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Resumen

En este trabajo de investigacion, se evalud la capacidad que tienen los ganglidsidos,
moléculas hidrotropicas que forman estructuras micelares de manera espontdnea, para
vehiculizar firmacos en medio acuoso.

Se estudiaron en particular a los monosialoganglidsidos, de los cuales el GMI
resultd ser el mas apropiado para la encapsulacion de farmacos oncoldgicos como
Paclitaxel, Docetaxel y Doxorrubicina. Las estructuras micelares formadas resultaron ser
muy estables en medio acuoso, de tamafio menor a 50 nm y con un radio hidrodindmico
equivalente al de una proteina globular de 300 kDa, caracteristicas con las que evitarian
dos de los problemas fundamentales que tiene la administracion endovenosa de farmacos:
la rapida eliminacion de circulacion por el sistema reticulo endotelial y la exclusion renal.

Se determin6 que el tipo de asociacion que existe entre las micelas de GM1 y los
farmacos es dominada principalmente por interacciones de tipo hidrofobicas. Ademas se
estudiaron las condiciones fisico-quimicas dptimas para la formacion de los complejos y la
estabilidad quimica y estructural de éstos en medios acuosos.

Debido a que estos farmacos oncoldgicos se administran por via endovenosa, se
estudié la interaccion de los complejos GMI-droga con componentes plasmaticos
humanos. Se determiné que éstos: 1- No presentan un efecto litico sobre los globulos rojos
2- No influyen en la actividad plaquetaria y 3- Interaccionan espontdneamente con la
albamina. Esto altimo resultd ser una cualidad beneficiosa debido a que se ha demostrado
que en los tejidos tumorales se encuentra incrementada la secreciéon de una proteina
fijadora de albumina (SPARC) que permitiria la acumulacion de los complejos en el sitio
especifico de accidn, incrementando la eficiencia del farmaco antitumoral.

Finalmente se evaluo el efecto citotdxico in-vitro de las formulaciones obtenidas
sobre cultivos celulares, en donde se demostré que los principios activos estudiados son
liberados desde las micelas al entrar en contacto con las células y que los mismos
mantienen su efecto biolodgico, resultando éste muy similar al de las drogas libres.

Los resultados obtenidos nos permitieron considerar a las micelas de GM1 como un

modelo factible para la vehiculizacion de farmacos de distinta naturaleza polar.
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Resumen

SUMMARY

In this work we assessed the ability of gangliosides, hydrotropic molecules that
spontaneously form micellar structures, to deliver drugs in aqueous media.

We studied particularly the monosialogangliosides, of which GM1 was the most
appropriate for encapsulation of cancer drugs such as paclitaxel, docetaxel and
doxorubicin. The formed micellar structures were found to be very stable in aqueous
medium, smaller than 50 nm and with an hydrodynamic radius equivalent to that of a
globular protein of 300 kDa, features that would prevent two of the key problems in the
intravenous administration of drugs: rapid clearance of circulating by the
reticuloendothelial system and renal filtration.

It was determined that the type of association between GM1 micelles and the drugs
is mainly based on hydrophobic interactions. In addition we studied the optimal physico-
chemical conditions for complex generation as well as their chemical and structural
stability in aqueous media.

Subsequently, on the basis that these cancer drugs are administered intravenously,
we studied the interaction of GM1-drug complexes with human plasma components. It was
determined that these complexes: 1-Do not have a lytic effect on red blood cells, 2- Do not
have an influence on platelet activity and 3- Spontaneusly interact with albumin. The latter
proved to be a beneficial quality because it has been shown that in tumor tissue the
secretion of an albumin binding protein (SPARC) is increased allowing the accumulation
of complexes in the specific site of action, thus increasing the antitumor efficiency of the
drug.

Finally, we evaluated the in-vitro cytotoxic effect of the formulations obtained on
cell cultures, which showed that the active principles studied are released from the micelles
when they are in contact with cells retaining a similar biological effect, than the free drugs.

The findings reported herein let us to consider GM1 micelles as a feasible model

for drug delivery of active ingredients of different polar nature.
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Introduccion

4.1 Aspectos generales

El valor terapéutico de muchas moléculas bioldgicamente activas esta limitado por
propiedades tales como la baja solubilidad, limitada biodisponibilidad y rapida eliminacién
[1]. Ademas, mientras los efectos beneficiosos de muchos farmacos ocurren a través de su
interaccion con tejidos especificos, su exposicion a otros tipos celulares conduce
frecuentemente a efectos secundarios no deseados y a una marcada toxicidad [2]. Esta
problemadtica ha llevado al desarrollo de multiples sistemas de administracion de farmacos
con el objeto de mejorar las propiedades de los compuestos terapéuticos, aumentar su
eficacia y reducir sus efectos secundarios daiinos.

En general, se espera que los vehiculos para el transporte de farmacos,
especialmente aquellos usados en la administracion parenteral, sean biodegradables, faciles
y relativamente baratos de preparar, que tengan un tamafio de particula pequeio
(preferentemente menor de 100 nm), que posean una alta capacidad de carga, que
presenten un tiempo de circulacion prolongado y que idealmente se acumulen
especificamente en los sitios requeridos del cuerpo [3]. Para mejorar el rendimiento, estos
vehiculos se pueden hacer lentamente biodegradables, estimulo-reactivos (sensibles al pH
o temperatura), y dirigidos (mediante la conjugacion con ligandos especificos para ciertos
componentes caracteristicos de la zona patoldgica).

La circulacion prolongada de estos vehiculos [4,5], permite mantener el nivel
terapéutico requerido del farmaco en sangre durante intervalos de tiempo prolongados y su
acumulacién en sitios patoldgicos con una vasculatura afectada y permeable, como en el
caso de tumores, inflamaciones y areas infartadas, debido al efecto conocido como
“Enhanced Permeation and Retention (EPR)” [6,7]. Ademads, un tiempo prolongado de
circulacion permite conseguir un mejor efecto de direccionamiento para aquellos vehiculos
que han sido modificados con ligandos especificos, ya que aumenta la cantidad de veces
que el vehiculo pasa a través del objetivo e interacciona con ¢l. Esta caracteristica es
fundamental para el éxito del direccionamiento en areas patologicas que presentan un
suministro de sangre disminuido y/o con una baja concentracion del componente
especifico [8].

El desarrollo de vehiculos biocompatibles y biodegradables para el transporte de
farmacos hidrofobicos, que posean las caracteristicas mencionadas previamente, ain tiene

muchas cuestiones sin resolver. La aplicacion terapéutica de agentes hidrofobicos se asocia
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Introduccion

con algunos problemas graves ya que la baja solubilidad resulta en una pobre absorcion y
una baja biodisponibilidad, principalmente en administracion por via oral [9]. Ademas, el
fendémeno de agregacion tras la administracion intravenosa de farmacos poco solubles
puede dar lugar a complicaciones como embolia [10] y toxicidad local en los sitios de
deposicion del agregado [11]. Por otro lado, la hidrofobicidad y baja solubilidad en agua
parecen ser propiedades intrinsecas beneficiosas de muchos medicamentos (incluidos los
agentes oncologicos, muchos de los cuales son compuestos policiclicos voluminosos, tales
como camptotecina, paclitaxel o tamoxifeno) [12], ya que estas caracteristicas ayudan a la
molécula del farmaco a penetrar membranas celulares y alcanzar sus objetivos
intracelulares [13,14]. También se ha observado que ciertas moléculas biologicamente
activas pueden necesitar un grupo lipofilico para adquirir una afinidad suficiente hacia el
receptor apropiado. Aun asi, la pobre solubilidad acuosa plantea un problema grave que
lleva a algunas compafias farmacéuticas lideres a hacer un esfuerzo para excluir
compuestos muy poco solubles al principio de su proceso de seleccion sin importar que tan
activos sean ¢€stos hacia sus blancos moleculares [9,15].

Para superar la pobre solubilidad de algunos farmacos se usan determinados
disolventes orgéanicos clinicamente aceptables, como Cremophor EL (aceite de ricino
polietoxilado), y/o ciertos agentes tensioactivos [11]. También, la formacion de sales o
ajuste de pH en algunos casos facilita la disolucion de los farmacos poco solubles si es que
contienen grupos ionizables [16]. Sin embargo, la administracion de muchos co-solventes
o0 tensioactivos causan toxicidad y efectos secundarios indeseables. Otra desventaja del uso
de co-solventes y tensioactivos es el peligro de precipitacion de las drogas por dilucion de
las formulaciones con soluciones acuosas (tales como los fluidos fisiologicos para la
administracion parenteral), ya que los tensioactivos no pueden retener el material
solubilizado en concentraciones inferiores a su concentracion micelar critica (CMC) valor
que es tipicamente bastante alto en los casos de tensioactivos convencionales de bajo peso
molecular [17].

Actualmente son multiples los sistemas de administracion de fdrmacos que se
encuentran en pleno desarrollo, tanto para la vehiculizacion de drogas hidrofilicas como
hidrofobicas. De ellos, cabe destacar a los siguientes: liposomas, microemulsiones,

ciclodextrinas, dendrimeros, nanoparticulas y micelas.
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4.1.1 Liposomas

Son vesiculas nanométricas formadas por una o mas bicapas lipidicas, estructuras
tipicas de las membranas bioldgicas, formadas por dos filas de lipidos enfrentadas por sus
colas hidrofobicas. El interior acuoso de estas estructuras brinda la posibilidad de
encapsular farmacos de naturaleza polar. Por otro lado, las moléculas lipofilicas y
anfifilicas se pueden solubilizar dentro de la bicapa lipidica de acuerdo a su afinidad con
los fosfolipidos (Figura 1).

Los procedimientos actuales de elaboracion de liposomas son bastante numerosos,
pudiéndose seleccionar el método en funcion del tipo de liposoma que se desea obtener, la
necesidad o no de utilizar disolventes organicos, etc. En general éstos son métodos
tediosos y largos; sin embargo se ha logrado la reproducibilidad de los mismos mediante el
uso de técnicas de sonicacion y extrusion a través de membranas de policarbonato con
diferente tamafio de poro. Por otro lado, estos preparados se desestabilizan con bastante
rapidez en solucion, por lo que deben ser estabilizados por medio de la liofilizacion [18] en
presencia de crioprotectores como carbohidratos u oligdémeros de glucosa, o mediante la
formacion de los llamados proliposomas [19], particularmente los obtenidos por secado en
lecho fluido [20]. En ambas estrategias se asume que la forma de evitar la inestabilidad,
tanto fisica como quimica, es la conservacion en ausencia de agua.

Una desventaja importante que tiene el uso de liposomas en la administracion
endovenosa de farmacos es la desestabilizacion que sufren éstos cuando alcanzan el
torrente sanguineo, relacionada con la interaccion con las lipoproteinas de alta densidad
(HDL). Aunque esta interaccion no es totalmente conocida, se sabe que las HDL actian
removiendo bicapas lipidicas, lo cual facilita la adsorcion o inclusion de opsoninas como
fibronectina, proteina C reactiva, a-2 macroglobulina, etc., que juegan un papel importante
en el reconocimiento de los liposomas y otras particulas por parte de los macréfagos del
sistema reticulo-endotelial [21]. Esta problemdtica ha conducido al desarrollo de los
llamados liposomas “stealth” o estéricamente estabilizados, recurriendo al recubrimiento
de éstos con polimeros hidrofilicos y flexibles [22]. Entre los polimeros que presentan
estas caracteristicas y son biocompatibles, estan los polietilenglicoles (PEG) [23], los que
han suscitado mayor interés y sobre los que se han centrado los esfuerzos de un gran
nimero de investigadores. De esta manera, la presencia de PEG en la superficie de los
liposomas previene la adsorcion de proteinas siendo ésta propiedad la responsable de la

larga vida media que presentan in-vivo [24]. Sin embargo, la estabilidad de los liposomas
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con PEG, llamados “pegilados”, no siempre es deseable para conseguir una adecuada
liberacion del farmaco. Si el sistema es internalizado por endocitosis, la presencia de la
cubierta de PEG puede impedir la liberacion del farmaco del endosoma. Por ello se ha
propuesto la utilizacion de sistemas que tengan una union labil PEG-lipido que se rompa
en ¢l medio acido de la vacuola endocitica o en el medio acido de la masa tumoral [25].

La utilizacién de los liposomas como vehiculos para contener farmacos oncologicos
ha sido ampliamente estudiada tanto para farmacos de bajo peso molecular como para
péptidos y proteinas asi como para citoquinas y otros inmunomoduladores, con objeto de
activar macrofagos y convertirlos en tumoricidas. También han sido incluidos en los
liposomas material genético como ADN, oligonucledtidos y ribosomas. Una amplia
variedad de farmacos citostaticos han sido incluidos en liposomas y aunque en algunos
casos se ha encontrado un incremento de la toxicidad, en otros, fundamentalmente los que
contienen antraciclinas, ésta se ha visto disminuida.

El hecho de que los vasos resultantes de la respuesta angiogénica inducida por las
células tumorales presenten una mayor permeabilidad, permite el paso de liposomas de un
tamafio de 50 nm; ello, unido a un menor drenaje linfitico determina que estos
nanosistemas se acumulen en el sitio del tumor. Esta idea es la base en la que se
fundamentan las especialidades comercializadas conteniendo doxorrubicina (Doxil® y
Doxopeg®), daunorrubicina (Daunoxome®), citarabina (Depocyt®) y vincristina
(Marqibo®) que ha sido recientemente aprobada por FDA para el tratamiento de pacientes
con leucemia linfoblastica aguda negativa para cromosoma Filadelfia.

Ademas de ser usados en terapia contra el céancer, los liposomas han sido
ampliamente utilizados como sistemas de liberacion de farmacos para tratar multiples

procesos infecciosos producidos por bacterias, hongos, virus y parasitos.
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4.1.2 Microemulsiones

Ciertas sustancias naturales y numerosos productos fabricados por el hombre son
sistemas dispersos liquido-liquido no miscibles, estabilizados por un surfactante. Estos son
reunidos bajo el término genérico de emulsion y son utilizados como vehiculos de
acondicionamiento mixto, acuoso-organico, de pinturas, productos alimenticios, productos
farmacéuticos, productos cosméticos y de higiene, combustibles, fluidos industriales o de
perforacion y productos sanitarios.

Se utiliza el término de macroemulsion o simplemente emulsion para designar
sistemas dispersos fuera del equilibrio, constituidos por dos fases liquidas no miscibles
llamadas simbdlicamente agua (W) y aceite (O). El diametro de gota de las emulsiones
clasicas excede el micrometro, valor correspondiente aproximadamente al tamafio minimo
accesible por agitacion mecanica. Cuando el tamafio de gota se encuentra por debajo de
100 nm, se habla de mini o nanoemulsiones. Sin embargo, cualquiera que sea la dimension
de sus gotas, todas estas emulsiones son sistemas termodindmicamente inestables que se
separan, mas o menos rapidamente, en dos fases.

En cuanto a las microemulsiones, estas no son emulsiones constituidas por
pequenas gotas, como crey6 Schulman cuando él propuso esta denominacion en 1959 [26];
sino sistemas monofasicos dentro de los cuales un surfactante particularmente eficaz hace
posible la coexistencia, a escala casi molecular, de aceite y agua. Asi, las microemulsiones
presentan microdominios deformables de agua y de aceite, separados por una pelicula
delgada y fluctuante de surfactante (Figura 2). A menudo estos microdominios estan
interconectados y no son necesariamente esféricos, poseen pequefias dimensiones y
fluctian rapidamente dentro del tiempo y el espacio. Contrariamente a las macro / mini /
nanoemulsiones, las microemulsiones son termodinamicamente estables. Ademas, son
Opticamente isotropicas y transparentes y poseen una baja viscosidad.

Dependiendo de las propiedades fisico-quimicas de los constituyentes y de la
composicion, la estabilidad de la microemulsion puede verse afectada por la adicion de
buffers, electrolitos, conservantes, polimeros y drogas, que pueden alterar su estructura y la
region/intervalo de existencia de la misma. La temperatura usualmente también ejerce un
efecto sobre la formacién y existencia de region de microemulsiones ya que el Balance
Hidrofilico/Lipofilico (BHL) de los surfactantes puede cambiar con la temperatura y

desestabilizar la interfase. Por lo tanto, la estabilidad de la formulacion microemulsiva
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final debe ser siempre examinada dentro de los rangos de temperatura de almacenamiento
y aplicacion.

Comunmente en el caso de microemulsiones de aplicaciéon farmacéutica, éstas
contienen componentes adicionales tales como un co-surfactante y/o una droga. El co-
surfactante es también anfifilico con afinidad tanto por el aceite como por la fase acuosa y
se particiona en la monocapa que forma junto con el surfactante en la interfase aceite-agua.
Sin embargo, no necesita obligatoriamente ser capaz de formar estructuras de asociacion
por si mismo. Una amplia variedad de moléculas pueden funcionar como co-surfactantes
incluyendo surfactantes no i6nicos, alcoholes, acidos alcanoicos, alcanodioles y aminas
alquilicas [27].

Lo atractivo de los sistemas microemulsivos o/w reside en su habilidad para
incorporar drogas hidrofobicas en la fase oleosa apolar, aumentando de esta manera su
solubilidad aparente [28,29]. Estos han sido usados para solubilizar drogas esteroideas
tales como corticoides (prednisolona, hidrocortisona y betametasona) y hormonas sexuales
como testosterona, progesterona y sus ésteres [30]. Cabe destacar que las drogas
hidrofébicas necesitan tener una solubilidad significativa en la fase oleosa utilizada para
que el sistema microemulsivo o/w ofrezca ventajas sobre el sistema micelar clasico. Las
microemulsiones w/o también fueron utilizadas para drogas peptidicas labiles; se han
vehiculizado prodrogas de ibuprofeno y 4cido flufendmico en microemulsiones
fosfolipidicas.

Sigue existiendo, sin embargo, una considerable necesidad de continuar trabajando
en la caracterizacion del comportamiento fisico-quimico de este tipo de formulaciones para

que sean empleadas como vehiculos de administracion de drogas multiproposito.
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4.1.3 Ciclodextrinas (CD)

Son una familia de oligosacaridos ciclicos formados por 6 (a), 7 (B) u 8 (y)

unidades de a-D-[1,4] glucosa, que resultan de la degradacion enzimatica del almidon,
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catalizada por la ciclomaltodextrina glucanotransferasa. Las tres ciclodextrinas tienen una
estructura similar, considerando la longitud y orientacidon de sus enlaces, que es toroidal y
rigida en la que los grupos 3-OH, 2-OH y 6-OH se encuentran en los bordes (Figura 3).
Estos grupos hidroxilo libres situados en el exterior de la superficie de los anillos hacen
que las ciclodextrinas sean hidrofilicas y solubles en agua, resultado de la capacidad de
interaccion de dichos grupos hidroxilo con el medio acuoso, siendo mayor para la y-
ciclodextrina y la a-ciclodextrina.

La cavidad formada en las diferentes CDs tienen distinto diametro dependiendo del
nimero de residuos de glucosa, sin embargo la profundidad es la misma en las tres. Esta
cavidad interna de naturaleza hidrofobica, es una caracteristica estructural fundamental de
la ciclodextrinas, que le proporciona la capacidad de formar complejos con otras moléculas
de muy diversa naturaleza que deberdn tener un tamafio compatible con la cavidad interna
de la CD, permitiendo formar asi un complejo de inclusion estable.

Las CDs son moléculas quimica y fisicamente muy estables con capacidad de
formar complejos con una gran variedad de compuestos orgénicos. El mayor porcentaje de
CDs usadas comercialmente corresponde a la alimentacién [31], a la cosmética y aseo
personal [32] como, por ejemplo, la eliminacion de olores formados en la degradacion
microbiana del sudor, incorporandose con este fin en desodorantes de barra. Sin embargo,
es indudable que el mayor esfuerzo en investigacion estd relacionado con su potencial
aplicacion farmacéutica [33].

Tal como se menciono, la mayoria de los farmacos son poco solubles en agua vy,
consecuentemente, su absorcion biologica es lenta y frecuentemente poco eficaz; son
sensibles a la oxidacion y pueden descomponerse por la luz y el calor. Muchas de estas
moléculas son capaces de formar facilmente complejos con las ciclodextrinas, logrando
mejorar asi su biodisponibilidad y estabilidad frente a condiciones externas adversas.

Con frecuencia, es necesario combinar multiples sustancias o farmacos activos
dentro de una formulacion, para conseguir efectos sinérgicos. Sin embargo, algunos de los
compuestos son incompatibles en el medio y en estos casos la microencapsulacion de los
ingredientes incompatibles dentro de las ciclodextrinas, permite estabilizar la formulacion
mediante la separacion fisica de los componentes, evitando asi la interaccion quimica entre
ellos.

En general, las ciclodextrinas y sus derivados ofrecen, en la actualidad, otras
posibilidades de aplicacion: son eficaces en la separacion cromatografica mediante

reconocimiento molecular de mezclas de sustancias complejas, incluyendo la
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diferenciacion de moléculas enantioméricas; tienen actividad catalitica, siendo de interés
como modelos enzimadticos; se utilizan como receptores de nucleotidos; precursores de

tubos moleculares; sensores quimicos, etc. [34].

Figura 3. Representacion
esquemadtica de la estructura de las
ciclodextrinas y de su capacidad

para solubilizar farmacos

hidrofobicos

D Farmaco Complexo I:1
farmaco-CD

(]

D Farmaco Complexo 1:
farmaco-CD

4.1.4 Dendrimeros

Son macromoléculas de tamafio nanométrico, con muchas ramificaciones, una
estructura globular o semiglobular, una baja polidispersiéon en comparacion con los
polimeros tradicionales, y un pequefio volumen molecular [35].

La estructura de los dendrimeros se caracteriza por la existencia de un ntcleo, que
determina el tamafo, forma, direccion y multiplicidad, una zona intermedia de capas
concéntricas o capas de amplificacion y una superficie con un numero previsto de grupos
funcionales. Ademas, poseen otras caracteristicas como son su alta estabilidad y la
capacidad de funcionalizar su superficie, que los convierten en buenos candidatos para la
vehiculizacion de farmacos.

Cada una de las capas existentes entre el nicleo y la superficie de la estructura
determina lo que se conoce con el nombre de generacion de la estructura dendritica. A
medida que aumenta la generacion del dendrimero se modifica su estructura y la distancia

entre los grupos superficiales (Figura 4).
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Figura 4. Representacion
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Actualmente estan comercializados diversos dendrimeros PAMAM, conocidos con
el nombre de Starburst, y de PPI con el nombre de Astramol, pero el disefio de
dendrimeros puede basarse en una gran variedad de uniones como por ejemplo poliaminas,
poliamidas y aminas o con subunidades mas hidrofobicas de poliariléter. Otras
modificaciones prometedoras dan origen a los llamados glicodendrimeros; éstos pueden
producirse por la asociacion, en la superficie, con PEG o L-arginina, con ligandos como el
factor de crecimiento epitelial o con P-ciclodextrina. Finalmente también se estan
estudiando nuevos dendrimeros bifuncionales obtenidos con la combinacién de péptidos
cationicos y lipidos [36].

Las investigaciones no se limitan al campo de liberacion de farmacos, los
dendrimeros estdn siendo estudiados como vectores para la liberacion de genes, como
agentes de contraste para las diferentes técnicas de imagen molecular y como nanosoportes
[37]. Los agentes bioactivos, que tienen que ser transportados, pueden ser encapsulados en
el interior del dendrimero o pueden unirse a su superficie por medio de interacciones
quimicas o fisicas. Sin embargo, el interés que los dendrimeros han despertado en la
tecnologia farmacéutica y en numerosos campos de la ciencia no ha ido acompafiado, en
muchos casos, de los correspondientes estudios de biocompatibilidad y toxicidad. En
general las macromoléculas y estructuras policatidnicas producen una desestabilizacion de
las membranas celulares y causan su lisis.

Los dendrimeros PAMAM anidnicos, con grupos carboxilo en la superficie, tienen
menor citotoxicidad y efecto hemolitico e incluso los de baja generacioén no presentan éstos
efectos [38]. Para mejorar la biocompatibilidad de los dendrimeros PAMAM se ha
procedido a una derivatizacion parcial de los grupos amino con uniones PEG o acidos
grasos obteniéndose una importante reduccion en la citotoxicidad y efecto hemolitico si
bien la introduccion de un elevado nimero de cadenas lipidicas o de PEG aumenta la

citotoxicidad [39].
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4.1.5 Nanoparticulas

Son particulas coloidales solidas con un tamafio de 10 a varios cientos de
nandmetros constituidas por polimeros naturales o sintéticos. Dependiendo del proceso
seguido en su elaboraciéon se pueden obtener dos tipos de estructuras: nanoesferas o
nanocapsulas. Las primeras tienen una estructura tipo matriz polimérica, en la que el
principio activo se encuentra dispersado, mientras que las segundas poseen un nticleo de
caracter oleoso, que contiene el farmaco, rodeado de una cubierta polimérica. Debido a la
elevada superficie especifica de estos sistemas el farmaco también puede ser adsorbido en

la superficie del sistema nanoparticular (Figura 5).

Nanoesferas Figura 5. Representacion
esquemadtica de la estructura de
nanoesferas y nanocapsulas y su

CR T Earmace capacidad para vehiculizar

estructura

: adsorbido fdrmacos.

Nanocéapsulas

Los métodos de preparacion de las nanoparticulas son actualmente muy numerosos,
pudiendo agruparlos en aquellos en los que se realiza una polimerizacion a partir de
monoémeros o bien aquellos que parten del polimero. La eleccion del método de
preparacion depende de las caracteristicas del material formador del sistema y de las
caracteristicas de solubilidad del principio activo que se desea incorporar. Las propiedades
del material en aspectos como la biocompatibilidad, caracteristicas de degradacion,
caracteristicas de liberacion deseadas para el principio activo son fundamentales a la hora
de definir el tipo de aplicacion biomédica.

La conservacion estable de estos sistemas se logra mediante la liofilizacion, siendo
necesaria la incorporacion de crioprotectores como la trehalosa que impidan la agregacion
de las nanoparticulas durante el proceso, hecho que se presenta frecuentemente en las
nanocapsulas o con ciertos polimeros.

La primera formulacion de nanoparticulas poliméricas comercializada ha sido la de
nanoparticulas de albumina para la vehiculizacion de paclitaxel, con un tamafio medio de

130 nm. Esta formulacion, denominada Abraxane®, fue aprobada por la FDA (Food and
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Drug Administration) en 2005 para el tratamiento del cancer de mama metastasico. La
mayor eficacia de Abraxane sobre la formulacién clésica de paclitaxel (Taxol®) fue
atribuida, en principio, al hecho de que los pacientes podian recibir dosis mas elevadas
debido a la ausencia de Cremophor, solvente toxico y principal causante de lo efectos
secundarios de esta formulacion. Sin embargo estudios posteriores han puesto de
manifiesto que la albimina interacciona con dos proteinas que la transportan, junto al
paclitaxel, hacia la masa tumoral. La primera proteina, llamada gp60, se localiza en la
superficie de las células del endotelio vascular y a consecuencia de esta interaccion tienen
lugar una serie de procesos bioquimicos que determinan que las nanoparticulas se
acumulen en el fluido intersticial que rodea el tumor [40-42]. La segunda proteina,
denominada SPARC (proteina secretada acida y rica en cisteina) o BM40 u osteonectina,
se encuentra en la superficie de muchas células tumorales e interacciona con la albumina lo
que da lugar a una mayor concentracion de paclitaxel en estas células [43].

Los estudios clinicos demostraron que el Abraxane® consigue ralentizar el curso de
la enfermedad, aumentando la supervivencia de los pacientes de cancer de mama [44].
Abraxis Bioscience ha empleado esta misma tecnologia para la formulacion de
nanoparticulas de albiimina con el farmaco citostatico docetaxel (ABI-008) y con el
antibidtico rapamicina (ABI-009), que se encuentran actualmente en fase clinica II y I,

respectivamente [45].

4.1.6 Micelas

Estas representan dispersiones coloidales con particulas normalmente de tamafio
entre los 5y 100 nm y pertenecen a una familia numerosa de sistemas de dispersion que
consta de particulas (llamada fase dispersa), distribuidas en una fase continua (denominada
medio de dispersion).

Las micelas se forman espontdneamente bajo cierta concentracion y temperatura a
partir de agentes anfifilicos o surfactantes, moléculas que consisten en dos regiones
claramente diferenciadas, una hidrofilica y otra hidrofoébica. A bajas concentraciones en un
medio acuoso, tales moléculas anfifilicas existen por separado (mondmeros), sin embargo,
a medida que su concentracion se incrementa, la agregacion se lleva a cabo dentro de un
intervalo de concentracion bastante estrecho. La concentracion de un mondmero anfifilico
a la cual aparecen las micelas se llama concentracién micelar critica (CMC); mientras que

la temperatura por debajo de la cual las moléculas anfifilicas existen como mondémeros y
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por encima existen como agregados se llama temperatura de micelizacion critica (TMC).
Encima de la CMC, toda molécula de surfactante se encuentra formando micelas y la
concentracion de surfactante en estado monomérico o no asociado, queda practicamente
constante. Sin embargo se debe destacar que el equilibrio mondmero-micela es de tipo
dinamico, es decir, que existe un intercambio permanente de moléculas entre las micelas y
la fase acuosa.

Las micelas se caracterizan por estar formadas por un numero constante de
unidades monoméricas, llamado niimero de agregacion (N), que depende del tipo de
anfifilo y del ambiente fisico-quimico en que éstos se encuentren (electrolitos, temperatura,
etc.).

La arquitectura de la molécula anfifilica y la carga del grupo polar desempenan
importantes papeles en la forma de la micela. Se puede demostrar que ésta depende de los
valores relativos de la longitud de la cola hidrofobica (1), area de la cabeza o grupo polar
(a) y del volumen molecular de la molécula (v). Israelachvili et al. [46] han argumentado
que, dependiendo del valor del pardmetro de empaquetamiento p (= v/a.l), los agregados de
surfactante podrian adquirir diferentes formas. Estos autores demostraron que, en general,
las micelas adoptan forma esférica cuando p < 1/3 y son elipsoidales y cilindricas cuando
1/3 <p < 1/2. Los agregados del surfactante tienden a ser bicapas para valoresde p>1/2 y
en casos apropiados este valor también puede resultar en la formacion de vesiculas (Tabla
1).

Cabe mencionar que el area efectiva de la cabeza polar del anfifilo puede ser
alterada por la adicién de sales o por cambios en la temperatura de la solucion micelar y
esto producird cambios en la forma micelar adoptada [47,48]. Por ejemplo, la adicién de un
electrolito a una solucién micelar idnica, disminuye la repulsion electrostatica entre las
cabezas polares, modificando el valor de “a”. Este valor también se ve modificado en el
caso de tensioactivos no-ionicos cuando se produce un aumento en la temperatura de la

solucion que genera la deshidratacion de los grupos hidrofilicos.
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Parametro critico de Forma de Estucturas
empaquetamiento empaquetamiento formadas
p=v/al critico
Cono Micelas esféricas

&

Cono trmeado Micelas cilindricas
‘5 ° o l.

. . .
Cono trumeado Bicapas flexibles,
Vesiculas

%ﬁ\%& %7%

1

Bicapas planas

i
ﬁkﬂJ OO

Tabla 1. Pardmetro de empaquetamiento de surfactantes y varias de las estructuras que

n:"

forman en soluciones acuosas.

La formacioén de micelas en agua es impulsada por la disminucion de la energia
libre del sistema debido a la remocion de fragmentos hidrofobicos del ambiente acuoso y el
re-establecimiento de la red de puentes hidrogeno en el agua. La ganancia adicional de
energia resulta de la formacion de uniones de Van der Waals entre los bloques
hidrofébicos en el nticleo de las micelas [49]. Asi, los fragmentos hidréfobicos del anfifilo
forman el nucleo de una micela, mientras que los fragmentos hidrofilicos forman su

superficie (Figura 6) [50].
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Cubierta
Hidrofilica

Figura 6. Representacion
esquemdtica de una micela en

solucion acuosa.

Nucleo
Hidrofobico

Las micelas pueden utilizarse como vehiculos de firmacos en medios acuosos;
¢éstas solubilizan moléculas no polares de baja solubilidad en el nicleo micelar, mientras
que moléculas polares podrian ser adsorbidas en la superficie micelar y sustancias de
polaridad intermedia podrian distribuirse a lo largo de las moléculas surfactantes en
posiciones intermedias. En este contexto, el uso de las micelas proporciona un conjunto de
claras ventajas [10,12]. La solubilizacion de farmacos utilizando surfactantes formadores
de micelas resulta en un aumento de la solubilidad en agua de un firmaco escasamente
soluble, mejorando asi su biodisponibilidad; ademés produce una reduccion de su toxicidad
y otros efectos adversos, un aumento de su permeabilidad a través de las barreras
fisiologicas y produce cambios sustanciales y favorables en la biodistribucion de la droga.
Por otro lado, la cubierta hidrofilica de las micelas protege al fairmaco incorporado al
mantenerlo aislado del ambiente acuoso externo, evitando asi procesos de hidrdlisis y
degradacion enzimatica. Ademds, esta cubierta impide que se produzcan fendmenos
indeseables como agregacion inter-micelar, adhesion o fusiéon con globulos rojos y
reconocimiento por los macréfagos del sistema reticulo endotelial, permitiendo de esta
manera prolongar el tiempo de circulacion por el torrente sanguineo.

