-H fue similar al de
la Doxo libre. Esto podria atribuirse a la presencia de Doxo no encapsulada en la
formulacion. Por otro lado, las NLC-N mostraron un comportamiento completamente
diferente, es decir, la cinética fue mas lenta a pesar de que la morfologia de las curvas

fue muy similar (Figura 6B).
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Figura 6. Analisis de citometria de flujo de la Doxo internalizada. (A) picos
correspondientes a Doxo libre (rojo), NLCs-H (violeta) y NLCs-N (azul)
después de 6 h de incubacién a 37°C. (B) Perfiles de internalizacion,
expresados como una media de tres experimentos independientes cada uno

realizado por duplicado.
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3.3.3.2. Microscopia confocal

Se realizaron estudios de microscopia confocal para evaluar las diferencias en los
mecanismos de internalizacion y localizacion intracelular. Como se mencionara
anteriormente, los estudios de internalizacién mostraron una cinética mas lenta para
NLCs-N en comparacion con la Doxo libre y las NLCs-H. La Figura 7 muestra que la
Doxo se concentra rapidamente en el nucleo celular. En comparacion, las NLCs-N
mostraron sefial de fluorescencia s6lo en zonas especificas del citoplasma celular.
Cuando las células fueron tratadas con Lysotracker Green, con el fin de marcar los
lisosomas, se obtuvo una co-localizacion con la senal de las NLCs-N. Estos hallazgos
sugieren que las NLCs-N ingresan a la célula por una via endocitica que mas tarde
termina con una localizacion lisosomal de las nanoparticulas. Por su parte, las NLCs-H
mostraron un efecto mixto localizandose la sefial de la Doxo rapidamente en nucleo6
(similar a la Doxo libre) pero también en estructuras lisosomales (similar a las NLCs-
N). Estos resultados permiten confirmar que las NLCs-H podrian comportarse de
manera similar a las NLCs-N en cuanto a su mecanismo de internalizacion.
Posteriormente, se enfocaron los estudios del estado molecular de la Doxo liberada
desde las NLCs-N una vez dentro de la célula. El objetivo de estos estudios fue
comprender como la Doxo fue administrada desde el nanocarrier una vez que ha
ingresado en la célula. La técnica de fluorescencia confocal espectral (FCSI) se basa en
la medicion de los espectros de fluorescencia en diferentes puntos de la célula. De esta
manera, la FCSI proporciona informacion valiosa sobre el estado molecular de los
farmacos una vez que han sido internalizados en la célula. El mecanismo de accion de la
Doxo implica la intercalacion de la molécula en el ADN nuclear y la consiguiente
inhibicion de la replicacion mediante la inhibicion de la topoisomerasa, asociada al
ADN. En este sentido, enfocamos nuestro analisis en especies de Doxo presentes el
nucleo y en el citoplasma (Figura 8). El experimento consistié en la incubacion de
células durante 1 hora (condicion 1) y 22 horas (condicidn 2) con las nanoparticulas. La
Figura 8A muestra la sefial de fluorescencia dentro de la célula en ambas condiciones.
Se encontraron dos perfiles espectrales diferentes, una correspondiente a la region
citoplasmatica (espectro azul en la Figura 8A y zona azulada en la Figura 8B) y la otra
a la region nuclear (espectro rojo en la Figura 8A y zona roja en la Figura 8B). El

espectro de fluorescencia de la Doxo en estas dos regiones celulares fue
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significativamente diferente al observados en la suspension de NPs en PBS (Figura 8A,

espectro verde).

Figura 7. Imagenes de microscopia confocal detallan el ingreso y la localizacion celular

de la Doxo luego de exponer a las células MDA-MB-231 a Doxo libre,
NLCs-N y NLCs-H.
DOXO NLCs-N NLCs-H
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En la figura 8 se observa que el espectro citosélico mostré un aumento en el hombro

izquierdo, que es una caracteristica caracteristica de la fluorescencia Doxo cuando la
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molécula se encuentra en ambientes de baja polaridad, tales como organelas citosélicas

ricas en membranas tales como endosomas o lisosomas>>%.

Figura 8. (A) Espectros de fluorescencia caracteristicos de la doxorrubicina en NLCs:
formulacion antes de tener contacto con las células (verde), en el nucleo
celular (rojo) y en el citoplasma (azul). (B) Distribucién subcelular de la
fluorescencia de doxorrubicina en células de cancer MDA-MB-231 y mapas
espectrales confocales fusionados con imagenes de luz visible de las células,
las lineas discontinuas muestran los limites del ntcleo; (C) resumen
estadistico de los datos de los mapas espectrales. Efecto de duracion de la

incubacidén: 1h vs 22h.
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Los espectros de Doxo nuclear se desplazaron a una longitud de onda mas alta
debido a la intercalaciéon del farmaco liberado entre los pares de bases de ADN . .
Después de 1 hora de incubacion no se encontré Doxo en el nucleo. Sin embargo,
después de las 22 horas si se pudo observar la fluorescencia correspondiente a la Doxo

(Figura 8C). Como se mencionara anteriormente, la fluorescencia de la Doxo por
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administracion directa a las células da como resultado una concentracion de sefial casi
completa en el nicleo. Debido a estas razones, sugerimos que la sefial de fluorescencia
encontrada dentro del nucleo de la célula corresponde s6lo a la Doxo liberada desde la
region fluorescente citoplasmatica de la célula.

La llegada tardia de la Doxo al nucleo celular para las NLCs-N en comparacion con
la exposicion con Doxo libre puede conducir a una disminucion de la citotoxicidad. Esta
observacion concuerda con los resultados mencionados en la Figura S después de 1 y 3
horas de incubacion. Sin embargo, los efectos citotoxicos después de un tiempo de
incubacion mas largo demostraron ser similares entre la Doxo liberada desde las NLCs
y la Doxo libre. Este hecho sugiere que podrian existir mecanismos complementarios de
accion de la Doxo cuando el farmaco no se concentra directamente en el nticleo, lugar

donde tiene lugar su principal accion biocida.

3.4. Conclusiones

El desarrollo de un sistema lipidico nanoparticulado solido para el tratamiento de
tumores solidos implica lograr generar un dispositivo que sea implantable en la zona del
tumor. En el presente trabajo se ha logrado disenar una formulacién de nanoparticulas
solidas lipidicas con capacidad para cargar Doxorrubicina y liberarla de manera
sostenida en el tiempo. Se han descripto las propiedades estructurales de las NLCs
sugiriendo que la Doxo efectivamente se encuentra en contacto intimo con los
componentes de las particulas mediante interacciones hidrofobicas. La carga de dos
especies diferentes de Doxo permitido obtener perfiles de liberacion muy distintos
pudiendo ofrecer una formulacion final con la capacidad de adaptarse a las necesidades
especificas de cada caso a tratar. Por ultimo, se realizaron ensayos in vitro para evaluar
la capacidad citotoxica de las NLCs en cultivo de células de adenocarcinoma de mama
humano (MDA-MB-231). Se determinaron las concentraciones inhibitorias maximas
para matar el 50% de las células (IC50) bajo distintos tiempos de exposicion. Los
resultados mostraron una IC50 superior en las NLCs para tiempos de exposicion cortos
(1 y 3 horas) en comparacion con la exposicion con la Doxo libre. Esto sugiere
mecanismos de accion distintos, la Doxo libre se internaliza y concentra rapidamente en
nucleo en comparacion con la Doxo vehiculizada en NPs. Entre las NLCs-N y NLCs-H

también se observaron diferencias, las NLCs-H mostraron una mayor toxicidad debido
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principalmente a la presencia de Doxo libre en la formulacion y también debido a una
cinética de liberacion mas rapida. A tiempos mas prolongados de exposicion, las IC50
fueron similares indicando que la Doxo encapsulada posee capacidad citotoxica similar
a la libre. Por ultimo, se obtuvieron imagenes de las células tratadas con los
transportadores s por medio de microscopia confocal y de barrido espectral en
microscopio confocal observandose los espectros caracteristicos de la Doxo. Se pudo
evidenciar las NLCs-N se localizan en estructuras lisosomales, una vez que ingresan a la
célula y desde alli se produce la llegada del farmaco al nucleo. En cambio, la Doxo libre
se concentra rapidamente en nucleo sin observarse su presencia en otras estructuras
celulares. De esta manera, se pone de manifiesto una liberacion gradual y sostenida del

farmaco una vez que las nanoparticulas han ingresado a la célula.
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Capitulo 4

Encapsulacion de NLCs en membranas de celulosa
bacteriana y estudios anti-tumorales in vivo

Y/

NLCs encapsuladas dentro de la matriz de BC
en contacto con las nano-fibras. Imagen tomada
por medio de microscopia electronica de
barrido con un aumento de 5000x.
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Objetivos especificos:

Estudiar la capacidad de incorporacion de las NLCs en una matriz de celulosa
bacteriana.

