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1 RESUMEN

En el presente trabajo se detallan los resultados obtenidos fruto de la investigacién
para la vehiculizacién del pigmento de origen bacteriano violaceina, con el objetivo de
crear sistemas terapéuticos antitumorales. La seccidn siguiente constituye una breve
introduccidn al campo de aplicacién de estos sistemas (el cancer), asi como informacién
especifica del funcionamiento de la violaceina, las problematicas asociadas a su
administracidon y una descripcién general de los sistemas de vehiculizacion empleados.
La seccidn 3, contiene los objetivos de esta tesis.

En la seccion 4, se describe un sistema pH-responsivo basado en los biopolimeros
pectina y gelatina, con el objetivo de lograr una administracién oral y una liberacién del
farmaco en colon.

En la seccidén 5, se muestra un sistema basado en nanoparticulas lipidicas en el que
se buscd obtener un direccionamiento activo hacia células que sobre expresen
receptores de folato.

En la seccidon 6, se presenta un sistema con el objetivo de ser implantado, basado
tanto en nanoparticulas lipidicas como en biopolimeros, con dos adiciones; una enzima
activa, con el doble propdsito de actuar de manera terapéutica pero también estimular
la liberacion de violaceinay que el sistema se ha disefiado como una tinta para impresion
3D.

En la seccidn 7 se ofrecen las conclusiones finales respecto de los capitulos anteriores
y las secciones 8, 9 y 10 contienen la Bibliografia, las abreviaturas y una tabla de figuras

respectivamente.



2 INTRODUCCION GENERAL

2.1 BREVE BIOLOGIA DEL CANCER, LAS QUIMIOTERAPIAS

“Si esta imagen —la del cdncer como nuestro desesperado y
malévolo ‘doppelgdnger’ contempordneo— nos inquieta tanto, es
porque describe, al menos parcialmente, una verdad. Una célula
cancerosa es una pasmosa perversion de la célula normal. El cdncer es
un invasor y colonizador fenomenalmente exitoso, en parte, porque
explota las caracteristicas mismas que nos hacen exitosos como

especie o como organismo.”

Siddhartha Mukherjee - EI emperador de todos los males: Una

biografia del cancer [1]

El cadncer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el
mundo, en el 2020 hubo unos 19 millones de nuevos casos y casi 10 millones de muertes
de ese mismo afio pueden ser atribuidas a este conjunto de enfermedades.
Adicionalmente, un 80% de los nuevos casos se dan en individuos mayores a 50 anos de
edad, por lo que a medida que la poblacion mundial envejece, la prevalencia de estas
enfermedades crece [2]. Ademas, el 70% de las muertes asociadas al cdncer se producen

en paises con PBI medios y bajos. En particular, Argentina se encuentra clasificada como



un pais con incidencia media-alta (177-245 casos por cada 100.000 habitantes) y el

cancer representa la causa de una cada cinco muertes en el pais [3].

El cdncer (neoplasia maligna) es un conjunto de enfermedades en las que una masa
de células se multiplica anormalmente y pierde la inhibicién de crecimiento celular por
contacto. En este sentido, posee la potencialidad de invadir tejidos adyacentes y otros

érganos en un proceso llamado cominmente metastasis.[4]

En condiciones normales, el ciclo celular, es decir el proceso por el cual una célula
crece, duplica su material genético y se divide para formar dos células hijas, esta
estrictamente regulado por sefiales tanto intra como extracelulares. Los mecanismos de
regulacién del ciclo celular pueden de esta manera retrasar o detener completamente
el ciclo en caso de que hay dafios en el material genético o el entorno no sea el
adecuado. Pero si una mutacién o grupo de mutaciones ya sean estas espontaneas o
causadas por un agente externo, interfiere con este riguroso control, estd dado el primer

evento para la formacion de un tumor.

Una vez que una célula o grupo de células comienza a reproducirse fuera del control
normal del ciclo celular, comienza a ocurrir una seleccibn con caracteristicas
darwinianas, en un proceso con varias etapas en el cual la masa celular adquiere
caracteristicas que le permiten sobrevivir y expandirse. Hanahan y Weinberg (2000,
2011) llaman a estas caracteristicas “caracteristicas distintivas del cancer” (Hallmarks of
cancer) [5,6]. Y son estas propiedades las que posibilitan explicar la complejidad de la

patologia.