En general las micelas poseen pesos moleculares mayores a 40 kDa y tamafios
menores a los 100 nm, con lo que evitarian dos de los problemas mas graves que tiene la
administracion endovenosa de farmacos: la rapida exclusion renal y la eliminacion por el
sistema reticulo endotelial, respectivamente [51]. Ademas, debido a su pequefio tamafio y a
su prolongado tiempo de circulacion, las micelas demostraron tener una penetracion
espontanea en los intersticios de los compartimientos del cuerpo con el sistema vascular

dafiado (en tumores e infartos) por el efecto EPR [7,52].
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Ademas, las estructuras micelares se pueden direccionar mediante la unidon quimica
de moléculas destino-especificas en su superficie. En este ultimo caso, la liberacion local
de la droga libre desde las micelas en el 6rgano objetivo deberia llevar a un aumento de la
eficacia de la misma. Algunas de estas estructuras pueden ser disefiadas de tal manera que
puedan ser activadas por cambios en el pH del medio ambiente, por estimulos quimicos,
mediante la aplicacion de un campo magnético rdpidamente oscilante, o por aplicacion de
una fuente de calor externa [53,54]. Tales modificaciones ofrecen control sobre la
integridad de la particula, las tasas de liberacion de farmacos, y la ubicacion de la
liberacion del farmaco, por ejemplo, dentro de organelas especificas.

De acuerdo con la literatura disponible, el tamafio habitual de un producto
farmacéutico micelar es entre 10 y 80 nm, su valor de CMC se espera que esté en la region
milimolar o incluso menor, y la eficacia de carga de un farmaco hidrofobico debe ser entre
5y 25 % en peso. Casi todas las vias posibles de administracion de farmacos se han
beneficiado con la utilizacion de formas micelares de las drogas en términos de la
biodisponibilidad aumentada o de la reduccion de los efectos adversos [55]. Se han
sugerido composiciones micelares de diversos farmacos para aplicaciones de uso
parenteral [56], oral [57], nasal y ocular [58].

El uso de micelas preparadas a partir de copolimeros anfifilicos para la
solubilizacion de fAirmacos poco solubles ha atraido mucha atencion recientemente [59,60].
Las micelas poliméricas estdn formadas por copolimeros de bloque que constan de
unidades monoméricas hidrofilicas ¢ hidrofobicas con la longitud del bloque hidrofilico
superior en cierta medida al hidrofobico. Si la longitud de un bloque hidrofilico es
demasiado alta, los copolimeros existen en el agua como mondémeros (moléculas
individuales), mientras que las moléculas con bloque hidrofébico muy largo forman
estructuras con morfologia no micelar, tales como varillas y laminillas.

Similares a las micelas formadas por los detergentes convencionales, las micelas
poliméricas comprenden un nticleo de bloques hidrofébicos, estabilizados por la corona de
cadenas hidrofilicas. Las micelas poliméricas a menudo son mas estables en comparacion
con las micelas preparadas a partir de los detergentes convencionales (tienen menor valor
CMC), algunos co-polimeros anfifilicos tienen valores de CMC tan bajo como 10° M [61],
que es aproximadamente dos Ordenes de magnitud menor que la de los agentes
tensioactivos tales como Tween 80. Es por ello que el uso de micelas poliméricas a
menudo permite lograr un tiempo de circulacion prolongado, biodistribucion favorable y

menor toxicidad de un farmaco.
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Se ha investigado en detalle el proceso de solubilizacién de farmacos insolubles en
agua por copolimeros de bloque anfifilicos formadores de micelas. La simulacion
matematica del proceso de solubilizacion demostrd que la solubilizacidon inicial procede a
través del desplazamiento de las moléculas del solvente (agua) del ntcleo de la micela, y
luego el farmaco solubilizado comienza a acumularse en el centro del nicleo de la micela
empujando los bloques hidréfobicos lejos de esta zona. Una solubilizacion extensa puede
resultar en un cierto aumento de tamafio de las micelas, debido a la expansion de su ntcleo
por el farmaco solubilizado [62].

El factor principal que influye en la eficacia de incorporacion de farmacos en la
micela tiene que ver con el BHL de la misma, es decir con el tamafio de los bloques
formadores de nucleo y de corona. En el primer caso, cuanto mayor sea el bloque
hidroféobico mayor serd el tamafio del nucleo y su capacidad para atrapar firmacos
hidrofobicos. En el segundo caso, el aumento en la longitud de los bloques hidrofilicos
resulta en el aumento del valor CMC, es decir, a una concentracion dada de la solucion del
polimero anfifilico una fraccion mas pequefia de este polimero estard presente en la forma
micelar y por ello la cantidad de la droga asociada a la micela disminuye. Ademas variando
la composicion de la micela asi como el tamafio de los bloques hidrofilico e hidrofébico
del material formador de micelas, se pueden controlar facilmente propiedades de éstas,
tales como el tamano, la capacidad de carga, el tiempo de circulacion, etc.

Como puede verse, son multiples las estrategias que en la actualidad se estan
empleando para la formulacion de farmacos. En la tabla 2 se destacan las principales

ventajas y desventajas del uso de los sistemas de administracion mencionados.
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SISTEMAS DE
ADMINISTRACION VENTAJAS DESVENTAJAS
DE FARMACOS
Biocompatibles Elaboracion compleja
Biode rz dables Baja estabilidad en
Baia t(%xici dad solucion y en circulacion
LIPOSOMAS ) . iy Fusion inespecifica con
Carga de moléculas de distinta
. membranas
polaridad e, .
. ., . Liofilizacion necesaria
Funcionalizacion de su superficie
Estabilidad termodinamica
Carga de moléculas de distinta s .
olaridad Muy dinamicas, coalicion
MICRO- gormaci()n espontdnea de nanogotas
EMULSIONES oot &P Costosos por la gran
Clari dI; d éptica cantidad de tensioactivo
Esterilizacion por filtracion
Carga de moléculas solo
CICLODEXTRINAS Estabilidad fisica y quimica hidrofébicas y de tamafio
Proteccion del farmaco compatible con la cavidad
Alta estabilidad Toxicos, lisis de
Baja polidispersion membranas celulares por
Capacidad de interactuar con la carga (+)
DENDRIMEROS multiples receptores al mismo Rapida liberacion del
tiempo (multivalencia) farmaco
Funcionalizacion de su superficie
Biocompatibles Posible crecimiento de
Proteccion del farmaco E?S;igﬁl:rr(iioerrlltﬂ
NANOPARTICULAS Liberacion controlada e, .
. L Liofilizacion necesaria
Carga de moléculas de distinta . .
olaridad Tendencia a gelificar
polandad ~ . Relativamente baja
Funcionalizacion de su superficie .
capacidad de carga
Biocompatibles
Biodegradables
Carga de moléculas de distinta
?soolsrr(;s?fas Baja estabilidad en
MICELAS Transparentes solugiéq por fenémenos
Formacion espontanea de dilucion
Proteccion del farmaco
Funcionalizacion de sus superficie
No adhesion o agregacion por su
cubierta hidrofilica

Tabla 2. Ventajas y desventajas de distintos sistemas de administracion de farmacos
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4.2 Antecedentes

En los ultimos afios, nuestro grupo de investigacion ha participado en proyectos de
investigacion relacionados a la aplicacion de biopolimeros y biomateriales en el campo de
las nano y microtecnologias, relacionadas a la industria farmacéutica, firmaco-veterinaria,
tecnologia médica y alimenticia [63-66].

En el caso particular de desarrollos de sistemas para vehiculizar drogas de interés
farmacéutico en liposomas, se demostro que el estado de fase de la membrana lipidica y el
del farmaco son aspectos de fundamental importancia al momento de definir el
procedimiento de elaboracion de estos productos. En este campo se desarrolld un
procedimiento para encapsular el antineoplasico doxorrubicina en liposomas utilizando una
estrategia de carga activa de la droga que implica un cambio de su estado de fase al
ingresar al interior acuoso del liposoma, con un didmetro medio de 100 nm (Doxopeg®-
Raffo). Por otra parte, se realizaron estudios por difraccion de rayos X con el objeto de
evaluar la estabilidad fisica de formulaciones de anfotericina B (fungicida de primera linea
de naturaleza anfipatica aunque altamente toxico) en liposomas de tamafio controlado
(Anfogen®).

En el campo de la liberacion controlada y vehiculizacion de farmacos de naturaleza
hidroféobica, nuestro grupo de investigacién se encuentra trabajando activamente en la
caracterizacion de sistemas nano o microestructurados a base de proteinas, polimeros y
complejos supramoleculares de moléculas anfipaticas hidrotrépicas. En este sentido, el
desafio consiste en lograr sistemas nanoestructurados auto-ensamblados de forma tal de
evitar el uso de equipamiento sofisticado (homogeneizacion a alta presion, equipos de
filtracion, evaporador rotatorio, equipos de ultrasonido, etc) y ademas, lograr productos
con mayor estabilidad.

De estos estudios cabe destacar el desarrollo de una nueva estrategia de preparacion
de nanovehiculos para farmacos hidrofobicos basados en el uso de proteinas [67]. En este
trabajo se utilizd la molécula de albumina, y sus propiedades fisico-quimicas, para
solubilizar taxanos, farmacos hidrofobicos muy utilizados en tratamientos oncolédgicos. La
solubilizacion, se produjo espontdneamente cuando los taxanos fueron incubados con la
albumina en un estado parcialmente desnaturalizado, en donde la proteina expone sus

residuos hidrofobicos al ambiente acuoso.
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De las numerosas estrategias que existen actualmente para la vehiculizacion y
administracion de farmacos, tanto de naturaleza hidrofobica como hidrofilica, en este
trabajo de investigacion se plantea la utilizacion de moléculas hidrotrépicas como una
estrategia para la vehiculizacién de farmacos en medios acuosos.

Las moléculas hidrotropicas, se definen como compuestos de naturaleza anfifilica
con un alto contenido hidrofilico, especialmente i6nico, y un menor contenido hidrofébico,
que forman estructuras micelares en medio acuoso

A pesar de la gran cantidad de ventajas que tiene el uso de estructuras micelares
para la vehiculizacion de farmacos, un gran inconveniente que presentan es su baja
estabilidad por desplazamiento del equilibrio micela-monémero hacia el estado
monomérico por dilucidon de las micelas, por ejemplo como ocurre en el torrente sanguineo
cuando éstas son administradas por via endovenosa. Como en este trabajo de investigacion
se propone el uso de moléculas hidrotrépicas, que formen estructuras micelares, para la
vehiculizacion de farmacos de distinta naturaleza polar, esta problematica nos llevd a
elegir trabajar con micelas lipidicas en vez de las clasicas micelas poliméricas. Esta
decision se fundamenta en el hecho de que las micelas polimericas tienen valores de CMC
del orden de 10° M; mientras que las lipidicas, especificamente las formadas por
Gangliosidos, tienen valores de CMC mucho mas bajos, de alrededor de 10® M. Esta
diferencia en los valores de CMC se traduce en una mayor estabilidad para las micelas
lipidicas aun frente a diluciones importantes de la solucion micelar, lo cual tiene una gran
importancia para un sistema cuya via de administracion es la parenteral y en el que interesa
que el farmaco no se libere prematuramente.

De este modo, nos propusimos evaluar la capacidad que tienen los ganglidsidos,
elegidos como modelo de moléculas hidrotropicas, para interaccionar y vehiculizar
farmacos oncologicos; tomando a los taxanos (Paclitaxel y Docetaxel) y a la Doxorrubicina
como representantes de farmacos de naturaleza hidrofobica y anfipatica, respectivamente.
Ademas, se plantea determinar el tipo de interaccion que se produce entre el fArmaco y el
vehiculo, asi como caracterizar las propiedades fisico-quimicas y la estabilidad de los

complejos micela-farmaco formados.
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4.3 Gangliosidos

Los glicoesfingolipidos, y especialmente los ganglidsidos que contienen acido
sidlico, se encuentran en grandes cantidades en la capa externa de las células eucariotas
concentrandose particularmente en los tejidos del sistema nervioso [68-70]. Debido a su
orientacion, los gangliosidos han sido implicados en una variedad de eventos de la
superficie celular, tales como fendmenos de reconocimiento y biotransduccion de
informacion a través de membranas [71-73].

Los gangliosidos influyen en la dinamica funcional de las membranas celulares de
varias maneras: contribuyen a la rigidez de las membranas, estdn implicados en la
transferencia de informacién entre las células vecinas o entre las superficies de células y el
medio extracelular (neurotransmisores, hormonas) y modulan el crecimiento celular
mediante la regulacion de procesos de proliferacion y maduracion controlados por factores
de crecimiento polipeptidicos, como el factor de crecimiento de fibroblastos, el factor de
crecimiento epidérmico, o factor tipo 2 de crecimiento de nervios [74].

Por otro lado, estos glicoesfingolipidos se unen especificamente a virus y diversas
toxinas bacterianas, tales como la botulinica, tetanica y colérica, y median las interacciones
entre los microbios y las células huésped durante las infecciones. El ejemplo mejor
conocido es la toxina del colera, una enterotoxina producida por el Vibrio cholerae, cuyo
receptor de superficie celular especifico es gangliosido GM1 [75].

Ademas de estas manifestaciones enddgenas de origen natural, se ha observado que
los ganglioésidos administrados exdgenamente afectan también muchas funciones celulares.
Varios reportes han sugerido que los gangliésidos podrian exhibir una actividad
antioxidante, en particular sobre la peroxidacion lipidica [76,77] y la viabilidad de las
neuronas del cerebro en ratas. Las evidencias de la actividad antioxidante de los
ganglioésidos se han obtenido, con gangliosidos individuales y con una mezcla de
gangliosidos cerebrales y el modo de accion de los €stos incluye diferentes mecanismos,
tales como cambios en la fluidez de la membrana y la estabilizacion de la misma.

Desde el punto de vista estructural, estos lipidos altamente anfipaticos estan
formados por una molécula de ceramida, doble cola hidrofébica comun a todos los
esfingolipidos formada por una esfingosina y un &4cido graso, y una cabeza polar
compuesta por carbohidratos, que incluye al menos entre uno y cuatro monosacaridos, lo

que explica que estas moléculas se encuentren en la capa externa de las membranas
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celulares. Ademas contienen entre una y tres moléculas de acido sialico, clasificAndose
segln este criterio en mono-, di- y trisialogangliésidos (Tabla 3). Asi estos glicolipidos

complejos son reconocidos por ser acidos, solubles en agua y pobremente dializables [78].

NOMBRE .
CODIFICADO ESTRUCTURA QUIMICA
4Gal 81 — 4Glcf1 —1 Cer
GM3 |
NeuSAca2 —3
GalN 1 —4Galg1 — 4Glc81 —1 Cer
. alNac 8 18 8
NeuSAca2 —3
Gal 81 — 3GalNacB1 — 4Gal 81 — 4Glcf1 —1 'Cer
GM1 B B | B B
NeuSAca2 —3
Gal81 — 3GalNacf81 — 4Gal 81 — 4Glc1—1 Cer
GD1a | |
NeuSAca2 —3 NeuSAca2 —3
GalB81 — 3GalNacBl — 4Giillﬁ’1 —4Gle81 —1"Cer
GD1b Nequ&C a2—3
i
NeuSAca 2
GalB81 — 3GalNacpl — 4GililBI — 4Glef1 —1Cer
I
GTla NeuSlAc a2—3 NeuSAca2 —3
i
NeuSAca 2
Giillﬁl — 3GalNacpg1l — 4Gi|llBl —4GIcf1 —1Cer
GT1b NeuSAca2 —3 NeuSlAc a2 —3
i
NeuSAco 2

Tabla 3. Estructura quimica de los principales gangliésidos. Neu5Aa2: Acido neuraminico
o Acido sidlico; Gal: Galactosa; GalNac: N-acetilgalactosamina, Glc: Glucosa; Cer:

Ceramida.
La cadena de oligosacaridos de los gangliosidos es variable debido a la estructura,

contenido, secuencia, y conexiones de los azucares. Esto hace que los gangliésidos formen

una familia muy grande de compuestos. Como todos los ganglidsidos tienen una porcion
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hidrofobica muy similar, las propiedades de empaquetamiento pueden ser cualitativamente
atribuidas a la porcion hidrofilica. De hecho, diferentes ganglidsidos dentro de un agregado
requieren un area interfacial lo suficientemente grande para proporcionar, en la capa
hidrofilica, un lugar lo suficientemente amplio como para albergar la cadena de
oligosacaridos y su agua de hidratacion. Como regla general, cuanto mayor sea el area
interfacial, mas pequefios son los agregados y menor es el nimero de agregacion [79].

Los ganglidésidos se auto-ensamblan espontdneamente en soluciones acuosas,
aquellos con cabeza polar pequeia, tales como GM3 y GM4, forman vesiculas; mientras
que desde el GM2 hasta los ganglidésidos mas complejos, la cabeza polar compuesta por
azucares es tan grande que dejan de forman vesiculas y pasan a formar micelas con un bajo
valor de CMC, entre 107'°-10® M. Es claro que el aumento de las unidades de aziicar del
ganglidsido conduce a un incremento general en el area interfacial de la molécula, que
hace que los agregados sean mas curvos y de menor tamafio [80].

Estas propiedades estructurales de los gangliosidos, asi como su comportamiento
tipo detergente nos llevaron a considerarlos como candidatos prometedores para la

vehiculizacion de fAirmacos de naturaleza hidrofébica o anfipatica.

4.4 Farmacos oncologicos de interés

El cancer es causado por el crecimiento incontrolado y la propagacion de las células
anormales. Los tratamientos efectivos incluyen cirugia, radioterapia, quimioterapia, terapia
hormonal e inmunoterapia. Cada una de estas modalidades tiene sus ventajas y desventajas
y generalmente es necesaria una combinacion de ellas para producir resultados mas
eficaces. Debido a que la mayoria de los tipos de céncer en humanos (> 85%) estan
relacionados con los tumores sélidos, la terapia actual contra el cancer con frecuencia
incluye procesos invasivos como la quimioterapia y la cirugia para eliminar el tumor si es
posible.

Los esfuerzos de investigacion para mejorar la quimioterapia en los ultimos 25 afios
han dado lugar a una mejora en la supervivencia del paciente. Sin embargo, la eficacia de
la terapia y los efectos secundarios posibles varian entre los diferentes agentes. Algunos
medicamentos pueden tener una eficacia excelente, pero también graves efectos
secundarios que afectan la calidad de vida. Ademas, pueden ser dados en cantidades

limitadas por su toxicidad frente a las células normales y porque tienen un muy alto costo.
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Varios farmacos oncoldgicos mas eficaces y menos costosos estan actualmente en
fase de desarrollo. Sin embargo, normalmente se tarda al menos 10 afios y miles de
millones de dolares para descubrir un nuevo medicamento. Por ello es que los
investigadores han puesto énfasis en el desarrollo de nuevos sistemas para la
administracion de farmacos anticancerigenos existentes o de nuevos programas de
administracion, ofreciendo tratamientos menos costosos, mas eficaces y con insignificantes
efectos secundarios.

Debido a que la accién de los quimioterapicos no es especifica sobre células
tumorales, sino que también producen un efecto toxico sobre células normales, idealmente
se requiere una alta concentracion local del farmaco en el sitio de la enfermedad, mientras
que la concentracidon en otros 6rganos y tejidos debe estar por debajo de un cierto nivel
minimo para evitar efectos secundarios negativos. Es por ello que actualmente estan en
pleno desarrollo las modificaciones de los vehiculos para realizar un transporte dirigido de
farmacos.

Generalmente, dos enfoques han sido utilizados para la administracién de farmacos
oncologicos, el direccionamiento por afinidad y el transporte pasivo. El primero intenta
tomar ventaja de los antigenos o receptores sobre-expresados en tumores para dirigir
selectivamente a la droga y al transportador utilizando un péptido, un anticuerpo, o
fragmentos de anticuerpos. En el transporte pasivo, los vehiculos, explotan el efecto EPR
para dirigir la droga al tumor. Este es una consecuencia de la permeabilidad vascular
incrementada por la discontinuidad del endotelio, que facilita la extravasacion del
transportador y posteriormente, la liberacion del farmaco [81] y de la disminucion de la
funcién linfatica de los tumores que permite la permanencia de la droga en el sitio de
accion [82]. De esta manera, particulas pequefias, tales como micelas y liposomas, que van
desde 10 a 500 nm de tamafio, pueden extravasarse y acumularse en el espacio intersticial
debido a la permeabilidad vascular aumentada en esta zona. Si estas particulas estan
cargadas con un determinado fdrmaco, pueden llevar la droga a esta zona y liberarla como
resultado de la degradacion normal del transportador.

De los farmacos oncologicos mas utilizados en la actualidad, que poseen
dificultades en cuanto a su vehiculizacién y posterior administracion, se eligieron a los
taxanos (Paclitaxel y Docetaxel) y a la Doxorrubicina como representantes de fairmacos

hidrofébicos y anfipaticos, respectivamente.
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4.4.1 Taxanos

El Paclitaxel (Ptx) es un producto natural aislado del tejo del Pacifico Taxus
brevifolia, y es uno de los agentes oncolégicos mas activo utilizado [83]. Este y su analogo
sintético, Docetaxel (Dtx), estan aprobados para uso clinico por la FDA en el tratamiento
del cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén no microcitico y cancer de
prostata.

El mecanismo de accion de los taxanos como potentes inhibidores de la replicacion
de las células cancerosas esta relacionado con su capacidad de bloquear el ciclo celular de
estas células en la fase tardia G2-mitdtica mediante la polimerizacion de la tubulina, para
formar microtubulos muy estables, inhibiendo la dindmica normal de la reorganizacion de
la red microtubular [84]. Esto es lo opuesto a lo que ocurre con otros agentes
antimicrotubulares como, por ejemplo, la colchicina, la vincristina o la vinblastina, los
cuales producen el desensamblamiento de los microtibulos.

Los taxanos también son potentes inhibidores de la angiogénesis (formacion de
nuevos vasos sanguineos) y otros procesos involucrados en el desarrollo de la inflamacion
cronica. Esta actividad es debida en parte a la habilidad que tiene el farmaco para inhibir la
transcripcion del factor AP-1. Este es un regulador de genes involucrados en la produccién
de (1) metaloproteinasas de matriz, (2) citoquinas asociadas con la inflamacion crénica y
(3) proteinas necesarias para la proliferacion celular. Asi, los taxanos inhiben a un
regulador que juega un papel importante en la inflamacion crénica y en condiciones que

dependen de la angiogénesis, incluyendo el crecimiento tumoral.

Figura 7. Estructura quimica del Ptx.

A pesar de ser potentes farmacos anticancerigenos, su estructura quimica (Figura
7) les confiere una pobre solubilidad acuosa (menos de 10 pg.mL™) que dificulta su
formulacion. Se han producido varios derivados del Ptx con la intencién de mejorar la

solubilidad del mismo, sin embargo la mayoria de estos derivados solubles reducen su
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actividad antitumoral; probablemente, debido a que éstos poseen un mayor tamaio
molecular que disminuye la habilidad del farmaco de difundir pasivamente a través de las
membranas celular y nuclear de las células cancerigenas.

Luego de una extensa investigacion de varios excipientes para permitir la
administracion parenteral, una opcion viable se encontrd en el Taxol ® (Bristol-Myers
Squibb, Princeton, NJ), una de las formulaciones actualmente comercializados de Ptx, en la
que el farmaco se solubiliza en una mezcla de aceite de ricino polietoxilado (Cremophor
®) al 50 % (v/v) y de etanol deshidratado al 50 % (v/v) con una concentracién de Ptx de 6
mg.mL”'. Sin embargo, esta formulacién presenta varias desventajas toxicologicas,
farmacologicas y farmacéuticas. El Cremophor puede provocar una serie de efectos no
deseados tales como hipersensibilidad, neurotoxicidad y nefrotoxicidad [85]. Aunque la
incidencia de hipersensibilidad grave se ha reducido mediante un régimen de pre-
medicacion con corticoesteroides y antihistaminicos, los efectos secundarios ain se
producen en el 5-30 % de los pacientes tratados.

Por otra parte la alta toxicidad del Ptx en si mismo constituye un problema
adicional, y se ha informado que el mantenimiento de una concentracion sistémica
terapéuticamente significativa del farmaco es causante de reacciones graves. Ademas, se
ha descripto que esta formulacion precipita luego de la dilucion con el liquido de infusion
(solucion de dextrosa o fisioldgica), y que en algunas composiciones se forman
precipitados fibrosos durante el almacenamiento por periodos prolongados de tiempo [86].

Se han propuesto otros disolventes organicos para la administracion del Ptx, como
el PEG, DMSO, polisorbato 80. Sin embargo, ninguno de ellos logré reducir la toxicidad
asociada al Cremophor y algunos hasta disminuyeron la actividad antitumoral del farmaco
en estudios de tumores murinos.

Con el fin de evitar las toxicidades asociadas con los co-solventes requeridos para
la administracion del Ptx, varias estrategias han sido evaluadas, tales como las
nanoparticulas, liposomas, emulsiones y varios sistemas micelares. Esta busqueda de
nuevas estrategias llevaron al desarrollo de diferentes formulaciones de Ptx asociadas con
albumina sérica humana (Alb) y otros polimeros. Una de ellas (Abraxane ®; ABI-007;
nab paclitaxel) ha sido aprobada en mas de 40 paises para el tratamiento del cancer de
mama metastdsico y se encuentra bajo ensayos clinicos para varios tumores. La albumina
se une al paclitaxel de manera reversible (no covalente), lo que permite que el firmaco sea
transportado en el cuerpo y liberado facilmente en la superficie celular. Como se menciond

previamente, esta formulacidon explota la via del receptor gp60 ubicado en las paredes de
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las células endoteliales de los microvasos tumorales que permite el transporte de los
complejos de alblimina a través de la pared del vaso sanguineo hacia el tejido tumoral
subyacente [41-43]. Ademds, a interaccion con la proteina secretada SPARC permite
mejorar las concentraciones intratumorales del fArmaco [44].

Esta nueva formulacion se prepara mediante la homogeneizacion a alta presion de
paclitaxel en presencia de albimina humana a una concentracion de 3-4 %, similar a la
concentracion de albumina en la sangre, lo que resulta en una suspension coloidal de
nanoparticulas con un didmetro medio de 130-150 nm [42].

Ademas, nab-paclitaxel puede ser reconstituido en solucidén salina normal a
concentraciones de 2-10 mg.mL"', comparado con 0.3-1.2 mg.mL" para el Taxol [42]. Por
lo tanto, la infusiébn de nab-paclitaxel requiere menos volumen y menor tiempo de
administraciéon en comparacion con la formulacion estdndar de paclitaxel. Ademads, la
ausencia del Cremophor elimina la necesidad de premedicacion con esteroides y alivia el
peligro de lixiviacion de plastificantes de las bolsas o tubos de infusion. Sin embargo, esta
formulacion tiene una estabilidad muy limitada cuando se la reconstituye en solucion
salina (un maximo de 8 horas refrigerada de 2 a 8 °C) [42,43].

A pesar de que con esta formulacion se ha mejorado el direccionamiento hacia los
tumores, disminuyendo los efectos secundarios adversos sobre 6rganos y tejidos sanos, aun
no se ha logrado eliminar completamente los efectos adversos asociados a los tratamientos
quimioterapéuticos a base del Ptx. Es por ello que actualmente siguen siendo buscadas
formulaciones alternativas para esta clase de farmacos.

Para el caso particular del Docetaxel, se han utilizado micelas de polisorbato 80
(Tween 80), un surfactante i6nico, para mantener soluble al firmaco en medio acuoso,
dando origen al Taxotere®, formulacion actualmente comercializada de Dtx. Sin embargo,
la gran cantidad de polisorbato 80 utilizada ha sido asociada con reacciones de
hipersensibilidad severa como, retencion de liquidos, neurotoxicidad, toxicidad
musculoesquelética y neutropenia [87], por lo que recientemente existe un interés creciente
en el desarrollo de formulaciones de Dtx libres de este surfactante [88].

Las micelas poliméricas también han sido estudiadas para formular taxanos. Por
ejemplo, el Genexol-PM solubiliza al Ptx mediante el uso de un polimero biodegradable
[89]. En estudios in-vitro, este complejo demostro tener una citotoxicidad comparable al
Ptx disponible comercialmente contra varias lineas celulares de cancer humanos,
incluyendo ovario, mama, pulmon no microcitico y cancer de colon. Ademas, la eficacia

antitumoral in-vivo del Ptx en esta micela polimérica ha superado a la del Taxol en una
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gran variedad de lineas celulares tumorales [90]. También se ha demostrado que esta
formulacion libre de Cremophor permite la administracién de dosis mas elevadas de droga
que el paclitaxel convencional sin aumento asociado en toxicidades.

El DHA-paclitaxel o Taxoprexin® es un nuevo compuesto formado por uniéon
covalente del 4cido graso natural docosahexaenoico (DHA) y el paclitaxel. Este conjugado
fue disefiado para funcionar como un profirmaco y acumularse preferentemente en el
tejido tumoral [91]. La preparacion clinica de DHA-paclitaxel es formulado en un vehiculo
que contiene 80 % menos de Cremophor y etanol que la formulacioén estdndar de Taxol.
Este agente puede ser reconstituido en dextrosa al 5 % a una concentracion maxima de 8
mg.mL" y administrarse por via intravenosa durante 2 horas cada 21 dias. Sin embargo,
debido a la presencia de Cremophor, esta formulacién también requiere una premedicacion
con esteroides y antihistaminicos, asi como tubos y sistemas de filtracion libres de PVC
para la administracion del farmaco.

Polyglumex-paclitaxel (CT-2103; XytotaxTM) es otro conjugado postulado para
aumentar la solubilidad de los farmacos hidrofébicos, aumentar la permeabilidad del tumor
y la retencion del paclitaxel, reducir al minimo la exposicion del tejido normal a la droga
libre y evadir las bombas de eflujo de multiples farmacos a través de la captacion tumoral
por pinocitocis [92]. Polyglumex-paclitaxel es una macromolécula que consiste en un
polimero de 4cido glutdmico, un aminoacido de origen natural, biodegradable, soluble en
agua unido al Ptx. A diferencia de la formulacion estandar de paclitaxel, la preparacion
clinica de polyglumex-paclitaxel no contiene el vehiculo téoxico Cremophor, debido a la
capacidad del 4cido poliglutamico para mantener en estado soluble a moléculas altamente
hidrofobicas como el Ptx. Esto se traduce en tiempos de infusion mdas cortos y la
eliminacion de la premedicacion con esteroides y antihistaminicos. Este agente puede ser
administrado de forma segura durante 10 min a través de una vena periférica, cada 21 dias.

Otra de las estrategias que se ha usado activamente para solubilizar al Ptx son los
liposomas. Estos, tienen muchas ventajas sobre otras formulaciones, tales como ser mas
biocompatibles y capaces de reducir la toxicidad del farmaco sin modificar la eficacia del
mismo contra las células tumorales. Sin embargo, la limitada carga de farmaco y la
insuficiente estabilidad en almacenamiento son dos obsticulos importantes para su

aplicacion [93,94].
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4.4.2 Doxorrubicina (DOX)

Es un antibiotico antraciclina que actiia ademés como farmaco oncologico y que es
considerado como la primera linea de eleccion en el tratamiento de cancer de mama,
tumores solidos infantiles, sarcomas de tejidos blandos y linfomas agresivos (Figura 8)
[95]. Esta interactia con el ADN por intercalacion, produciendo la inhibicion de la
biosintesis macromolecular. La intercalacion de la DOX inhibe la progresion de la enzima
topoisomerasa II, que desenrolla el ADN para la transcripcion, deteniendo asi el proceso

de replicacion.

Figura 8. Estructura quimica de la
DOX.

OH

NH,

El uso de la DOX estd limitado por producir una significativa cardiotoxicidad,
nefrotoxicidad y hepatotoxicidad y también por su corto tiempo de circulacién. Varios
métodos se exploraron para mejorar el indice terapéutico de las antraciclinas y para
ampliar su utilidad mediante el uso de diversos sistemas de administracion de farmacos,
por ejemplo, los liposomas y los conjugados de polimeros basados en anticuerpos. En este
contexto, se ha encontrado que la encapsulacion de DOX dentro de los liposomas
disminuye la cardiotoxicidad asociada con la forma libre del firmaco mientras se mantiene
la potencia como agente anticancerigeno. Ademas, varios estudios han demostrado que las
toxicidades agudas y cronicas asociadas con el uso del fairmaco libre se reducen cuando el
mismo esta en la forma liposomal. Por otro lado, como la formulacion liposomal es menos
toxica, se puede aumentar la dosis de administracion del farmaco, dando como resultado
una eficacia mejorada y un aumento en el indice terapéutico.