Evaluar la estabilidad de las nanoparticulas dentro de la red polimérica y una vez
liberadas de la misma, mediante microscopia electronica.

Realizar estudios de liberacion en condiciones fisioldgicas para poder describir los
distintos perfiles.

Generar un modelo ortotdpico de cancer de mama utilizando la linea MDA-MB-
231.

Llevar a cabo pruebas de implantacion de las membranas de BC de manera
subcutanea y sobre el tumor desarrollado.

Evaluar la capacidad anti-tumoral del sistema desarrollado, asi como también los

efectos adversos de la terapia.
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4.1. Introduccidon

Los hidrogeles asi como las nanoparticulas se han utilizado durante mucho tiempo en el
desarrollo de distintos tipos de sistemas de liberacion controlada de farmacos '. Por un
lado, los hidrogeles constituyen estructuras cuyas propiedades son similares a los tejidos
y por esta razén son ampliamente utilizados en las areas de ingenieria de tejidos en el

23 Por el otro lado, los sistemas de

desarrollo de diferentes tipos de implantes
nanoparticulas han sido exhaustivamente desarrollados en los tultimos afios con el
objetivo principal de mejorar el indice terapéutico de los farmacos mediante la
modificacion de su farmacocinética, toxicidad y biodistribucion *. Las nanoparticulas
terapéuticas pueden ser combinadas con hidrogeles para formar diferentes estructuras
jerarquicas. De esta manera, se generan nuevos materiales hibridos capaces de presentar
propiedades nuevas y/o mejoradas °. Los sistemas hibridos de nanoparticulas-hidrogel,
comunmente llamados —NP-geles” integran entonces dos materiales distintos en una
formulacion con propiedades fisicoquimicas y biologicas unicas que ninguno de los dos
materiales posee por separado '. Como ya se mencionara, los hidrogeles poseen un sin
numero de caracteristicas que los hacen excelentes candidatos para funcionar como
implantes. Sin embargo, cuando son cargados con moléculas pequefias como farmacos
se hace muy dificil evitar la liberacion rapida de estos principios activos desde la matriz
% Su porosidad permite la carga de farmacos en la matriz de gel y posterior liberacion a
una velocidad que depende del coeficiente de difusion de la molécula pequefia o
macromolécula a través de la red de gel. Los beneficios de los hidrogeles para la
administracion de fairmacos pueden ser en gran parte farmacocinéticos. Especificamente
se genera una estructura que funciona de depdsito a partir de la cual los farmacos
eluyen, manteniendo una alta concentracion en los tejidos circundantes . Mientras
tanto, las nanoparticulas presentan una liberacion controlada a través de su estructura
adaptada, tamafio de particula, y condiciones de sintesis ®. Al integrar las dos
plataformas, los NP-geles crean matrices con una notable versatilidad en la modulacion
de la cinética de liberacion de farmacos. Ademds de la administracion de un solo
farmaco, los NP-geles también pueden combinar la liberacion controlada por difusion
rapida de moléculas de farmacos directamente dispersos en la red del hidrogel junto con
farmacos de liberacion lenta de los depdsitos de nanoparticulas, una caracteristica Uinica.
Sumado a esto, puede lograrse una liberacion secuencial de farmaco controlando el

tamafio y la superficie de las diferentes nanoparticulas .
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En el presente capitulo se llevara a cabo la integraciéon de las membranas de BC junto
con las formulaciones de nanoparticulas (NLCs) desarrolladas en el capitulo 3, el cual
es esquematizado en el Esquema 1. El sistema hibrido, cargado con dos formas de
doxorrubicina, se caracterizard y se realizaran ensayos in vivo implantandolo en el sitio
del tumor de un modelo de cancer de mama (BCa) ortotopico intramamario (i.m.f.p.).

Se evaluara la eficacia antitumoral y las toxicidades locales y sistémicas.

Esquema 1. Representacion del tratamiento localizado de un tumor solido con una

membrana BC-NLCs-NH.
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4.2. Materiales y metodos

4.2.1. Materiales
Los materiales utilizados fueron descritos en los anteriores capitulos. El lipido miristil
miristato (Crodamol™ MM) y el aceite (Crodamol~ GTCC-LQ) fueron donados por
Croda (Argentina). La Doxorrubicina (Doxo, PM 543,0) fue donada por LKM
pharmaceuticals (Argentina). Los demés reactivos fueron de grado analitico adquiridos
a Merck (Darmstad, Alemania) o a marcas similares.

La Doxo fue cuantificada mediante espectrofluorimetria (Perkin Elmer LS 50B,
Japon), utilizando A= 476 nm y A= 588 nm con las correspondientes curvas de

calibracion.
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4.2.2. Encapsulacion de NLCs en matriz de BC

La sintesis de celulosa bacteriana (BC) por K. hansenii (ATCC 23769) se realiz6 en un
medio que contenia (gl1™): 25,0 manitol, 5,0 extracto de levadura, 3,0 Peptona y se
ajust6 a pH 6,5 con solucion de NaOH 0,1 M antes esterilizacion. El cultivo se mantuvo
estaticamente en placas de 48 pocillos a 27°C durante 14 dias. Las peliculas de BC se
recogieron de las placas y se lavaron con agua destilada. BC se realiz6 incubando las
membranas en NaOH 100 mM a 60°C durante 24 h seguido de lavados sucesivos con
agua destilada, después de ajustar el pH a 7,0. Posteriormente, las peliculas de BC se
esterilizaron en autoclave (121°C durante 20 min). A continuacidn, las peliculas de BC
se cargaron con Doxo libre, NLCs-N y una mezcla de NLCs-H y NLCs-N en una
relacion 80:20 respectivamente (NLCs-NH).

Para realizar la evaluacion de la carga total se sumergieron las peliculas BC en las
soluciones correspondientes con una concentracion equivalente de Doxo de 1.000 uM.
Después de 24 horas de incubacion las peliculas se lavaron con solucién fisioldgica. A
continuacion, se realizaron etapas de extraccion con solventes orgénicos con el objetivo
de extraer la cantidad total de Doxo de la matriz polimérica. En primer lugar, las
peliculas de BC se sumergieron en metanol durante 2 horas seguido de una inmersion
en metanol/cloroformo (50:50) durante otras 2 horas. Finalmente, se realizd otra
inmersion en metanol durante 2 horas. Estos pasos fueron considerados suficientes para
una extraccion total de Doxo de las peliculas mediante analisis de fluorescencia. La
Doxo se cuantifico mediante mediciones espectrofluorimétricas. La cantidad total de
Doxo se expres6 en pmoles por membrana.

4.2.3. Liberacion de Doxo y NLCs desde membrana de BC

Las membranas de BC cargadas con los compuestos se colocaron en tubos tipo
Eppendorf de 2,0 ml conteniendo 1,5 ml de solucion fisiologica (NaCl 0,9%). Los tubos
se termostatizaron a 37°C y se tomaron muestras de 200 pl a los distintos tiempos. La
liberacion acumulada de Doxo se determind por la correspondiente medida de

fluorescencia. Fueron realizados tres ensayos independientes, cada uno por duplicado.

4.2.4. Estudios de microscopia

4.2.4.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las membranas cargadas con la formulacion NLCs-NH fueron secadas mediante
liofilizacion. Posteriormente, la superficie se metalizé pulverizandola con oro (Balzers

SCD 030), obteniendo un espesor de capa comprendido entre 15 y 20 nm. Las
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superficies y morfologias de la pelicula se observaron mediante SEM (modelo Philips
SEM 505, Rochester, NY, EE.UU.), y las imégenes se procesaron mediante un
programa de digitalizacion de imégenes (Soft Imaging System ADDA II).

4.2.4.2. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

El dia 14 de liberacion, se tomaron muestras desde el sobrenadante para las membranas
conteniendo la mezcla NLCs-NH. La dispersion de nanoparticulas se diluy6 diez veces
con agua ultrapura y se disemin6 una gota de la dispersion sobre una rejilla de Cu
revestida con colodion (malla 400). El exceso de liquido se dren6 con papel de filtro y
para realzar el contraste se agregd una gota de 4cido fosfotungstico a la dispersion de
NLCs. Finalmente, el anélisis TEM se realiz6 utilizando el microscopio Jeol-1200 EX
II-TEM (Jeol Ma, US).

4.2.5. Ensayos tumorigénicos in vivo

Los ratones hembras desnudos atimicos (Harlan Interfauna Ibérica, Barcelona, Espafia)
se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos y se usaron a las 7 semanas de edad.
El cuidado de los animales fue manejado de acuerdo con la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Instalacion de Animales del Hospital Universitario
Vall Hebron y de acuerdo a los criterios establecidos por la UE. Los procedimientos
experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica Experimental Animal de la
institucion. Todos los estudios in vivo fueron realizados por el ICTS "NANBIOSIS",
mas especificamente en la Plataforma Experimental in vivo del CIBER-BBN del Area
de Validacion Funcional y Preclinica (FVPR) (http://www.nanbiosis.es/portfolio/u20 -in
vivo-experimental-plataforma/) (Barcelona, Espaia).