2.1.1 Caracteristicas del cancer
Inicialmente se propusieron seis caracteristicas esenciales para la proliferacion

celular y capacidad metastasica de una neoplasia, a saber:

El mantenimiento de la sefializacion proliferativa, mientras que los tejidos normales
controlan estrictamente las sefiales promotoras del crecimiento asegurando el normal
funcionamiento del tejido, las células tumorales se independizan de estos controles.
Esto puede ser atribuido a la sintesis de factores de crecimiento y consecuente accién
autocrina sobre receptores de tirosina-quinasa o por la mutacién de los intermediarios
“downstream” en la cascada metabdlica, por ejemplo, proteinas Ras, proteinas quinasas

activadas por mitégenos (MAPK), fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) u otros.

La evasion de los represores del crecimiento, ademas de mantener la senal de
proliferacidon las células tumorales también deben eludir todos aquellos mecanismos
qgue detienen el crecimiento celular. Las células tumorales no solo evaden las complejas
redes de sefiales antiproliferativas intracelulares (como por ejemplo las proteinas TP53
y RB), sino también las sefales externas, como los mecanismos inhibitorios de contacto

celular.

Resistencia a los programas de muerte celular, esto es, no solo la inhibicién de las vias
gue conducen a la apoptosis, sino también la modificacién de los mecanismos de

autofagia y el cambio del comportamiento hacia la necrosis.

La inmortalidad replicativa, es decir la capacidad de proliferar manera ilimitada sin
senecer o morir, esta capacidad esta generalmente asociada a la produccion de

telomerasa.



La induccidn de la angiogénesis, para que el tumor alcance un tamafio macroscépico
ha de crear una vasculatura con el objetivo de poder sostener su alto consumo de
nutrientes y alta produccion de desechos. La estimulacion de esta angiogénesis esta
normalmente asociada a la producciéon de sefiales como el factor de crecimiento

endotelial vascular A (VEGF-A) entre otros.

La activacion de los mecanismos de invasion y metdstasis. La colonizacion debido a la
células tumorales requiere varios pasos, la invasion local, el acceso a la luz de un vaso
sanguineo o linfatico, el transito por el mismo, y luego la extravasacion a un tejido
distante y el crecimiento en el mismo, el cual al principio genera pequefios nédulos

(micrometastasis) y luego lesiones mayores.[5]

Recientemente, a estas caracteristicas basicas se han afiadido dos rasgos habilitantes

parala generacion de las caracteristicas detalladas anteriormente, las cuales se detallan:

La inestabilidad genomica, que acelera la apariciéon de mutaciones adaptativas a las

condiciones micro-ambientales del tejido circundante.

La promocion de la inflamacion por las células tumorales, que paraddjicamente
promueve la tumorgénesis suministrando al tumor con factores de crecimiento, factores
de angiogénicos, y otros factores que facilitan la invasidon y metastasis. Ademas, a estos
rasgos habilitantes se le agregan dos propiedades emergentes, |la reprogramacion del
metabolismo energético, en las células tumorales el metabolismo de glucosa (i.e.,

glicolisis) es estimulado incluso en condiciones aerobias. A su vez la glicolisis es



estimulada aln mas debido a las condiciones de hipoxia, las cuales reinan en muchos

tumores sdlidos.[6] La Figura 2.1 engloba las caracteristicas distintivas de cancer.
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Figura 2.1: Caracteristicas distintivas del cdncer, adaptado de Hanahan y

Weinberg (2011)

2.1.2 Quimioterapias

La quimioterapia es la administracion de agentes quimicos (farmacos) para el
tratamiento de diferentes afecciones como las infecciones, aunque hoy por hoy el
termino esta relacionado practicamente sélo al tratamiento del cdéncer. La
guimioterapia normalmente se administra en terapias combinadas (con cirugia o

radioterapia), aunque puede ser administrada como monoterapia en algunos casos



(quimioterapia primaria). Por ejemplo, cuando la enfermedad se encuentra lo
suficientemente avanzada para que no se considere la curacion como objetivo, y en su
lugar se busca detener la progresion del tumor y aliviar los sintomas patoldgicos

asociados a éste.