En este sentido, se han utilizado una gran variedad de formulaciones de DOX
liposomal para evaluar el valor terapéutico de estos sistemas en modelos animales.
Desafortunadamente, estas formulaciones son dificiles de comparar debido a la amplia

variacion en el grado de lamelaridad, tamafio, composicion lipidica, relaciéon molar droga-
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lipido y eficacia de atrapamiento del sistema. Estas variaciones estdn a menudo asociadas
al procedimiento pasivo de atrapamiento o de carga. En esta técnica, el lipido y la droga
estdn co-dispersos en un buffer acuoso, logrando asi el atrapamiento mientras los
liposomas se estan formando. Cuando los liposomas de DOX se preparan de esta manera,
se observa una pobre retencion del farmaco, aunque cambios en la composicion lipidica
pueden mejorar tanto la captura como la retencion del mismo. También se ha estudiado
que la presencia de lipidos cargados negativamente en el liposoma, aumenta la asociacion
de DOX con las vesiculas. Sin embargo, también esta establecido que estos lipidos resultan
en una rapida eliminacién de los liposomas del torrente sanguineo. Por lo tanto, los
cambios resultantes en el comportamiento bioldgico no pueden ser correlacionados a una
caracteristica fisica especifica del sistema liposomal.

La incapacidad para manipular por separado las propiedades de los preparados de
DOX liposomal limita los intentos para seleccionar formulaciones optimizadas. La
generacion de un sistema optimizado requiere un proceso para generar formulaciones bien
caracterizadas con propiedades fisicas bien definidas, tales como el tamafio de vesicula,
relacion farmaco-lipido, composicion lipidica y retencion del fArmaco; todas caracteristicas
que van a influir directamente en la vida media y eficacia del sistema liposomal.

Aprovechando que la molécula de DOX es una base anfipatica débil (pKa 8.3), ésta
puede ser incorporada en el interior acuoso de vesiculas preformadas mediante la
aplicacion de un gradiente i6nico o de pH a través de la bicapa del liposoma o
polimersoma. Asi, la utilizacion de un gradiente de pH para la preparacion de la DOX
liposomal evita los problemas asociados al método del atrapamiento pasivo [96]. Este
método ha sido extremadamente util en la identificacion de las variables que reducen la
toxicidad y aumenten la eficacia de la DOX-liposomal. Por ejemplo, se ha incorporado la
DOX en vesiculas aplicando un gradiente de pH desde 7 por fuera de la vesicula hacia pH
4 adentro de la misma. La DOX permea a través de la membrana de la vesicula y co-
precipita con los iones citratos previamente encapsulados usados para lograr un interior de
condiciones acidas. De esta manera los niveles de carga de DOX aumentan de 10 a 20
veces comparados con aquellos niveles obtenidos sin el uso del gradiente de pH [97]. Sin
embargo, cabe mencionar que los gradientes son inestables y las moléculas de farmaco
tienden a escaparse, con una vida media que ronda desde minutos a horas dependiendo de
la composicion de la bicapa.

En este aspecto, la estabilidad del farmaco encapsulado ha sido mejorada usando un

gradiente de sulfato de amonio. La incorporacién es entonces el resultado del intercambio
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de DOX por los iones amonio ubicados en el interior de la vesicula [98], mientras que con
el método de gradiente de pH se observan haces de fibras de iones citrato y DOX. Los
iones manganeso también han sido usados para establecer un gradiente idnico para
favorecer la entrada de DOX en el liposoma [99].

Existen varias formulaciones de DOX-liposomal actualmente en el mercado con el
objetivo de reducir la cardiotoxicidad y mantener la eficacia antitumoral de la DOX.

Doxil®, también llamado Caelyx, es un sistema de encapsulacion de DOX-HCI
mediante el uso de un gradiente de sulfato de amonio en liposomas pegilados (con una
cubierta de polietilenglicol) desarrollado para el tratamiento del sarcoma de Kaposi en
pacientes con SIDA, que causa lesiones que crecen bajo la piel, en la comisura de la boca,
nariz y garganta, en otros 6rganos. Ademads, Doxil ha sido aprobado por la FDA para el
tratamiento de céncer de ovario y mieloma multiple [100, 101]. La cubierta con PEG
resulta en una concentracion de Doxil preferentemente en la piel; sin embargo esto produce
un efecto secundario llamado eritrodisestesia palmar plantar (PPE), cominmente conocido
como sindrome mano-pie. Seguida a la administracion de Doxil, pequefias cantidades de la
droga se escapan de los capilares en las palmas de las manos y en las plantas de los pies. El
resultado consiste en enrojecimiento y descamacion de la piel que se vuelve incémodo e
incluso doloroso. En los ensayos clinicos usando una dosis de 50 mg.m™ cada 4 semanas,
el 50,6 % de los pacientes tratados con Doxil desarrollaron el sindrome mano-pie. La
prevalencia de este efecto secundario limita la dosis de Doxil que se puede administrar
comparado a la DOX libre en el mismo régimen de tratamiento, limitando la potencial
subsitucion y reduccion de la cardiotoxicidad producida por la DOX.

Myocet® es una formulacion de DOX en liposomas no-pegilados, aprobada en
Europa y Canadé para el tratamiento de cancer metastatico de mama usado en combinacion
con ciclofosfamida, sin embargo no ha sido todavia aprovado por la FDA para su uso en
Estados Unidos. A diferencia del Doxil, el liposoma Myocet no posee la cubierta de
polietilenglicol y por ello el sidrome mano-pie tiene una muy baja prevalencia. La
minimizacion de este efecto secundario y de los efectos cardiotdoxicos premite la
substitucion de la DOX libre por esta formulacion en el mismo régimen de tratamiento sin
pérdida de eficacia.

Sin embargo, la mayor desventaja de las formulaciones liposomales es que
conllevan procedimientos de encapsulacion largos y tediosos, atin cuando se los optimiza

para ser usados en niveles industriales.
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Por otro lado, también ha sido estudiada la encapsulacion fisica de DOX,

principalmente por efecto hidrofébico, en sistemas autoensamblados basados en co-

polimeros de bloque [102,103] y la incorporacion de la misma en el ntcleo entrecruzado

de micelas de poli (etilenoxido)-b-poli (4cido metracrilico) a través de interacciones

electrostaticas [104].

En la actualidad, se siguen buscando activamente nuevas formulaciones, de

preparacion rapida y sencilla, que puedan vehiculizar este farmaco y reducir los efectos

secundarios nocivos de su administracion manteniendo su efecto biologico.
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Objetivos

La eficacia de muchos farmacos, especialmente aquellos de caracteristicas
hidrofobicas, se encuentra limitada en gran medida por su incapacidad para alcanzar el
sitio correcto de accion terapéutica. Por otra parte, alin para el caso de drogas solubles en
agua, es conocido que so6lo una pequeia fraccion de la dosis administrada alcanza su sitio
terapéutico, mientras que la mayor parte se distribuye a través de todo el cuerpo. Asi, esta
distribucion en organos y tejidos sanos conduce a resultados laterales no deseados y en
algunos casos a una toxicidad severa que limita frecuentemente la dosis de administracion
del farmaco. Por lo tanto, una formulacién farmacéutica ideal para principios activos,
especialmente para los fuertemente hidrofobicos, seria aquella que permita mantener la
droga soluble y estable en medio acuoso y que al mismo tiempo sélo se concentre en el
sitio de accion especifico.

El desarrollo durante los ultimos afios de una gran cantidad de disefios tendientes a
la administracion de farmacos, hidrofilicos e hidrofobicos, responde a la necesidad de
mejoras en las propiedades terapéuticas, el incremento de la efectividad y la reduccion de
los efectos colaterales de los mismos. Algunas de las estrategias utilizadas incluyen el
empleo de liposomas, nanoparticulas, microparticulas, micelas poliméricas, entre otros [1-
3].

En tal sentido, desde hace varios afios, nuestro grupo de investigacion ha estado
trabajando en proyectos de investigacion relacionados a la aplicacion de biopolimeros y
biomateriales en el drea de la nano y microtecnologia, vinculadas a la industria
farmacéutica, fArmaco-veterinaria, tecnologia médica y alimenticia. Con respecto al campo
de la vehiculizacién de farmacos, se ha trabajado activamente en la caracterizacion de
sistemas nano y microestructurados a base de proteinas, polimeros y moléculas anfipaticas
hidrotrdpicas.

En este trabajo se propone el uso de moléculas hidrotropicas como estrategia
principal para la vehiculizacién de farmacos en medio acuoso.

Las moléculas hidrotropicas son definidas como compuestos de naturaleza
anfipatica, con un elevado contenido hidrofilico, especialmente idnico, y un menor
contenido hidrofobico. Debido a su composicion quimica, presentan la particularidad de
formar estructuras de tipo micelar, con una cubierta hidrofilica y un nucleo formado por
dominios hidrofébicos estabilizados, que se encuentra aislado del ambiente acuoso externo
y que brinda un ambiente propicio para la captacion y estabilizacion de fArmacos con baja

solubilidad en agua [4-8].
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Como modelo de molécula hidrotropica, en el presente trabajo se utilizaran a los
ganglidsidos, glicoesfingolipidos complejos que poseen entre una y tres moléculas de acido
sidlico en su estructura que les confiere una carga superficial negativa a pH fisiologico.

Entre los principios activos oncologicos de interés, se utilizaran a los taxanos
(Paclitaxel y Docetaxel) y a la Doxorrubicina como representantes de farmacos de

naturaleza hidrofébica y anfipatica, respectivamente.

5.1 Objetivo General

El objetivo principal del presente trabajo de investigacion es el estudio y
caracterizacion de la interaccion de moléculas hidrotrépicas con drogas oncoldgicas, como

una estrategia de vehiculizacion de farmacos en medios acuosos.

5.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos del presente trabajo de investigacion se plantean:

1. Evaluar la capacidad de los ganglidsidos para vehiculizar fArmacos oncoldgicos en
medio acuoso y determinar el tipo de interaccion existente entre las micelas
formadas por €stos y el principio activo a vehiculizar.

2. Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de los complejos micela-fArmaco
formados.

3. Caracterizar la estabilidad quimica y estructural en medio acuoso de los complejos
transportador-farmaco formados.

4. Estudiar la potencial interaccion de las formulaciones con componentes
plasmaticos humanos: a- actividad hemolitica

b- efecto sobre la agregacion plaquetaria
c- viabilidad de linfocitos
d- interaccion con proteinas plasmaticas

5. Evaluar el efecto citotoxico del farmaco puro y del encapsulado en las
formulaciones micelares obtenidas, sobre lineas celulares en cultivo.

6. Caracterizar la eficacia in vitro de las formulaciones obtenidas.

54



Objetivos

5.3 Bibliografia

Moghimi MS, Hunter AC, Murray JC (2001) Long-circulating and target-specific
nanoparticles: theory to practice. Pharmacol Rev, 53: 283-318.

Adams ML, Lavasanifar A, Kwon GS (2003) Amphiphilic block copolymers for
drug delivery. J Pharm Sci, 92: 1343-1355.

Mishra B, Patel BB, Tiwari S (2010) Colloidal nanocarriers: a review on
formulation technology, types and applications toward targeted drug delivery.
Nanomedicine, 6: 9-24.

Torchilin VP (2007) Micellar nanocarriers: pharmaceutical perspectives. Pharm
Res, 24: 1-16.

Ulrich-Bott B, Wiegandt H (1984) Micellar properties of glycosphingolipids in
aqueous media. J Lipid Res, 25: 1233-1245.

Sonnino S, Canta L, Corti M, Acquotti D, Venerando B (1994) Aggregative
properties of gangliosides in solution. Chem Phys Lipids, 71: 21-45.

Sonnino S, Cantt L, Corti M, Acquotti D, Kirschner G, et al. (1990) Aggregation
properties of semisynthetic GM1 ganglioside (II3NeuSAcGgOse4Cer) containing
an acetyl group as acyl moiety. Chemistry and Physics of Lipids, 56 (1) 49-57.
Brocca P, Canti L, Corti M, Del Favero E, Raudino A (2002) Collective

phenomena in confined micellar systems of gangliosides. Physica A, 304: 117-190.

55



6. CAPITULO 1

Micelas auto-ensambladas de
monosialogangliosidos como
nanovehiculos de taxanos

56



Capitulo 1

6.1 Resumen

En este capitulo se presentan resultados que demuestran que principios activos
altamente hidrofobicos, como los taxanos Paclitaxel (Ptx) y Docetaxel (Dtx), pueden ser
incorporados espontdneamente en nanomicelas de ganglidsidos dando lugar a la formacion
de estructuras estables en solucion acuosa. La eficiencia con que los ganglidsidos pueden
solubilizar los taxanos depende en gran medida de la estructura auto-agregada que forman
éstos en solucion. De esta manera, GM3 que forma vesiculas unilamelares resultdé menos
eficiente para solubilizar los taxanos que aquellos gangliosidos que forman estructuras
micelares (como por ejemplo GM1 y GM?2).

La solubilidad del Ptx en agua aumenté de 1 pg.mL" a 6,3 mg.mL™" luego de su
asociacion con las micelas de GMI1. La incorporacion del Ptx en las micelas de GM1
alcanza un optimo en la relacion molar GM1/Ptx 20/1 cuando la misma se realiza en frio (4
+ 1 °C). Se observo un incremento en la capacidad de solubilizacién de las micelas de
GMI1 con la deshidratacion del grupo polar de éstas por el pre-tratamiento de las micelas a
55 °C. Sin embargo, las estructuras formadas fueron termodindmicamente mas inestables
ya que al cabo de 30 dias de almacenamiento mas de un 15 % del Ptx precipita; comparado
con un 5 % de precipitacion observado para las muestras preparadas en frio.

La ciclizacion del 4cido sialico del GMI1 por tratamiento en medio acido, llevo a
una reduccion importante de su capacidad para solubilizar los taxanos; lo mismo ocurrié
con el reemplazo del acido graso de su grupo ceramida por un grupo dicloro acetilo. Estos
resultados indican que el balance hidrofilico/hidrofobico del GM1 es un aspecto critico
para determinar su capacidad de solubilizacidon de taxanos.

La incorporacion del Ptx en micelas de GM1 induce una reorganizacion estructural
que se evidencia en una proteccion importante de la hidrdlisis del grupo éster del Ptx a pH
alcalino y en una reduccion de la difusion de los monomeros de GM1 o del Ptx desde la
micela hacia la solucion, indicando que é€stas son cinéticamente mas estables que las
micelas de gangliosido.

Los estudios de difraccion de rayos X nos permitieron demostrar que la estructura
cristalina presente en las micelas GM1 se pierde con la incorporacion del Ptx.

Estudios en cultivos de células normales y tumorales permitieron demostrar que la
incorporacion del Ptx en micelas de GM1 no afecta el ingreso del taxano a las células ni su

actividad antimitotica, la que fue cuantitativamente equivalente a la producida por la droga
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en solucion de Dimetilsulfoxido (DMSO). Asimismo la actividad biologica in-vivo del Ptx
en las micelas de GMI1 fue cualitativamente similar a la producida por el Ptx comercial

(Taxol®).

6.2 Introduccion

El Paclitaxel (Ptx) es uno de los agentes anticancerigenos mas activo utilizado en la
actualidad [1,2]. Como se mencion6 previamente, debido a su baja solubilidad acuosa, se
ha producido una extensa investigacion acerca de los excipientes y vehiculos que podrian
permitir su administracion parenteral.

Dos formulaciones comerciales han sido actualmente aprobadas por la FDA para la
administracion de Ptx: Taxol® y Abraxane®. En la primera se ha logrado solubilizar hasta
6 mg.mL" de Ptx en medio acuoso, usando una mezcla de aceite de castor polietoxilado
(Cremophor EL®) y etanol deshidratado (50 % v/v); sin embargo esta formulacion
presenta numerosas desventajas toxicologicas, farmacoldgicas y farmacéuticas [3-5]. En el
Abraxane®, se solubilizan hasta 5 mg.mL™ de Ptx en medio acuoso, por medio de la
asociacion del farmaco con albiimina sérica humana o albimina humana recombinante, sin
la necesidad de utilizar co-solventes toxicos como el Cremophor [6,7]. Sin embargo, esta
formulacién tiene una estabilidad muy limitada cuando se la reconstituye en solucion
salina (8 hs maximo cuando se la mantiene refrigerada entre 2 y 8 °C) y requiere del uso de
un homogeneizador a alta presion para su preparacion [6]. Por otra parte, aun cuando se ha
mejorado el direccionamiento a los tejidos tumorales, ni siquiera con esta formulacion se
ha logrado eliminar completamente los efectos adversos asociados a los tratamientos
quimioterapéuticos a base de Ptx.

Por otra parte, la formulacién actualmente comercializada de Dtx (Taxotere®)
también presenta ciertos inconvenientes. En ésta se utilizan micelas de polisorbato 80 para
mantener soluble al firmaco en medio acuoso; sin embargo, la gran cantidad de surfactante
utilizado ha sido asociada con reacciones de hipersensibilidad severa [8].

Como puede verse, la problematica respecto a la formulacion de este tipo de
principios activos requiere aun resolver problemas bésicos de interaccion de los taxanos
con su o sus posibles vehiculos hasta realizar estudios de nuevas estrategias de
direccionamiento que permitan en conjunto mejorar la eficacia terapéutica. Por las razones

expuestas es que elegimos a los taxanos como farmacos hidrofobicos modelo para
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caracterizar sus interacciones con moléculas hidrotropicas con la idea de que los resultados
pudieran aportar conocimiento que permita contribuir al desarrollo de nuevas estrategias
para vehiculizar fArmacos en medio acuoso (objetivo principal de este trabajo de tesis).

Existe una amplia variedad de estrategias disponibles para el transporte de farmacos
anticancerigenos. Los nuevos tratamientos contra el cdncer no solo suplementan las
quimio- y radio- terapias convencionales sino que también buscan prevenir el dafio a los
tejidos normales y superar la resistencia a las drogas.

Actualmente, no existe un método universal Gnico que permita la encapsulacion de
la mayoria de los farmacos, principalmente debido a que cada droga requiere un enfoque
diferente para manejar todas sus propiedades. Un enfoque muy prometedor para superar la
toxicidad sistémica es el uso de transportadores nanométricos de farmacos, como
liposomas, nanoparticulas poliméricas, dendrimeros y micelas [9]. La incorporaciéon de
agentes quimioterapéuticos en transportadores nanométricos tiene multiples ventajas
comparado a la quimioterapia sistémica. Por ejemplo, los farmacos de bajo peso molecular
son eliminados rdpidamente por higado y rifiones disminuyendo sustancialmente su
biodisponibilidad, este problema puede superarse por su incorporacién en vehiculos
nanométricos [10]. Debido a su tamafio pequefio (< 100 nm), los transportadores
nanométricos son dirigidos pasivamente a los tumores debido al efecto EPR, llevando a
una mayor concentracion del fairmaco en el sitio del tumor y disminuyendo la toxicidad
comparada a la administracion sistémica [11].

Ademas, como se indico anteriormente, la administracion endovenosa de farmacos
hidrofobicos requiere el uso de solubilizantes como etanol o Cremophor, que a menudo se
acompafian de efectos secundarios toxicos que se suman a los que ya de por si ocasiona el
principio activo y que en algunos casos pueden ser hasta mas severos. En este aspecto, el
uso de liposomas “pegilados” ha sido util para la liberacion sostenida de Doxorrubicina
(DOX), otro quimioterapico muy utilizado en la actualidad [12]. Sin embargo, todavia no
ha sido posible adaptar esta estrategia para la liberacion de taxanos, principalmente debido
a que bajo las condiciones en las que actualmente se preparan los liposomas, esta clase de
farmacos son rapidamente expulsados de la bicapa lipidica originando formulaciones muy
inestables [13,14].

En este contexto, una estrategia para superar la inestabilidad de los vehiculos para
transporte de taxanos en agua podria ser el uso de las micelas. Como se menciono
anteriormente, las principales ventajas de las micelas son: (1) son sistemas auto-

ensamblados y (2) poseen tamafios mas pequenios que los liposomas (usualmente entre un
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rango de 5-100 nm). Por otro lado, la mayor desventaja observada hasta ahora para esta
clase de sistemas surge principalmente debido al alto recambio de sus constituyentes, a
causa del equilibrio dindmico micela-monomero, que las hace relativamente inestables
frente a la dilucion [15]. Como la dinamica de los sistemas micelares se haya relacionada a
la concentraciéon micelar critica (CMC), con un alto recambio de los constituyentes
frecuentemente asociado a altas CMC, la hipotesis de este trabajo fue que moléculas
anfifilicas que se auto-ensamblan de manera espontdnea en micelas con bajos valores de
CMC (<10 M), podrian ser usadas para solubilizar farmacos altamente hidrofobicos como
los taxanos en medios acuosos.

El objetivo principal de este estudio fue evaluar cuén efectivamente las moléculas
hidrotropicas de gangliésidos pueden solubilizar taxanos sin la ayuda de solventes
organicos remanentes en la formulacion.

Los resultados obtenidos muestran que los ganglidsidos, con CMC en el orden de
10" - 10® M, interaccionan de manera espontanea con los taxanos formando estructuras
solubles en agua que son relativamente insensibles a la dilucioén y permiten el transporte de

estos farmacos en medio acuoso manteniendo su actividad antimitotica [16].

6.3 Materiales y métodos

6.3.1 Materiales

6.3.1.1 Reactivos

- El Paclitaxel (Ptx), taxano diterpenoide derivado de la corteza del arbol tejo del Pacifico
(Taxus brevifolia), con un peso molecular de 853,9 g.mol” y su analogo sintético,
Docetaxel (Dtx) son de Yunnan Smandbet Co. Ltd. (Kumming, China). Las soluciones
madres se prepararon disolviendo los taxanos en etanol y dimetilsulféxido (DMSO) a
una concentracion final de 20 mg.mL™" y 50 mg.mL"' respectivamente.

- El Taxol comercial usado fue DALYS 300, con una concentracion de 6 mg.mL™" de Ptx
disuelto en una mezcla Cremophor/Etanol (50:50) de Laboratorio DOSA S.A.

" El Flutax-1 (7-O-[N-(4'-fluoresceincarbonyl)-l-alanyl]taxol), derivado fluorescente del
paclitaxel con un peso molecular de 1283.3 g.mol’, fue provisto por Calbiochem (San
Diego, CA). Las soluciones madres se prepararon en DMSO a una concentracion final de

al 25 pg.mL™
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- Los gangliosidos totales (GT) y los monosialogangliésidos GM1, GM2 y GM3
purificados de cerebro bovino como sal de sodio, fueron un obsequio del Dr. P.E.A.
Rodriguez. Las soluciones madres de los monosialoganglidsidos se prepararon
disolviendo los gangli6ésidos en agua bidestilada a una concentracion final de 250
mg.mL'l.

- El gangliosido LIGA-20 (LIGA), analogo sintético del gangliosido GM1 donde el 4cido
estearico de la ceramida se reemplaza por un grupo dicloroacetilo, obtenido como sal de
sodio fue un obsequio del Dr. P.E.A. Rodriguez. Las soluciones madres de LIGA se
prepararon disolviendo los ganglidsidos en agua bidestilada a una concentracion final de
250 mg.mL™".

- El monosialogangliosido GM1 de origen porcino como sal de amonio fue obtenido de
TRB pharma. Las soluciones madres se prepararon disolviendo los gangliésidos en agua
bidestilada a una concentracion final de 250 mg.mL™".

- El monosialogangliosido GM1 lactonizado fue un obsequio del Dr. P.E.A. Rodriguez.
Las soluciones madres se prepararon disolviendo los gangliésidos en agua bidestilada a
una concentracion final de 250 mg.mL ™.

- El diestearoil fosfatidil glicerol (dsPG) de Avanti Polar Lipids se utiliz6 sin purificacion
adicional.

- La fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC) de Avanti Polar Lipids se utilizd sin
purificacion adicional.

- El colesterol (Col) de Avanti Polar Lipids se utiliz6 sin purificacion adicional.

- Todos los demas productos quimicos utilizados fueron de grado analitico.

6.3.1.2 Lineas celulares

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron utilizando las siguientes lineas celulares
continuas: células de mono verde africano (VERO), células epiteliales de riflon de mono
(MA), c¢lulas humanas de epitelioma laringeo (Hep-2) y células humanas de epitelioma de

cuello de utero (HeLa).

Para los cultivos celulares se utiliz6 medio de cultivo Dulbecco MEM (medio
esencial minimo) suplementado con suero fetal bovino irradiado (NATOCOR, Coérdoba,
Argentina) al 1 6 al 10 % (v/v) segin condiciones de mantenimiento o de crecimiento

respectivamente.
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Los ensayos de captacion celular se realizaron utilizando la siguiente linea celular
continua: células fibroblasticas de embrion de raton (NIH 3T3). Se utilizé medio de cultivo
Dulbecco MEM suplementado con 2 mM de L-glutamina y suero fetal bovino irradiado
(GIBCO) al 1 6 al 10 % (v/v) segun condiciones de mantenimiento o de crecimiento

respectivamente.

6.3.2 Métodos

6.3.2.1 Procedimiento estandar para la preparacion de micelas mixtas de gangliésidos y
taxanos

Las soluciones madres de ganglidsidos totales (GT), y monosialoganglidsidos
GM1, GM2, GM3 y LIGA, con concentraciones de 250 mg.mL™', se prepararon en agua
bidestilada 24 hs antes de su uso. Estas fueron mantenidas a 4 - 8 °C por 24 hs. Luego se
centrifugaron a 50.000 x g por 15 minutos y el sobrenadante fue filtrado por 0,22 pm.

Las soluciones madres de Ptx y Dtx a una concentracion final de 20 mg.mL™ y 50
mg.mL™ en etanol y DMSO, respectivamente, se agregaron lentamente y con agitacion
suave a las soluciones de micelas de ganglidsidos previamente ajustadas a las diferentes
condiciones a ser estudiadas.

Estas mezclas se incubaron a 4 °C por 24 hs y luego se dializaron por 24 hs a la
misma temperatura para eliminar el solvente en el que el farmaco estaba disuelto.

Para evaluar el efecto de la temperatura en la capacidad de las micelas de GM1 para
cargar Ptx, la solucion madre de GMI1 fue incubada durante 30 minutos a 55 °C. Luego
esta solucion se mezcld con cantidades crecientes de Ptx en DMSO para alcanzar
relaciones molares GM1/Ptx de 25/1 a 10/1. La incorporacion de la droga fue realizada en
dos condiciones de temperatura: 55 °C y 4 °C durante 30 min antes de incubar las muestras
a 4 °C por 24 hs. Luego del tiempo de incubacidn, las muestras se dializaron por 24 hs a 4
°C para eliminar el DMSO.

Para evaluar el efecto del pH en la carga de Ptx en las micelas de GM1, la solucion
madre de GM1 fue llevada a pH 2, 5 y 7 usando buffers Glicina-HCI, Acetato de sodio y
Fosfato de sodio respectivamente, a una concentracion de 50 mM. Luego esta solucion se
mezcld con cantidades crecientes de Ptx en DMSO para alcanzar relaciones molares
GM1/Ptx de 25/1 a 10/1. La incorporacion del farmaco fue realizada en estas condiciones

de pH por 24 hs a 4 °C. Luego del tiempo de incubacién, las muestras se dializaron por 24
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hs a 4 °C frente a agua bidestilada para retirar el buffer usado y volver las muestras a pH ~
6.

Para evaluar el efecto que producen los cambios en el contraion de la molécula de
GMI, se utiliz6 GM1 como sal de sodio (GM1-Na") y GM1 como sal de amonio (GM1-
NH4"). Las soluciones madres de cada tipo de GM1 se incubaron con cantidades crecientes
de Ptx en DMSO para alcanzar relaciones molares GM1/Ptx de 25/1 a 10/1. La
incorporacion del fAirmaco fue realizada a 4 °C por 24 hs. Luego del tiempo de incubacion,
las muestras se dializaron por 24 hs a 4 °C frente a agua bidestilada para eliminar el

DMSO.

6.3.2.2 Determinacion de la concentracion de Ptx o Dtx

La cuantificaciéon de los taxanos se llevd a cabo por HPLC (High-performance
liquid chromatography). Para ello, el Ptx o Dtx fueron extraidos de las micelas con 10
volimenes de etil acetato. Luego, las muestras fueron centrifugadas a 2.500 x g por 5 min,
la fase orgénica se transfirio a un tubo limpio y se evapor6 a sequedad a 40 °C. El residuo
seco se disolvid en 1 volumen de etanol.

Las concentraciones de Ptx y de Dtx fueron medidas con una columna Curosil B
C18 (250 x 3,20 mm L.D., con un tamafio de particula de 5 um) y una pre-columna Curosil
B CI8 (30 x 4,60 mm [D., con un tamafio de particula de 5 pm) adquiridas de
Phenomenex. La fase movil fue 60 % (v/v) acetonitrilo y 40 % (v/v) agua bidestilada. La
velocidad de flujo fue de 0,7 mL.min"' y el eluyente fue monitoreado a 227 nm. La

cromatografia fue realizada a temperatura ambiente (20 °C).

6.3.2.3 Determinacion de la concentracion de gangliosidos

La concentracion de los ganglidsidos fue medida por el método colorimétrico de
resorcinol modificado donde se determina el contenido de acido sialico [17]. Brevemente,
a la muestra contenida en 1 mL se le afiade 1 mL de reactivo de resorcinol y se calienta a
100 °C por 15 min. (Reactivo de resorcinol: 2 mg de resorcinol se disuelven en 0,1 ml de
agua bidestilada + 0,8 mL de HCI 37,9% (w / v) + 2,5 uL. de 0,1 M + cantidad de agua
bidestilada suficiente para llegar a un volumen final de 1 mL). Luego, se deja que las
muestras se enfrien y el cromo6foro desarrollado se extrae con 2,5 mL de n-butil acetato:n-
butanol (85/15 vol/vol). Esta solucion se centrifuga a 2500 x g por 5 min y los

sobrenadantes se retiran y de miden por espectrofotometria a 580 nm.
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6.3.2.4 Caracterizacion estructural de micelas GM1/Ptx

6.3.2.4.1 Difraccion de rayos X
Micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) se liofilizaron y analizaron en un difractdmetro
de rayos X Bruker D8-Advance con anodo de Cobre. Se usaron GM1 y Ptx drogas solidas

como controles.

6.3.2.4.2 Analisis cromatografico

Las muestras y los controles fueron corridas en un sistema Akta Explorer 100 (GE
Healthcare) equipado con una columna Superdex 200, previamente equilibrada con buffer
fosfato 50 mM (pH 7) con NaCl 150 mM, a un flujo de 0,4 mL.min™". El perfil de elucion
fue seguido con un detector de UV a 227 y 280 nm.

Los niveles de gangliosido fueron cuantificados como se mencion6 previamente.

6.3.2.4.3 Microscopia electronica

La morfologia de las micelas fue detectada usando un microscopio electronico de
transmision JEOL JEM-1200 EX II a 250.000 aumentos. Se cargaron 50 pl de cada
muestra en una rejilla o grilla de carbono, se incubaron por 5 minutos y luego la rejilla se
seco. El exceso de muestra se lavd con agua bidestilada. Luego las rejillas se incubaron
con 50 pL de una soluciéon de acetato de uranilo al 10 % por 1 minuto y posteriormente se

se€caron.

6.3.2.5 Estabilidad fisica de micelas GM1/Ptx

6.3.2.5.1 Ensayo de dialisis

Soluciones de micelas de GM1 y GM1/Ptx, con una concentracion de GM1 de 250
mg.mL", se dializaron por 72 horas usando membranas con un punto de corte de 14 kDa
para asegurar la salida de los monomeros y la retencion de las micelas durante el ensayo.
Se tomaron alicuotas de ambos dializados a distintos tiempos: 0, 24, 48 y 72 hs en donde

se determino el contenido de GM1 y de Ptx como se mencion6 previamente.

6.3.2.5.2 Ensayo de centrifugacion
Micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) fueron centrifugadas a 25.000, 50.000 y 100.000
x g por 1 hora a 20 °C en una ultracentrifuga XL-90 (Beckman Coulter Inc., USA).
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Inmediatamente después de la centrifugacion, se determinaron las concentraciones de GM1

y Ptx en los sobrenadantes como se describié previamente.

6.3.2.5.3 Efecto de la temperatura en la estabilidad de las micelas mixtas GM1/Ptx
Micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) fueron guardadas por 4 meses en distintas
condiciones de temperatura: 4, 25 y 37 °C. Se tomaron alicuotas de las muestras en

distintos periodos de tiempo y se determiné la concentracion de Ptx soluble por HPLC.