Células MDA-MB-231.Fluc (2.0 x 10°) fueron suspendidas en 200 pul de PBS con
matrigel (1:1) (BD Bioscience, Bedford, MA, EE.UU.) se implantaron en la grasa
mamaria abdominal derecha (i.m.f.p.). El crecimiento del tumor se monitore6 dos veces
a la semana mediante mediciones convencionales con caliper (D x d2 / 2, donde D es el
diametro mayor y d el didmetro menor) y con la bioluminiscencia in vivo (BLI) y
tomografia computada (CT). Doce dias (Ensayo 1) y dieciséis dias (Ensayo 2) después
de la inoculaciéon del tumor, una pelicula circular BC (d= 12 mm) cargada con una
mezcla de NLCs-N y NLCs-H en una relacion de 20:80 (BC-NLCs-NH),
respectivamente, y que contenia una carga de Doxo de 0,21 mg para el ensayo 1 y 0,14
mg para el ensayo 2, se coloco en el sitio del tumor primario durante una segunda

cirugia, entre la almohadilla de grasa mamaria con tumor y la pared abdominal. Los
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grupos de control consistieron en un grupo de Doxo libre inyectada intratumoralmente
(i.t.) (0,21mg y 0,14 mg en 25ul como una dosis tinica) y uno no tratado. En el ensayo 1
se utilizé también un grupo control con Doxo liposomal (Doxil, Caelix®) administrado
por una unica vez por via intravenosa (i.v.). Durante el tratamiento, la supervision de los
animales y la medicién del peso corporal se realizaron dos veces por semana. Las
observaciones clinicas incluyeron cambios en la piel, ojos, membranas mucosas,
alteraciones en el patrén respiratorio, comportamiento, postura, respuesta a la
manipulacion y la presencia de movimientos anormales. Al final del experimento, los
tumores primarios, los pulmones y el corazén fueron extirpados y ponderados. Los
tejidos se limpiaron con PBS, se fijaron en solucién de formaldehido al 4% y se
embebieron en parafina para tincion con hematoxilina-eosina.

Las medidas de BLI se realizaron utilizando un sistema de imagen espectral IVIS
(PerkinElmer Life Science, Boston, MA, EE.UU.), y se adquirieron y analizaron las
imagenes y las mediciones utilizando el software Living Image 4.5 (PerkinElmer). Para
BLI in vivo, los animales se anestesiaron con isofluorano al 1-3% (Abbott Laboratories,
IL, USA) y se inyectaron intraperitonealmente (i.p.) con 150 mg/kg de D-luciferina
(Promega) en PBS estéril. Se fotografiaron cinco ratones a la vez, y se fijaron los ajustes
de imagen en funcion de los tumores bioluminiscentes. Las regiones de interés (ROI) de
las imégenes visualizadas se dibujaron automaticamente alrededor de las sefiales
bioluminiscentes y se cuantificaron como fotones por segundo (ph/s).

Se tomaron imagenes de manera no invasiva utilizando tomografia computada de
rayos X (CT) mediante un equipo Quantum FX microCT (PerkinElmer®). Se utilizaron
las siguientes condiciones de escaneo: nn kV, 160 mA, FOV 30 y 3 min. El analisis de
CT fue realizado por el Dr. J.A. Camara Serrano (Jefe de la Plataforma de Imagen
Preclinica en VHIR).

Para cada ensayo se evaluaron pardmetros representativos de la efectividad
terapéutica de cada tratamiento. Por un lado, el tiempo de duplicacion (Td) expresa el
tiempo en dias necesario para que el tumor duplique su volumen, y se calcula en
referencia al volumen tumoral del control no tratado. Luego, el retraso absoluto de
crecimiento o Absolute Growth Delay (AGD), en inglés, es definido como el tiempo en
dias que le lleva a un tumor duplicar su tamafio menos el tiempo medio que le lleva a un
tumor del grupo control sin tratamiento en crecer de la misma manera. El AGD fue

calculado como:
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AGD = Td tratamiento — Td sin tratamiento

Por ultimo —eg cell kill” es una medida de cuantas células tumorales proliferativas
fueron, teéricamente, muertas por el tratamiento (los valores son expresados en ordenes

de magnitud de potencia de 10) *'°. Este parametro se evalué con la siguiente ecuacion:

0,301 X AGD

1 il =
ogcell ki T

4.2.6. Analisis estadistico

Se determinaron y trazaron las intensidades BLI medias o medianas in vivo y los errores
estandar correspondientes de la media (SEM). Se usaron graficos de regresion no lineal
para describir la relacion entre la intensidad de BLI in vivo y el tiempo después del
tratamiento. Se aplico una prueba no paramétrica de Mann-Whitney para el peso del
tumor. El umbral de significacion se establecio en p< 0,05, y se asignaron
esquematicamente los niveles de significacion * (0,01< p< 0,05). Los analisis y graficos

se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 5 (GraphPad, San Diego).

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Encapsulacion de NLCs en una matriz biopolimérica de BC

Las NLCs desarrolladas en el anterior capitulo fueron cargadas dentro de membranas de
celulosa bacteriana (BC) con el objetivo de generar un sistema polimérico para
administracion localizada de farmacos. El objetivo principal fue evaluar la eficiencia de
la encapsulacion de la matriz de BC para la Doxo y las NLCs. De previos resultados
(capitulos 1 y 2) , sabiamos que las membranas de BC nativas no poseen una buena
capacidad de atrapar y almacenar pequefias moléculas como la Doxo '"'?. Como
primera hipdétesis se sugiere que la encapsulacion de Doxo en un nanocarrier seguido
por la carga del nanocarrier en membranas de BC podria ayudar a aumentar la eficacia
de la encapsulacion del farmaco (EE), a la vez que se aumentaria la efectividad
terapéutica del farmaco. En este sentido, las peliculas de BC se sumergieron en tres
soluciones con una concentracion equivalente de Doxo de 1.000 pM durante 24 horas

en agitacion continua. Las soluciones ensayadas fueron: Doxo libre (BC-Dox), NLCs-N
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(BC-NLCs-N) y una solucién mixta con NLCs-H y NLCs-N en una relacion de 80:20
respectivamente (BC-NLCs-NH). Los resultados observados fueron de gran interés
debido a que la Doxo libre podia ser encapsulada en cantidades bajas, mientras que las
NLCs demostraron aumentar la EE en mas del doble (Tabla II). Ademas, se observo
que las NLCs-N generaban los valores de EE mas elevados. Se considero que la
presencia de Doxo no encapsulada en la formulacion NLCs-H contribuy6 a una menor
EE en la mezcla NLCs-NH. Fue notable observar que la cantidad de carga util
equivalente de Doxo con NLCs estaba en el mismo rango que las dosis de Doxo

.. . A fe 1315
administradas en muchos experimentos in vivo en modelos tumorales ortotopicos .

Tabla II. La eficiencia de encapsulacion (EE) para las peliculas BC cargadas con dox
libre (BC-Dox), NLCs-N (BC-NLCs-N) y una mezcla de NLCs-H y NLCs-N
en la relacion 80/20 (BC-NLCs-NH). La EE se expres6 en umoles de Doxo
encapsulada por membrana de BC. Los resultados son una media de dos

experimentos independientes, cada uno realizado por cuadruplicado.

Sistema BC-Dox BC-NLCs-N BC-NLCs-NH

EE (umoles/film) 0,043+0,005 0,147+0,014 0,105+0,015

4.3.2. Ensayos de liberacion desde matriz de BC

A continuacién de los ensayos de encapsulacion, se realizaron los experimentos de
liberacion in vitro. Las membranas cargadas se colocaron en solucion fisiologica a 37°C
y se tomaron muestras a diferentes tiempos. Como se puede observar en la Figura 6, los
perfiles de liberacion se describieron mediante curvas hiperbolicas. BC-Dox libero casi
toda la carga util durante el primer dia del experimento. Por el contrario, BC-NLCs-N
permitio obtener una liberacion sostenida y prolongada del farmaco con s6lo un 24,5%
de liberacion después de 4 semanas. En la zona media del grafico se pudo encontrar el
perfil de liberacion de BC-NLCs-NH con un 55% del farmaco liberado al dia 30. Como
se mencionra anteriormente, ambos tipos de NLCs permitieron generar una formulacion
mixta de acuerdo con las necesidades de la terapia. Las curvas de liberacion
demostraron que la presencia de NLCs-H, que son las nanoparticulas que liberan Doxo
mas rapidamente, permitid obtener un burst mas fuerte en los tiempos iniciales.
Ademas, dicha formulacion contiene un elevado porcentaje de Doxo libre como se

mostro en el anterior capitulo. Este es otro factor clave para explicar el incremento en la
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velocidad inicial de liberacion y también el detrimento en la capacidad de carga
respecto a BC-NLCs-N. Por otro lado, la presencia de NLCs-N garantiza una liberacién

prolongada y sostenida del farmaco (Figura 6).