Cuando la quimioterapia tiene como objetivo reducir el tamafio de un tumor, y de
esta manera posibilitar que la reseccidn quirurgica sea mas sencillay eficaz, se denomina

quimioterapia neoadyuvante.

No obstante, posiblemente, una de las funciones mas importantes de Ia
guimioterapia es evitar las recurrencias. Cuando el tumor primario es removido
mediante una cirugia, puede dejar células con caracteristicas tumorales en el paciente,
las cuales pueden oficiar de “semilla” para la formacidén de nuevos tumores tanto a nivel
local como sistémico. La quimioterapia adyuvante reduce sensiblemente la recurrencia
de estos tumores y mejora la supervivencia de los pacientes. En estos casos la curacién
es posible mediante la quimioterapia siempre que la dosis, el agente quimioterapéutico

y el programa sean adecuados [7].

2.1.3 Quimioterapéuticos

A pesar de importantes éxitos en las terapias, pocas categorias de medicamentos
poseen un indice terapéutico mas estrecho y un mayor potencial para causar efectos
nocivos que los farmacos contra el cancer. Incluso los farmacos dirigidos, tales como los
anticuerpos monoclonales (por ejemplo, trastuzumab) suelen tener efectos adversos
severos y aun asi se administran con farmacos citotdxicos convencionales [7]. La logica

detrds de muchos de estos farmacos es interferir con procesos asociados al ciclo celular,



y detenerlo o pervertirlo de manera de generar una respuesta apoptotica. Asi, por
ejemplo, los fdrmacos analogos de metabolitos interrumpen el proceso de replicacion,
los alcaloides obtenidos de la familia de plantas Aposynaceae, Género Vinca (i.e.,
vincristina, vinblastina, y otros obtenidos de Catharantus roseus) alteran los husos
mitdticos, las antraciclinas obtenidas de cepas de Streptomycetes como la doxorrubicina

bloguean topoisomerasas, etc.

Este estrecho indice terapéutico no tiene otra causa mas que la profunda similitud
gue existe entre una célula tumoral y una célula normal en replicacidn activa. Es por ello
qgue los farmacos citotdxicos suelen tener efectos adversos severos en tejidos con alta
tasa de replicacion, como las células madre de la medula ésea. Adicionalmente, como
vimos anteriormente las células tumorales se ven sometidas a una seleccién con
caracteristicas darwinianas, por lo que un gran obstaculo de las quimioterapias es la

aparicién de poblaciones celulares resistentes [7].

No obstante, la creacidn de nuevos farmacos se ve obstaculizada, entre otras cosas,
por la escasa solubilidad en agua de los nuevos componentes activos (NCA). Se estima,
dependiendo de la fuente que entre el 50% y el 90% de los NCA en desarrollo y un 40%
de los componentes activos actualmente en el mercado presentan esta misma dificultad

[31] (Figura 2.2).



Esto se debe a que los compuestos con estas propiedades tienden a poseer mayor

potencia (actividad de unién in vitro) debido a interacciones hidrofébicas adicionales

con sus objetivos (i.e. enzimas, receptores, canales) [32]. Estos compuestos suelen ser

distintos a los fdrmacos convencionales debido a su baja solubilidad en agua, una de las

principales causas de la mala farmacocinética (PK) y biodisponibilidad oral. Como

resultado, tienen menos probabilidades de completar su desarrollo, lo que resulta en

una menor tasa de aprobacion por

los entes reguladores.
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Figura 2.2: Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, un gran porcentaje de los

nuevos componentes activos pertenecen a las categorias Il y IV

Considerando lo expresado anteriormente es que no solo es importante el desarrollo

de nuevos fdrmacos citotoxicos, sino, como se detalla mds adelante, nuevas formas de

vehiculizacion que mejoren los perfiles farmacocinéticos, salteen mecanismos de

resistencia y disminuyan la llegada de los fdrmacos citotoxicos a tejidos sanos.