6.3.2.5.4 Efecto de ciclos de congelado-descongelado y de liofilizacion

Micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) fueron congeladas a -80 °C por 24 hs.
Posteriormente se permitié que las muestras alcancen temperatura ambiente y fueron
centrifugadas a 15.000 x g por 10 min antes de medir las concentraciones de GM1 y Ptx
que permanecieron solubles.

Por otro lado, micelas GM1/Ptx fueron liofilizadas y luego se disolvieron en su
volumen inicial con agua bidestilada, se filtraron a través de un poro de 0,22 pum para luego

medir la concentracion de Ptx y GM1 solubles por los métodos descriptos.

6.3.2.6 Estabilidad quimica del Ptx en micelas de GM1

Para evaluar el efecto del pH alcalino en la estabilidad del Ptx incorporado en las
micelas de GM1, se incubaron micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) a pH 10 usando un buffer
Carbonato de Sodio 0,2 M de pH 10. Se tomaron alicuotas de las muestras en distintos
periodos de tiempo y se determind la concentracion de Ptx soluble por HPLC. Como

control se utiliz6 una solucion de Ptx en 50 % de etanol y 50 % agua bidestilada.

6.3.2.7 Capacidad de micelas de GM1 y de liposomas mixtos para la solubilizacion de
Ptx

Se prepararon liposomas mixtos usando un procedimiento modificado de
preparacion de Anfotericina liposomada. Brevemente, se disolvieron 0,084 g de diestearoil
fosfatidil glicerol (dsPG) en 3 mL de una mezcla de Cloroformo:Metanol (1:1). Se calento
a 65 °C hasta la disolucion completa del lipido y se le agregaron 67,2 ul. de HCI1 2,5 N. Por
otro lado se disolvieron 0,213 g de fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC) en 639 puL
de una mezcla 1:1 Cloroformo:Metanol y cuando fue necesario se calentd a 65 °C para

favorecer la disolucion. Separadamente se disolvieron 0,052 g de Colesterol en 624 pL de
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la mezcla Cloroformo:Metanol (1:1) y cuando resultd necesario se calentd a 65 °C para
favorecer la disolucion.

Una vez disueltos los lipidos, se procedid a mezclar estas soluciones para luego filtrar en
caliente usando una membrana de policarbonato con poro de 0,45 pm resistente a
cloroformo. Posteriormente, se secaron en evaporador rotatorio a 340 mBar a 40 = 2 °C
con agitacion > 150 rpm. Luego se secaron a 60 + 2 °C durante aproximadamente 2 hs.
Una vez secos, los lipidos se resuspenden en 9 mL de una solucién de Succinato de Sodio
al 0,225 % suplementada con Sacarosa al 7,5 % y se redisuelven a 60 °C en evaporador
rotatorio sin vacio. Ya disueltos, se preparan liposomas unilamelares por aplicacion de
ultrasonido usando un sonicador de punta GEX 600 Ultrasonic Processor a 40 % de
potencia en camara fria (5 + 2 °C) en X ciclos de 10 minutos. Este procedimiento permitio
obtener liposomas con una concentracion de lipidos de 60,9 mg.mL™".

Por otro lado se prepara una solucion de GMI1 disuelto en una solucion de
Succinato de Sodio al 0,225 % suplementada con Sacarosa al 7,5 % con una concentracién
de 60,9 mg.mL™".

La soluciéon madre de Ptx se agregd lentamente y con agitacion suave a las
soluciones de GM1 y liposomas previamente preparadas. Estas mezclas se incubaron a 4
°C por 24 hs y luego se dializaron por 24 hs a la misma temperatura para remover el

DMSO en el que el farmaco estaba disuelto.

6.3.2.8 Caracterizacion de la captacion celular de Ptx por microscopia de fluorescencia

Se cultivaron células NIH 3T3 a 37 °C y con un 5 % de CO; en medio MEM
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (GIBCO) y 2mM de L-glutamina.

Se diluyeron soluciones de Ptx y de micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) con un 1 % de Flu-
tax en MEM a una concentracion final de Ptx de 10 pg.mL™".

Se incubaron monocapas de células NIH 3T3 crecidas hasta un 70 % de confluencia
con cada muestra por 15, 30 y 60 minutos a 37 °C. Luego, las células se lavaron con buffer
fosfato salino (PBS) y la droga incorporada en las células fue observada por microscopia
de fluorescencia. Se utilizd6 el microscopio de fluorescencia confocal con sistema de
deteccion por filtros invertidos, marca Olympus, del Departamento de Quimica Biologica

de la Facultad de Cs. Quimicas de la UNC.
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6.3.2.9 Citotoxicidad in-vitro de micelas GM1/Ptx sobre lineas celulares tumorales y no-
tumorales

Se cultivaron células HeLa, Hep-2, Vero y MA a 37 °C y con un 5 % de CO, hasta
un 90 % de confluencia en medio MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(NATOCOR, Cérdoba, Argentina). Estas monocapas celulares se incubaron por 24 horas
con concentraciones crecientes de GM1, Ptx y micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol). Se evalud
la cantidad de células vivas luego de la incubacion usando el ensayo de MTT (reduccion
del Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazolico) [18].

Los valores de IC50, concentracion de las muestras en donde el crecimiento celular
se inhibe en un 50 % comparado con las células control no tratadas, se estimaron

graficamente de las curvas de dosis-respuesta.

6.3.2.10 Efecto tdxico de micelas GM1/Ptx y de Taxol comercial “in-vivo”

Se utilizaron 4 ratones sanos provistos por el departamento de quimica bioldgica de
la Facultad de Cs. Quimicas de la UNC, de la misma edad y con pesos muy similares, a los
que se les administraron 2 dosis distintas de Ptx (11 y 22 pg) por via intraperitoneal cada
48 hs por 40 dias. A dos de los ratones se les administr6é Ptx en forma de Taxol comercial y
a los otros dos la formulacion de micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol).

Luego de 40 dias de tratamiento, los ratones fueron sacrificados y 6rganos como el

rifion, higado y cerebro fueron analizados por anatomia patologica.

6.3.2.11 Actividad biol6gica de micelas GM1/Ptx y de Taxol comercial “in-vivo”

Se utilizaron 4 ratones provistos por el departamento de quimica bioldgica de la
Facultad de Cs. Quimicas de la UNC, de la misma edad y con pesos muy similares que
generan neuroblastomas periféricos espontaneos entre el 3° y 7° mes de vida. Antes de
iniciar el tratamiento se mide el tamafio (ancho y largo) de los tumores desarrollados por
cada raton.

Se administraron dosis de Ptx de 11 pg por via endovenosa cada 4 dias y por 16
dias que duro el tratamiento. A dos de los ratones se les administré Ptx en forma de Taxol
comercial y a los otros dos la formulacion de micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol).

Todos los dias durante el tratamiento se midieron los parametros del tumor
desarrollado por cada raton, asi como también su peso y caracteristicas generales como

estado de animo, caida de pelo, etc.
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6.3.2.12 Actividad bioldgica de micelas GM1/Ptx y de Taxol comercial “in-vivo” usando

el modelo de angiogénesis en membrana corioalantoidea de embriones de pollo

El procedimiento realizado sobre los huevos de gallina consistio en:

1. Lavar la cascara con EtOH al 70 %

2. Incubar por 72 hs el huevo a 37 °C y con 60-70 % de humedad. Rotar el huevo 3
veces al dia

3. Post 72 hs de incubacion, se realiza un corte en la parte superior de la cascara y se
retiran 3 mL de alblimen (clara). Se tapa y se sella con parafina. Se vuelve a
incubar el huevo en las mismas condiciones de temperatura y humedad.

4. El dia 8, se saca la tapa y se realiza la aplicacion topica de las muestras sobre una
zona de la membrana con vasos sanguineos desarrollados (dosis de 10 pL
conteniendo 3 pg de Ptx y/o 135 nug de GM1 cuando corresponda).

5. En los dias posteriores se evalua el efecto que tiene el Ptx disuelto en las distintas
formulaciones sobre la angiogénesis por microscopia Optica usando un aumento de

40 x.

6.4 Resultados

6.4.1 Solubilizacion de taxanos en micelas de gangliésidos

Los gangliosidos son glicoesfingolipidos anionicos con una doble cola
hidrocarbonada y una compleja cabeza o porcidon polar formada por varias unidades de
azucares. Cuando se disuelven en agua, la mayoria de ellos forman micelas con valores
muy bajos de CMC (107°-10® M) [19,20]. Debido a ello, en este trabajo se plantea la
hipdtesis de que esta clase de micelas podrian tener un comportamiento de tipo detergente
y por ende solubilizar drogas de naturaleza hidrofébica permaneciendo estables en
soluciones acuosas, ain luego de ser diluidas.

Todos los gangliésidos comparten la misma porcién hidrofobica en su molécula
mientras que se diferencian en el grupo polar, por ello las diferencias que se observan en
sus propiedades de empaquetamiento se pueden atribuir cualitativamente a la composicion
de la porcidn hidrofilica de la molécula. De hecho, los requerimientos estéricos debidos a
la hidratacion de las cabezas polares determinan que los diferentes gangliosidos en un

agregado requieran un area interfacial lo suficientemente grande para darle lugar a la
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cadena oligosacarida y a su agua de hidratacién en la capa hidrofilica. Como una regla
general, mientras mas grande es la cabeza polar, menor es numero de agregacion y el
agregado autoensamblado es mas pequefio.

Inicialmente se evalio la capacidad de micelas formadas por una mezcla de
gangliosidos totales (GT) para solubilizar Ptx. Para ello se agregaron, lentamente y con
agitacion, cantidades crecientes de Ptx disuelto en DMSO a una solucién acuoso de
micelas de GT. Luego de la incubacion a 4 °C por 24 horas, estas soluciones se dializaron
frente a agua bidestilada por 24 hs para eliminar el solvente en el que el firmaco estaba
disuelto. Posteriormente, se llevd a cabo la extraccion del Ptx incorporado en las micelas,
para realizar su cuantificaciéon por HPLC. En la figura 1 se observa que el porcentaje de
Ptx incorporado en las micelas de GT (250 mg.mL™) es superior al 85 % hasta la relacion
molar GT/Ptx 20/1; mientras que a partir de alli, el porcentaje de fairmaco incorporado
disminuye notablemente. Estos resultados sugieren que la estructura micelar formada por
gangliosidos totales es capaz de solubilizar grandes cantidades de Ptx, pero tiene un limite
de saturacion que se alcanza alrededor de la relacion molar GT/Ptx 25/1, ya que el

agregado de cantidades superiores de Ptx inestabilizan las micelas y el farmaco precipita.

100 - 3 Figura 1. Incorporacion
%0 + del Ptx en micelas de GT a
S distintas relaciones
g @ molares GT/Ptx: 5/1, 10/1;
2
§ 40 15/1; 20/1; 25/1; 50/1;

g 20 100/1. Las barras de error
0 indican la desviacion
0 20 40 60 80 100 estandar (DS) de la media

Relacion molar GT/Ptx

(n=3).

Los GT purificados de cerebro bovino se componen por una mezcla de mono-, di- y
tri-sialogangliosidos (GDla 40 %, GM1 20 %, GT1b 19 %, GD1b 16 % y otros como
GM3 y GD3 que completan el 4 % restante). Estos tipos particulares de glicolipidos
naturales son muy interesantes para estudiar la influencia de distintos factores fisico-
quimicos en la capacidad de incorporacion y solubilizacién de fArmacos ya que se pueden
purificar con relativa facilidad por procedimientos estandarizados. Ademas, al obtenerlos

de manera individual es posible contar con lipidos con un fragmento hidrofébico comun
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(constituido por la ceramida) y un grupo polar que puede tener entre 2 y 4 unidades
ologosacaridas sin carga y entre 1 y 3 moléculas de acido sidlico con carga negativa. Esto
hace que sus propiedades de auto-agregacion nos permitan obtener desde micelas esféricas
hasta bicapas [20].

Por ello, en primer lugar se evalu6 si la capacidad para solubilizar taxanos depende
de la estructura auto-ensamblada del ganglidsido, estudiando la capacidad de los distintos
monosialogangliésidos (GM1, GM2 y GM3 ilustrados en la figura 2) para solubilizar el
Ptx. Estos monosialoganglidésidos poseen una sola molécula de acido sidlico formando

parte de su porcion polar, ademas de 4, 3 y 2 unidades oligosacéridas, respectivamente.
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La figura 3A muestra que la solubilidad del Ptx es maxima cuando se lo disuelve en
gangliosidos formadores de micelas (GM1 y GM2) mientras que ésta es significativamente
menor cuando el Ptx se mezcla con el gangliésido GM3 que forma espontaneamente
vesiculas unilamelares en medios acuosos.

Como se muestra en la figura 3B, las micelas de GM1 (250 mg.mL™") disuelven
hasta 6,0 y 6,3 mg.mL™ de Dtx y Ptx respectivamente, lo que representa un incremento de
6.000 veces en la solubilidad de estos taxanos en agua. Bajo estas condiciones, la adicion
de taxanos a las micelas de GMI1 lleva a la formacion de soluciones Opticamente
transparentes. Con el incremento en la concentracion de taxanos, la cantidad de droga que
permanece en solucion disminuye progresivamente, sugiriendo que una vez que las micelas
de GMI1 estan saturadas, el exceso de taxanos las desestabiliza. De acuerdo con este

hallazgo, se observo que la maxima capacidad de incorporacion de las micelas de GMI se
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alcanza en la relacion molar GM1/Ptx 20/1 (Figura 3A), resultado similar al obtenido para

las micelas formadas por una mezcla de GT.
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Estos resultados demostraron que de los monosialogangliosidos estudiados, el GM1

forma las estructuras micelares Optimas para la solubilizacion de taxanos, y es por ello que

a continuacion los estudios se centran en el uso de esta clase de micelas de gangliosido.

En el mismo contexto, evaluando cémo los cambios en el grupo polar del

gangliésido alteran la capacidad para solubilizar taxanos, se observo que la modificacion

en la estructura de la cadena oligosacarida del GM1 por lactonizacion de su acido siélico

produjo ciertos cambios en su capacidad para interaccionar y solubilizar Ptx (Figura

4AyB). En la relacion molar GM1/Ptx 25/1, la proporcion de Ptx incorporado no se

modifica significativamente con la lactonizacion del GM1; sin embargo en las relaciones

20/1 y 15/1 ésta se redujo considerablemente (~ 40 %). A partir de la relaciéon molar 10/1,

la capacidad de ambas estructuras para solubilizar el Ptx es muy limitada.
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A continuacion se llevaron a cabo estudios para evaluar la influencia, ahora, del

dominio hidrofébico de las micelas sobre la capacidad para solubilizar Ptx. Para esto, se

redujo el largo de una de las cadenas hidrocarbonadas (4cido estedrico) unidas a la

ceramida del GM1 reemplazandola por un grupo di-cloroacetilo (obteniendo lo que se

conoce como LIGA, Figura 5A). Estas moléculas forman micelas esféricas con un peso

molecular promedio de 102 kDa, que es aproximadamente la quinta parte del peso de las

micelas de GM1 [21].

El perfil de solubilizacion del Ptx en funcion de la concentracion de ganglidosido muestra

que la incorporacion del Ptx en las micelas de LIGA resulta aproximadamente un 50 %

menor que en las micelas de GM1 (Figura 5B).

72



Capitulo 1

N-Acetyl- i
Galactose galgc‘[os;x"ne Galactose Gucose A Figura 5.
HO OH oA B2MM g S i , . L.
M ttte, S (A) Estructura quimica de los gangliésidos
OH OH Soc OH CHaoH ©
s | GMIy LIGA.
HO,
OH\[OH
CHyOH
AcNH
N-Acetylneuraminic acid
Cera
HO OH o AcNH o —_— -
(o] HO (o]
H,
HO
HO,
OH\fOH
CH,0H
ACNH
100 (B) Incorporacion del Ptx

en micelas de gangliosidos
a distintas relaciones
molares Gangliosido/Ptx:
5/1, 10/1; 15/1; 20/1; 25/1;
50/1; 100/1. GM1 (—*—) y
LIGA (——). Las barras

Ptx cargado (%)

0 25 50 75 100 de error indican la DS de
Relacion molar Gangliosido/Pt .
' sHost ¥ la media (n = 3).

Por otro lado, se observé que la capacidad para solubilizar taxanos no es
dependiente de la presencia de una carga neta en el acido sialico (pKa= 2,6) de la micela de
GM1 ya que una reduccion de pH de 7 a 2 ni cambios en los contra iones afectan su

habilidad para incorporar taxanos (Figuras 6 y 7 respectivamente).

Figura 6. Efecto del pH en

100
la incorporacion de Ptx en
g ] micelas de GM1 a distintas
'§ 60 1 relaciones molares GM1/Ptx.
§40f pH2(@),pHS5 (M) ypH7
g 20 1 (4). Las barras de error
0 indican la DS de la media (n

5 10 15 25 =3).
Relacion molar GM1/Ptx
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6.4.2 Efecto de la temperatura de incubacion en la solubilizacion del Ptx por GM1

Es conocido que las micelas de gangliosidos tienen un comportamiento bi-estable
que se debe a cambios conformacionales que involucran a las cadenas de oligosacaridos y
que pueden ser producidos por algunos agentes externos como la temperatura [22]. Estos
dos estados se caracterizan por tener diferentes propiedades de agregacion y grados de
hidratacion [23,24]. Por ello, para profundizar en la caracterizacion acerca de la
dependencia de la solubilizacion del Ptx con las propiedades estructurales de las micelas de
gangliosido, se procedid a estudiar el efecto de la temperatura en la interaccion entre Ptx y
GM1.

Estudios previos demostraron que la incubacion de micelas de GM1 a 55 °C induce
una deshidratacion de la cadena oligosacarida produciendo un encogimiento significativo
de la region hidrofilica de la micela de que es acompafiado por una ligera expansion de la
region hidrofobica. Como se muestra en la figura 8, la pre-incubacion de las micelas de
GM1 a 55 °C lleva a un importante aumento en su capacidad para solubilizar taxanos. Este
fenémeno es de tipo reversible [25,26], por ello cuando las muestras pre-incubadas a 55 °C
de GMI se enfrian en bafio de hielo antes de la adicion del Ptx, la capacidad para
solubilizar la droga vuelve a valores similares a aquellos obtenidos cuando Ia

incorporacion se realiza a 4 °C (figura 8).
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6.4.3 Caracterizacion estructural de micelas GM1/Ptx

Se sabe que el GM1 puede formar dos tipos de micelas de distinto tamafio, ambos
estables, lo que indica que las moléculas de GM1 pueden auto-agregarse con diferentes
geometrias de empaquetamiento [22]. Por consiguiente, fue de interés explorar si la
incorporaciéon de Ptx en las micelas de GM1 produce un cambio estructural de los
agregados.

La difraccion de rayos X de las micelas de GM1 liofilizadas mostrd la existencia de
dos picos mayoritarios que indican la presencia de dominios cristalinos ordenados (Figura
9A); mientras que la incorporacion de Ptx anul6 la estructura cristalina presente en las
micelas (Figura 9D). Se utilizé una mezcla de GM1 y Ptx sélidos como control, con el fin
de mostrar que el efecto observado no se debe a una dilucion del ganglidsido presente en la
muestra (Figura 9C).

Como el componente principal del patron de difraccion del GM1 se debe a la estructura de
la cola del &cido graso este resultado sugiere que, como se esperaba, tras su asociacion con
el GM1, el Ptx se localiza en el dominio o nucleo hidrofébico de la micela alterando su

estructura cristalina interna.
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Con el fin de obtener una mayor comprension sobre las caracteristicas estructurales
de las micelas formadas entre el Ptx y GMI1, se prepararon micelas GM1/Ptx usando
distintas relaciones molares y se analizaron mediante cromatografia de exclusion
molecular, donde las particulas se separan de acuerdo a su radio hidrodinamico.

Con el objeto de facilitar la comparacion de los resultados, se les asignd a las
distintas preparaciones un niimero equivalente al PM de la proteina globular que eluye al
mismo volumen en las condiciones estudiadas.

Como se observa en la figura 10, a medida que la cantidad de Ptx incrementa, el
perfil de elucion se corre hacia mayores volumenes indicando una reduccion en el radio
hidrodindmico promedio de las micelas mixtas. En estas condiciones, las micelas de GM1
puro eluyen a un volumen equivalente al de una proteina globular con un peso molecular
(PM) promedio de 365 kDa y las micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) con el de una proteina
de 280 kDa (Figura 10). Ademas se observo que el pico que corresponde a los monomeros

de GM1 (1,6 kDa) desaparece con la adicion del Ptx.

76



Capitulo 1

280 kDa Figura 10. Patrones

2800
315 kDa

2400 cromatogrdficos de

micelas de GM 1 ( =) 1)

£ 2000

E' iéii de complejos GM1/Ptx:

S 1200 100/1 ( wm); 50/1 (v )
2 350 kDa

800 L6kDa |y 2()/] (e ),
365 kDa

400

0

0 5 10 15 20 25
Volumen de elucion (ml.)

Se utilizé la microscopia electronica de transmision para evaluar la forma y tamafio
de las micelas de GM1 cargadas con Ptx (Figura 11). La imagen obtenida para las micelas
de GMI1 puro muestra la existencia de dos poblaciones de distinto tamafio, una con un
diametro promedio de 9-10 nm y otra de 27-28 nm (Figura 11A). Con la incorporacion del
Ptx se observo la presencia de una sola poblacion de micelas con un didmetro promedio de
9-12 nm (Figura 11B).

Como se menciond previamente, es sabido que las micelas de GM1 experimentan cambios
estructurales con el incremento de la temperatura hasta los 55 °C, donde las cadenas de
oligosacaridos se deshidratan produciendo un encogimiento de la region hidrofilica de la
micela de ganglidsido que se acompafia de una ligera expansion de la porcion hidrofobica
[25,26]. La figura 11 C muestra que este calentamiento desplaza el balance entre las dos

poblaciones de micelas de GM1 hacia la poblacion mas pequeiia de 9-10 nm.
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Figura 11. Microscopia electronica e histogramas de frecuencia de: (A) micelas de GM1,
(B) GM1/Ptx (20/1 mol/mol) y (C) GM1 calentado a 55 °C. El tamario de barra es de 100

nm.
6.4.4 Estabilidad fisica de micelas GM1/Ptx

Previamente se mencion6 que uno de los mayores problemas con el uso de sistemas
micelares como vehiculos transportadores de firmacos es su pobre estabilidad con la
dilucién, principalmente asociada con altos valores de CMC y un equilibrio rapido entre la
forma monomérica y la micelar [27-29]. A pesar de que los ganglidsidos tienen un valor de
CMC mucho menor que la mayoria de los anfifilos formadores de micelas (del orden de
10® M), el alto recambio de los mondémeros constituyentes de las micelas puede aun ser
causante de problemas de estabilidad con la diluciéon [30].

De acuerdo con esta observacion, se observo una reduccion de alrededor de un 24
% del contenido total del GMI1 luego de 72 hs de didlisis (tabla 1). Curiosamente, la
incorporacion del Ptx en las micelas de GM1 llevo a la formacion de micelas cinéticamente

mas estables que aquellas formadas solo por GM1 ya que luego de la didlisis exhaustiva de
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los complejos GM1/Ptx se observd una minima reduccion (menor a 5 %) del contenido de

GMI1 y Ptx (tabla 1).

Tabla 1. Efecto de la didlisis en la estabilidad de micelas de GM1 y complejos GM1/Ptx.

GM1 Remanente (%) Ptx Remanente(%o)
Dialisis (hs) Micelas GM1 Micelas GM1/Ptx Micelas GM1/Ptx
0 100 100 100
24 98 97 96
48 96 96 95
72 76 95 95

Otro de los problemas que ha sido frecuentemente observado en los sistemas de
vehiculizacion de taxanos libres de solventes es su inestabilidad en solucion (por ejemplo,
el Abraxane es estable solo por 8 horas luego de su reconstitucion). Por lo tanto, a pesar de
que los resultados del experimento de didlisis sugieran que las micelas formadas poseen
una alta estabilidad en medio acuoso, el siguiente paso en esta investigacion fue determinar
la estabilidad en solucion de las diferentes micelas que pueden formarse entre Ptx y GM1.
Como se muestra en la tabla 2, mas del 90 % del Ptx permanece en solucion luego de una
centrifugacion a 100.000 x g de las micelas mixtas preparadas a 4 °C. De acuerdo con este
resultado, se observd que la cantidad de Ptx que permanece soluble no se vio afectada
cuando las micelas se almacenaron a 4 °C por hasta al menos 4 meses. Como era de
esperar, el aumento de la temperatura a 25 y 37 °C fue un factor que afectd la estabilidad
de la nanoestructura, probablemente haciendo mas hidrofilico al sistema, y que llevo a una

reduccion progresiva de la cantidad de Ptx que permanece en solucion (Tabla 3).

Tabla 2. Efecto de la centrifugacion en la estabilidad de micelas GM1/Ptx.

Micelas GM1/Ptx (relaciéon molar)

100/1 50/1 2511 20/1
Centrifugacion Ptx soluble (%)
25.000x g 100 100 97 97
50.000 x g 99 100 94 95
100.000 x g 99 99 93 93
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Tabla 3. Efecto de la temperatura de almacenamiento en la estabilidad de micelas

GM1/Ptx (20/1 mol/mol).

Ptx soluble (%)
Tiempo (dias) 4 °C 25°C 37°C
0 100 100 100
8 96 100 94
17 95 90 94
42 95 91 87
113 95 90 86

Se evalué también la estabilidad de las micelas GMI1/Ptx 15/1, preparadas
realizando la carga del Ptx a 55 °C en donde la incorporacion incrementa un 30 % (Figura
8). Aqui se observd una disminucion de un 15 % del Ptx soluble mientras la muestra se
mantuvo por un mes a 4 y 25 °C y una disminucion del 25% con la muestra mantenida a 37
°C. Este resultado demuestra que el incremento en la carga del Ptx por el proceso de
calentamiento induce una posterior disminucion en la estabilidad de la formulacion. Este
resultado sugiere que la solubilizacion de esa cantidad extra de Ptx es un proceso
transitorio y que eventualmente la micela se re-estructura en la configuracion mas estable
produciendo la precipitacion de la droga excedente.

Por otro lado, al menos un 96 % de las micelas GM1/Ptx fueron re-solubilizadas
luego de ciclos de congelado-descongelado y de la liofilizacion; resultado que evidencia
que estos complejos micelares pueden ser almacenados en estado solido por periodos

prolongados de tiempo, sin perder sus propiedades fisico-quimicas.

6.4.5 Estabilidad quimica del Ptx en las micelas de GM1

Los estudios de caracterizacion estructural sugieren que tras la asociacion con
GM1, el Ptx se localiza en el nucleo hidrofobico de las micelas e induce una reduccidon en
su dinamica. Como el agua practicamente no penetra al nicleo hidrofébico de las micelas,
se planted la posibilidad de que la incorporacion del Ptx en las micelas de GM1 podria
protegerlo de su hidrélisis en condiciones alcalinas extremas de pH. De acuerdo con este
postulado, se observd que mas del 60 % del Ptx libre se hidroliz6 en 5 horas a pH 10
mientras que cuando el Ptx se encuentra asociado a la micela practicamente no se observa

degradacion alguna (Figura 12).
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100 1 Figura 12. Efecto del pH
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media (n = 3).

6.4.6 Comparacion de la capacidad de solubilizacion del Ptx entre micelas de GM1y
liposomas mixtos

Varios de los resultados obtenidos, sugieren fuertemente que el Ptx se encuentra
localizado en el ntcleo altamente hidrofobico de la micela. Esto nos llevo a realizar una
comparacion acerca de la capacidad de dominios hidrofébicos presentes en dos estructuras
lipidicas diferentes, como son las cadenas hidrocarbonadas de las micelas y las cadenas
hidrocarbonadas de una bicapa lipidica presente en los liposomas, para incorporar Ptx. Para
analizar esta cuestion se utilizaron micelas de GM1 y liposomas mixtos de fosfatidilcolina
de soja hidrogenada (HSPC), diestearoil fosfatidil glicerol (dsPG) y Colesterol (Col). La
figura 13 muestra que en relacion molar Lipido/Ptx 100/1 la habilidad de incorporar Ptx de
ambas estructuras resultd similar; sin embargo cuando se agrega mayor cantidad de Ptx, la

eficiencia de los liposomas para la solubilizacién disminuye marcadamente.

100 O e 4 Figura 13. Comparacion
~ 80 de la incorporacion de Ptx
=
= 60 en micelas de GM1 (—%—)
=
< . .

%" 40 v liposomas mixtos (—8—).
; Las barras de error
B 20 N .
indican la DS de la media
0

(n=23).

25/1 50/1 100/1
Relacion molar GM1/Ptx 6 Liposoma/Ptx
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6.4.7 Caracterizacion de la captacién celular y actividad bioldgica del Ptx “in-vitro”

Con el fin de evaluar si la captacion celular de Ptx se ve afectada por su
incorporacién en las micelas de GM1, se utilizé un derivado fluorescente del Ptx (Flu-tax).
Como se muestra en la figura 14, el perfil cinético de liberacion del Ptx desde las micelas
de GMI hacia una linea celular fibrobléstica fue similar al de una soluciéon control en
DMSO.

De acuerdo con este resultado, se observd que la actividad citotdxica del Ptx
incorporado en la micela de GM1 fue muy similar a la de la solucion control en DMSO
sobre lineas celulares de origen tumoral (Hep-2 y HelLa) y no-tumoral (Vero y MA). La
figura 15 muestra el efecto citotoxico del Ptx sobre células Hep-2 (A) y Vero (B).

Los resultados obtenidos para células HeLa y MA fueron similares a aquellos obtenidos
para Hep-2 y Vero respectivamente.

Se observa ademads, que las micelas de GM1 vacias practicamente no tuvieron actividad
citotoxica.

Estos resultados claramente indican que el Ptx puede ser liberado de las micelas de GM1
hacia las células, en donde se une a la molécula de tubulina para estabilizar los

microtibulos del citoesqueleto celular, bloqueando asi la actividad mitotica.

Ptx

GM1/Ptx:20/1

Figura 14. Captacion celular de Pitx
1Smin -, 0 tir de una solucion en DMSO, y
desde micelas GM1/Ptx (20/1
mol/mol) a los 15, 30y 60 min de

incubacion.

30min

60min
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6.4.8 Caracterizacion de la actividad bioldgica del Ptx “in-vivo”

Se evaluo el efecto téxico producido por la administracion de micelas GM1/Ptx y
de Taxol comercial en ratones, mediante el andlisis anatomo-patologico de distintos
organos, algunos de ellos involucrados en el metabolismo y eliminacién de esta clase de
farmaco (higado y rifion). Por otra parte se analiz6 el tejido cerebral, con el objeto de
conocer si estas nanoestructuras son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica.

Para ello se utilizaron 4 ratones sanos, de la misma edad y con pesos muy similares,
a los que se les administraron 2 dosis distintas de Ptx (11 y 22 pg) por via intraperitoneal
cada 48 hs por 40 dias. A dos de los ratones se les administr6 Ptx en forma de Taxol
comercial y a los otros dos la formulacion de micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol). Luego del
tratamiento, los ratones fueron sacrificados y analizados por anatomia patologica. Las
fotos de los cortes histologicos se muestran en la figura 16.

A nivel hepatico el Taxol produce una necrosis centroacinar con la menor dosis
administrada (11 pg = 150 mg.m™), accion toxica que consiste en lesiones citoplasmaticas

de los hepatocitos, pérdida de limites celulares, frecuentes células binucleadas o de
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nucleos gigantes, presencia de infiltrados leucocitarios neutrofilos; sin embargo en general
la arquitectura esta conservada. Cuando la dosis se duplica (22pg), el Taxol produce una
hepatitis toxica, caracterizada por infiltrados de leucocitos neutréfilos que se extienden por
los espacios porta, alteraciones nucleares mas evidentes, con frecuentes células
binucleadas, nticleos gigantes, actividad mitdtica y tumefaccion del citoplasma celular.

La administracion de la formulacién micelar produce en cambio, una hepatopatia toxica,
con lesiones hepaticas mucho menos evidentes.

A nivel renal, el Taxol no produjo lesiones evidentes. La formulaciéon micelar en
cambio, caus6 una tubulopatia tdxica, en donde los glomérulos no presentan alteraciones y
no hubo infiltrados inflamatorios aunque se vieron afectados los tibulos contorneados
distales, con un epitelio tumefacto, desprendido y material amorfo que cierra la luz.

A nivel cerebral, ninguna de las dos formulaciones produjo lesiones evidentes. Este
resultado sugiere que tanto el GM1 como el Ptx carecen de capacidad para atravesar la
barrera hematoencefilica.