Figura 6. Doxo liberada desde membranas de BC cargadas (e BC-Dox; c BC-NLCs-N;
V¥ BC-NLCs-NH). El experimento de liberacién se realizd en solucion
fisioldgica termostatizada a 37°C. Los resultados corresponden a una media

entre tres experimentos individuales, cada uno realizado por duplicado.
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La matriz BC cargada con la mezcla de NLCs se caracterizé por SEM. Las imagenes
permitieron observar como las NLCs permanecieron atrapadas dentro de la red
polimérica de BC (Figura 7A y 7B). Ademas, se realizaron observaciones por medio de
TEM de los sobrenadantes de los ensayos de liberacion. El estudio mostr6 que las NLCs
fueron liberadas de la matriz y la morfologia esférica de las nanoparticulas se conservo

(Figura 7C y 7D).
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Figura 7. Imagenes SEM de BC-NLCs-NH a 5000x (A) y 10000x (B). También, las

imagenes TEM del sobrenadante de 14 dias de los experimentos de
liberacion de BC-NLCs-NH. Las NLCs se pueden observar a 50.000 x (C) y
100.000 x (D).

4.3.3. Ensayos in vivo

Con el objetivo de evaluar el potencial terapéutico de las membranas BC-NLCs-NH,
se llevaron a cabo ensayos in vivo en un modelo tumoral bien caracterizado. Dichos
ensayos permitirdn también evaluar la respuesta del animal al tratamiento, dejando en
evidencia reacciones y efectos adversos que puedan surgir como consecuencia del
tratamiento localizado. En paralelo se procederd a elegir tratamientos control para poder
realizar estudios comparativos con el tratamiento con BC-NLCs-NH.

Se procedid a la generacion de un tumor ortotépico de mama a partir de la
implantacion de células MDA-MB-231 en la materia grasa de uno de los extremos de la

cadena mamaria de ratones atimicos. Resulta relevante mencionar que el termino
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ortotdpico relativo al modelo tumoral corresponde a que el tumor se genera en el mismo
tejido diana respectivo al tipo de linea celular que se utilizard. En nuestro caso
particular, la inyeccion de células se realiza en el tejido mamario del animal debido a
que la linea proviene de un adenocarcinoma de mama humano. Por otro lado, también
cabe mencionar que la utilizacidon de ratones atimicos fue debido a la utilizacion de una
linea celular humana para generar el tumor. Los ratones atimicos nude carecen de
glandula del timo normal y tienen un sistema inmunitario defectuoso debido a una
mutacion genética. De esta manera, este tipo de ratones no generan una respuesta
inmune a las células implantadas.

Se realizaron dos ensayos in vivo para el mismo tipo de sistema implantable. Debido
a que la via de administracion no es habitual se debieron llevar a cabo varios ajustes en
cuanto al modo de implantacion de la matriz y al tipo de cirugia a realizar. Algunos
ejemplos de los puntos clave en donde se trabajé son: el tipo de hilo de sutura, la forma
en que debid generarse el espacio subcutaneo para implantar la matriz polimérica
disgregando el tejido conectivo, la manera en que la matriz debi6 ser lavada antes de la
implantacion, el tipo de sutura y el tipo de control diario que se le debia hacer a los
animales, entre otros. Considero importante mencionar estos puntos debido a que fueron
vitales al momento de realizar los ensayos, y son factores que afectan el resultado final
pero que no se pueden ser expresados en graficos y/o tablas. La experiencia de las
personas a cargo de la cirugia también fue muy importante para conservar la salud y
bienestar de los animales, asi como también para alcanzar resultados confiables.

Uno de los primeros puntos de discusion al momento de realizar el planeamiento de
los ensayos fue la dosis de farmaco a utilizar. Buscando informacion en bibliografia
pudimos encontrar una gran variedad de formas de dosificar Doxo en modelos
tumorales. La Tabla III especifica las dosis utilizadas, asi como también los periodos

de administracion.
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Tabla III. Diversas formas de dosificacion de doxo en modelos tumorales

Linea celular

Animal

Dosis total

Doxo

Administracion

(periodos)

Eficacia/sobrevida
o reduccion en
tamafio tumor

(tiempo)

Volumen
de tumor

al inicio

MDA-MB-231 11i.v./ sem, 150-250
Swiss un/nu 30 mg/Kg 50%, 3 semanas 16
(subcut) 10mg/Kg, 3 sem mm3
MDA-MB-231 5,10y 15 ) . "
SCID 1iv 60% 15 dias 50 mm3
(subcut) mg/Kg
MDA-MB- ) .
BALB/c nude 5, 10 mg/Kg &? 50% 12 dias (S0mm3? 8
231/GFP
i.v. 1 vez por sem,
WISV ERIE  NCr nu/nu, ) 14
. 16 mg/Kg  por 4 sem (4 dosis) 30% reduc. 4 sem 3-5 mm
(ort.) athymic nude
4 mg/Kg
i.v. 5 mg/Kg dias
4T1 (subcut) BALB/c 20 mg/kg 0.4.7 11 50% reduc, 15 dias 10 dias 19
MDA-MB-231 i.v. 2mg/Kg every 50%, 21 dias en . ,
BALB/cnude 8 mg/Kg i ) Dia 12 0
(armpit) other day, 4 times total (9 dias trat)
MDA-MB-231 i.v. 3.2 mg/Kg
NUDE/SCID 3.2 mg/Kg 50%, 6 sem Dia 12 1
(ort.) (80 ug)
SNU-601, BALB/C i.t. 30 mg/Kg, 100 ) 200-300 a
30mg/Kg 60% reduc, 24 dias
gastrico(S.C.) nu/nu ul mm3
MDA-MB-436 iv.2m or
CDlnu/nu 12 mg/Kg e/Kep 2 200 mm3 2
cells (S.C.) sem, 6 sem
MDA-MB- i.v. 3.5 mg/Kg, dos 5
nude 7 mg/Kg 50%, sem 8 3-4 sem
468LN (ort.) veces
Murine H22 .
i.t Doxo y Doxil, ”
hepatoma ICR 20 mg/Kg 70%, 21 dias 300mm3
200ul (4mg/ml)

cells (S.C.)

4.3.3.1. Primer ensayo in vivo

Las dosis utilizadas en bibliografia pertenecen a un rango comprendido entre 3 y 30
mg/Kg. En nuestro caso, para el primer ensayo a realizar se decidi6 utilizar una dosis de
8.5 mg/Kg debido a que esta correspondia a una dosis dentro del rango reportado y con
una tolerabilidad aparentemente aceptable.

En un primer ensayo se procedi6 a generar los tumores a partir de células MDA-MB-
231.Fluc, estas células poseen un gen recombinante con capacidad de expresar
luciferasa y pueden ser seguidas in vivo por medio de medidas de fluorescencia. Se
inyectaron en el mamary fat pad 2x10° células por animal y se permiti6 proliferar por 12
dias antes de iniciar el tratamiento. Los ratones fueron pesados dos veces por semana

como medida indicativa de su salud y bienestar, con la misma frecuencia se realizaron
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medidas manuales del volumen tumoral por medio de caliper. La randomizacion de los
animales se llevo adelante por medio de las medidas de BLI debido a que los volimenes
tumorales iniciales eran muy bajos para poder ser medidos con precision por medio de
caliper (~50 mm’). Dicha randomizacion es un factor muy importante en los ensayos
clinicos debido a que coloca a todos los individuos en un mismo estado al momento de
iniciar el tratamiento.
Los ratones se dividieron en 4 grupos de 10 individuos cada uno, a saber:
e Grupo 1: corresponde al grupo control de animales sin tratamiento.
e Grupo 2: control de tratamiento utilizando Doxil ", por su relevancia clinica.
Administracion por via intravenosa (i.v.), Unica dosis.
e Grupo 3: control de tratamiento con Doxo administrada por inyeccion
intratumoral (i.t.), control de administracion local. Dosis tnica.
e Grupo 4: tratamiento con membrana de BC implantable conteniendo NLCs-

H/NLCs-N.

En todos los grupos se pudo observar una cierta tolerabilidad a los tratamientos de

acuerdo a los efectos observados en los cambios de peso corporal (Figura 8).

Figura 8. Cambios en el peso corporal de los ratones durante el tratamiento.
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Durante el experimento se evidenciaron efectos secundarios en todos los grupos
tratados. En el caso de los animales tratados con Doxil™ se evidenci6 un buen efecto
anti-proliferativo, pero también edema e inflamacion durante los primeros 10 dias de
tratamiento en los miembros posteriores. Por otro lado, el grupo control correspondiente
a la inyeccién i.rz. de Doxo presentd serias lesiones necrdticas en la zona de
administracion a causa de la presencia del farmaco. La via i.t. suele ser muy efectiva
debido a la administracion del quimioterapéutico en la zona misma de accion. Sin
embargo, los tumores solidos poseen una densa matriz interna con una elevada presion
y por dichas causas la inyeccion de una solucion dentro del tumor suele generar una
posterior expulsion de la misma. Consecuentemente, el tejido circundante se ve
expuesto a concentraciones excesivamente elevadas de los compuestos citotdoxicos
sufriendo severos dafios como ulceraciones, necrosis, sangrado, dolor, inflamacion,
entre otros®* .