2.2 VIOLACEINA, DROGA DE ESTUDIO Y MODELO DE DROGA HIDROFOBICA.

La violaceina es un pigmento bisinddlico de origen bacteriano, producido por
bacterias aisladas en diversos ambientes naturales y de diversos linajes filogenéticos.
Como por ejemplo, cepas pertenecientes a los géneros Chromobacterium,
Janitobacterium, Collimonas, Duganella, entre otros, de los cuales posiblemente la cepa

mds reconocida sea Chromobacterium violaceum [8].

La violaceina purificada (masa molecular 343,3) es un sélido a temperatura ambiente
de color negro violaceo, insoluble en agua, ligeramente soluble en etanaol,
moderadamente soluble en dioxano y acetona, y soluble en DMSO, metanol y acetato
de etilo (XlogP3-aa= 2.7). Se descompone por encima de 290°C. El espectro UV-vis
exhibe absorbancias maximas a 258, 372 y 575 nm en etanol. El espectro de emision de
fluorescencia en etanol a una longitud de onda de excitacion de 575 nm muestra una

banda de emision a 675 nm.[9,10]

10



La importancia de la violaceina desde el punto de vista terapéutico radica en el
abanico de actividades biolégicas que presenta. A saber, tripanocida,
inmunomoduladora, y antimicrobiana, entre muchas otras [11], y particularmente, la

cual detallaremos en el presente trabajo de tesis, antitumoral.

Figura 2.3: estructura de la violaceina y un conférmero tridimensional de

violaceina (PubChem).

2.2.1 Actividad antitumoral de la violaceina

Durante las ultimas dos décadas, varios estudios han reportado la propiedad
antitumoral de la violaceina [8,12]. Recientemente, un estudio ha demostrado que este
pigmento no es genotdxico [13]. Se ha demostrado que algunos agentes citotdxicos a
menudo inducen la muerte celular, en parte, debido a la generacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS). En particular, Leal y colaboradores (2015) han investigado si
la violaceina afecta el estado redox celular [14]. Observaron que la violaceina era
citotdxica tanto células de lineas celulares no tumorales como lineas tumorales, siendo

estas ultimas eran mucho mas sensibles, pero esta citotoxicidad no estaba asociada a la

11



produccion de ROS [14]. Se informaron resultados similares en células tumorales de
ascitis de Ehrlich y Caco-2, pero estas presentaron una produccion rapida de ROS debido
a la aplicacion de violaceina [15]. Estos hallazgos sugieren que /a violaceina afecta el

estado redox de una manera especifica respecto del tipo de célula.

El grupo dirigido por el Prof. Duran fue el primero en reportar la propiedad
anticancerigena de la violaceina en 2003 [16]. Desde entonces, diferentes grupos han
investigado los mecanismos moleculares que respaldan la fuerte actividad antitumoral
de este pigmento microbiano. Los siguientes parrafos sefialan cémo la violaceina supera
algunas de las caracteristicas del cancer reportadas hasta ahora: la sustentacion de la
sefializacion proliferativa, el retraso de la muerte celular y la activacion de la metastasis

y la invasion.

La violaceina inhibe la sefializacion proliferativa. Las células normales controlan
estrictamente la sintesis y produccion de factores de crecimiento y, en consecuencia,
aseguran la homeostasis celular, mientras que las células cancerosas adquieren la
capacidad de proliferar continuamente debido a mutaciones y sobre-activacién de
proteinas clave capaces de promover la progresidn del ciclo celular, como las proteinas
receptoras tirosina-quinasa, las rutas de proteina activada por mitégeno (MAP)-quinasa
y los circuitos de sefializacion de PI3-quinasa que comprende su transductor de seinal
clave (AKT). Esta reportado que el tratamiento con violaceina altera muchos marcadores
claves en la tumorgénesis humana, como MAP-K, ciclinas dependientes de quinasas,

bloqueadores del ciclo celular como p53 y p21, y deacetilasas de histonas [17-23].