Micelas o
GM1/Ptx TAXOL

Higado Figura 16. Fotos de cortes histologicos

g:‘e","-'“i‘; R AR T de los organos de los ratones que se

analizaron por anatomia patologica.
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Se evalud también la actividad biologica de estas dos formulaciones en ratones
genéticamente alterados, que producen neuroblastomas periféricos espontdneos entre el
tercer y séptimo mes de vida. En este estudio se administraron dosis de Ptx de 11 pg por
via endovenosa, cada 4 dias y por 16 dias que dur6 el tratamiento. A dos de los ratones se
les administré Ptx en forma de Taxol comercial y a los otros dos la formulacion de micelas
GM1/Ptx (20/1 mol/mol). Se observd que en el lapso de 12 dias de tratamiento (3 dosis)
hubo una reduccion muy significativa en el tamafio de los tumores de cada raton de
alrededor de un 85-90 %. Ademas en todos los ratones se produjo una gran pérdida de pelo
desde la 2° dosis. Estos resultados sugieren que el farmaco produce su efecto antimitdtico
de manera similar a partir de la administraciéon de micelas GM1/Ptx y del Taxol comercial.

Con el fin de evaluar y comparar la actividad antiangiogénica del Ptx incorporado
en micelas GM1/Ptx y el solubilizado en forma de Taxol comercial, se utiliz6 como
modelo de angiogénesis a la membrana corioalantoidea (CAM) de embriones de pollo.

La angiogénesis es un proceso progresivo que implica multiples pasos en el cual se
generan nuevos vasos sanguineos a partir de vasos pre-existentes. La mayor parte del
tiempo, el sistema vascular adulto se mantiene en un estado angiostatico. Este estado debe
ser desactivado para permitir la formacion de nuevos vasos sanguineos. Esta desactivacion
puede ser parte de una respuesta fisiologica normal (si se dafa algin tejido) 6 un paso
critico de una patologia como el crecimiento de tumores.

Debido a la extensa vascularizacion y facil accesibilidad, la CAM de embriones de pollo
ha sido usada para estudiar aspectos morfo-funcionales del proceso de angiogénesis in-vivo
y para estudiar la eficacia y el mecanismo de accion de moléculas pro- y antiangiogénicas.

La figura 17 muestra las imdgenes microscopicas de los distintos huevos con sus
respectivos tratamientos desde el tiempo O hs y hasta 72 hs, posteriores a la aplicacion.

Con la aplicacion de GM1, se observa un proceso angiogénico normal, con crecimiento y
generacion de nuevos vasos sanguineos.

Por lo contrario, la formulacion de micelas GM1/Ptx y de Taxol comercial produjeron un
efecto antiangiogénico muy similar con deterioro, ruptura y desaparicion de los vasos
sanguineos del embridén, que se aprecia visiblemente a las 48 hs post aplicacion del

farmaco.
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GM1 GM1/Ptx:20/1 Taxol Figura 17. Actividad antiangiogénica
" en el tiempo del Ptx contenido en la
formulacion comercial (Taxol) y en
los complejos micelares GM1I/Ptx.
Las micelas de GM1 se utilizan como
control del proceso angiogénico

normal.

72 hs

6.5 Discusion

Los resultados presentados en este capitulo muestran que las micelas de gangliosido
son nanoestructuras auto-ensambladas adecuadas para transportar grandes cantidades de
drogas oncologicas hidrofobicas como los taxanos en solucion acuosa, en donde la droga
se carga de forma espontanea sin necesidad de realizar ninglin proceso complejo.

Inicialmente se trabajo con micelas mixtas formadas por una mezcla de
ganglidsidos totales purificados de cerebro bovino, las que demostraron ser capaces de
solubilizar al Ptx. Las distintas clases de ganglidsidos que se obtienen del cerebro pueden
ser purificados con relativa facilidad, de manera que es posible estudiar la influencia de la
estructura auto-agregada de cada gangliésido en la capacidad de incorporacion y
solubilizacion de fairmacos. En este trabajo de investigacion nos propusimos estudiar sélo a
la familia de los monosialogangliosidos en cuanto a su capacidad para solubilizar taxanos.
Los tres mayores representantes son GM1, GM2 y GM3. Estructuralmente, estos lipidos
comparten la misma porcion hidrofébica y poseen solo una molécula de acido sialico, pero
difieren en la cantidad de azlcares que poseen en su region hidrofilica, teniendo 4, 3 y 2

azlcares neutros respectivamente. Desde el punto de vista estructural tanto el balance
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hidrofobico/hidrofilico de las micelas de ganglidsido asi como su composicion quimica
parecen jugar un importante rol en su capacidad para solubilizar taxanos. Asi, cuando se
los disuelve en agua, GM1 y GM2 forman micelas de entre 300 y 450 mondmeros,
mientras que GM3 forma vesiculas unilamelares con alrededor de 14.000 mon6émeros [30].
Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la maxima solubilizacion de los
taxanos se logré con los ganglidsidos que forman micelas.

En este contexto, el monosialogangliosido GM1 demostré ser el que forma las
estructuras micelares con mayor capacidad para la incorporacion de taxanos, ya que las
micelas de GM2 (méas grandes que las de GM1) o las micelas formadas por LIGA (maés
pequetias) fueron menos eficientes para disolver estos farmacos.

La microscopia electronica demostrd que el GM1 se auto-agrega en medio acuoso
dando origen a dos poblaciones micelares altamente dindmicas con didmetros promedios
de 9 y 27 nm (Figura 11). También se evidencidé el dinamismo que poseen estas
estructuras, ya que tienen la capacidad de re-estructurarse en presencia del Ptx; asi, la
poblacion de micelas de GM1 de 27 nm tiende a desaparecer, mientras que el farmaco se
incorpora en las micelas de 9 nm y las estabiliza dindmicamente Estos resultados y los
obtenidos por difraccion de rayos X sugieren que la incorporacion de los taxanos induce
una ruptura de la estructura interna de la micela que desplaza el equilibrio hacia el
agregado mas pequefio, lo que conduce a una reduccion de la CMC y a una mayor
estabilidad de las micelas mixtas comparadas con las micelas de GM1 puro.

Como podria esperase, la deshidratacion de la cabeza polar de las micelas de GM1
por el pre-calentamiento de las mismas a 55 °C, incrementa su capacidad de incorporacion
de taxanos. Sin embargo, una reduccion de la polaridad del grupo hidrofilico del GM1 por
titulacion de la carga del acido sidlico no produjo ningin efecto, mientras que la
lactonizacion de la micela redujo su capacidad de carga de taxanos.

Es importante destacar el hecho de que existe un limite de saturacion para la
incorporacion de los taxanos en las micelas de GM1 (alrededor de la relacion molar
GM1/Ptx 20/1) y que una vez que las micelas se saturan con la droga, el exceso de la
misma inestabiliza las micelas cargadas llevando a la precipitacion de la mayoria del
farmaco (ver figura 1 y 3A).

Como se menciond previamente, la capacidad de las micelas de GMI1 para cargar
taxanos se puede aumentar por la deshidratacion de la cabeza polar inducida por la
temperatura. Sin embargo, como la deshidratacion se revierte facilmente con la reduccion

de la temperatura, este tratamiento resultd no ser una buena opcion para la solubilizacion
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efectiva de altas cantidades de taxanos. Ademas, este incremento en la capacidad para
solubilizar taxanos demostré ser un proceso transitorio, ya que se observo que la
estabilidad de estos complejos es bastante menor a la de aquellos preparados en frio.

A pesar de las buenas propiedades coloidales y de solubilizacién de farmacos, la
baja eficiencia de carga y la necesidad de usar solventes orgédnicos para la carga de las
drogas son preocupaciones significativas en las formulaciones de micelas poliméricas
desarrolladas hasta el momento como sistemas de liberacién de farmacos poco solubles
[31,32]. En este sentido, la incorporacion de taxanos en micelas de GM1 ha demostrado ser
una plataforma que permite el aumento de su solubilidad en agua hasta al menos 6 mg.mL"
! concentracion presente en las formulaciones comerciales aprobadas de Ptx (Taxol ® y
Abraxane ®) y Dtx (Taxotere ®).

Los estudios in-vitro mostraron que las micelas GM1/Ptx interactian y liberan su
contenido a células normales (Vero y MA) y tumorales (Hep-2 y HeLa) con valores de
IC50 de alrededor de 100 ng.mL™" y 10 ng.mL" respectivamente. Es importante remarcar
que estos valores de IC50 son similares a aquellos obtenidos con otros sistemas de
liberacion de taxanos [33,34]. Adicionalmente, los estudios in-vivo demostraron que el Ptx
incorporado en micelas de GM1 tiene una actividad bioldgica cualitativamente similar a la

formulacidon de Taxol comercial.

6.6 Conclusiones

En este capitulo, se ha descrito un nuevo sistema nanomicelar auto-ensamblado
para el transporte y liberacion de taxanos en medio acuoso [16]. Nuestros resultados
muestran que:

- Las micelas GM1/taxanos se pueden preparar facilmente sin la necesidad de una
homogeneizacién a alta presion.

- Soluciones acuosas de micelas de GMI1 cargan espontdneamente taxanos
incrementando su solubilidad acuosa hasta 6.000 veces, desde alrededor de 1
pg.mL' a 6 mg.mL™", permitiendo alcanzar las concentraciones terapéuticamente
necesarias.

- Estas micelas mixtas son estables en solucion acuosa sin disolvente orgdnico

durante al menos 4 meses cuando se las mantiene refrigeradas.
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La incorporacion de los taxanos en las micelas de GM1 induce una reorganizacion
estructural que conduce a una importante proteccion del Ptx reduciendo su
hidrolisis a pH alcalino.

La difusion tanto del GM1 como del farmaco se encuentra restringida cuando se
forman las micelas mixtas, dando origen a estructuras estables tras la dilucion,
ciclos de congelado-descongelado y liofilizacion.

La incorporaciéon de los taxanos en las micelas de gangliésido no afecta su
captacion y efecto citotoxico sobre cultivos celulares, asi como su actividad
biologica in-vivo.

En conclusion, las propiedades fisico-quimicas y la buena bio-compatibilidad del

sistema brindan la posibilidad de utilizar esta plataforma para el disefio de nuevos

nanotransportadores para farmacos hidrofobicos.
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7.1 Resumen

En el capitulo anterior se demostré que los taxanos, Paclitaxel (Ptx) y Docetaxel
(Dtx), pueden ser incorporados de manera espontdnea en micelas formadas por
gangliosidos. Entre los monosialogangliosidos, el monosialogangliésido GM1, fue el mas
eficiente, aumentando la solubilidad en agua de los taxanos alrededor de 6.000 veces,
dando origen a formulaciones estables que podrian ser usadas como una nueva estrategia
para el transporte y liberacion de farmacos en tratamientos contra el cancer [1].

En este capitulo se describen los estudios para evaluar la potencial interaccion de
las formulaciones GMI1/Ptx con los distintos componentes sanguineos humanos. Los
ensayos realizados con los componentes celulares demostraron que las micelas mixtas no
producen una lisis significativa de los glébulos rojos, ni afectan en la actividad plaquetaria;
sin embargo producen una disminucion de la poblacion linfocitaria en alrededor de un 30
%, al igual que el farmaco libre en solucion de DMSO.

Ademas, se presentan los estudios acerca de la interaccion de las micelas mixtas
con las proteinas plasmadticas. En este contexto, se demuestra que la albimina sérica
humana (Alb) es capaz de interaccionar con las micelas GM1/Ptx en forma espontanea;
resultado que aparece como una nueva estrategia que podria mejorar la acumulacion de la
droga en el sitio especifico del tumor. A pesar de que la interaccion entre Alb y las micelas
mixtas GM1/Ptx es regulada por condiciones tales como pH y temperatura, aqui se
demuestra que su principal fuerza impulsora es el efecto hidrofobico. Asi, esta interaccion
dio origen a un nuevo complejo ternario GM1/Ptx/Alb con tamafios entre 19 y 24 nm y
radios hidrodinamicos de 140-180 kDa.

Estas micelas mixtas demostraron ser estables en solucion acuosa por lo menos por
hasta 40 dias y también frente a ciclos de congelamiento-descongelamiento y de
liofilizacién-solubilizacion.

Los resultados de los ensayos in-vitro, en donde se evalud la capacidad de estos
complejos para liberar el Ptx, mostraron que las nanoestructuras desarrolladas son capaces
de liberar el farmaco, el cual puede ser captado por células en cultivo tanto de origen
tumoral como no-tumoral, siendo la actividad antimit6tica muy similar a la observada con

la droga libre en solucion de DMSO.
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7.2 Introduccion

Previamente se ha mencionado que muchos de los farmacos hidrofobicos usados en
la actualidad, especialmente aquellos empleados en tratamientos oncologicos como los
taxanos, tienen una pobre o limitada solubilidad en agua, son rapidamente eliminados por
via fagocitica y renal, y producen una toxicidad sistémica elevada; caracteristicas que
limitan su uso terapéutico y que han llevado al desarrollo de diversos sistemas de
administracion con el objeto de mejorar sus propiedades terapéuticas.

La principal via de administracion de farmacos oncolédgicos es la endovenosa; por
ello los vehiculos utilizados para el transporte de esta clase de farmacos deben reunir
ciertas caracteristicas:

- ser biocompatibles

- ser biodegradables, es decir, el vehiculo debe poder ser metabolizado o eliminado
como tal, evitando su acumulacion en el organismo

- tener un tamafio de particula 6ptimo, para evitar su rapida eliminacion por los
macrofagos del sistema reticulo endotelial y por filtracion renal

- poseer una alta capacidad de carga, con el fin de reducir el volumen de inyeccion
necesario para alcanzar la dosis terapéutica

- tener un tiempo de circulacion prolongado, para permitir la llegada del farmaco al

sitio de accion [2,3]

- ser especificos, de manera de reducir los efectos secundarios dafiinos sobre 6rganos

y tejidos sanos [4]

En este contexto, es importante también destacar que los vehiculos para Ia
administracion endovenosa de firmacos pueden sufrir una agregacion o adhesion a los
distintos componentes de la sangre, incluyendo a las células sanguineas y a las distintas
proteinas séricas, que puede condicionar fuertemente su biodistribucion, tiempo de
circulacion y eliminacion. Por ejemplo, es conocido que ciertos transportadores con carga
positiva, como los liposomas catidnicos, interactuan con proteinas plasmaticas de carga
negativa, conduciendo a veces a la agregacion de los vehiculos y embolia en los vasos
sanguineos después de la administracion intravascular.

Los resultados descriptos en el capitulo anterior de este trabajo de tesis mostraron
que los monosialogangliosidos formadores de micelas (como GM1 y GM2), con una

concentracién micelar critica en el orden de 10® M, interaccionan espontaneamente con el
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Ptx y Docetaxel (Dtx) formando estructuras solubles en agua que son relativamente
insensibles a la dilucion y que permiten su transporte en medio acuoso y actividad
antimitdtica [1].

Considerando que la via de administracion de los taxanos es la endovenosa, en este
capitulo se estudia la interaccion de los complejos micelares GM1/Ptx formados con los
distintos componentes sanguineos humanos con el fin de evaluar el potencial uso de estos

complejos como sistema de administracion de taxanos.

7.3 Materiales y métodos

7.3.1 Materiales

7.3.1.1 Reactivos

- El Paclitaxel (Ptx), es de Yunnan Smandbet Co. Ltd. (Kumming, China). Las soluciones
madres se prepararon disolviendo el Ptx en etanol y dimetilsulféxido (DMSO) a una
concentracién final de 20 mg.mL" y 50 mg.mL™"' respectivamente.

" El Flutax-1, derivado fluorescente del paclitaxel fue provisto por Calbiochem (San
Diego, CA). Las soluciones madres se prepararon en DMSO a una concentracion final de
al 25 pg.mL™.

- El monosialogangliésido GM1 purificado de cerebro bovino como sal de sodio, fue un
obsequio del Dr. P.E.A. Rodriguez. Las soluciones madres de GM1 se prepararon
disolviendo los gangliésidos en agua bidestilada a una concentracion final de 250
mg.mL'l.

- La albiimina sérica humana purificada (Alb) al 20 % (p/v) con Caprilato de Sodio (0,04
M) y N-acetiltriptofano (0,04 M) usados como estabilizadores, fue un obsequio del
Laboratorio de Hemoderivados, Universidad Nacional de Cordoba (Cordoba, Argentina).
Para remover los excipientes la albimina se dializ6 frente a agua destilada o solucion
salina y se diluy6 con agua destilada no pirogénica hasta la concentracion final usada en
cada ensayo.

- Todos los demas productos quimicos utilizados fueron de grado analitico.
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7.3.1.2 Lineas celulares
Los ensayos de citotoxicidad y de captacion celular se realizaron usando las mismas

lineas celulares descriptas en el capitulo 1.
7.3.2 Métodos

7.3.2.1 Interaccion de micelas GM1/Ptx con células sanguineas

Se incubaron globulos rojos (GR) humanos purificados (4x10° células.mm™) con
micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) con una concentraciéon de Ptx de 1,5 mg.mL™" durante 6
horas a temperatura ambiente. Se tomaron alicuotas de las muestras a distintos periodos de
tiempo y se cuantificd la cantidad de Ptx en el sobrenadante de los GR por HPLC y el
porcentaje de hemolisis midiendo la hemoglobina libre por espectrofotometria UV-visible
a 540 nm.

Por otro lado, se incubaron plaquetas humanas purificadas con un 10 % de volumen
de micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) con una concentracion de GM1 de 1,13 mg.mL™y de
Ptx de 25 ug.mL™ por 1 hora a 37 °C y bajo constante agitacion para evitar la agregaciéon
plaquetaria espontanea. Como control positivo de agregacion plaquetaria se usé una
solucién de colageno tipo I de 1 mg.mL™". Ademés se utilizo una solucién de Ptx en DMSO
como control de efecto de la droga libre sobre las plaquetas.

Muestras de sangre humana entera se incubaron con Ptx en etanol (2 mg.mL™),
micelas de GM1 (9 mg.mL") y micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) por 12 horas a
temperatura ambiente. En tiempo 0 y 12 hs se marcaron a temperatura ambiente durante 20
min con anticuerpos monoclonales (triple etiquetado Opticlone CD4-FITC/CD8-PE/CD3-
PC5) en una cédmara oscura. Después de la lisis de globulos rojos, (KHCO;3 1 g, NH4Cl
8,26 g, EDTA (Na3) 0,003 g y 100 mL de H,O), el sobrenadante de las muestras,
conteniendo los linfocitos, se analizd en un citometro de células Coulter Epics XL-MCL

(Beckman-Coulter).

7.3.2.2 Interaccion de micelas GM1/Ptx con plasma humano

Se incubaron micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) con plasma humano a 37 °C por un
periodo de tiempo comprendido entre 1 a 4 horas. Luego las muestras se analizaron
mediante: 1- cromatografia de exclusion molecular realizada como se describio

previamente [1], 2- electroforesis en SDS-PAGE y 3- cromatografia en capa delgada.
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7.3.2.2.1 Electroforesis en SDS-PAGE

Se realizaron geles de poliacrilamida seglin el método de Laemmli utilizando el
sistema Mini protean II (Bio-Rad). La electroforesis se realiz6 en condiciones
desnaturalizantes. La concentracion de acrilamida en el gel separador de las electroforesis
con SDS (desnaturalizantes) fue del 12,5 % (p/v) y del 4 % (p/v) en el caso de los geles
concentradores. Las muestras fueron diluidas en buffers de corrida convencionales (con 2
% (p/v) de 2-mercaptoetanol) y calentadas a 90 °C por 5 min. La migracion electroforética
se realiz6 en buffer de corrida Tris 0,1 M - Glicina 0,77 M pH 8,3 a 140 V durante 90 min.
Se utilizaron marcadores de peso molecular (PM) de Bio-Rad y las proteinas fueron

tefiiddas con Coomassie Brilliant Blue R-250. Se utiliz6 ademas un control de plasma.

7.3.2.2.2 Cromatografia en capa delgada

Para realizar la cromatografia en capa delgada se utiliz6 una placa cromatografica
de silica gel inmersa verticalmente en un eluyente apolar, que consiste en una mezcla
Cloroformo:Metanol:CaCl, (60:36:8). Se siembran las muestras y controles de plasma
(dilucién 1/10), y de GM1 y Ptx con 200 y 5 pg respectivamente. Luego, se revela la placa

usando una mezcla de Acido sulfurico/Metanol.

7.3.2.3 Procedimiento estadndar para la preparacién de micelas mixtas de GM1, Ptx y
Alb

Las soluciones madres de GMI con una concentracion de 250 mg.mL’, se
prepararon en agua bidestilada 24 hs antes de su uso. Las soluciones fueron mantenidas a 4
- 8 °C por 24 hs. Luego se centrifugaron a 50.000 x g por 15 minutos y el sobrenadante fue
filtrado por 0,22 um. Las soluciones madres de Ptx a una concentracion final de 50 mg.mL"
! se agregaron lentamente y con agitacion suave a las soluciones de micelas de GM1
generando complejos con una relacion molar GM1/Ptx 20/1. Estas mezclas se incubaron a
4 °C por 24 hs y luego se dializaron por 24 hs a la misma temperatura para eliminar el
solvente (DMSO) en el que estaba disuelto el farmaco. Luego, estas micelas (GM1/Ptx) se
incubaron con Alb humana purificada por 24 horas en diferentes condiciones de pH (3, 5y

7) y temperatura (4, 37 y 55 °C). La interaccion fue estudiada por analisis cromatograficos

como se menciona previamente [ 1] previa neutralizacion hasta pH 7.

7.3.2.4 Determinacion de la concentracion de Ptx

La determinacion del Ptx se llevo a cabo como se menciond anteriormente [1].
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7.3.2.5 Determinacion de la concentracion de GM1
La concentracion de GM1 fue medida por el método colorimétrico de resorcinol

modificado [5] como se mencion6 previamente [1].

7.3.2.6 Determinacion de la concentracion de Alb
El contenido de Albumina unida a las micelas se determin6 usando el ensayo de
Bradford, basado en la unién del colorante azul brillante de Coomassie a la proteina en

solucion acida o por absorbancia directa a 280 nm [6].

7.3.2.7 Estabilidad fisica de micelas GM1/Ptx/Alb

7.3.2.7.1 Ensayo de didlisis

Soluciones de micelas de GM1, GM1/Ptx y GM1/Ptx/Alb, con una concentracion
de GM1 de 250 mg.mL"', se dializaron por 72 hs usando membranas con un punto de corte
de 14 kDa para asegurar la salida de los monoémeros y la retencion de las micelas durante
el ensayo. Se tomaron alicuotas de ambos dializados a distintos tiempos: 0, 24, 48 y 72 hs

en las que se determind el contenido de GM1, Ptx y Alb como se mencion6 previamente.

7.3.2.7.2 Estabilidad de las micelas mixtas en solucion
Las micelas GM1/Ptx/Alb se almacenaron por 40 dias a 4 °C. En distintos periodos
de tiempo se tomaron alicuotas de las muestras en las que se determiné la cantidad de Ptx

soluble por HPLC.

7.3.2.7.3 Efecto de ciclos de congelado-descongelado y de liofilizacion

Micelas GM1/Ptx/Alb fueron congeladas a -80 °C por 24 hs. Posteriormente se
permitio que las muestras alcancen temperatura ambiente y fueron centrifugadas a 15.000
x g por 10 min antes de medir las concentraciones de GM1, Ptx y Alb que permanecieron
solubles.

Por otro lado, micelas GM1/Ptx/Alb fueron liofilizadas y luego se disolvieron en su
volumen inicial con agua bidestilada, se filtraron a través de un poro de 0,22 um para luego
determinar la concentracion de Alb, Ptx y GMI solubles por los métodos descriptos

previamente.
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7.3.2.8 Caracterizacion estructural de micelas GM1/Ptx/Alb

7.3.2.8.1 Andalisis cromatogrdfico

Las muestras problema y los controles fueron sometidos a una cromatografia de
exclusion molecular en un sistema Akta Explorer 100 (GE Healthcare) equipado con una
columna Superdex 200 como se menciond en el capitulo 1.

Los niveles de ganglidsido fueron cuantificados como se mencion6 previamente.

7.3.2.8.2 Microscopia electronica
La morfologia de las micelas fue analizada usando un microscopio electronico de

transmision JEOL JEM-1200 EX II a 250.000 aumentos como se menciond previamente.

7.3.2.9 Estabilidad quimica del Ptx en micelas GM1/Ptx/Alb

Para evaluar el efecto del pH alcalino en la estabilidad del Ptx incorporado en las
micelas de GM1/Ptx/Alb, se incubaron micelas GM1/Ptx/Alb a pH 10 usando un buffer
Carbonato de Sodio 0,2 M de pH 10 a temperatura ambiente (25 = 1 °C). Se tomaron
alicuotas de las muestras en distintos periodos de tiempo y se determiné la cantidad de Ptx
soluble por HPLC. Como control se utilizé una solucion de Ptx en 50 % de etanol y 50 %

agua bidestilada.

7.3.2.10 Deteccion de la captacion celular de Ptx-fluorescente (Flu-tax) por microscopia
de fluorescencia

Se cultivaron células NIH 3T3 a 37 °C y con un 5 % de CO, en medio MEM
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (GIBCO) y 2 mM de L-glutamina hasta
un 70 % de confluencia. Luego se agregaron soluciones de Ptx y de micelas GM1/Ptx
(20/1 mol/mol) y GM1/Ptx/Alb conteniendo un 1 % de paclitaxel fluorescente (Flu-tax) en
MEM a una concentracién final de Ptx de 10 pg.mL™ y se incubaron con las misma
durante 15, 30 y 60 min a 37 °C.
Finalmente, las células se lavaron con PBS para remover el material soluble y el Flu-tax

incorporado a las células fue analizado por microscopia de fluorescencia.
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7.3.2.11 Efecto citotoxico de micelas GM1/Ptx/Alb sobre lineas celulares tumorales y
no-tumorales in-vitro

Se cultivaron células HeLa, Hep2, Vero y MA a 37 °C y con un 5 % de CO, hasta
un 90 % de confluencia en medio MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino
(NATOCOR, Cérdoba, Argentina). Estas monocapas celulares se incubaron por 24 horas
con concentraciones crecientes de GMI1, Ptx y micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) y
GM1/Ptx/Alb. Finalmente se determind la cantidad de células vivas mediante el ensayo

MTT [7] y se estimaron los valores de IC50 graficamente de las curvas de dosis-respuesta.

7.4 Resultados

7.4.1 Interaccién de micelas GM1/Ptx con componentes sanguineos humanos

El proposito final de los sistemas de vehiculizaciéon de taxanos es su uso como
vehiculos para la administracion parenteral, principalmente por via endovenosa. Por ello, el
paso siguiente de este trabajo de tesis consistié en estudiar las interacciones entre las
micelas GM1/Ptx y los componentes de la sangre humana.

La incubacion de las micelas GM1/Ptx con globulos rojos (GR) produjo una
pequeiia reduccion del Ptx (10 %) en el sobrenadante de reaccion que puede atribuirse a la
asociacion de las micelas con la membrana de los GR o a un atrapamiento de éstas en el
sedimento de los GR. Por otro lado, no se detectdé una hemolisis significativa (< 3 %) tras
la incubacion de los GR con 1,5 mg.mL™" de Ptx o con micelas GM1/Ptx.

En trabajos previos se ha demostrado que los ganglidsidos no son capaces de
inducir agregacion plaquetaria, mientras que ejercen un rol inhibitorio en su activacion por
diferentes efectores [8]. Los resultados de nuestros ensayos concuerdan con estos estudios
previos, ya que se observo que los complejos GM1/Ptx tampoco producen agregacion
plaquetaria.

Con el fin de evaluar en forma comparativa la interaccion del Ptx, en solucion de
DMSO e incorporado en las micelas de GMI, con las células sanguineas blancas,
especificamente con los linfocitos; se incubaron ambas muestras con sangre entera durante
12 hs. Luego, se procedid a determinar la cantidad remanente de glicoproteinas de
superficie CD3, CD4 y CD8 (estos dos ultimos correspondientes a la diferenciacion entre

linfocitos T “helper” o auxiliares y citotoxicos respectivamente) mediante el uso de
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citometria de flujo y de anticuerpos especificos. Como se muestra en la tabla 1, las micelas
GM1/Ptx tuvieron un comportamiento muy similar al control de Ptx en DMSO, ya que
ambas formulaciones indujeron una reduccion de alrededor del 30 % en el nimero de

linfocitos T CD3", CD4" y CD§".

Tabla 1. Interaccion de las micelas GM1/Ptx con linfocitos

Linfocitos Remanentes (%)

CD3" CD4" CDS"
GM1 100 100 100
Ptx 73 80 70
GM1/Ptx 70 76 67

Cuando las micelas GM1/Ptx fueron incubadas con plasma humano a 37 °C y luego
sometidas a una cromatografia de exclusion molecular, se observd una reduccion marcada
en el pico correspondiente a la albimina sérica humana (Alb) mientras que el otro pico
mayoritario del plasma, perteneciente a las inmunoglobulinas, permanece inalterado
(Figura 1). Por otro lado, aparecié un nuevo pico, que eluye con un radio hidrodindmico
correspondiente con el de una proteina globular de 375 kDa (Figura 1). Este pico
incremento su tamafo en la medida en que aumento el tiempo de incubacion de las micelas
GM1/Ptx con el plasma humano.

El andlisis de las alicuotas de elucion de la muestra de GM1/Ptx incubada con
plasma por 4 hs a 37 °C por electroforesis SDS-PAGE muestra la presencia de la Alb en las
alicuotas de elucion 8, 9 y 10 correspondientes al nuevo pico de 375 kDa, asi como en la
alicuota de elucion 13 que se corresponde con la Alb libre del plasma. Por otro lado, el
analisis por cromatografia de capa fina revelo la presencia de Ptx y GM1 en el pico de 375
kDa (correspondiente a las alicuotas de elucion 8, 9 y 10). Estos resultados demostraron
que efectivamente existe una asociacion fisica entre la Alb del plasma y las micelas

GM1/Ptx (Figura 2).
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7.4.2 Caracterizacion de la interaccion de micelas GM1/Ptx con Alb

En los ultimos afios se han realizado varios intentos de formular los taxanos

asociados a la albumina (Alb) [9-11]. El fundamento de este enfoque se debe a que muchos

tumores sobre-expresan receptores gp60 especificos para albimina, que una vez activados,
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podrian permitir el transporte de los complejos con albimina a través de la pared de los
vasos sanguineos hacia el sitio del tumor [12]. De esta manera, se lograria disminuir la
cantidad de farmaco que alcanza sitios inespecificos del organismo, disminuyendo asi los
efectos secundarios no deseados y aumentando la eficacia de la dosis del farmaco
administrado. En este aspecto, los resultados mencionados en el estudio previo claramente
demuestran que las micelas de GM1 cargadas con Ptx interaccionan especificamente con la
Alb luego de la incubacion con plasma humano a 37 °C. A continuacion, nuestros estudios
se focalizaron en caracterizar la interaccion que se produce entre las micelas GM1/Ptx con
la Alb y que factores fisico-quimicos la condicionan.

Primero, se evaluo el efecto de la temperatura en la asociacion de las micelas
GM1/Ptx con Alb purificada usando la cromatografia de exclusion molecular. Cuando las
micelas GM1/Ptx se incuban con Alb a 4 °C, se observa que solo aparece el pico de elucion
correspondiente a la proteina en la corrida cromatografica, lo que demuestra que en esta
condicion de temperatura no ocurre una interaccion entre las micelas y la Alb, atn luego de
24 hs de incubacion (Figura 3A). Por el contrario, la incubacién a 37 °C mostrd la
presencia de tres picos de elucion cuyo tamafio (> 600, 540 y 185 kDa) depende del tiempo
de incubacion de las micelas con la proteina (Figura 3B). Se observo que el pico que se
correlaciona con una proteina globular con un radio hidrodindmico de ~185 kDa
incrementa a medida que aumenta el tiempo de incubacidén, mientras que
proporcionalmente ocurre una reduccion del pico de elucidon correspondiente a la Alb libre
(Fig 3B). Este resultado demuestra que la interaccion de las micelas GM1/Ptx con la Alb
genera estructuras de caricter transitorio, inicialmente de tamafio grande y con menor
cantidad de proteina unida; mientras que en la medida en que aumenta el tiempo de
incubacion las micelas se asocian con mas cantidad proteina y generan estructuras mas
pequenas y dindmicamente estabilizadas.