Finalmente, el grupo correspondiente al tratamiento con los sistemas de BC
desarrollados present6 capacidad anti-tumoral sin observarse edemas o inflamacion. Sin
embargo, se presentd un serio problema de inhibicidn en la cicatrizacion de la incision
realizada durante la cirugia. Estos problemas de cicatrizacion se presentan como uno de
los principales inconvenientes a solucionar en tratamientos de tipo localizado contra el
cancer’’. Existe una incongruencia en la zona del tumor donde los compuestos
citotoxicos generan un efecto no solo sobre las células cancerigenas sino también en
aquellas propias de la herida post-quirargica que deberia estar cerrando®®. En este grupo
de animales las heridas encontradas no pudieron cicatrizar a lo largo de todo el
experimento. Se observo que las membranas de celulosa permanecieron a modo de
—parche” sobre la herida evitando comprometer el bienestar y la salud del animal. No se
encontraron signos de infeccion o de dolor durante todo el periodo del ensayo. Sin
embargo, se estima que si se afectd la liberacion del farmaco desde la membrana pues,
al estar en contacto con el aire exterior, la membrana se fue secando siendo este un
factor que afecta la liberacion. Un efecto negativo en la cinética de liberacion de las
NLCs que estaria indudablemente asociado a un menor efecto anti-tumoral.

A continuacion, la Figura 9 muestra las curvas de crecimiento para los tumores de

los cuatro grupos mencionados.
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Figura 9. Seguimiento del volumen tumoral durante el primer ensayo in vivo. El

volumen tumoral se calculd de acuerdo a medidas manuales por medio de

caliper (A) y por medio de tomografia computada de los animales (B).
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El volumen tumoral se midi6 por dos técnicas distintas. Por un lado, se midi6

manualmente por medio de caliper; tomando en cuenta el didmetro mayor y menor del
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tumor se calcula el volumen. Por el otro lado, se tomaron tomografias computadas de
los tumores. En este caso, para el calculo del volumen tumoral también se tiene en
cuenta la profundidad del tumor; dicho valor no puede ser medido por caliper. Ambas
formas de medicion mostraron buena correlacion entre si, como puede observarse en la
Figura 9. En todos los tratamientos se pudo observar un efecto anti-proliferativo hacia
el tumor incipiente. El tratamiento i.t. con Doxo gener6 una mejor respuesta
observandose valores de volumen tumoral muy bajos y con poco crecimiento en funcion
del tiempo. En grado de efectividad, el segundo lugar lo ocup6 la administracion i.v. de
Doxil™, seguida de las membranas de BC. Cabe recordar la diferencia considerable en
cuanto a la reduccion de los efectos adversos entre la membrana de Doxo y la inyeccion
i.t. Ademas, se pudo advertir que hasta el dia 12 de tratamiento los volimenes tumorales
se mantuvieron muy cercanos en todos los grupos tratados.

En paralelo, se fueron realizando las medidas de bioluminiscencia correspondientes
una vez a la semana para 5 individuos de cada grupo. La observacion de imagenes de
bioluminiscencia (BLI) permite tener una vision de la actividad metabdlica de las
células tumorales™. Las células de la linea MDA-MB-231 fueron modificadas de modo
recombinante para poder expresar de manera constitutiva el gen Fluc codificante para
luciferasa. A continuacion, los individuos son inyectados con luceferina, molécula
blanco de la luciferasa. Se genera una reaccién bioquimica sobre la luciferina catalizada
por la enzima utilizando ATP y generando luz’’. Este método de medida de la BLI
resulta de sumo interés debido a que permite realizar un seguimiento de los tumores de
modo no-invasivo. Ademas, el background de BLI es extremadamente bajo generando
un elevado valor en la relacion sefial/ruido haciendo de esta una herramienta muy
sensible para detectar las células marcadas’".

Se puede observar en la Figura 10.A la proliferacion de los tumores en funcion del
tiempo. El grupo 1, sin tratamiento, presento un rapido aumento en la actividad de las
células del tumor hasta el dia 19 post-tratamiento. Posteriormente se observa que los
tumores de este grupo sufren una caida considerable en la BLI, a pesar de que su
volumen tumoral continuaba creciendo segliin se observd en la Figura 9. Una de las
causas probables a ese respecto era la existencia de procesos de necrosis en aumento
dentro del tumor®’, hecho que se pudo observar al evaluar los tumores ex vivo al
finalizar el ensayo. Los individuos tratados con Doxil™ sufrieron un aumento de la BLI

igual que el que se presentaba en el control sin tratamiento hasta el dia 12. A partir de
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este punto se observo un descenso considerable en la BLI, alcanzando los valores mas

bajos en comparacion con el resto de los grupos.

Figura 10. Medidas de BLI de los ratones pertenecientes a los 4 grupos experimentales.
(A) curvas de BLI cuantificada en funcion del tiempo de ensayo, (B)
imagenes de los animales
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Aquellos animales del grupo 3, tratados con Doxo intratumoral, presentaron un
comportamiento similar al Doxil™ aunque con un perfil de descenso en la BLI desde el
dia 6 hasta el 19. A partir de aqui se observo un plateau en la medida de BLI, llegando a
valores aparentemente de mayor intensidad en comparacion con el grupo del Doxil™.
Por ultimo, se puede apreciar lo sucedido en el grupo donde se implantaron las matrices
de celulosa. Peculiarmente, en este caso se observaron valores de BLI muy bajos en
comparacion con el resto de los grupos hasta el dia 12, a partir del cual los valores de
intensidad aumentan drasticamente hasta el plateau en el dia 19.

En la Figura 10.B se pueden observar las imagenes de dos individuos de cada grupo
donde se muestra la bioluminiscencia de los tumores con sus respectivos cambios de
intensidad.

Lamentablemente, luego de este ensayo quedd pendiente la explicacion de porqué los
individuos tratados con el sistema implantable presentaron diferencias tan considerables
en la BLI durante los primeros dias. Se realizaron pruebas para evaluar si la presencia
de las membranas podia generar algin tipo de atenuacion de la sefial, pero no se
encontraron cambios considerables en la misma.

Como se mencionara anteriormente, la bioluminiscencia es una funcion del nimero
de células tumorales metabdlicamente activas. Esta habilidad hace que esta herramienta
sea de extrema utilidad para evaluar la fisiologia del tumor por sobre las medidas
tradicionales del volumen tumoral, las cuales incluyen la contribuciéon de células
muertas y zonas necroticas’ .

A continuacion, en la Figura 11 se pueden observar las evaluaciones realizadas a los
tumores una vez estos fueron extirpados de los ratones en el punto final del ensayo. En
este caso, el grupo correspondiente al tratamiento con Doxil™ no se sacrificé debido a
que los animales presentaban una regresion del tumor casi completa y un buen estado de
salud. Por tal motivo, se decidi6 dejarlos con vida para ensayos posteriores. Sumado a
esto, el efecto del Doxil™ fue bastante diferente al de los tratamientos con aplicacion
local (grupos 3 y 4). Este motivo fue suficiente para considerar continuar trabajando
solo con el grupo control (sin tratamiento), el grupo con aplicaciéon i.t. de Doxo y el
grupo con implantacion de la matriz de celulosa. El analisis ex vivo del volumen
tumoral mostro resultados muy similares a los observados mediante las medidas in vivo.
En tal sentido, se observo que tanto la aplicacién de Doxo por via i.t. como por medio

de la implantacion de las membranas permitid obtener una regresion de los tumores en
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comparacion con el grupo sin tratamiento. Adicionalmente, se pudieron evidenciar
también las diferencias entre el efecto de las membranas y de la inyeccion i.t. siendo
esta ultima la que permitid obtener volimenes mds pequefios. Estos resultados se
correlacionaron directamente con lo observado con los pesos de los tumores, como se
puede apreciar en la Figura 11.B. Por ultimo, la Figura 11.C muestra las imagenes
tomadas de los tumores extirpados donde claramente se puedo observar el efecto

antitumoral de los dos tratamientos arriba mencionados.