La violaceina induce la muerte celular. Y aunque se han descrito diferentes tipos de

muerte celular, la apoptosis y la autofagia suelen ser las mds exploradas. Los tumores

12



solidos y hematopoyéticos sometidos al tratamiento con violaceina presentaron una
disminuciéon del nimero de mediadores antiapoptéticos (como DAPK1 y Bcl2) y un
aumento del nimero de mediadores apoptdticos (como Bax y p53). Ademas la
violaceina puede inhibir la autofagia, un mecanismo normalmente asociado a la

supervivencia tumoral [21,24].

La violaceina inhibe la metdstasis y la invasion. Las metaloproteinasas (MMP) juegan
un papel esencial en los procesos metastdsicos, ya que la metdstasis requiere una
remodelacidn de la matriz extracelular, ya que esta matriz depende de las MMP [25].
Platt y colaboradores (2014) demostraron que la violaceina era capaz de disminuir las
formas activas de MMP-2 y MMP-9 [26]. Ademas, la violaceina puede disminuir la
secrecion de quimiocinas inflamatorias (CXCL12), las cuales son un modulador positivo
de la migracién celular y la metdstasis del cdncer, Adicionalmente. Goncalves y
colaboradores (2016) también han descrito que la violaceina disminuye
significativamente la capacidad de invasién de una linea celular de melanoma altamente
metastasico (SKMEL-103) mediante el uso de un modelo de cultivo 3D desarrollado en
matrigel, un fluido producido a partir de membrana basal utilizado para estimar el

potencial migratorio de un cultivo de células tumorales [27].

La violaceina establece fuertes interacciones con las membranas lipidicas. Se ha
demostrado que cantidades extremadamente pequeiias de violaceina alteran de
manera significativa las propiedades fisicoquimicas de las membranas biolégicas,
alterando sus propiedades elasticas, interrumpiendo la correcta homeostasis y
regulacién d ellos lipidos de membrana y formando poros en células eucariotas y

procariotas [18,28,29].
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Ademas, la violaceina ha demostrado disminuir la viabilidad de decenas de lineas
celulares tumorales establecidas de manera concentracion-dependiente [9]. Ademas, se
ha informado que la violaceina inhibe el crecimiento de células cancerosas de cabeza y

cuello in vitro e in vivo [30].
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celular
HO
Interfiere ala altura
de la membrana

plasmaticas

Inhibe la
sefalizacién Inhibe el crecimiento
proliferativa tumoral in vivo

Inhibe la metastasis
y la invasién

Estimula la
produccion de ROS
dependiendo de la

linea celular

Figura 2.4: La violaceina actua inhibiendo muchas de las caracteristicas del

cdncer

2.2.2 Las problematicas asociadas a la violaceina

No obstante, la violaceina es extremadamente insoluble en agua y fluidos biolégicos
lo que, como vimos anteriormente, no es exclusivo de este pigmento y limita la
disponibilidad en los sitios de accion. En base a lo expresado anteriormente, la violaceina

no sélo es una molécula de interés para el desarrollo de nuevas terapias sino también
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constituye un buen modelo de estudio para otras drogas experimentales y no

experimentales.

2.3 FORMULACION DE NUEVOS COMPONENTES ACTIVOS (NCA)

A continuacién, se introduciran algunas de las estrategias desarrolladas en el
presente trabajo con el objetivo de generar formulaciones estables para la

administracién de violaceina.

En la preparacion de las formulaciones de violaceina no sélo se han de tenido en
cuenta las caracteristicas del farmaco sino también, el sitio de accién, la ruta de
administracidn, la cinética de liberacion, la compatibilidad de los excipientes asi como a
las posibles condiciones fisioldgicas a las que se van a ver estos expuestos [33]. Por esto,
una descripcion mas detallada de los sistemas se encontrara en su capitulo experimental

correspondiente (Capitulos 4, 5y 6).