Cuando la interaccion entre los complejos GM1/Ptx y Alb se llevd a cabo a 55 °C
se puede observar que ocurre una rapida reduccion del pico de elucion correspondiente a la
Alb libre con la concomitante aparicion de un pico de elucion nuevo con un radio
hidrodindmico equivalente al de una proteina globular de ~140 kDa (Figura 3C). Estos
resultados claramente ponen en evidencia que la temperatura es un factor que condiciona
significativamente la interaccion de los complejos GM1/Ptx con la Alb. (En el apéndice I
se muestran los patrones cromatograficos de los controles de Alb purificada obtenidos en

las tres condiciones de temperatura ensayadas)
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Curiosamente, el patron cromatografico de las micelas GM1/Ptx preparadas a 55 °C
muestra que el pico de elucion de estas micelas a ~280 kDa que normalmente aparece a
bajas temperaturas (4-8 °C), desaparece completamente con el aumento en la temperatura
de preparacion, observandose sélo el pico de elucion correspondiente a los mondémeros de
GM1 (Fig 4). Este resultado sugiere que el calentamiento produce una desestabilizacion de
las micelas muy marcada, alin en presencia del Ptx que previamente demostré ser un
estabilizante de las micelas mixtas formadas a temperatura ambiente [1]. No obstante,
cuando las micelas GM1/Ptx fueron calentadas a 55 °C y luego incubadas con la Alb, la
asociacion con esta proteina llevd a la formacion de complejos ternarios GM1/Ptx/Alb
estables que no se disocian con la cromatografia de exclusion molecular, indicando un

desplazamiento del equilibrio micela-monomero hacia el estado micelar (Fig 4).
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Estudios adicionales mostraron que la presencia de una alta concentracion salina
(NaCl 0,5 M) no previno la interaccion de las micelas GM1/Ptx con Alb, sugiriendo que la
asociacion no depende de interacciones de tipo electrostaticas sino que es dependiente de
interacciones hidrofobicas. Este resultado concuerda con estudios previos que demostraron
que las micelas de GM1 unen albiimina a través de interacciones hidrofobicas [13,14].

Es bien sabido que la albimina sufre una desnaturalizacion reversible tras su
incubacion en medio acido (pH < 4,3) o alcalino (pH > 10) que expone parte de sus
residuos hidrofobicos [15,16]. De acuerdo a esto, cuando se incubaron las micelas
GM1/Ptx con Alb a pH 3 se observo que alrededor del 85 % de la Alb agregada (GM1/Alb
1/1 p/p) se asocia a las micelas (Fig 5); mientras que a pH 7 sélo un 35 % de la Alb
agregada interactua con éstas (Fig 3A). (En el apéndice II se muestran los patrones
cromatograficos de los controles de Alb purificada obtenidos en las tres condiciones de pH

ensayadas).
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Cuando las micelas de GM1 se pre-incuban con Alb a distintos pHs (3, 5 y 7) antes
de la incorporacion del Ptx, se observé que la cantidad de Ptx que puede ser cargada en la
micela se reduce considerablemente, principalmente a pH 4cido, sugiriendo que la unién de
la proteina podria introducir un cambio conformacional en la micela o un impedimento

estérico que afecta a la posterior entrada del farmaco (Tabla 2).

Tabla 2. Interaccion de Ptx con micelas de GM1 y con micelas de GM1 previamente

incubadas con Alb en distintas condiciones de pH (3, 5y 7).

Ptx Soluble (%)
pH GM1/Ptx GM1/Alb/Ptx
3 96 54
5 94 20
7 94 76

Estos resultados demostraron que la mejor condiciéon para la incorporacion
simultanea de Ptx y Alb en las micelas de GM1 ocurre cuando las micelas se cargan
primero con Ptx y luego se incuban con Alb a pH 3 (Fig 5). Por consiguiente, para
evidenciar cuando se alcanza el nivel de saturacion de la micela, se incubaron los
complejos GM1/Ptx (20/1 mol/mol) con cantidades crecientes de Alb (Fig 6). Estos

estudios revelaron que la micela alcanza su saturacion en una relacion GM1/Alb 1/1 (p/p).
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7.4.3 Estabilidad fisica de las micelas mixtas GM1/Ptx/Alb

Mencionamos previamente que el uso de micelas como vehiculos transportadores
de farmacos es su baja estabilidad con la dilucién, que ha sido principalmente asociada con
altos valores de CMC y un répido equilibrio entre la forma monomérica y la micelar [17-
19].

En este aspecto, recientemente se demostré que la incorporacion de Ptx en las
micelas de GM1 produce una estabilizacion de su estructura. Considerando que la
reduccion de GM1 después de la didlisis de las micelas puras fue de 24 %, una didlisis
extensiva de los complejos GM1/Ptx mostrd solo una reducciéon del 5 % de GM1 [1].
Cuando la Alb se une a los complejos GM1/Ptx, la reduccion en la cantidad de GM1 fue
solo de un 6 % luego de una dialisis de 72 horas, indicando que estas nuevas micelas

mixtas son también muy estables (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la didlisis exhaustiva en la estabilidad de micelas de GM1 y complejos
GM1/Ptx y GM1/Ptx/Alb.

GM1 Remanente (%)
Dialisis (hs)  Micelas GM1 Micelas GM1/Ptx Micelas GM1/Ptx/Alb

0 100 100 100
24 98 97 96
48 96 96 95
72 76 95 94
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Aunque los resultados de los experimentos de didlisis sugieren que las micelas
tienen una alta estabilidad acuosa, también se realizaron estudios para determinar la
estabilidad de estos complejos GM1/Ptx/Alb en solucidén acuosa por distintos periodos de
tiempo. Se observo que la cantidad de Ptx que permanece soluble no se ve afectada cuando
las micelas se almacenaron por al menos 40 dias a 4 °C. Resultado que demuestra que la
estabilidad de estas micelas asociadas a Alb es muy superior a la de la formulacion andloga
Ptx-Alb (Abraxane) cuya estabilidad en solucion acuosa es de solo 8 horas.

Ademas, al menos el 95 % de las micelas GM1/Ptx/Alb se re-solubilizo luego de
ciclos de congelado-descongelado y de liofilizacion-solubilizacion; demostrando que estos
complejos micelares pueden ser almacenados en estado sélido sin perder sus propiedades

fisico-quimicas.

7.4.4 Estabilidad quimica del Ptx en micelas GM1/Ptx/Alb

Estudios previos sugieren que el Ptx se localiza en el nicleo hidrofobico de las
micelas de GM1 [1]. Ademés se observd que el Ptx incorporado en la micela no tiene
contacto con el medio circundante ya que resultod protegido contra la hidrdlisis de su unioén
éster cuando las micelas se incubaron en pH alcalino.

Con el objeto de profundizar en la caracterizacion de las propiedades de estos
complejos, se estudid si la union de Alb a la micela podria afectar su habilidad para
proteger al Ptx de su hidroélisis alcalina. La figura 7 muestra que cuando el Ptx se encuentra
en estado libre, mas del 90 % se hidroliza en 5 horas a pH 10; mientras que no se observa
degradacion del Ptx cuando éste se encuentra asociado a las micelas de GM1. Para el caso
de las micelas GM1/Ptx/Alb se observa que aproximadamente el 50 % de la droga se
hidroliza en el mismo periodo de tiempo. Este resultado sugiere que estas nuevas
estructuras con albumina unida se encuentran bastante menos compactadas dejando al Ptx

mas expuesto al ambiente acuoso externo.
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A continuacion, para seguir con la caracterizacion estructural de estos complejos, se
utilizd la microscopia electronica de transmision para evaluar la forma y tamafio de las
micelas de GM1Ptx/Alb.

Nuestros estudios mostraron que las micelas de GM1 presentan dos poblaciones de
diferente tamafio, una con un didmetro promedio de 9-10 nm y otra con 27-28 nm. Por otra
parte, hemos demostrado que la incorporacion del Ptx produce un desplazamiento hacia

una unica poblacién micelar de 9-12 nm [1].

La figura 8 muestra que los complejos GM1/Ptx/Alb existen en una sola poblacion micelar

con un didmetro promedio de 19-24 nm.
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Figura 8. Microscopia electronica e histograma de frecuencia de micelas de

GM1/Ptx/Alb. El tamario de barra es de 100 nm.
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7.4.5 Andlisis “in-vitro” de la captacion celular y actividad biologica del Ptx

incorporado en micelas de GM1

En el capitulo anterior, se demostr6 que el Ptx vehiculizado en micelas GM1/Ptx
posee un efecto citotoxico muy similar al producido por el Ptx libre en solucion de DMSO
[1]. Este resultado implica que las micelas de GM1 son capaces de transportar y de liberar
el Ptx de forma semejante a lo que ocurre con la droga libre

En este estudio, nuestro interés fue evaluar si la interaccion de la Alb con las
micelas GM1/Ptx produce una alteracion en la liberacion del farmaco desde la micela, su
captacion celular y su posterior efecto in-vitro.

Para evaluar la captacion celular se us6 un derivado fluorescente del Ptx (Flu-tax).
Como se muestra en la figura 9, el perfil cinético de liberacion del Ptx desde las micelas
GM1/Ptx/Alb a una linea celular de fibroblastos fue muy similar al perfil obtenido para las

micelas GM1/Ptx sin albumina unida y para el control de Ptx en solucion de DMSO.

GMI1/Ptx GM1/Ptx/Alb

Figura 9. Captacion celular

15min  de Pix partir de una solucion
en DMSO, y desde micelas
GM1/Ptx y GM1/Ptx/Alb a
los 15, 30y 60 min de

somin  IRCUDaCIiON.

60min

Ademas se estudié la actividad citotoxica del paclitaxel incorporado en micelas
GM1/Ptx y GM1/Ptx/Alb sobre células de origen tumoral (Hep-2 y HeLa) y no-tumoral
(Vero y MA) y se compard con la producida por un control de Ptx libre en solucioén de

DMSO.
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La figura 10 muestra el efecto citotdoxico del Ptx sobre células Vero (A) y Hep-2
(B). Estos resultados no mostraron diferencias significativas entre los valores de 1C50
obtenidos por las micelas GM1/Ptx y GM1/Ptx/Alb en relacion al control. Ademas los
resultados obtenidos para células MA y HeLa fueron similares a aquellos obtenidos para
Vero y Hep-2 respectivamente.
Por otro lado, las micelas de GM1 practicamente no produjeron actividad citotoxica.

Estos resultados claramente indican que, a pesar de la asociacion con albumina, el
Ptx puede ser liberado desde las micelas de gangliosido y entrar en las células en donde se

une al citoesqueleto bloqueando la actividad mitotica.
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7.5 Discusion

En los estudios previos, presentados en el primer capitulo de este trabajo de tesis, se
muestra que las micelas de gangliésidos son capaces de incorporar espontaneamente
farmacos oncoldgicos hidrofébicos como los taxanos en medio acuoso sin ningin

procedimiento complejo. Particularmente, las micelas de GMI1 incrementaron la
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solubilidad acuosa del Ptx, desde aproximadamente 1 pg.mL" a 6 mg.mL"; logrando una
concentracion muy similar a la presente en las formulaciones aprobadas comercialmente de
Ptx (Taxol® and Abraxane®).

Teniendo en cuenta que la via principal de administracion de los taxanos es la
endovenosa, resultd de gran interés estudiar la potencial interaccion de estos complejos
micelares GM1/Ptx con los distintos componentes sanguineos humanos.

Los resultados descriptos en el presente capitulo muestran que tras la interaccion
con sangre humana, las micelas GM1/Ptx no interaccionan practicamente con los globulos
rojos humanos. Este comportamiento de las micelas de GM1, puede ser explicado por el
hecho de que estas micelas poseen, a pH fisiolégico, una marcada carga superficial
negativa que es producto de la gran cantidad de moléculas de acido sidlico presentes en la
estructura (pKa ~ 2,6). Esta caracteristica, relacionada con la carga superficial negativa de
los GR, impediria que ambas estructuras se fusionen o adhieran. Por otra parte, los
complejos GM1/Ptx tampoco presentaron interaccion con las plaquetas, ya que no se
observd ningun efecto sobre la agregacion plaquetaria. Estos resultados en conjunto
sugieren que la incorporacion del Ptx en las micelas de GMI1 podria favorecer a una
prolongada circulaciéon del farmaco, en forma de complejos GM1/Ptx, en el torrente
sanguineo mejorando asi la posibilidad de acceder al tumor para ejercer su accion.

Respecto a la interaccion de los complejos GM1/Ptx con los otros tipos celulares
presentes en sangre, especificamente con los linfocitos, se observo que dicha interaccion
produce una reduccion de alrededor de un 30 % de las distintas poblaciones linfocitarias
(CD4" y CDS8"). Considerando que el Ptx en solucion produce efectos similares, esta
disminucién en la poblacion de linfocitos podria atribuirse solo al efecto producido por el
farmaco; sugiriendo que el vehiculo (micela de GM1) tendria poca o ninguna relevancia en
este mecanismo.

Ademas, en este capitulo se demostrd que los complejos micelares GM1/Ptx son
capaces de interactuar espontdnea y selectivamente con la albimina humana, originando
complejos ternarios GM1/Ptx/Alb. Por lo tanto, se procedié a estudiar en detalle la
interaccion de estas micelas cargadas, con la albumina sérica humana, una molécula
transportadora que podria mejorar la acumulacion del farmaco en el sitio del tumor.

Se observo que la asociacion de la Alb con las micelas GM1/Ptx no se ve alterada
por la presencia de altas concentraciones salinas, sugiriendo que la interaccion es de
naturaleza hidrofébica. Sin embargo la misma resultd ser altamente dependiente de

condiciones como la temperatura y el pH.
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En este aspecto se evidencio que la interaccion de la Alb con las micelas se vuelve
mas favorable a medida que aumenta la temperatura, siendo mayor cuando se alcanzan los
55 °C. Considerando que previamente se demostro que las micelas sufren ciertos cambios
estructurales con el aumento de la temperatura, que producen una deshidratacion de los
grupos polares y en consecuencia un aumento de la hidrofobicidad del sistema [1], estos
resultados refuerzan la existencia de una interaccion fuertemente hidrofobica entre las
micelas y la proteina.

Por otra parte, la molécula de albimina demostr6 tener una funcion estabilizadora
de la estructura micelar, evitando el desplazamiento del equilibrio micela-mondémero hacia
el estado monomérico observado con el calentamiento de éstas a 55 °C (Figura 4).

Cuando se evalu¢ el efecto del pH en la interaccion de los complejos GM1/Ptx con
la Alb, se observd que a pH 3, condicion en la cual la albumina se encuentra en un estado
de “desnaturalizacion reversible” exponiendo parte de sus residuos hidrofobicos, se
obtienen complejos micelares ternarios con un radio hidrodindmico equivalente al de una
proteina globular de 185 kDa y con una cantidad de albumina unida equivalente a un 85 %
de la masa total del GM1, resultado a partir del cual se supone que, en estas condiciones,
alrededor de 3 moléculas de albumina podrian estar asociadas por cada micela GM1/Ptx.
Estos resultados nuevamente refuerzan el caracter fuertemente hidrofobico de la
interaccion entre las micelas y la albimina.

Ademas de que la asociacion con albumina incrementa el tamafio de las micelas
GM1/Ptx (Fig 8), resulta importante destacar que esta interaccion produce una
disminucion, de alrededor de un 50 %, en la capacidad que tiene la micela de GM1 para
proteger al Ptx de su hidrdlisis alcalina. Esto significa que luego de la asociacion con Alb
ocurren ciertos cambios estructurales en la micela que dejan a la droga mas expuesta al
ambiente acuoso externo.

Finalmente, se observé que la unién de la Alb a la micela GM1/Ptx no produce una
alteracion en lo que respecta a la liberacion y posterior captacion celular del Ptx. En este
aspecto, los estudios in-vitro mostraron que los complejos GM1/Ptx/Alb interactiian y
liberan su contenido en células de origen no-tumoral (Vero y MA) y tumoral (Hep-2 y
HeLa) de forma semejante a lo que ocurre con el control del fArmaco puro. Los valores de
IC50 obtenidos luego de 24 horas de incubacion fueron de 90 y 95 ng.mL™ para células
Vero y MA y de 8 y 9 ng.mL™" para células Hep-2 y HeLa. Resulta importante también
resaltar que estos valores de IC50 son muy similares a aquellos obtenidos con otros

sistemas de liberacion de taxanos [20-22]. Paralelamente, los ensayos de fluorescencia
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mostraron que no existen diferencias cinéticas en la incorporacion del Ptx en las células
desde las distintas formulaciones y que la misma comienza a tiempos muy cortos luego de

la exposicion (15 min).

7.6 Conclusiones

Los resultados obtenidos en este capitulo brindaron conocimientos fundamentales
respecto al potencial uso de estos complejos nanomicelares auto-ensamblados como un
sistema de administracion endovenoso de taxanos. Ademas, se demostr6 la capacidad que
tiene este nuevo sistema para asociarse a la albimina humana; lo que podria resultar en una
nueva estrategia para facilitar la acumulacion del farmaco vehiculizado en el sitio del
tumor [23]. En resumen, los resultados descriptos en este capitulo nos permiten concluir
que:

- Los complejos GM1/Ptx no interaccionan con los GR y por lo tanto no produjeron
hemolisis; tampoco interaccionan con las plaquetas, ya que no se produjo la
agregacion plaquetaria; sin embargo, si pueden interaccionar con los linfocitos, en
los cuales indujeron una reduccion de un 30 % en su poblacion, al igual que el Ptx
libre en solucién de DMSO.

- Soluciones acuosas de micelas GMI1/Ptx son capaces de interaccionar
espontaneamente con albumina sin la necesidad de usar una homogeneizacion a
alta presion como lo requiere la formulacion del Abraxane®.

- La interaccion de la Alb y los complejos GM1/Ptx es principalmente de naturaleza
hidrofébica ya que se demostr6 que ésta se potencia cuando la albumina se incuba a
pH 3 o a 55 °C. Ademas, la presencia de NaCl hasta 0,5 M no previno la
interaccion.

- La mayor sensibilidad del Ptx a la hidrolisis alcalina sugiere que la presencia de
albumina en las micelas GM1/Ptx/Alb produce cambios en la estructura, haciendo
que la misma resulte mas permeable al medio acuoso respecto a aquellas micelas
sin albumina unida.

- Las micelas GM1/Ptx/Alb son estables en solucion acuosa al menos durante 40 dias
cuando se las mantiene refrigeradas a 4-8 °C.

- Los complejos GM1/Ptx/Alb son estables tras la dilucion y procesos de congelado-

descongelado y de liofilizacion.
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La union de la Alb a las micelas GM1/Ptx no afecta la liberacion, captacion y

efecto biologico del Ptx en cultivos celulares.
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Micelas auto-ensambladas de GM1
como nanovehiculos de Doxorrubicina
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8.1 Resumen

En los estudios previos de este trabajo de tesis se demostr6 que moléculas
fuertemente hidrofobicas como los taxanos (Paclitaxel y Docetaxel) pueden ser
incorporados en micelas de monosialogangliésido GM1 de manera espontanea, originando
formulaciones estables, solubles en agua, que podrian ser utilizadas como una nueva
estrategia para administrar farmacos en tratamientos contra el cancer [1]. También se
describié la interaccion hidrofobica de estos complejos micelares GM1/Ptx con la
albumina sérica humana (Alb), como una estrategia que podria mejorar la acumulacion del
farmaco en el sitio del tumor [2].

En este capitulo se demuestra que la Doxorrubicina (DOX), una antraciclina que
actlia como un potente farmaco anticanceroso y que posee una polaridad mayor que el Ptx,
también puede ser incorporada en micelas de GM1 generando complejos con tamafios de
27 a 33 nm y radios hidrodinamicos de alrededor de 400 kDa. A su vez, estos complejos
GM1/DOX también son capaces de interactuar posteriormente con Alb. En la condicion
experimental ensayada, la cantidad de Alb que se une a la micela depende en gran medida
de la cantidad de DOX incorporada en la misma, lo que sugiere que la proteina puede estar
ocupando parcialmente los mismos dominios que el farmaco.

Los estudios demostraron que la molécula de DOX resulta ser mas susceptible a la
hidrolisis por incubacion en pH alcalino, a diferencia de lo que ocurria con el Ptx, lo que
sugiere que la DOX podria tener una localizacién més superficial en la micela.

También se demostrd que estas micelas mixtas GM1/DOX resultan ser estables en
solucion durante al menos 60 dias y frente a los tratamientos de congelacion-
descongelacion o ciclos de liofilizacion-solubilizacion.

Los resultados de los ensayos in-vitro mostraron que la DOX incorporada en las
nanoestructuras micelares puede ser captada por los cultivos de células y produce efectos

citotoxicos similares a aquellos producidos por el farmaco libre.

8.2 Introduccion

La doxorrubicina (DOX) es un antibidtico antraciclina que actia ademas como
farmaco oncologico ya que afecta la actividad de la Topoisomerasa I y porque se intercala

en la doble hebra del ADN afectando fuertemente la division celular. Actualmente se la
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considera como la primera linea para el tratamiento de cancer de mama, tumores so6lidos
infantiles, sarcomas de tejidos blandos y linfomas agresivos [3-6].

Como se ha mencionado previamente, la gran mayoria de los farmacos
anticancerigenos presentan ciertos problemas particulares principalmente debido a la
relativa falta de especificidad de su distribucion sistémica y a los efectos secundarios
posteriores producidos por el farmaco al atacar tanto a las células diana como a los tejidos
sanos. Ademas, su farmacocinética implica la administracion de altas dosis de droga y un
esquema riguroso para alcanzar el efecto terapéutico deseado.

La DOX no estd exenta de esta problematica ya que su uso se encuentra limitado
por una significativa cardiotoxicidad, neurotoxicidad, hepatotoxicidad y también por su
corto tiempo de vida media en circulacion. Estas dificultades asociadas a la DOX libre han
llevado a los investigadores a desarrollar multiples estrategias para incorporar este farmaco
en diferentes tipos de nanotransportadores [7-9].

La DOX es una base anfipatica débil con un pKa de 8,3, propiedad que ha
permitido su incorporacién en el interior acuoso de vesiculas preformadas mediante la
aplicacion de gradientes idnicos o de pH a través de la bicapa de los liposomas o
polimersomas.

Previamente se ha mencionado que existen dos formulaciones liposomales de DOX
actualmente en el mercado con el objetivo de reducir la cardiotoxicidad y mantener la
eficacia antitumoral del farmaco: Doxil® y Myocet®. En la primera se emplea un
gradiente de sulfato de amonio para encapsular al firmaco (como DOX-HCI) en liposomas
“pegilados”; mientras que en la segunda los liposomas que se emplean para incorporar la
DOX no poseen la cubierta de PEG. En ambos casos se logran encapsular hasta 2 mg.mL™'
del farmaco.

A pesar que la encapsulacion en liposomas ha reducido considerablemente la
cardiotoxicidad asociada con el uso prolongado del fairmaco manteniendo su eficacia
antitumoral; estas formulaciones no han eliminado completamente los efectos adversos
asociados al tratamiento quimioterapéutico, ademas requieren procesos de elaboracion
largos, complejos y costosos.

Como puede verse, sigue existiendo una gran problematica respecto a la
formulacion de DOX, por lo que se continan buscando activamente formulaciones
alternativas a las liposomales que logren disminuir los efectos nocivos del farmaco pero
mantener su eficiencia antitumoral. Es por ello que elegimos a la Doxorrubicina como

farmaco anfipatico modelo para caracterizar sus interacciones con las moléculas
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hidrotropicas de GM1, que utilizamos previamente para incorporar drogas hidrofébicas
como los taxanos, con la idea que los resultados obtenidos puedan contribuir al desarrollo
de nuevas estrategias para vehiculizar farmacos, en este caso hidrofilicos, en medio
acuoso.

El objetivo principal de este estudio fue entonces evaluar la capacidad de las
micelas de GM1 para cargar un farmaco citotoxico antitumoral soluble en agua, como es la
doxorrubicina (DOX).

Los resultados obtenidos demuestran que: 1- las micelas formadas por GM1 son
capaces de incorporar farmacos anticancerigenos anfipaticos como DOX, 2- la molécula de
DOX parece localizarse en un nanodominio diferente y mas externo que el del Ptx, 3- la
presencia de DOX en las micelas de GM1 regula la posterior interaccion con la albiimina y
4- la interaccion con la albumina para formar los complejos ternarios GM1/DOX/Alb
aparece también, al igual que para el Ptx, como una estrategia que podria mejorar la
acumulacion del farmaco en el sitio del tumor disminuyendo asi la toxicidad en tejidos

Sanos.

8.3 Materiales y métodos

8.3.1 Materiales

8.3.1.1 Reactivos

- El monosialogangliésido GM1 purificado de cerebro bovino como sal de sodio, fue un
obsequio de TRB Pharma S.A. Las soluciones madres de GM1 se prepararon disolviendo
los gangliésidos en agua bidestilada a una concentracion final de 250 mg.mL"™".

- La Doxorrubicina-HCI (DOX) fue un obsequio del laboratorio ELEA SA Argentina.

- La albiimina sérica humana purificada (Alb) al 20 % (p/v) con Caprilato de Sodio (0,04
M) y N-acetiltriptofano (0,04 M) usados como estabilizadores, fue un obsequio del
Laboratorio de Hemoderivados, Universidad Nacional de Cordoba (Cordoba, Argentina).
Para remover los excipientes la albimina se dializé frente a agua destilada o solucion
salina y se diluy6 con agua destilada no pirogénica hasta la concentracion final usada en
cada ensayo.

- Todos los demas productos quimicos utilizados fueron de grado analitico.
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8.3.1.2 Lineas celulares
Los ensayos de citotoxicidad y de captacion celular se realizaron utilizando las

lineas celulares continuas mencionadas en el capitulo 1.

8.3.2 Métodos

8.3.2.1 Procedimiento estdndar para la preparacién de micelas mixtas de GM1 vy
Doxorrubicina (DOX)

Las soluciones madres de GMI1, con una concentracion de 250 mg.mL'l, se

prepararon en agua bidestilada 24 hs antes de su uso. Estas fueron mantenidas a 4 - 8 °C
por 24 hs. Luego se centrifugaron a 50.000 x g por 15 minutos y el sobrenadante fue
filtrado por 0,22 um.
Las soluciones madres de DOX, con una concentracion de 24 mg.mL™' se prepararon en
NaCl 145 mM. Estas se agregaron lentamente a la solucion de GM1 generando complejos
GM1/DOX de distintas relaciones molares: 15/1; 10/1; 5/1; 2,5/1; 1/1. Estas mezclas se
incubaron a 4 °C por 24 hs y luego se dializaron frente a agua bidestilada por
aproximadamente 24 hs a la misma temperatura, hasta que los niveles de DOX en el
permeado fueran menores al limite de deteccion de la técnica de medicion.

Cuando se evaluo el efecto del pH en la carga de DOX en las micelas de GM1, la
soluciéon madre de GM1 fue llevada a pH 2, 5 y 7 usando buffers Glicina-HCI, Acetato de
Sodio y Fosfato de Sodio respectivamente, todos a una concentracion de 50 mM. Luego
esta solucion se mezcldo con cantidades crecientes de DOX para alcanzar relaciones
molares GM1/DOX de 10/1 a 1/1. La incorporacion del farmaco fue realizada en estas
condiciones de pH por 24 hs a 4 °C. Luego del tiempo de incubacion, las muestras se
dializaron por 24 hs a 4 °C frente a agua bidestilada para separar la DOX soluble no
incorporada en las micelas y retirar el buffer usado para volver las muestras a pH ~ 6.

Cuando se evalud el efecto de la temperatura en la capacidad de las micelas de
GMI1 para cargar DOX, la soluciéon madre de GM1 fue incubada durante 30 minutos a 4,
37 y 55 °C. Luego esta solucion se mezcl6 con cantidades crecientes de DOX para alcanzar
relaciones molares GM1/DOX de 10/1 a 1/1. La incorporacién de la droga fue realizada a
en esas con condiciones de temperatura durante 30 min antes de incubar las muestras a 4
°C por 24 hs. Luego del tiempo de incubacion, las muestras se dializaron por 24 hs a 4 °C

para separar la DOX soluble no incorporada en las micelas.
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8.3.2.2 Determinacion de la concentracion de DOX
La DOX incorporada en las micelas de GM1 se cuantificé directamente por

espectrofotometria UV-visible midiendo la absorbancia a 490 nm.

8.3.2.3 Determinacion de la concentracion de GM1
La concentracion de GM1 fue medida por el método colorimétrico de resorcinol

modificado [10] como se menciond previamente en el capitulo 1.

8.3.2.4 Procedimiento estandar para la preparacion de micelas mixtas de GM1, DOX y
Alb

Las micelas GM1/DOX preparadas como se menciono anteriormente, se incubaron
con Alb purificada por 24 hs a pH 3 y 37 °C. La interaccion fue estudiada por analisis
cromatograficos como se menciona en el capitulo 1 previa neutralizaciéon de la proteina

hasta pH 7.

8.3.2.5 Determinacion de la concentracion de Alb
El contenido de Albumina unida a las micelas se determin6 usando el ensayo de

Bradford [11] o por absorbancia directa a 280 nm como se menciond en el capitulo 2.

8.3.2.6 Caracterizacion estructural de micelas GM1/DOX

8.3.2.6.1 Analisis cromatografico

Las muestras y los controles fueron corridas en un sistema Akta Explorer 100 (GE
Healthcare) equipado con una columna Superdex 200, previamente equilibrada con un
buffer fosfato 50 mM (pH 7) con NaCl 150 mM, a un flujo de 0,4 mL.min"". El perfil de
elucion fue seguido con un detector de UV a 227, 280 y 490 nm.

Los niveles de ganglidsido fueron cuantificados como se mencion6 previamente.
8.3.2.6.2 Microscopia electronica

La morfologia de las micelas fue detectada usando un microscopio electronico de

transmision JEOL JEM-1200 EX II como se menciono en el capitulo 1.
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8.3.2.7 Estabilidad fisica de micelas GM1/DOX

8.3.2.7.1 Ensayo de centrifugacion

Micelas GM1/DOX (5/1 mol/mol) fueron centrifugadas a 25.000, 50.000 y 100.000
x gpor 1 ha 20 °C en una ultracentrifuga XL-90 (Beckman Coulter Inc., USA).
Inmediatamente después de la centrifugacion, los sobrenadantes se dializaron por 24 hs
para eliminar la DOX soluble no incorporada en las micelas, antes de determinar las

concentraciones de GM1 y DOX como se describid previamente.

8.3.2.7.2 Efecto de la temperatura en la estabilidad de las micelas mixtas GM1/DOX en
solucion acuosa

Micelas GM1/DOX (5/1 mol/mol) fueron almacenadas por 2 meses en distintas
condiciones de temperatura: 4, 25 y 37 °C. Se tomaron alicuotas de las muestras en
distintos periodos de tiempo y se las dializé por 24 hs antes de determinar la concentracion

de DOX que se mantiene incorporada en las micelas como se menciond previamente.

8.3.2.7.3 Efecto de ciclos de congelado-descongelado y de liofilizacion

Micelas GM1/DOX (5/1 mol/mol) fueron congeladas a -80 °C por 24 hs.
Posteriormente se permitid que las muestras alcancen temperatura ambiente y fueron
centrifugadas a 15.000 x g por 10 min y dializadas por 24 hs antes de medir las
concentraciones de GM1 y DOX como se describié previamente.

Por otro lado, micelas GM1/DOX fueron liofilizadas y luego se disolvieron en su
volumen inicial con agua bidestilada, se filtraron a través de un poro de 0,22 pm y se
dializaron por 24 hs, para luego medir la concentracion de DOX y GM1 solubles por los

métodos descriptos.

8.3.2.8 Estabilidad quimica de la DOX en micelas de GM1

Para evaluar el efecto del pH alcalino en la estabilidad de la DOX incorporada en
las micelas de GM1, se incubaron micelas GM1/DOX (5/1 mol/mol) a pH 10 usando un
buffer Carbonato de Sodio 0,2 M de pH 10 a temperatura ambiente (25 £ 1 °C). Se
tomaron alicuotas de las muestras en distintos periodos de tiempo y se determiné la
concentracion de DOX soluble por espectrofotometria. Como control se utilizd6 una

solucion de DOX en agua bidestilada..
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8.3.2.9 Caracterizacion de la captacion celular de DOX por microscopia de fluorescencia

Se cultivaron células NIH 3T3 a 37 °C y con un 5 % de CO, en medio MEM
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (GIBCO) y 2 mM de L-glutamina.

Se diluyeron soluciones de DOX y de micelas GM1/DOX (5/1 mol/mol) con y sin
Alb asociada en MEM a una concentracion final de DOX de 5 ug.mL™.

Se incubaron monocapas de células NIH 3T3 crecidas hasta un 70 % de confluencia
con cada muestra por 15, 30 y 60 minutos a 37 °C. Luego, las células se lavaron con PBS y
la droga incorporada a las células fue observada directamente por microscopia de
fluorescencia ya que la DOX es una molécula que presenta fluorescencia propia,

simplificando asi el procedimiento.

8.3.2.10 Citotoxicidad in-vitro de micelas GM1/DOX y GM1/DOX/Alb sobre lineas
celulares tumorales

Se cultivaron células HeLa y Hep-2 a 37 °C y con un 5 % de CO; hasta un 90 % de
confluencia en medio MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino. Estas
monocapas celulares se incubaron por 24 hs con concentraciones crecientes de GM1, DOX
y micelas GM1/DOX (5/1 mol/mol) con y sin Alb asociada. Se evalud la cantidad de
células vivas luego de la incubacion usando el ensayo de MTT [12] y se estimaron los

valores de IC50 graficamente de las curvas de dosis-respuesta.