Figura 11. Analisis ex vivo de los tumores realizados al finalizar el ensayo. Se muestran
los gréficos correspondientes al volumen tumoral (A) y al peso de los
tumores (B), para los grupos control, Doxo i.t. y con la implantacion del
sistema de BC. También se pueden observar las imagenes correspondientes

a los tumores para los mismos grupos mencionados (C).
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A continuacion, se estudiaron las incidencias correspondientes al grado de
metastasis en los individuos. La tabla IV muestra los valores relativos de las
incidencias encontradas al analizar los individuos post-mortem. Se encontrd
diseminacion de metastasis por via hematogena (pulmones) y linfatica (LN lumbar),
especialmente en el grupo control. Los grupos con los tratamientos locales demostraron
disminuir considerablemente el grado de metastasis. Como consecuencia de estos
resultados se pudo sugerir que la administracion localizada del quimioterapéutico no
solo tiene un efecto en la zona de aplicacion, sino que también existe la posibilidad de

generarlo en la via sistémica.

Tabla IV. Grados de incidencias de metdstasis observados de manera macroscopica

durante la necropsia al finalizar el ensayo.

Incidencia macroscopica de metastasis [%, (n/nt)]

G1 G3 G4
Diseminacion hematologica
Pulmoén 14 (1/7) 0 (0/8) 0 (0/9)
Diseminacion linfatica
Linfonodo Lumbar 43 (3/7) 0 (0/8) 11 (1/9)
Linfonodo axilar 71 (5/7) 88 (7/8) 89 (8/9)

(inflamacion)

Finalmente, se analizaron los efectos adversos que pudieron sufrir los individuos con
los diferentes tratamientos. Se evaluaron los pesos de los corazones y pulmones como
medidas indirectas de dafio en el 6rgano. Se detectd6 un aumento en la media del peso
del corazon para el grupo tratado con Doxo i.t. pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 12). Por otro lado, no se encontraron variaciones

en el peso de los pulmones en comparacion con el control.
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Figura 12. Evaluacion del peso de corazén (A) y pulmones (B) para analizar dafio en

organos.
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4.3.3.2. Segundo ensayo in vivo

Se plante6 un segundo ensayo in vivo con las mismas caracteristicas generales que en el

primero. En este caso se expusieron los siguientes desafios:

1- Mejorar la capacidad de inhibicion del crecimiento tumoral para las membranas BC-
NLCs respecto de la administracion intratumoral de Doxo.

2- Reducir los efectos secundarios del tratamiento

3- Mejorar la capacidad de cicatrizacion en la zona de implantacion de la matriz.

De la misma manera que en el ensayo anterior, se procedio a generar los tumores a
partir de células MDA-MB-231.Fluc. Se inyectaron en el mamary fat pad 2.0x10°
células por animal y se permiti6 proliferar hasta alcanzar un volumen medio de 120
mm’. Se esperd a que los tumores alcancen este tamafio para poder medirlos bien por
caliper y ademds de manera de poder evaluar mas un efecto inhibidor del crecimiento
tumoral por parte del sistema de BC. Como en el ensayo 1 se comenz6 el tratamiento
con tumores muy pequefios (50 mm’), consideramos que en ese caso se realizd una
evaluacion mas enfocada en el efecto preventivo del sistema sobre los tumores.

Al comenzar el tratamiento, la randomizacion se llevo adelante por medio de la
medida convencional del volumen tumoral. Seguido se realizaron algunos ajustes en el
protocolo de implantacion de las matrices de BC de manera de evitar la liberacion del
farmaco durante la cirugia. Los ajustes mencionados incluyen una deshidratacion

parcial de las membranas seguido por dos lavados exhaustivos con agua bidestilada
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antes de la implantacion. Ademas, en la zona de implantacion se abrid bien el espacio
entre el tejido conectivo de manera de permitir que la membrana pueda ingresar
correctamente. A continuacién, ya con la membrana implantada, la zona se lavo con
solucion fisiologica. Por tltimo, se realizaron varios puntos de sutura cerrando bien la
herida con la ayuda de Histoacryl®, un pegamento utilizado para tal fin. La Figura 13

resume el procedimiento de implantacion de las matrices de BC sobre la zona del tumor.

Figura 13. Fotografias tomadas durante una cirugia de implantacion de las matrices.

Otro de los cambios que se realizaron fue disminuir la dosis utilizada a 5,6 mg/Kg,
de manera de que los individuos sufrieran menos efectos adversos.

Como consecuencia de los ajustes mencionados las heridas permanecieron cerradas
durante los primeros 10 dias post-tratamiento. Luego, las suturas se empezaron a abrir y
las heridas volvieron a permanecer abiertas. Sin embargo, el tamano de las mismas fue
menor en comparacién con las del primer ensayo. Algunas de las heridas incluso
llegaron a cerrarse por completo durante las etapas finales del tratamiento.

A lo largo del ensayo se monitoreo el peso de los animales, como se muestra en la
Figura 14. No se observaron cambios abruptos en el peso de los individuos de los
diferentes grupos, esto sugirid que se conservo el bienestar y la salud de los animales.
Sumado a esto, los animales no presentaron signos observables de efectos adversos
como consecuencia de los tratamientos. Luego, las Figuras 15A y 15B exponen el
crecimiento tumoral expresado en volumen del tumor medido de forma convencional y
por CT, respectivamente. Se pudo observar que ambos tratamientos aplicados generaron

un efecto anti-proliferativo sobre los tumores. Ademas, se presentd una buena
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correlacion entre los datos observados por medio de las mediciones por caliper y CT
para todos los grupos. En las medidas de CT se observo un distanciamiento mayor entre
las curvas correspondientes a Doxo i.t y a BC-NLCs-NH. Tal distanciamiento expresa
un mejor efecto por parte de la via i.t. Sin embargo, cabe remarcar que el efecto
obtenido por medio de las membranas BC-NLCs-NH fue mucho mejor en comparacion
al primer ensayo teniendo en cuenta que fue practicamente igual al de la agresiva

administracion intratumoral del farmaco libre.

Figura 14. Medidas de los cambios en el peso corporal de los animales durante todo el

ensayo.
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Figura 15. Crecimiento del volumen tumoral medido de manera convencional (A) y por

CT (B).
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De la misma manera que en el ensayo anterior, el volumen y peso de los tumores fue
valorado al finalizar en ensayo (ex vivo). Estas medidas ayudaron a comprender mejor,
y de una manera mas directa, la efectividad del tratamiento con BC-NLCs-NH y del
control i.t. En la Figura 16 se pueden observar las medias correspondientes tanto al
peso como al volumen tumoral. Los resultados demostraron una correcta correlacion

con lo valorado in vivo durante todo el ensayo. En este sentido, el control i.t. resulto ser
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mas efectivo sin distanciarse demasiado del efecto anti-tumoral que tuvieron las

membranas BC-NLCs. La Figura 16C permite observar el tamafio de los tumores para

cada grupo al final del ensayo.

Figura 16. Analisis ex vivo de los tumores realizados al finalizar el ensayo. Se muestran
los graficos correspondientes al volumen tumoral (A) y al peso de los
tumores (B), para los grupos control, Doxo i.t. y con la implantacion del

sistema de BC. (C) Fotografias de los tumores al final del ensayo.
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A continuacion, en la Tabla V se presentan los calculos de la relacion T/C realizados
ex vivo para el volumen y peso de los tumores. Los valores de T/C corresponden a la
relacion entre la media de los datos del Tumor (T) vs. el Control sin tratamiento (C).
Como se puede observar el indice de efectividad del tratamiento con BC-NLCs-NH
mejord en el segundo ensayo tanto para los valores de volumen como de peso. Los

aumentos en T/C para la administracion i.t. (G2) fueron debidos a la disminucion en la
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dosis utilizada para el ensayo dos. En contraste, no se registré un cambio de T/C para
las medidas de volumen tumoral en el grupo correspondiente a las membranas de BC.
Existe la posibilidad que durante el primer ensayo, los problemas en el proceso de
implantacion asi como en la cicatrizacion de las heridas, hayan colaborado en generar
una disminucion de la efectividad del tratamiento para este caso. Como ya se ha
mencionado, en el segundo ensayo se optimizaron estas variables permitiendo mejorar
la efectividad del tratamiento y disminuir los inconvenientes generados por el mismo
sobre los individuos.
Tabla V. Comparacion en la relacion T/C para el volumen tumoral medido por caliper
ex vivo al final del ensayo. Se muestran los valores correspondientes para el

ensayo 1 y 2.

Volumen tumoral Peso tumoral

................. G1 G2 G3 G1 G2 G3

Ensayo 1 Relacion T/C (%) 100 36 66 100 28 56

Ensayo 2 Relacion T/C (%) 100 49 66 100 62 81

A modo de continuar analizando los resultados del segundo ensayo y compararlos con
los resultados del primero, se analizO una serie de parametros que permitieron
determinar el éxito terapéutico en cada caso. Los resultados fueron expresados en la
Tabla VI para las medidas tomadas de manera convencional y para las medidas
tomadas por CT. Los valores de los parametros permitieron sugerir que en el ensayo 1,
los tratamientos posibilitaron retrasar el crecimiento tumoral considerablemente. Por su
parte, la administracion intratumoral resultd en un tratamiento mas efectivo en
comparacion con las matrices BC-NLCs-NH implantadas con un tiempo de duplicacion
de 18,64 dias y 15,04 dias, respectivamente. Ademas, en la Doxo i.t. se observo un
retraso en el crecimiento del tumor mayor que en el grupo de las membranas (AGD, 8
vs. 5). Es importante mencionar que los valores correspondientes a las medidas de CT
no se tuvieron en cuenta debido a que no se poseian datos suficientes para evaluar los
parametros correctamente. Por otro lado, en el ensayo 2 se vio invertida la tendencia en
cuanto a la efectividad del tratamiento. De acuerdo a las medidas realizadas por el
método convencional, el grupo 3 correspondiente a BC-NLCs-NH mostro valores
mayores en los parametros calculados (Td, 13,64; AGD, 4; log cell kill, 0,088) en
comparacion con el grupo 2 de la Doxo i.t. (Td, 12,22; AGD, 2; log cell kill, 0,049).
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Cabe remarcar que en los valores de los parametros calculados con las medidas de CT
se observdo una marcada diferencia entre ambos tratamientos. En tal sentido, se
evidencié un aumento de casi un 25% en el Td para el grupo tratado con BC-NLCs-NH
en comparacion con el tratado con Doxo i.t. Ademas, el valor de AGD se triplico desde
2 (Doxo i.t) hasta 6 (BC-NLCs-NH). Finalmente, los valores de —tog cell kill”
mostraron que el tratamiento con BC-NLCs-NH habria, tedricamente, matado a mas del
doble de células tumorales proliferativas (Tabla VI). Entonces, para este segundo
ensayo se puede sugerir que el tratamiento con las membranas BC-NLCs-NH mostré
una cierta efectividad terapéutica, la cual fue mayor o al menos igual que la
administracion intratumoral del farmaco.
Tabla VI. Valores relativos a las curvas de crecimiento tumoral para las medidas
tomadas mediante caliper (convencional) y tomografia computada (CT). Los
parametros calculados fueron el tiempo de duplicacion (Td), Absolute

Growth Delay (AGD) y log cell kill.

Ensayo 1

s/trat. Doxo i.t. BC-NLCs-NH

Td (dias) 10,39 18,64 15,04

Convencional AGD (dias) 5 2 5
log cell kill 0 0,129 0,100
Td (dias) 11,05 11,88 11,31

CT

AGD (dias) 0 1 0

log cell kill 0 0,025 0,000
Ensayo 2

Td (dias) 9,98 12,22 13,64

Convencional AGD (dia9) 0 5 2
log cell kill 0 0,049 0,088
Td (dias) 12,19 14,65 18,02

cT AGD (dias) 0 2 6
log cell kill 0 0,041 0,100
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Al finalizar el ensayo, también se evaluaron las incidencias macroscopicas de
metdastasis en cada uno de los individuos (Tabla VII). Se pudieron detectar tres vias de
diseminacion, la via locoregional que corresponde a la cadena mamaria en si, la via
hematoldgica que corresponde a la diseminacion del cancer a los tumores y la via
linfatica que involucra principalmente a los nodos lumbares por una cuestion de
cercania con el tumor. En el caso del grupo control, se observaron metastasis en todas
las vias mencionadas especialmente en el caso de la via linfatica donde se encontraron
diseminaciones en un 44% de los casos. Los tratamientos locales mostraron un gran
efecto anti-metéstasis disminuyendo el grado de incidencias considerablemente, como
se puede apreciar en la Tabla VII. Esto ultimo, es en coincidencia con lo evaluado en el
ensayo 1. Y permite confirmar que la administracion localizada del fArmaco genera un
efecto no so6lo locoregional sobre el tumor sino también que genera un efecto de

inhibicidn en la metastasis.

Tabla VII. Grados de incidencias de metastasis observados de manera macroscopica

durante la necropsia al finalizar el ensayo.

Incidencia macroscopica de metastasis [%, (n/nt)]

G1 G2 G3
Diseminacion locoregional
Cadena mamaria 22 (2/9) 11 (1/9) 0 (0/9)
Diseminacion hematologica
Pulmén 22 (2/9) 0 (0/9) 11 (1/9)
Diseminacion linfatica
Linfonodo Lumbar 44 (4/9) 0 (0/9) 11 (1/9)

Por ultimo, se evalu6 el peso de los corazones y pulmones ex vivo para valorar
indirectamente los efectos adversos de los tratamientos sobre estos 6rganos (Figura 17).
A pesar de observarse que la relacion T/C de los corazones fue mayor para los
tratamientos (G2 y G3), especialmente para el caso de la administracion i.t. (Tabla
VII), no se detectaron diferencias significativas entre los grupos. Por otro lado, no se

observaron cambios significativos en los valores de T/C para los pulmones.
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Figura 17. Peso ex vivo del corazon (A) y pulmén (B) de los animales al final del

ensayo.
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Tabla VII. Calculo de la relacion T/C porcentual para los pesos de los corazones y

pulmones ex vivo.

Relacion T/C peso ex vivo

-------- Gl1 G2 G3
T/C Corazoém (%) 100 130 119
T/C Pulmén (%) 100 91 92

4.4. Conclusiones

En el presente trabajo se ha observado la posibilidad de integrar una formulacion
terapéutica de nanoparticulas junto con una matriz polimérica de hidrogel. La matriz
hibrida ha demostrado una buena capacidad de encapsulacion del firmaco y una
liberacion sostenida en el tiempo. Se ha tomado como punto de comparacion la carga de
Doxo libre, demostrando un considerable aumento en la eficiencia de encapsulacion al
utilizarse las nanoparticulas. Ademas, se ha establecido la encapsulacion de una
formulacion mixta utilizando NLCs-H y NLCs-N. Esto permitiéo modular los perfiles de
liberacion obteniendo las propiedades caracteristicas de ambas formulaciones. La
presencia de Doxo libre en las NLCs-H ayud6 a obtener un burst inicial relativamente
alto para garantizar un primer —golpe” terapéutico. Luego las NLCs-H y NLCs-N con

sus diferentes velocidades de liberacion del farmaco permitieron garantizar una
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concentracion terapéutica efectiva a lo largo del tiempo, a la vez que también se logro
obtener un periodo de liberacion prolongado superando un tiempo de 4 semanas. Las
técnicas de microscopia electronica permitieron observar la presencia y morfologia de
las NLCs dentro de la matriz de BC. También se demostro que las NLCs liberadas
desde la matriz conservaban su morfologia esférica y tamafo. Estos ensayos permitieron
llegar a la conclusion de que la matriz hibrida desarrollada (BC-NLCs-NH) contenia
una significativa potencialidad terapéutica que necesitaba ser evaluada en un modelo
tumoral in vivo. En consecuencia, se generd un modelo tumoral ortotopico mediante la
implantacion i.m.f.p. de células MDA-MB-231. Se monitore6 el crecimiento tumoral y
la salud de los animales durante las primeras dos semanas. Luego se procedid a
implantar las membranas BC-NLCs-NH mediante un protocolo establecido. Se continu6
monitoreando el volumen tumoral mediante medidas convencionales y con CT. Se
realizaron dos ensayos observandose resultados diferentes. En el primer ensayo, se
utilizo6 una dosis de 8.5 mg/Kg exhibiendo efectos adversos de relativa gravedad para el
tratamiento con BC-NLCs-NH vy los tratamientos control (Doxo i.t. y Doxil). Se observo
una efectividad antitumoral de las BC-NLCs-NH, pero menor a la de la Doxo i.t. En el
segundo ensayo, se observo que la utilizacion de una dosis un poco menor (5.6 mg/Kg)
disminuyo los efectos adversos observados (necrosis, ulceraciones, dolor, inflamacion,
edema). Por otro lado, en ambos ensayos se estableci6 la presencia de un problema
habitual para aquellos sistemas de liberacion local de quimioterapéuticos. Dicho
problema consiste en una deficiencia en la capacidad de cicatrizacion de la herida post-
quirtrgica. El responsable es el efecto del agente citotoxico sobre las células encargadas
de la cicatrizacion, lo cual ademés puede desencadenar en infecciones locales graves.
En el primer ensayo se observo una importante inhibicion de la cicatrizacion en todos
los animales tratados con las membranas. Para el segundo ensayo se realizaron ajustes
en el protocolo de implantacion tales como el lavado de la membrana y parcial
deshidratacion antes de su implantacion, la utilizacion de varios puntos de sutura, asi
como también la colocacion del pegamento de sutura Histoacryl®. Dichas medidas
garantizaron que las heridas permanezcan cerradas en todos los casos durante los
primeros diez dias post-implantacion. Luego, algunas de ellas de abrieron cicatrizando
en el transcurso del ensayo. Otras permanecieron abiertas, pero con un tamafio
considerablemente menor al observado en el primer ensayo. Como conclusion parcial,
se pudo reducir este efecto indeseado tan habitual en los sistemas quimioterapéuticos