8.4 Resultados

8.4.1 Incorporacion de DOX en micelas de GM1

Previamente se demostré6 que las micelas formadas por GM1 son aptas para
incorporar grandes cantidades de paclitaxel (Ptx), originando complejos GM1/Ptx solubles
en agua [1]. En este capitulo, se evalia si estas estructuras tienen la capacidad de
incorporar farmacos oncoldgicos de naturaleza anfipatica como es la Doxorrubicina
(DOX).

Inicialmente se analizd la incorporacion de cantidades crecientes de DOX en
micelas de GM1 (solucién de 50 mg.mL™). Como se observa en la figura 1A hasta la
relacion molar GM1/DOX: 5/1 el 100 % de la DOX agregada al medio se incorpora en las

micelas, mientras que a partir de esa relacion las micelas ya se encuentran saturadas y el
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agregado de cantidades superiores de DOX inestabilizan las micelas. En estas condiciones
de saturacion parte del firmaco en exceso se mantiene soluble fuera de la micela, mientras
que una pequeia porciéon del mismo precipita junto con parte del GM1. La figura 1B
muestra la curva de incorporacion del farmaco, en donde 50 mg.mL"' de GM1 pueden
incorporar hasta 10 mg.mL™ de DOX.

Como se puede observar, las micelas de GM1 pueden incorporar hasta 5 veces mas
DOX que los actuales productos comerciales basados en formulaciones liposomales, que
mencionan concentraciones de hasta 2 mg.mL™"; por lo que estas estructuras micelares

pueden considerase como una alternativa valida para la vehiculizacion de DOX [13].

100 * * Figura 1. (A)
e\E 80 - A Incorporacion de DOX en
?ﬁ 60 | micelas de GM1 a
E 40 diferentes relaciones
é 20 | molares GM1/DOX: 1/1;
> ) 2.5/1; 5/1; 10/1; 15/1.
0 2,5 5 7,5 10 12,5 15 17,5
Relacion molar GM1/DOX
(B) Capacidad de micelas
_I,,lz B de GM1 (50 mg.mL™) para
g 9 - solubilizar DOX. La carga
éﬁ serealizé a 4 ° C durante
”§ 61 24 h. Las barras de error
%ﬂ 34 indican la desviacion
§ estandar (DS) de la media
0 ' ' ' ' (n=3).
0 5 10 15 20 25

DOX Agregada (mg.mL'l)

Para caracterizar la naturaleza de la interaccion existente entre las micelas de GM1
y la DOX, se realiz6 la incubacion de las micelas y el farmaco en la presencia de una alta
concentracion salina (NaCl 0,5 M). Esta condicioén no evitd la incorporacion de DOX en
las micelas, sugiriendo que la asociacion no depende de interacciones de tipo

electrostaticas sino que es dependiente de interacciones de tipo hidrofobicas.
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Para profundizar en la caracterizacion de la interaccion GM1-DOX, se evaluaron
distintos factores fisico-quimicos que podrian modular esta asociacion.

Inicialmente se estudio el efecto del pH en la capacidad de las micelas para
incorporar el farmaco. De igual manera que para el Ptx, se demostré que la interaccion
GM1-DOX no depende de la presencia de una carga neta en el acido sidlico (pKa ~ 2,6) de
la micela de GM1 ya que una reduccién de pH de 7 a 2 no afecta su habilidad para

incorporar el farmaco (Figura 2).

Figura 2. Efecto del pH en

100 T+

la incorporacion de DOX en

g 1 micelas de GM1 a distintas

%60 i relaciones molares

E 40 | GM1/DOX. pH 2 (A), pH 5

8207 (W) ypH 7 (0). Las barras
de error indican la DS de la

0 media (n = 3).
171 2.5/1 5/1 10/1
Relaciéon molar GM1/DOX

Estudios previos descriptos en el capitulo 1 de este trabajo de tesis demostraron que
la incorporacién del Ptx, firmaco altamente hidrofobico, se favorecia con el aumento de la
temperatura a 55 °C. La incubacion de las micelas de GMI1 en esta condicion de
temperatura induce una deshidratacion de la cadena oligosacarida produciendo un
encogimiento significativo de la region hidrofilica de la micela que se acompafia de una
ligera expansion de la region hidrofobica [14,15]. También se demostrd que el fenémeno
es de tipo reversible, ya que las micelas que habian sido previamente calentadas y luego
enfriadas antes de efectuar la carga de la droga lograban solubilizar la misma cantidad de
farmaco que aquellas micelas que no se habian calentado.

Cuando se evalud el efecto de la temperatura en la incorporaciéon de DOX (Figura
3), se observdo que los cambios de temperatura en el sistema no parecen afectar
significativamente la interaccion como ocurre con el Ptx. So6lo en la relacion molar
GM1/DOX 1/1 se observo un ligero aumento en la capacidad de carga del fAirmaco. Este
resultado, probablemente se relacione con el hecho de que la DOX es una molécula
anfipatica y no hidrofébica como el Ptx, por lo que el incremento en la hidrofobicidad de la

micela producido por el aumento de la temperatura no modifica sustancialmente su
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incorporacién en la misma. Por otro lado este resultado sugiere que la DOX ocupa
dominios mas superficiales en la micela de GM1 que el Ptx, por lo que cambios a nivel del

nucleo hidrofobico de la misma no alteran practicamente su incorporacion.

Figura 3. Efecto de la
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8.4.2 Caracterizacion estructural de micelas GM1/DOX

Con el fin de obtener una mayor comprension acerca del caracter estructural de
estas micelas, se estudiaron distintas relaciones molares de micelas GM1/DOX utilizando
la cromatografia de exclusion molecular. Los patrones cromatograficos obtenidos
previamente (Capitulo 1) mostraron que el GM1 presenta dos picos de elucion, uno
equivalente a una proteina globular de 365 kDa, que se correlaciona con el radio
hidrodinamico de las micelas, y el otro correspondiente a la poblaciéon de mondémeros que
se encuentran en constante equilibrio con las micelas [1]. Ademas, se encontrd que las
micelas GM1/Ptx tenian un perfil de elucion corrido hacia mayores volimenes respecto al
GM1, indicando una reducciéon en el radio hidrodinamico cuando las estructuras se
cargaban con este farmaco. También se observd que el pico correspondiente a los
mondmeros de GM1 desaparece completamente luego de la incorporacion del Ptx,
indicando que la carga del fairmaco produce un desplazamiento del equilibrio micela-
monomero hacia el estado micelar, estabilizando este tipo de estructura [1].

En este estudio se observo que la incorporacion de DOX en las micelas de GM1
conduce a cambios en el radio hidrodindmico que dependen de la cantidad de farmaco
cargado. A medida que la concentracion de DOX aumenta hasta la relacion molar
GM1/DOX 5/1, la incorporacion del farmaco produce un ligero incremento en el radio

hidrodinamico de las micelas de GM1 hasta alrededor de 400 kDa. Sin embargo cuando se
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sigue aumentando la cantidad de DOX incorporada en las micelas, hasta alcanzar la
relacion 2,5/1, los resultados muestran que se produce una reorganizacion de estas
estructuras que da origen a dos poblaciones micelares, una de 370 kDa y otra de 209 kDa.
Por otro lado, si se continuia con la adicidn de mas farmaco hasta alcanzar la relacion molar
1/1 se observa nuevamente una reorganizacion de las estructuras ya que so6lo permanece la
poblacion mas pequeiia con un radio hidrodindmico de alrededor de 218 kDa (Figura 4).

En este caso, al igual que lo que ocurre con la incorporacion del Ptx, se observo la
desaparicion del pico de elucion correspondiente con los mondémeros de GM1, lo que

sugiere que la DOX, al igual que el Ptx, estabiliza la estructura micelar.

400 kDa 1.6kba | Figura4. Patrones
800
384 kDa ,
cromatogrdficos de
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- de complejos GM1/DOX:
-
= 400
8 209 kDa 10/1 (v ) 5/1 (=),
-nt
%550 2,5/1( ) 3y /] ()
0
0 3 10 15 20 25
Volumen de elucion (mlL)

En base a todos estos resultados, a partir de este momento, se decidié continuar los
estudios con las micelas GM1/DOX de relacion molar 5/1 por ser estructuras que presentan
una importante capacidad de carga de DOX (alrededor de 10 mg.mL™") y ademés porque
presentan una sola poblacion micelar homogénea.

Con el fin de evaluar la forma y tamafio de las micelas GM1/DOX se utilizé la
microscopia electronica de transmision (TEM). Resultados previos mostraron que las
micelas de GM1 existen en dos poblaciones de distinto tamafio, una de 9-10 nm y otra de
27-28 nm (Figura 5A) y que con la incorporaciéon de Ptx en las micelas de GM1, se
observa una unificacion en una sola poblacion de 9-12 nm (Figura 5B). La figura 5C
muestra que la adicion de DOX produce un cambio en la estructura de las micelas, pero en
sentido opuesto a lo observado con el Ptx. En este caso se produce una desaparicion de la
poblacion de micelas de tamafio pequefio (9-12 nm) para generar una poblacion

homogénea unica con un tamafio de 27-33 nm.
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Figura 5. Microscopia electronica (250.000 x) e histogramas de frecuencia de: (A)
micelas de GM1, (B) GM1/Ptx (20/1 mol/mol) y (C) GM1/DOX (5/1 mol/mol). El tamario

de barra es de 100 nm.
8.4.3 Estabilidad fisica de micelas GM1/DOX
Como se observa en la tabla 1 mas del 90 % de la DOX permanece incorporada en

las micelas GM1/DOX luego de una centrifugacion hasta 100.000 x g. Por otro lado, los

estudios de estabilidad de los complejos GM1/DOX en solucion demostraron que la
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cantidad de DOX incorporada en las micelas de GM1 es estable por hasta 2 meses cuando
éstas se almacenan a 4 y 25 °C. En los ensayos en los que se realizaron ciclos de
congelamiento-descongelamiento o procesos de liofilizacion se pudo observar en todos los
casos que la DOX permanece asociada a las micelas de GMI1. Estos resultados muestran
que las micelas GM1/DOX se comportan de manera semejante a los complejos GM1/Ptx;
siendo el GM1 capaz de generar estructuras micelares estables que evitan la pérdida del
farmaco y que ademas resultan aptas para ser almacenadas en estado so6lido hasta el

momento de su uso, manteniendo sus propiedades fisico-quimicas.

Tabla 1. Efecto de la centrifugacion en la estabilidad de micelas GM1/DOX.

Micelas GM1/DOX
Centrifugacion DOX cargada (%)
25,000x g 98
50,000 x g 94
100,000 x g 90

8.4.4 Estabilidad quimica de DOX en micelas de GM1

Anteriormente, hemos descripto que las micelas de GMI1 tienen la capacidad de
proteger al Ptx incorporado de la hidrolisis alcalina [1], lo que sugiere una localizacién
profunda de la droga en la micela en donde el agua libre difusible no tiene acceso. En el
caso de la DOX se observo que mientras mas del 90 % de la DOX libre es hidrolizada en 6
hs a pH 10, s6lo un 17 % del farmaco incorporado en las micelas de GM1 se ve afectado
por esta condicion (Figura 6). Este resultado sugiere que la DOX podria estar localizada en
un nanodominio mas externo en la micela de GMI1, el cual puede ser alcanzado por el

medio acuoso externo.

Figura 6. Efecto del pH en la
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8.4.5 Interaccién de micelas GM1/DOX con Alb

Estudios previos demostraron que las micelas de GM1 cargadas con Ptx, se asocian
espontdneamente con la albumina sérica humana (Alb). Ademads, se demostré que la
interaccion se debe principalmente a fuerzas hidrofobicas mas que electrostaticas. Estudios
adicionales revelaron que la micela GM1/Ptx se satura de albiimina cuando se alcanza la
relacion GM1/Alb 1/1 en peso. Ademads, se observo que a 55 °C y a pH 3, condiciones
donde la Alb se encuentra en un estado parcialmente desnaturalizado y expone parte de sus
residuos hidrofobicos, la asociacion de las micelas con la proteina se vuelve mas favorable
y se obtienen complejos micelares con menor radio hidrodinamico [2].

En virtud de los resultados anteriores y considerando las ventajas descriptas de la
Alb en el tratamiento del cancer [16,17], se estudid si los complejos GM1/DOX mantienen
su capacidad de interactuar con esta proteina.

Se observo que estos complejos también interaccionan con la Alb de manera
espontanea, sin embargo en este caso, la cantidad de Alb que se une a la micela depende en
gran medida de la cantidad de farmaco incorporado en la misma. En la relacion molar
GM1/DOX 20/1, el 100 % de la Alb agregada (que representa una relacion GM1/Alb 1/1
p/p) se asocia a la micela; mientras que en la medida en que ésta se encuentra mas cargada
con DOX, la cantidad de Alb que se une disminuye a un 70 y 40 % para las relaciones
molares GM1/DOX: 5/1 y 1/1, respectivamente (Figura 7).

Estos resultados demuestran que la presencia de DOX afecta fuertemente la
interaccion con la Alb sugiriendo que estas dos moléculas podrian ocupar, al menos

parcialmente, sitios de unién comunes en la micela de GM1.
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La figura 8 muestra el estudio por microscopia electronica de transmision de los
complejos mixtos GM1/DOX/Alb formados a partir de la incubaciéon de la albumina con
micelas GM1/DOX de radio molar 5/1. En este caso se puede observar la presencia de una

poblacion micelar tinica con un tamano de alrededor de 21-30 nm.

Frecuencia (%)

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tamaiio (nm)

Figura 8. Microscopia electréonica (250.000 x) e histograma de frecuencia de micelas
GM1/DOX/Alb. El tamario de barra es de 100 nm.

8.4.6 Estudios “in-vitro” para evaluar los procesos de liberacién, captacion celular y
actividad biologica de DOX

Anteriormente se demostrd que las micelas de GM1 cargadas con Ptx producen
efectos citotoxicos similares a los del Ptx libre en solucion de DMSO [1]. También se
evidencid que la captacion celular del farmaco y su subsiguiente efecto bioldgico in-vitro
es bastante similar en las micelas GM1/Ptx asociadas con alblimina [2].

En estos estudios se evalud la liberacion y la captacion celular de la DOX contenida
en las micelas de GM1 en relacion con la DOX libre y por otra parte, si la interaccion de la
albimina con la micela afecta este proceso asi como su posterior efecto biologico in-vitro.

La figura 9 muestra el perfil cinético de liberacion de la molécula de DOX,
naturalmente fluorescente, desde complejos GM1/DOX (5/1 mol/mol) con y sin albumina
asociada y la captacion por una linea celular de fibroblastos. La microscopia de
fluorescencia muestra que la captacion celular de DOX se encuentra ligeramente facilitada
por la incorporacion del farmaco en la micela de GM1. Ademas, la DOX incorporada en
los complejos con Alb muestra una localizacion nuclear del farmaco, sitio donde ejerce su
accion, y una disminucion en la cantidad de DOX que permanece en la membrana o el

citoplasma celular, como se observa con los complejos GM1/DOX.
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GM1/DOX GMI1/DOX/ALb

A continuacion se describe un estudio realizado para evaluar la actividad bioldgica

Figura 9. Captacion
celular de DOX desde una
15 min ., .
solucion control y a partir
de complejos GM1/DOX y
GM1/DOX/Alb a los 15, 30

vy 60 min de incubacion.

30 min

60 min

de la DOX incorporada en los complejos micelares GM1/DOX y GM1/DOX/AIb respecto
a la DOX libre en una solucion control de NaCl 150 mM, en el que se utilizaron dos lineas
de células tumorales (Hep-2 y HeLa). Los resultados de la figura 10 obtenidos en células
Hep-2 muestran valores similares de IC50 para la DOX independientemente si el farmaco
esta en estado libre o incorporado en las micelas (2,25 pg.mL™). Los resultados obtenidos
para las células HeLa fueron muy similares a los obtenidos con la Hep-2.

En ambos ensayos, las micelas de GMI1 vacias no presentaron actividad citotdxica

significativa.
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8.5 Discusion

Los resultados obtenidos previamente demostraron que las micelas de gangliosido,
especificamente aquellas formadas por GM1, son capaces de solubilizar espontaneamente
farmacos hidrofébicos oncoldgicos como los taxanos evitando los efectos indeseables de la
utilizacion de co-disolventes [18]. También se ha demostrado que las micelas GM1/Ptx son
capaces de interaccionar espontaneamente con la albimina, un resultado que haria que
estas nanoestructuras adquieran propiedades semejantes al Abraxane®, y que podria
inducir la acumulacién de los complejos con albimina en el sitio especifico del tumor
[16,17].

Los resultados descriptos en el presente capitulo, muestran que las micelas de GM 1
también resultan estructuras capaces para incorporar drogas oncologicas polares como
DOX sin ningiin procedimiento complejo; proporcionando asi una alternativa valida a los
liposomas, formulacion actualmente utilizada para el transporte de DOX. En este contexto,
se pueden mencionar varias ventajas que presentan las micelas respecto a los liposomas
para la vehiculizacion de DOX: 1- poseen una mayor capacidad de transporte en relacion a
la masa de lipidos usada, 2- no requieren procesos complejos para su formulacion, y 3-
poseen un tamafio mas pequefio que le permite evadir su reconocimiento y eliminacion por
el sistema reticulo-endotelial, entre otras.

Los estudios por cromatografia de exclusion molecular y por microscopia
electronica revelan una clara dependencia del radio hidrodindmico de las micelas
GM1/DOX con la cantidad del farmaco incorporado (Figura 4 y 5C). Ya mencionamos
previamente que las micelas de GM1 existen en dos poblaciones de 9 y 27 nm. El agregado
de DOX induce una reorganizacion en las micelas distinta a la producida por el Ptx. Este
ultimo estabiliza la poblacion de micelas hacia las estructuras mas pequefias que presenta
el GM1, dando origen a complejos GM1/Ptx con un tamafio de ~9 nm; mientras que la
DOX estabiliza la poblacion mas grande, formando una tnica poblacién de complejos
GM1/DOX con un diametro medio de 27-33 nm.

Estos resultados nuevamente refuerzan el concepto de que las micelas de GM1 son
estructuras altamente dinamicas, capaces de reorganizarse, ensamblar o retirar monomeros,
en funcion de las propiedades fisico-quimicas de la molécula con la que interacciona.

Por otro lado, en este capitulo también se pone de manifiesto que las micelas

GM1/DOX mantienen la capacidad de unirse a la albiimina. Sin embargo, en este caso
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particular, la cantidad de albumina unida depende en gran medida de la cantidad de
farmaco incorporado en las micelas, sugiriendo que la proteina y la DOX pueden compartir
algunos de los mismos sitios de unidn en las micelas de GM1.

Con respecto a la actividad bioldgica de la DOX incorporada en las micelas de
GM1, los resultados obtenidos fueron en todos los casos, similares a los del farmaco libre.
También se observd que la unidon previa de la albumina no altera la captacion celular y
accion de la DOX. Estudios in-vitro mostraron que las micelas GM1/DOX 'y
GM1/DOX/AIlDb interactiian y liberan su contenido a las células tumorales (Hep-2 y HeLa)

con IC50 similares a los del farmaco control (2,25 pg.mL™).

8.6 Conclusiones

Los resultados obtenidos durante estos estudios, demuestran que las micelas de
GM1 aparecen como un sistema nanomicelar auto-ensamblado que también presenta la
capacidad para incorporar y vehiculizar un firmaco oncoldgico hidrofilico como es la
Doxorrubicina. En resumen, los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que:

- Las soluciones acuosas de GM1 pueden incorporar grandes cantidades de DOX
(5 veces mas que las formulaciones actuales), convirtiéndose en una alternativa
al uso de liposomas para la vehiculizacion de este farmaco.

- Las micelas GM1/DOX son estables en solucion acuosa sin disolvente organico
durante por lo menos 2 meses bajo refrigeracion. También permanecen estables
luego de tratamientos como dilucion, ciclos de congelacion-descongelacion y la
liofilizacion.

- La mayor sensibilidad de DOX a la hidrolisis alcalina en relacion con el Ptx
sugiere que éste farmaco ocupa sitios mas externos dentro de la micela y se
encuentra mas accesible al entorno acuoso externo.

- Estas micelas retienen la capacidad de interactuar con la albumina, aunque la
cantidad de proteina que se une depende en gran medida de la cantidad de DOX
incorporada en la misma.

- La incorporacion de DOX en las micelas de GM1 y la union de Alb a éstas no
afecta los mecanismos de liberacion, captacion y efecto biolodgico en cultivos

celulares.
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- La preparacion de estos complejos micelares no requiere del uso de solventes ni
de procesos costosos o complicados.

En conclusion, las caracteristicas descriptas y las propiedades fisico-quimicas de

este sistema micelar de monosialogangliésidos, hacen posible proponer su utilizacién

como nanotransportadores de fArmacos tanto hidrofébicos como hidrofilicos.
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9. CAPITULO 4

Incorporacion de Paclitaxel,
Doxorrubicina y Albumina en micelas
auto-ensambladas de GM1
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9.1 Resumen

En los capitulos previos de este trabajo de tesis se demostré que los taxanos
(Paclitaxel y Docetaxel), moléculas de caracter hidrofobico, pueden ser incorporados en
micelas de monosialogangliésido GM1 de manera espontanea, aumentando su solubilidad
en agua aproximadamente 6.000 veces [1]. También se evidencié que estas estructuras
micelares son capaces de incorporar otra clase de fArmaco anticancerigeno, de naturaleza
anfipatica y soluble en agua, como es la Doxorrubicina [2].

Estas micelas mixtas demostraron ser formulaciones estables, solubles en agua, que
podrian ser utilizadas como una nueva estrategia para administrar firmacos en tratamientos
contra el céncer. También se describid la interaccion hidrofébica de estos complejos
micelares GM1/Ptx y GM1/DOX con la albiumina sérica humana (Alb), como una
estrategia que podria mejorar la acumulacion del farmaco en el sitio especifico del tumor
[2,3].

En este capitulo se demuestra que estas estructuras micelares poseen la capacidad
de incorporar ambos farmacos (Ptx y DOX) de manera secuencial, ocupando éstos
distintos dominios dentro de la micela, dando origen a formulaciones solubles en agua que
podrian ser utilizadas como un novedoso sistema de transporte multi-farmaco en
tratamientos oncologicos.

Ademas, se observd que estos complejos mixtos GM1/Ptx/DOX retienen la
capacidad para interaccionar con Alb, aunque la cantidad de proteina que se une a estas
micelas es significativamente menor a la que se asocia con las micelas cargadas con Ptx o
DOX tnicamente.

Los complejos GMI1/Ptx/DOX poseen tamanos de 20-32 nm vy radios
hidrodindmicos de 370 kDa. Estas estructuras resultaron ser estables en solucion
refrigerada por al menos 60 dias y aun luego de ciclos de congelamiento-descongelamiento
y liofilizacion-resuspension.

Con respecto a los ensayos de actividad bioldgica in-vitro, se observd que ambos
farmacos incorporados en las micelas de GM1 son captados por las células en cultivo de
manera similar a los farmacos libres en solucion. Sin embargo, los ensayos de
citotoxicidad mostraron la existencia de una interaccion antagdnica entre ambos farmacos

que impide poner en evidencia la actividad citotoxica producida por el Ptx.
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9.2 Introduccion

Casi todas las enfermedades, especialmente aquellas relativamente intratables como
el cancer, no pueden curarse mediante el tratamiento con un solo tipo de farmaco debido a
la gran complejidad patoldgica. El uso combinatorio de multiples farmacos que tienen
diferente mecanismo de accion terapéutica a menudo logra un mejor resultado en
comparacion con las mono-terapias, ya que la combinacion de farmacos adecuadamente
seleccionados podria traer efectos sinérgicos o aditivos usando dosis mds bajas. Ademas, la
terapia de combinacion de dosis bajas al mismo tiempo puede conducir a la disminucion o
supresion de graves efectos adversos.

Lamentablemente, esta area de administracion de multiples fArmacos en un mismo
vehiculo permanece en gran parte sin explorar, mientras que la mayoria de los esfuerzos se
centran en la investigacion de sistemas para el transporte y entrega de un solo agente.

Los sistemas para el transporte de multiples farmacos pueden ofrecer muchas
ventajas sobre la administracion de una mezcla fisica de varios farmacos: 1- prolongado
tiempo de circulacion y vida media, 2- reduccion de la captacion no-especifica, 3-
aumento de la acumulacion en el sitio del tumor a través del transporte pasivo por la
permeabilidad aumentada y efecto de retencion y/o a través del transporte activo mediante
la incorporacion de ligandos especificos [4], 4- captacion predominantemente por via
endocitica con el potencial de eludir los mecanismos de resistencia a firmacos y 5-
dosificacion ratiométrica, es decir, la capacidad para adaptar las proporciones relativas de
cada agente basado en su disposicion farmacologica. Ademas, un Unico sistema de
transporte que lleva varios farmacos en la misma plataforma, puede lograr sincronizar y
controlar la farmacocinética de cada droga, resultando en una mayor eficacia del farmaco,
una mejor solubilidad y biodisponibilidad [5].

Asi como la presencia de dos o mdas agentes terapéuticos en un unico transportador
ofrece nuevas posibilidades terapéuticas, al mismo tiempo plantea muchos nuevos
desafios: 1- Con el fin de identificar una combinacion apropiada de farmacos, es necesario
realizar una evaluacion bioldgica exhaustiva que debe estar respaldada por un
conocimiento profundo de los mecanismos moleculares implicados. 2- Otro aspecto critico
es la determinacion de la relacion de masa dptima de cada componente que forma parte del
sistema de administracion multi-farmaco. Esto requiere una investigacion acerca del

impacto de diferentes proporciones de farmaco sobre la actividad bioldgica del sistema
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combinado. 3- También serd necesario determinar la cinética de liberacion de cada
farmaco desde el sistema combinado, para determinar la relacion optima de firmacos ya
que uno de los medicamentos puede afectar el perfil de liberacion del otro y afectar a la
actividad. 4- Finalmente, el desarrollo clinico de estos sistemas combinados es
extremadamente dificil, debido a los costos para el desarrollo del disefio de tales sistemas
complejos.

A pesar de que en la actualidad existen excelentes fairmacos, éstos suelen tener

ciertos inconvenientes como la baja solubilidad, biodistribucion desfavorable y efectos
secundarios graves, a cambio de su potencial efecto terapéutico; es por ello que hasta el
momento se han desarrollado una gran cantidad de sistemas de transporte de farmacos,
principalmente a nanoescala (10-200 nm), que incluyen los liposomas [6], micelas
poliméricas [7,8], particulas de polimero [9], etc.
De estos, los liposomas han sido los mas estudiados para el desarrollo de sistemas multi-
farmaco. Zucker y col. han desarrollado un nanoliposoma pegilado (LipoViTo) para la
entrega simultanea de dos agentes quimioterapicos, topotecan y vincristina [10]. Otro
sistema liposomal consiste en un polimero “enjaulado”, desarrollado por Lee y col. [11],
que ilustra las diferentes formas de incorporar multiples fAirmacos en el liposoma tales
como la encapsulacion de uno y la conjugacion covalente de otro. Este sistema comprende
a la Doxorrubicina (DOX), cargada en el nilicleo liposomal, rodeada por una “jaula” de
Cisplatino (Pt) conjugado a un polimero sensible al pH. Esta formulacion combinada
demostré mejorar la eficacia global de cada farmaco contra cancer de mama y ovario
usando dosis reducidas.

También los dendrimeros, nanoparticulas poliméricas y conjugados poliméricos
estan siendo activamente investigados por su potencial aplicacion como sistemas de
administracion multi-farmaco [12-17].

Considerando el hecho de que en estudios previos las micelas formadas por el
gangliosido GM1 demostraron ser capaces de incorporar dos clases de farmacos
oncolédgicos con diferentes caracteristicas fisico-quimicas, uno hidrofobico (Ptx) y otro
anfipatico y soluble en agua (DOX), en este capitulo se planted evaluar si las micelas de
GM1 poseen la capacidad para encapsular estos dos farmacos anticancerigenos de manera
simultdnea en la misma estructura micelar; estrategia que podria dar origen a un nuevo

sistema de administracion multi-fArmaco para su uso en tratamientos oncoldgicos.
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9.3 Materiales y métodos

9.3.1 Materiales

9.3.1.1 Reactivos

- El monosialogangliésido GM1 purificado de cerebro bovino como sal de sodio, fue un
obsequio de TRB Pharma S.A. Las soluciones madres de GM1 se prepararon disolviendo
los gangliésidos en agua bidestilada a una concentracion final de 250 mg.mL"™".

- El Paclitaxel (Ptx) es de Yunnan Smandbet Co. Ltd. (Kumming, China). Las soluciones
madres se prepararon disolviendo el Ptx en etanol y dimetilsulféxido (DMSO) a una
concentracion final de 20 mg.mL™" y 50 mg.mL"' respectivamente.

" El Flutax-1, derivado fluorescente del paclitaxel, fue provisto por Calbiochem (San
Diego, CA). Las soluciones madres se prepararon en DMSO a una concentracion final de
al 25 pg.mL™

- La Doxorrubicina-HCI (DOX) fue un obsequio del laboratorio ELEA S.A. Argentina.

- La albiimina sérica humana purificada (Alb) al 20 % (p/v) con Caprilato de Sodio (0,04
M) y N-acetiltriptofano (0,04 M) usados como estabilizadores, fue un obsequio del
Laboratorio de Hemoderivados, Universidad Nacional de Cordoba (Cordoba, Argentina).
Para remover los excipientes la albimina se dializ6 frente a agua destilada o solucion
salina y se diluyo con agua destilada no pirogénica hasta la concentracion final usada en
cada ensayo.

- Todos los demas productos quimicos utilizados fueron de grado analitico.

9.3.1.2 Lineas celulares
Los ensayos de citotoxicidad y de captacioén celular se realizaron utilizando las

lineas celulares continuas mencionadas en el capitulo 1.

9.3.2 Métodos

9.3.2.1 Procedimiento estdndar para la preparacion de micelas mixtas de GML,
Paclitaxel (Ptx) y Doxorrubicina (DOX)

. ., -1
Las soluciones madres de GMI, con una concentracion de 250 mg.mL™, se

prepararon en agua bidestilada 24 hs antes de su uso. Estas fueron mantenidas a 4 - 8 °C
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por 24 hs. Luego se centrifugaron a 50.000 x g por 15 min y el sobrenadante fue filtrado
por 0,22 um.

Las soluciones madres de Ptx, con una concentracion final de 50 mg.mL, se
agregaron lentamente y con agitacion suave a las soluciones de micelas de GM1 formando
micelas GM1/Ptx de relacion molar 20/1.

Las soluciones madres de DOX, con una concentracion de 24 mg.mL™’ se
prepararon en NaCl 145 mM. Estas se agregaron lentamente a la solucion de micelas
GM1/Ptx (20/1 mol/mol) generando complejos GM1/Ptx/DOX de distintas relaciones
molares GM1/DOX: 15/1; 10/1; 5/1; 2,5/1; 1/1. Estas mezclas se incubaron a 4 °C por 24
hs y luego se dializaron por aproximadamente 24 hs a la misma temperatura hasta que los
niveles de DOX en el permeado fueran menores al limite de deteccion de la técnica de
medicion.

Cuando se evalu¢ el efecto del pH en la carga de DOX en las micelas GM1/Ptx, la
solucion de micelas fue llevada a pH 2, 5 y 7 usando buffers Glicina-HCI, Acetato de
Sodio y Fosfato de Sodio respectivamente, todos a una concentracion de 50 mM. Luego
esta solucion se mezcld con cantidades crecientes de DOX para alcanzar relaciones
molares GM1/DOX de 10/1 a 1/1. La incorporacion del farmaco fue realizada en estas
condiciones de pH por 24 hs a 4 °C. Luego del tiempo de incubacion, las muestras se
dializaron por 24 hs a 4 °C frente a agua bidestilada para eliminar la DOX soluble no
incorporada en las micelas y retirar el buffer usado para volver las muestras a pH ~ 6.

En los estudios sobre el efecto de la temperatura en la capacidad de las micelas
GM1/Ptx para cargar DOX, la solucion micelas fue incubada durante 30 minutos a 4, 37 y
55 °C. Luego esta solucion se mezcld con cantidades crecientes de DOX para alcanzar
relaciones molares GM1/DOX de 10/1 a 1/1. La incorporacién de la droga fue realizada a
en esas con condiciones de temperatura durante 30 min antes de incubar las muestras a 4
°C por 24 hs. Luego del tiempo de incubacion, las muestras se dializaron por 24 hs a 4 °C

para eliminar la DOX soluble no incorporada en las micelas
9.3.2.2 Determinacion de la concentracion de DOX

La DOX incorporada en las micelas GM1/Ptx se cuantifico como se mencion6 en el

capitulo 3.
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9.3.2.3 Determinacion de la concentracion de GM1
La concentracion de GM1 fue medida por el método colorimétrico de resorcinol

modificado [18] como se describid en el capitulo 1.

9.3.2.4 Determinacion de la concentracion de Ptx
La cuantificacion del Ptx se llevé a cabo por HPLC como se describio en el

capitulo 1.

9.3.2.5 Procedimiento estdndar para la preparacion de micelas mixtas de GM1, Ptx,
DOX'y Alb

Las micelas GM1/Ptx/DOX preparadas como se menciond anteriormente, se
incubaron con Alb purificada por 24 hs a pH 3 y 37 °C. La interaccion fue analizada por
métodos cromatograficos, como se mencioné en el capitulo 1, previa neutralizacion de la

proteina hasta pH 7.

9.3.2.6 Determinacion de la concentracion de Alb
El contenido de Albumina unida a las micelas se determin6 usando el ensayo de

Bradford [19], como se menciond en el capitulo 2.

9.3.2.7 Caracterizacion estructural de micelas GM1/Ptx/DOX

9.3.2.7.1 Analisis cromatografico

Las muestras y los controles fueron analizados en un sistema Akta Explorer 100
(GE Healthcare) equipado con una columna Superdex 200, como se describidé en el
capitulo 3. Los niveles de gangliésido fueron cuantificados como se menciond

previamente.
9.3.2.7.2 Microscopia electronica
La morfologia de las micelas fue detectada usando un microscopio electronico de
transmision JEOL JEM-1200 EX II como se mencion6 en el capitulo 1.
9.3.2.8 Estabilidad fisica de micelas GM1/Ptx/DOX

9.3.2.8.1 Ensayo de centrifugacion
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Micelas GM1/Ptx/DOX (con GM1/DOX 5/1 mol/mol) fueron centrifugadas a
25.000, 50.000 y 100.000 x g por 1 h a 20 °C en una ultracentrifuga XL-90 (Beckman
Coulter Inc., USA). Inmediatamente después de la centrifugacion, los sobrenadantes se
dializaron por 24 hs para eliminar la DOX soluble no incorporada en las micelas, antes de

determinar las concentraciones de GM1, Ptx y DOX como se describi6 previamente.

9.3.2.8.2 Efecto de la temperatura en la estabilidad de las micelas mixtas GM1/Ptx/DOX
en solucion acuosa

Micelas GM1/Ptx/DOX (con GM1/DOX 5/1 mol/mol) fueron almacenadas por 2
meses en distintas condiciones de temperatura: 4, 25 y 37 °C. Se tomaron alicuotas de las
muestras en distintos periodos de tiempo y se las dializ6 por 24 hs antes de determinar las
concentraciones de Ptx y DOX que se mantienen incorporadas en las micelas como se

menciond previamente.

9.3.2.8.3 Efecto de ciclos de congelado-descongelado y de liofilizacion

Micelas GM1/Ptx/DOX (con GM1/DOX 5/1 mol/mol) fueron congeladas a -80 °C
por 24 hs. Posteriormente se permitié que las muestras alcancen temperatura ambiente y
fueron centrifugadas a 15.000 x g por 10 min y dializadas por 24 hs antes de medir las
concentraciones de GM1, Ptx y DOX como se describid previamente.

Por otro lado, micelas GM1/Ptx/DOX fueron liofilizadas y luego se disolvieron en
su volumen inicial con agua bidestilada, se filtraron a través de un poro de 0,22 um y se
dializaron por 24 hs, para luego medir la concentracion de Ptx, DOX y GM1 solubles por

los métodos descriptos.

9.3.2.9 Estabilidad quimica de DOX y Ptx en micelas GM1/Ptx/DOX

Para evaluar el efecto del pH alcalino en la estabilidad de la DOX y el Ptx
incorporados en las micelas GM1/Ptx/DOX (con GM1/DOX 5/1 mol/mol), se incubaron
¢éstas a pH 10 usando un buffer Carbonato de Sodio 0,2 M de pH 10. Se tomaron alicuotas
de las muestras en distintos periodos de tiempo y se cuantifico la cantidad de DOX y Ptx
solubles por espectrofotometria y HPLC respectivamente. Como control se utilizaron una

solucién de DOX en agua bidestilada y una solucion de Ptx en etanol/agua (50:50).
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9.3.2.10 Caracterizacion de la captacion celular de Ptx-fluorescente y DOX por
microscopia de fluorescencia

Se cultivaron células NIH 3T3 a 37 °C y con un 5 % de CO, en medio MEM
suplementado con un 10 % de suero fetal bovino (GIBCO) y 2 mM de L-glutamina.

Se diluyeron soluciones de DOX, de Ptx-fluorescente (Flu-tax) y de micelas
GM1/Ptx/DOX (con GM1/DOX 5/1 mol/mol) con y sin alblimina asociada, con un 1 % de
Flu-tax, en MEM a una concentracion final de 10 y 5 pgmL’ de Ptx y DOX
respectivamente.

Se incubaron células NIH 3T3 crecidas hasta un 70 % de confluencia con cada
muestra por 15, 30 y 60 minutos a 37 °C. Luego, las células se lavaron con PBS y la

presencia del fArmaco incorporado fue observada mediante microscopia de fluorescencia.

9.3.2.11 Citotoxicidad in-vitro de micelas GM1/Ptx/DOX sobre lineas celulares
tumorales

Se cultivaron células HeLa y Hep-2 a 37 °C y con un 5 % de CO; hasta un 90 % de
confluencia en medio MEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino. Estas
monocapas celulares se incubaron por 24 hs con concentraciones crecientes de GM1, Ptx,
DOX y micelas GM1/Ptx/DOX (con GM1/DOX 5/1 mol/mol) con y sin albumina
asociada. Se evaluo la cantidad de células vivas luego de la incubacion usando el ensayo de
MTT [20] y se estimaron los valores de IC50 graficamente de las curvas de dosis-

respuesta.

9.4 Resultados

9.4.1 Incorporacion de DOX en micelas GM1/Ptx

Previamente se demostré6 que las micelas formadas por GMI1 son aptas para
incorporar grandes cantidades de paclitaxel (Ptx) y doxorrubicina (DOX), fadrmacos
oncologicos hidrofobico y anfipatico respectivamente, originando formulaciones estables y
solubles en agua que podrian ser usadas como una nueva estrategia para el transporte y
liberacion de farmacos en tratamientos contra el cancer [1,2].

La capacidad de las micelas de GM1 para incorporar estas dos clases de fArmacos

con caracteristicas fisico-quimicas tan diferentes, condujo a plantear la posibilidad de
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incorporar ambos farmacos de manera simultinea en la misma estructura micelar con el
objetivo de desarrollar un sistema de administracion multi-fArmaco para utilizar en
tratamientos oncoldgicos.

Inicialmente, y considerando que se ha demostrado previamente que el Ptx se ubica
en el nucleo hidrofobico de la micela y que la DOX se encuentra en sitios mas externos y
ligeramente accesible al ambiente acuoso externo [1,2], se evalud la incorporacion de DOX
en micelas de GMI1 previamente cargadas con Ptx. La figura 1 muestra la curva de
incorporacion de DOX, en donde se observa que 50 mg.mL™' de GM1, en forma de micelas
de GM1 o GM1/Ptx (20/1 mol/mol) son capaces de incorporar mas de 8 mg.mL" de DOX.
Este resultado demuestra que la presencia previa de Ptx en la micela de GM1 no parece

afectar sustancialmente la incorporacion de DOX.

Figura 1. Capacidad de

12
-.: micelas de GM1 (50 mg.ml
) 1) (—%—) y GM1/Pix
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Eﬁ DOX. La carga se realizo a
S 4 °C durante 24 h. Las
8 0 . . . . barras de error indican la
0 5 10 15 20 25  desviacion estandar (DS)

DOX agregada (mg.mL™")
de la media (n = 3).

Cuando se realizo el estudio acerca de como resulta la incorporacion de Ptx en
micelas de GM1 previamente cargadas con DOX, se pudo observar que la cantidad de Ptx
incorporada fue sustancialmente menor respecto a la cantidad que se puede cargar en las
micelas de GM1. Como se muestra en la figura 2, la incorporacion de Ptx en micelas
GM1/DOX (5/1 mol/mol) se encuentra bastante impedida y depende en gran medida de la
cantidad de Ptx agregado. Asi, cuando la cantidad de Ptx agregado es baja (0,26 y 0,58
mg.mL", que representan las relaciones molares GM1/Ptx 100/1 y 50/1) la incorporacion
de Ptx es aproximadamente un 40 % menor comparada con la solubilizacion del mismo en
micelas de GM1; mientras que cuando se aumenta la cantidad de Ptx agregado (1,11 y 2,22
mg.mL", que representan las relaciones 25/1 y 12,5/1) la carga del mismo cae

bruscamente.
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Estos resultados sugieren que la DOX produce un impedimento estérico que impide
la posterior entrada de Ptx en la micela o bien que estos farmacos podrian estar
compartiendo dominios de uniéon dentro de la estructura micelar. Sin embargo, esta ultima
hipdtesis resulta poco probable ya que estudios previos sugieren que ambas moléculas
ocupan dominios diferentes en la micela. Es por ello que para lograr la incorporacion
simultanea de ambos firmacos es necesario seguir una secuencia determinada que consiste
en incorporar primero el Ptx y luego la DOX.

De igual manera que para la incorporacion de DOX en micelas de GMI1, factores
como el pH y la temperatura no influyeron significativamente en la carga de DOX en

micelas GM1/Ptx (20/1 mol/mol) [2].

9.4.2 Caracterizacion estructural de micelas GM1/Ptx/DOX

El estudio estructural de las micelas de GM1 llevado a cabo por cromatografia de
exclusion molecular mostrd que éstas poseen un radio hidrodindmico promedio equivalente
al de una proteina globular de 365 kDa. Ademas se observa un pico de elucion
correspondiente a los mondémeros de GM1 a 1,6 kDa que se encuentran en constante
equilibrio con las micelas [1].

Por otro lado, la incorporacion de Ptx produjo reduccion en el radio hidrodinamico
de las micelas [1]; mientras que la incorporacion de DOX llevo a cambios estructurales en
las micelas de GM1 que dependen fuertemente de la cantidad de farmaco incorporado [2].

En el caso de los complejos GM1/Ptx/DOX, hasta la relacion molar GM1/DOX

5/1, la incorporacion de DOX produce un ligero incremento en el radio hidrodinamico de
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las micelas de GM1 hasta alrededor de 385 kDa. Sin embargo si se continia aumentando la
cantidad de farmaco incorporado, hasta las relaciones 2,5/1 y 1/1, las micelas se
desestabilizan y generan un gradiente de poblaciones micelares de tamafios muy variables
que van desde 350 a 50 kDa (Figura 3).

También se observo que el pico correspondiente a los mondémeros de GM1
desaparece completamente luego de la incorporacion de Ptx, DOX o ambas drogas en
simultaneo, indicando que la carga de éstas produce un desplazamiento del equilibrio

micela-monomero hacia el estado micelar, estabilizando este tipo de estructura.

Figura 3. Patrones
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En base a estos resultados se decidio que las micelas GM1/Ptx/DOX con una
relacion molar GM1/DOX de 5/1 son las estructuras que se utilizaran para continuar con
los estudios ya que presentan una importante capacidad de carga de DOX (~10 mg.mL™") y
una poblacién micelar homogénea.

Con el fin de evaluar la forma y tamafio de estos complejos GM1/Ptx/DOX se
utilizé la microscopia electronica de transmision. Resultados previos demostraron que las
micelas de GM1 existen en dos poblaciones de distinto tamafio, una de 9-10 nm y otra de
27-28 nm [1]. La incorporacion de Ptx produjo una unificacion de las micelas en una sola
poblacion de 9-12 nm [1]; mientras que la carga de DOX produjo un aumento en la
estructura micelar hasta tamafos de 27-33 nm [2].

La figura 4, muestra que las micelas GM1/Ptx/DOX poseen un tamafio medio de
20-32 nm, resultado que sugiere que de ambos farmacos, la DOX posee una mayor

influencia que el Ptx en cuanto a la re-estructuracion de la estructura micelar.
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Figura 4. Microscopia electronica (250.000 x) e histograma de frecuencia de micelas
GM1/Ptx/DOX. El tamaiio de barra es de 100 nm.

9.4.3 Estabilidad fisica de micelas GM1/Ptx/DOX

Como se observa en la tabla 1 mas del 90 % y 93 % de DOX y Ptx,
respectivamente, permanecen incorporados en las micelas luego de una centrifugacion
hasta 100.000 x g de las micelas mixtas GM1/Ptx/DOX preparadas a 4 °C. Los estudios de
estabilidad de estos complejos en solucidon acuosa, demostraron que las cantidades de DOX
y Ptx incorporadas en las micelas se mantienen estables por hasta 2 meses cuando éstas se
almacenan a 4 y 25 °C. Por otra parte, en los ensayos en que se aplicaron ciclos de
congelamiento-descongelamiento o procesos de liofilizacion se pudo observar que tanto el
Ptx como la DOX permanecen asociados a las micelas de GM1. Estos resultados ponen en
evidencia la marcada estabilidad de este sistema micelar, ain cuando se lo somete a

condiciones fisicas extremas.

Tabla 1. Efecto de la centrifugacion en la estabilidad de micelas GM1/Ptx/DOJX.

Micelas GM1/Ptx/DOX
Centrifugacion DOX cargada (%) Ptx cargado (%)
25.000x g 98 97
50.000 x g 95 94
100.000 x g 91 93
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9.4.4 Estabilidad quimica de DOX en micelas GM1/Ptx/DOX

Previamente se demostrd que las micelas de GM1 poseen la capacidad de proteger
al Ptx incorporado de la hidroélisis alcalina [1], lo que sugiere que el mismo se ubica en el
nucleo hidrofobico de la micela donde el agua libre difusible no tiene acceso. Cuando se
evalud que ocurria con la DOX incorporada en la micela de GM1 se observé que s6lo un
17 % del farmaco se hidroliza luego de 6 hs de incubacion a pH 10; mientras que mas del
90 % de la DOX libre se degrada en esas mismas condiciones [2].

En el caso de las micelas GM1/Ptx/DOX (Figura 5), un 25 % de la DOX se
hidroliza bajo esas mismas condiciones; mientras que s6lo un 7 % del Ptx sufre tal
degradacion, resultado muy similar al obtenido para las micelas GM1/Ptx [1].

Estos resultados sugieren que, aunque ambos farmacos se encuentran ubicados en el
nucleo hidrofébico interno de la micela cuando se los incorpora de manera individual, en el
caso de la carga simultanea se observa que la DOX pareceria quedar mas expuesta al

medio acuoso, lo que explicaria el ligero aumento en la degradacion del farmaco por el pH

alcalino.
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9.4.5 Interaccion de micelas GM1/Ptx/DOX con Alb

Previamente se demostrd que las micelas GM1/Ptx y GM1/DOX son capaces de
asociarse espontaneamente con la albimina sérica humana (Alb) [2,3]. La condicion
Optima para lograr una mayor asociacion, se obtuvo cuando la proteina se encuentra a pH
3, condicién en la que adopta un estado “parcialmente desnaturalizado” y expone gran

parte de sus residuos hidrofobicos [3]. Este resultado y el hecho de que altas
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concentraciones salinas (NaCl 0,5 M) no previenen la interaccidon, sugieren que en la
misma se involucran fuerzas de tipo hidrofobicas mas que electrostaticas.

En el caso de las micelas GM1/Ptx, se observo que las mismas se saturan de Alb
cuando se alcanza la relacion GM1/Alb 1/1 en peso; mientras que en las micelas
GM1/DOX la cantidad de Alb que se une a la micela depende en gran medida de la
cantidad de fArmaco incorporado (en la relaciéon molar GM1/DOX: 5/1 la micela de satura
con proteina cuando se alcanza una relacion GM1/Alb 1/0,7 en peso). Esto sugiere que
DOX y Alb podrian estar ocupando, al menos parcialmente, sitios de union comunes en la
micela de GM1.

Considerando los resultados previos y las ventajas que ofrece la Alb en el disefio de
transportadores de fidrmacos para tratamiento del cancer [21,22], se estudié si los
complejos mixtos GM1/Ptx/DOX mantienen la capacidad de interactuar con esta proteina.

De la misma manera que para las micelas GM1/DOX, la cantidad de Alb que se
asocia a los complejos GMI1/Ptx/DOX también depende de la cantidad de DOX
incorporada en la micela. En este caso el efecto es alin mas marcado ya que en los
complejos en donde la relacion molar GM1/DOX es de 5/1 la micela se satura con Alb

cuando se alcanza una relacion GM1/Alb 1/0,4 en peso (Figura 6).
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La figura 7 muestra el estudio por microscopia electronica de transmision de estos
complejos mixtos GM1/Ptx/DOX/Alb formados a partir de la incubacién de la proteina con
micelas mixtas GM1/Ptx/DOX (con un radio molar GM1/DOX: 5/1). Se observa la

presencia de una poblacion micelar inica con un tamafo de alrededor de 22-32 nm.
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Frecuencia (%)
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Figura 7. Microscopia electronica (250.000 x) e histograma de frecuencia de micelas

GM1/Ptx/DOX/Alb. El tamario de barra es de 100 nm.

9.4.6 Estudios “in-vitro” para evaluar los procesos de liberacion, captacion celular y
actividad bioldgica de DOX y Ptx incorporados en micelas de GM1

Los estudios previos presentados en los capitulos anteriores mostraron que tanto el
Ptx como la DOX incorporados en micelas de GM1 producen efectos citotoxicos similares
a los de los farmacos libres en solucion [1,2]. Ademas, en ambos casos, la asociacion con
Alb no produjo cambios significativos en la actividad citotoxica de los farmacos [2,3].

Con respecto al Ptx, no se observaron diferencias en el perfil cinético de captacion
del farmaco desde las distintas formulaciones estudiadas y desde una soluciéon en DMSO
[3]; mientras que para la DOX se observd que su captacion se encuentra ligeramente
facilitada, con relacion a la DOX libre, por la incorporacion del fAirmaco en la micela de
GM1 [2].

La figura 8 muestra el perfil cinético de entrega de DOX, molécula naturalmente
fluorescente, y de Ptx, mediante el uso de su derivado fluorescente Flu-tax, desde
complejos GM1/Ptx/DOX y GM1/Ptx/DOX/Alb y la captacion de ambos farmacos por una
linea celular de fibroblastos. Se observa que no existen diferencias significativas en cuanto
a la captacion de los farmacos desde las dos formulaciones estudiadas y desde las
soluciones control. En la microscopia se evidencia la localizacion preferentemente nuclear

de la DOX y citoplasmatica del Ptx.
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Por otra parte se utilizaron dos lineas de células tumorales (Hep-2 y HeLa) para

evaluar el efecto biologico de la DOX y el Ptx incorporados en los complejos micelares
GM1/Ptx/DOX y GM1/Ptx/DOX/Alb respecto a los farmacos libres en solucion.

Los resultados de la figura 9 obtenidos sobre células Hep-2 muestran valores
similares de IC50 para la DOX independientemente si el farmaco estd en estado libre o
incorporado en las micelas (2,25 pg.mL™). Es interesante observar que el efecto biologico
de los complejos GM1/Ptx/DOX y GM1/Ptx/DOX/Alb responde al patréon de efecto de la
DOX, independientemente de la presencia de Ptx ya que cuando los complejos dejan de
tener efecto, la concentracion de Ptx presente en estos aun deberia ser suficiente para
producir un claro efecto citotoxico (0,0158 pg.mL™).

Este resultado no se encuentra relacionado con la incorporacion de los farmacos en
las micelas de GM1, ya que la co-incubacion de las dos drogas en forma libre mostro
resultados muy similares. Por lo que este resultado sugiere la existencia de algun tipo de
interaccion entre Ptx y DOX.

Los resultados obtenidos con las células HeLa fueron muy similares a los obtenidos

con la linea celular Hep-2.
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9.5 Discusion

Los resultados obtenidos previamente han demostrado que las estructuras micelares
formadas por el GM1 poseen la capacidad de solubilizar espontaneamente farmacos
oncologicos de distinta polaridad, hidrofobicos como el Ptx y anfipaticos como la DOX,
sin la necesidad de utilizar co-solventes o algun procedimiento complejo [1,2]. Ademas, se
evidencid que estos complejos tienen la capacidad de interaccionar espontineamente con la
albumina; una propiedad interesante que podria provocar la acumulacién de los complejos
en el sitio especifico del tumor y reducir los efectos secundarios provocados por la llegada
del farmaco a sitios sanos del organismo [21].

Los resultados descriptos en este capitulo, muestran que las micelas de GM1 son
estructuras capaces de incorporar Ptx y DOX en la misma estructura sin ningun
procedimiento complejo. Sin embargo, se requiere seguir un orden especifico para lograr
incorporar en la micela la maxima cantidad de cada farmaco, primero debe ser incorporado
el Ptx y luego la DOX, lo que sugiere que ambos ocupan dominios diferentes en la
estructura micelar.

De igual manera que para los complejos GM1/DOX ([2], los estudios por
cromatografia de exclusion molecular de las micelas GM1/Ptx/DOX revelaron que existe
una fuerte dependencia del radio hidrodindmico de las mismas con la cantidad de DOX
incorporada. Hasta la relacion molar GM1/DOX 5/1, el radio hidrodinamico de las micelas
de GMI1 se incrementa ligeramente, mientras que la adicion de mayores cantidades de
DOX, desestabilizan totalmente la estructura micelar (Figura 3). Por otro lado la

microscopia electronica demostrd que la incorporacion de DOX, en presencia o ausencia
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de Ptx, produce una reorganizacion de las micelas de GM1 hacia un tamafno de 20-32 nm
(Figura 4).

Aqui también se demuestra que los complejos GMI1/Ptx/DOX mantienen la
capacidad de unirse espontdneamente a la Alb preferentemente a pH 3; sin embargo, al
igual que en las micelas GM1/DOX, la cantidad de Alb que se une depende fuertemente de
la cantidad de DOX incorporada en la micela, sugiriendo que la proteina y la DOX pueden
compartir algunos de los mismos sitios de union en las micelas de GM1. En el caso de los
complejos GM1/Ptx/DOX el efecto es aun mas marcado ya que solo un 40 % de la Alb
agregada se une a la micela, cuando la relacion molar GM1/DOX del complejo es 5/1,
respecto a un 70 % de saturacion alcanzado para las micelas GM1/DOX sin Ptx.

Los estudios acerca de la liberacion de Ptx y DOX desde los complejos mixtos
GM1/Ptx/DOX mostraron que ambos farmacos pueden ser liberados y captados por células
en cultivo y que la asociacion posterior con albumina no afecta la liberacion y captacion de
los mismos.

Los estudios de citotoxicidad in-vitro mostraron que los complejos GM1/Ptx/DOX
y GM1/Ptx/DOX/Alb produjeron un efecto biologico similar a la DOX control; mientras
que no se observo el efecto citotoxico esperado del Ptx incorporado en los mismos.
Ensayos posteriores usando ambos farmacos en estado libre mostraron resultados
similares, lo que sugiere la existencia de alglin tipo de interaccion entre Ptx y DOX y que
este efecto no se relaciona con el hecho de estar incorporados en la misma estructura
micelar. Respecto a estos resultados, ciertos autores han encontrado que la DOX y el
etopdsido actian como antagonistas del Ptx sobre varias lineas celulares. Los fundamentos
bioquimicos de esta interaccion son desconocidos, pero el hecho de que los dos
antagonistas del Ptx son inhibidores de la Topoisomerasa II, plantea la posibilidad de que
el efecto citotdoxico que produce el Ptx puede ser en parte dependiente de la actividad de

esta topoisomerasa [22,23].

9.6 Conclusiones

En este capitulo se ha demostrado la capacidad de las micelas de GM1 para actuar
como un sistema de vehiculizacion multi-fArmaco, ya que estas micelas resultan ser

capaces de incorporar dos farmacos con caracteristicas fisico-quimicas muy diferentes,
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tales como el Ptx y la DOX. En resumen, los resultados descriptos en el presente trabajo

muestran que:

- Las soluciones acuosas de GM1 pueden cargar grandes cantidades de Ptx y
DOX sin requerir ningin proceso costoso o complicado para su preparacion.

- Las micelas GM1/Ptx/DOX son estables en solucidon acuosa sin disolvente
organico durante por lo menos 2 meses bajo refrigeracion. También
permanecen estables luego de tratamientos como la dilucion, ciclos de
congelacion-descongelacion y la liofilizacion.

- La mayor sensibilidad de DOX a la hidrolisis alcalina en relacion con el Ptx
sugiere que €ste fArmaco ocupa sitios mas externos dentro de la micela y que se
encuentra mas accesible al entorno acuoso externo.

- Estas micelas retienen la capacidad de interactuar con la albumina, aunque la
cantidad de proteina que se une depende en gran medida de la cantidad de DOX
incorporada en la misma.

- La liberacion y captacion celular de Ptx y DOX desde los complejos
GM1/Ptx/DOX y GM1/Ptx/DOX/Alb fue similar a la de los controles. Sin
embargo, el efecto biologico de estas formulaciones se limita a la citotoxicidad
producida por la DOX ya que no se observo el efecto correspondiente al Ptx.

Por lo tanto, a pesar de que los dos farmacos ensayados interaccionan de manera

antagonica en los estudios in-vitro, es factible postular a este modelo micelar como un

nuevo sistema de vehiculizacion nanométrica multi-farmaco.
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Conclusion

El presente trabajo de tesis demuestra que las micelas formadas por los
gangliosidos, especificamente aquellas formadas por el monosialogangliosido GM1, tienen
la capacidad de interaccionar espontaneamente con farmacos oncologicos de distinta
naturaleza polar; hidrofébicos como los taxanos y anfipaticos como la doxorrubicina. Se
determiné que esta asociacidon estd dominada principalmente por interacciones de tipo
hidrofobicas, entre el nucleo de la micela y los farmacos, y que no se ve afectada por
cambios en el pH y concentracion salina del medio. Sin embargo, la temperatura si es un
factor que puede modificar esta interaccion, principalmente en el caso de la incorporacion
de Ptx en la micela de GM1. Este efecto de la temperatura se relaciona con el hecho de que
las micelas de GM1 experimentan una deshidratacion de los grupos polares de su cubierta
hidrofilica cuando la temperatura llega a los 55 o 60 °C. Ademas, esta deformacion de la
region hidrofilica se acompafia de una ligera expansion del nucleo hidrofobico de la
micela, lo que explicaria un aumento en las interacciones hidrofobicas entre el nticleo de la
micela y los taxanos, que se evidencia como una mayor incorporacion del farmaco. Por
otro lado, se observd que el balance hidrofilico/lipofilico de la estructura auto-agregada es
un factor critico, ya que modificaciones en el mismo llevan a la formacion de agregados de
diferente forma y tamafio que influyen directamente en la interaccion con el farmaco.

Por otra parte, se ha observado que las estructuras micelares formadas por el GM1,
ofrecen microdominios de distinta polaridad que hacen factible la incorporacion de
paclitaxel (hidrofobico) y doxorrubicina (anfipatica) de manera simultdnea en la misma
micela.

Los resultados presentados demuestran que las micelas de GMI1 son estructuras
muy dindmicas que tienen la capacidad de re-estructurarse, aumentar o disminuir la
cantidad de mondmeros que las forman y modificar su tamafio, en funciéon de cambios en
el medio ambiente y de la naturaleza y cantidad del farmaco con el que interaccionan. Es
asi que el GM1, que existe normalmente en forma de dos poblaciones micelares de distinto
tamafio (9 y 27 nm), se estructura de manera diferente en base a si incorpora paclitaxel
(Ptx) o doxorrubicina (DOX). Para el caso particular del Ptx, se observdo que su
incorporacion en las micelas de GM1 produce una estabilizacion de las micelas de menor
tamano, de alrededor de 10 nm. Por el contrario, la incorporacion de DOX en el GMI1
produce una reestructuracion dindmica de aquellas micelas de tamafio mayor. Ademas se
ha observado que el radio hidrodindmico de las micelas de GM1 también se modifica como
resultado de la interaccion con los dos farmacos, disminuyendo en el caso del Ptx y

aumentando en el caso de la DOX.
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También se demostréo que los complejos micelares formados son muy estables en
solucion acuosa, debido a que la incorporacion de fArmacos en estas estructuras produjo un
desplazamiento del equilibrio micela-monomero hacia el estado micelar. Ademas los
complejos GMI1-fdrmaco soportaron ciertas condiciones fisicas como procesos de
centrifugacion, dialisis, congelamiento-descongelamiento y de liofilizacion-solubilizacion.
De esta manera los farmacos formulados en micelas de GM1 podrian ser aptos para ser
mantenidos tanto en estado liquido como so6lido sin que se alteren las propiedades fisico-
quimicas del sistema.

Considerando el hecho de que la mayoria de los farmacos oncologicos se
administran por via endovenosa, resultd importante evaluar la interaccion de los complejos
micelares formados con los distintos componentes sanguineos. Asi, se demostrd que €stos
no producen lisis de globulos rojos, ni influyen en la actividad plaquetaria; sin embargo
producen una disminucion de la poblacion linfocitaria, efecto debido a la citotoxicidad del
Ptx sobre esta clase celular. Por otro lado se demostré que los complejos presentan la
capacidad de interaccionar con la alblimina sérica humana. Se demostré6 que esta
asociacion es también dominada por fuerzas hidrofobicas ya que el aumento de la
hidrofobicidad de la micela producto del calentamiento hasta los 55 °C, como asi también
la incubacion de la proteina a pH 3 en donde ésta expone sus residuos hidrofobicos al
ambiente acuoso, son condiciones que favorecen notablemente la interaccion. Esta
cualidad resulta muy beneficiosa en el caso de formulaciones para firmacos oncoldgicos
ya que existen evidencias de que las células tumorales sobre-expresan receptores
especificos para albumina, lo que permitiria una mayor acumulacion de los complejos con
albumina en el sitio especifico del tumor. Ademas la molécula de albimina podria cumplir
un rol semejante al que cumple el PEG en los liposomas, protegiendo a la nanoestructura,
disminuyendo su inmunogenicidad y el reconocimiento por el SRE, aumentando su
biodisponibilidad y el tiempo de vida media en circulacion.

Por ultimo, se demostro que las estructuras micelares son capaces de liberar el o los
farmacos encapsulados al entrar en contacto con células, aun cuando las micelas se
encuentran asociadas con albumina. Ademas, el efecto citotoxico in-vitro de los farmacos
liberados por las micelas demostro ser similar al de las drogas libres en solucion. Por otro
lado, estudios in-vivo evidenciaron que el Ptx encapsulado en las micelas produce un
efecto bioldgico similar a la formulacion comercial del farmaco.

Todos estos resultados nos permiten sugerir que estas nanomicelas auto-

ensambladas, formadas por el monosialogangliésido GM1, podrian resultar en un modelo
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factible para la vehiculizacion de uno o mdas farmacos de distinta naturaleza polar en
medios acuosos.
A continuacion se presenta un modelo que representa las asociaciones que ocurren

entre las micelas de GM1, los farmacos (Ptx y DOX) y la albumina (Alb), para dar origen a

las distintas nanoestructuras descriptas a lo largo de este trabajo de investigacion.
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11.1 APENDICE I

La albtimina humana purificada fue sometida al mismo tratamiento de temperatura
en el que se llevaron a cabo las incubaciones de los complejos GM1/Ptx con esta proteina,
en este caso en ausencia de las micelas; con el fin de obtener el perfil cromatografico
control de la albumina en las distintas condiciones de temperatura ensayadas.

Como se muestra en la siguiente figura, en todas las condiciones de temperatura
ensayadas, desde 4 a 55 °C, no se observaron diferencias significativas en el perfil de

elucion de la proteina.
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11.2 APENDICE II
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Se incubo a la albiimina humana purificada en distintas condiciones de pH (3, 5 y
7) por 24 hs, en ausencia de los complejos micelares GM1/Ptx, con el objetivo de obtener
el perfil cromatografico control de la proteina bajo estas condiciones. Sin embargo hay que
tener en cuenta que una vez concluido el tiempo de incubacion, sea de la proteina sola en
este caso o de los complejos GM1/Ptx con Alb, siempre se vuelve a neutralizar la solucion
hasta pH 7 antes de analizar la muestra por cromatografia de exclusion molecular.

Como se muestra en la figura, en todas las condiciones de pH ensayadas, no se
observaron diferencias significativas en el perfil de elucion de la albumina. Este resultado
probablemente se deba a que los cambios conformacionales que sufre la proteina con el pH
sean de tipo reversible y una vez finalizado el tiempo de incubacion, la posterior
neutralizacion de la solucion hasta pH 7 hace que la proteina vuelva a adoptar su estado

conformacional nativo.
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