implantados. Adicionalmente, se calcul6 la efectividad terapéutica mediante parametros
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tales como Td, AGD vy log cell kill. Se pudo observar que en el segundo ensayo estos
parametros mostraron una mejor efectividad terapéutica para el sistema BC-NLCs-NH,
en comparacion con la Doxo i.t. Este efecto fue inverso en el caso del primer ensayo.
Ademas, se observo un efecto antitumoral no solo locoregional sino también sobre la
inhibicién de procesos de metéstasis en la misma cadena mamaria y sobre las vias
hematdgena y linfatica. Los mencionados resultados permiten concluir que el sistema
BC-NLCs-NH posee una cierta efectividad terapéutica comparable con la
administracion i.t. del farmaco. Las inyecciones i.t. no suelen ser muy utilizadas en la
clinica por los efectos colaterales que suelen presentarse, especialmente en el area de
inyeccion **%°. El sistema BC-NLCs-NH presenta una opcién como matriz polimérica a
ser utilizada como sistema de liberacion controlada para aplicacion local. Podria ser
utilizado en aquellos casos donde el tumor solido es inoperable o también donde, previo

a la extirpacion del tumor, se necesita generar un efecto anti-neoplésico.
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Conclusiones finales,

logros y perspectivas




En el presente trabajo de Tesis se han logrado desarrollar diversos tipos de matrices
poliméricas utilizando estructuras basadas en celulosa bacteriana. Luego de comprender
los procesos de produccion y purificacion de la celulosa se procedid a generar
modificaciones en las matrices con el objetivo de lograr que puedan encapsular Doxo y
liberarla de manera sostenida. Todas las matrices desarrolladas fueron disefiadas para
ser utilizadas especificamente como sistemas de liberacion controlada para una
aplicacion antitumoral localizada.

La primera modificaciéon realizada en las membranas de celulosa fue una
modificacién ex situ que permitid inmovilizar microparticulas hibridas de CaCOs,
utilizando dichas particulas como ntcleos de carga del farmaco. Las caracterizaciones
fisicoquimicas realizadas sobre el biomaterial permitieron identificar la conservacion de
la esfericidad y tamafio de las microparticulas. Ademas, se determind un incremento en
la estabilidad del material asociado a la presencia de las microparticulas. A
continuacion, se evidencié una buena capacidad de encapsulacion del firmaco y una
liberacion sostenida en el tiempo y dependiente de la carga y del pH circundante.

En una siguiente etapa se realizd6 una modificacion in situ en las membranas
mediante el agregado de alginato en el medio de cultivo del microorganismo productor
de celulosa (K. Hansenii). Este tipo de modificacion se realizd por dos cuestiones
basicas. Por un lado, necesitibamos conocer el comportamiento de la celulosa ante el
agregado de otro polimero en su medio de cultivo. Por el otro lado, se necesitaba
conseguir que el nuevo material lograra liberar Doxo en concentraciones mas elevadas.
La sintesis de la matriz hibrida BC-Alg dio lugar a un biomaterial con propiedades muy
diferentes a las de la celulosa nativa. En primera medida se pudo determinar la
presencia del alginato integrado con la red de celulosa. Dicha integracion permitio
obtener una red cooperativa entre ambos biopolimeros otorgandole a la matriz
propiedades diferentes, tales como aumento de su fase amorfa e incremento
considerable en la porosidad y area superficial del biomaterial. Dichas nuevas
caracteristicas demostraron ser relevantes al momento de encapsular Doxo. La nueva
matriz demostr6é una buena versatilidad en cuanto a su capacidad de carga del farmaco y
también se demostro la capacidad de liberar el mismo de modo sostenido en el tiempo.

Por ultimo, se evaluo la accion citotoxica sobre una linea celular de adenocarcinoma de
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colon (HT-29) la cual posee una relativa resistencia a la Doxo. Los resultados fueron de
sumo interés debido a que la Doxo liberada desde las membranas demostrd ser mas
efectiva que la exposicion de las células a Doxo libre. En este sentido, se sugiri6 que la
encapsulacion del farmaco y liberacion lenta podian estar evitando procesos de
precipitacion de la Doxo.

Hasta este punto, se habian podido generar sistemas capaces de encapsular y liberar
Doxo de manera sostenida en el tiempo. Sin embargo, con el objetivo de poder
garantizar un aumento en la efectividad del tratamiento se decidi6 avanzar en el disefio
de una formulacion de nanoparticulas capaces de encapsular y liberar Doxo. Las
mismas serian liberadas a su vez desde las membranas de celulosa. El sistema elegido y
desarrollado consistié en nanoparticulas lipidicas nanoestructuradas (NLCs). En las
mismas se logroé la encapsulacion de dos especies idnicas de la Doxo. Por la naturaleza
de las nanoparticulas la especie de Doxo mas hidrofobica fue la que presentd una EE
mas elevada y una liberacion mds lenta. Ademas, las técnicas fisicoquimicas
permitieron determinar la existencia de interacciones entre la matriz lipidica y las
moléculas de Doxo, especialmente en el caso de la especie hidrofobica. Se demostro
que el tamafio, dispersion y carga superficial de las particulas era muy similar en ambas
formulaciones, y ademas era indicativo de la potencialidad para obtener una buena
capacidad de internalizacion celular. Los ensayos in vitro demostraron que las NLCs
presentaban una capacidad citotdxica dependiente del tiempo. Las NLCs-H mostraron
su capacidad para generar mas dafio que las NLCs-N. A continuacion, los ensayos de
internalizacion demostraron diferencias en los mecanismos utilizados por la célula en
comparacion con la Doxo libre. Aqui se determin6 que el mecanismo utilizado era por
via endosomica, terminando en lisosomas y accediendo desde ahi al nucleo celular y
posiblemente a otros blancos de accion.

Por tultimo, utilizando ambas formulaciones de NLCs se gener6 una matriz hibrida de
tipo NP-Gel integrando las nanoparticulas en la red de celulosa. Este nuevo sistema fue
caracterizado mostrando la capacidad de contener a las NLCs sin modificar su tamafio y
morfologia. Se realizaron pruebas de encapsulacion y liberacion sostenida, mostrando
ser un sistema apto para ser evaluado en ensayos in vivo. Dichos ensayos se realizaron
mediante la implantacion de las membranas BC-NLCs-NH en un modelo tumoral
ortotopico de cancer de mama. Los resultados obtenidos exhibieron una capacidad
antiproliferativa por parte de las membranas y comparable con el efecto obtenido con el

control de Doxo i.t. Ademas, se observd un efecto de inhibicion en la generacion de
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metastasis. De esta forma el sistema BC-NLCs-NH demostr6 poseer una cierta
potencialidad como sistema de liberacion controlada de Doxo para aplicacion local. Este
sistema pretende ser utilizado como quimioterapia adyuvante a la administracion
sistémica de farmacos. De esta manera, se intentaria disminuir las dosis elevadas vy,
consecuentemente, toxicas de los quimioterapéuticos administrados por via intravenosa.
Los casos donde este sistema pretende cobrar valor podrian ser aquellos donde la
extirpacion del tumor primario es demasiado riesgosa por tamafo o locacion. Este tipo
de implantes promete ser una herramienta que permita atacar el problema sin someter a
un paciente inmunodeprimido a una quimioterapia sistémica con elevada toxicidad.

Los tratamientos existentes en fases pre-clinicas o incluso clinicas poseen pardmetros
y factores que deben ser optimizados. En tal sentido, el sistema BC-NLCs-NH no es la
excepcion y por esta razon a continuacion se presentaran perspectivas o desafios futuros
al respecto. Existen varios puntos donde el sistema debe ser optimizado:

e Capacidad de carga, de manera de generar un efecto antitumoral mayor: aqui se
podria incluso sumar otro activo como por ejemplo el paclitaxel, el cual tiene un
mecanismo de accion diferente al de la Doxo. Una de las ventajas de los NP-
Geles es que se pueden encapsular formulaciones de NPs con distintos activos y
con distintas propiedades.

e Eliminar el problema de cicatrizacion post-implantacion: en este punto se debe
trabajar en limitar la liberacion del farmaco solo hacia la zona del tumor. Otra
alternativa es generar una variante del NP-Gel que pueda ser inyectable,
evitando asi la cirugia. En este caso se debe garantizar la estabilidad de las
formulaciones de NPs una vez el gel ha sido inyectado.

e Inmovilizacion de factores de crecimiento epidérmicos en la matriz de manera
de permitir una correcta cicatrizacion post-cirugia.

e Modificaciones de las NPs: se debe intentar generar nanoparticulas con
moléculas que posibiliten realizar un targeting especifico para generar un efecto
citotoxico, predominantemente, en las células cancerigenas.

e Inmovilizacion de enzimas terapéuticas: la inmovilizacion de la matriz de
coldgenasa promete ser un factor determinante para aumentar la capacidad de
penetracion intratumoral de las NPs liberadas. Aqui se debera tener la
precaucion de que la enzima no genere un dafio importante sobre el tejido sano,

especialmente el de la herida post-cirugia.
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