2.3.1 Biopolimeros en la liberacién controlada de farmacos

Los biopolimeros son, como su nombre lo indica polimeros obtenidos de fuentes
naturales, a menudo, son subproductos o desechos de procesos industriales no
relacionados a la biomedicina y por esto suelen tener un bajo costo [34]. Los
biopolimeros poseen una amplia diversidad quimica y estructural y por lo tanto un
amplio espectro de hidrofobicidades, propiedades mecanicas y quimicas, son
biodegradables y muchos de ellos son biocompatibles y atdxicos. Pueden presentar
ademas algunas propiedades adicionales beneficiosas como responsividad al pH o Ia

temperatura, propiedades adhesivas, antimicrobianas o antioxidantes [33].
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Un farmaco atrapado en una matriz polimérica puede abandonar la matriz por uno o
mas procesos, a saber, la degradacion enzimatica o no enzimatica del polimero, erosién
(esto es la solubilizacion del polimero y desprendimiento de la matriz), y/o la difusion
del fdrmaco a través de la matriz. Estos fendmenos estaran a su vez influenciados por
las condiciones ambientales en las que se encuentre la matriz polimérica (e.g.,
temperatura, pH, fuerza idnica, tejido circundante, etc.). Es por ello, que han sido
extensamente reportado el uso de biopolimeros en sistemas de liberacion controlada
de farmacos (SLCF) (es decir que el perfil de liberacidon de la molécula cargo responde a

III

un cambio externo o “control”) y/o sistemas de liberacidon sostenida de farmacos (SLSF)
(o sea, la liberacion del farmaco desde la matriz se prolonga en el tiempo dentro de los
rangos Yy concentraciones terapéuticas), mejorando la farmacocinética de

administracion de los farmacos y por lo tanto mejorando su perfil de efectos adversos

[35].

Una descripcién mas detallada de los polimeros usados en el presente trabajo se

presenta en la introduccion de cada capitulo.

2.3.2 Emulsiones

Las emulsiones son posiblemente una de las maneras mas sencillas de solubilizar una
molécula con baja solubilidad en ambientes acuosos. Consisten basicamente en dos
fases inmiscibles estabilizadas por un agente emulsionante. La estabilidad de este
sistema heterogéneo es altamente dependiente del procedimiento técnico, del agente
emulsionante seleccionado y el tamafio de la dispersidon obtenida. Normalmente, se

considera que aquellas emulsiones que alcanzan tamafios de particula menores a un
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micrometro son preferibles, debido a que es menos probable que el sistema sea captado
por el sistema reticulo endotelial (RES) y por lo tanto su tiempo de circulacion es

extendido [36].

Debido a su simplicidad las emulsiones son ampliamente utilizadas en la industria
farmacéutica, pero no por ello carecen de desventajas, las fugas de farmaco no son poco
frecuentes, su estabilidad mecanica y térmica es muy limitada y su aclaramiento (en

formulaciones parenterales) es dificil de modelar [37].

2.3.3 Sistemas nanoparticulados de liberacién de farmacos

El ingreso de las nanociencias y la nanotecnologia a la vehiculizacién de farmacos ha
tenido un impacto incalculable. El desarrollo de nanoparticulas con variadas
propiedades y caracteristicas ha mejorado sustancialmente la administracién de muchas
moléculas, y ha brindado soluciones para muchas de las problematicas relacionadas a la
seguridad y la eficiencia, y particularmente es de especial relevancia cuando hablamos
de agentes citotéxicos [38]. Las nanoparticulas, pueden proteger su carga de una
degradacion prematura, mejoran su biodisponibilidad, aumentan el tiempo de
circulacién plasmatica y tienen una enorme relacidn superficie/ volumen lo que hace

gue tengan una gran superficie funcional donde se puedan adsorber compuestos [39].

En particular, en el caso de los tumores sdlidos, las nanoparticulas experimentan una
ventaja adicional, debido a la tortuosidad y permeabilidad de la vascularizaciéon tumoral,
las nanoparticulas quedan retenidas en éste y por lo tanto direccionan su actividad
terapéutica. A este tipo de direccionamiento se le conoce normalmente como

direccionamiento pasivo o efecto de permeabilidad y retencion mejorada (EPR por su
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sigla en inglés). No obstante, un sistema que dependa exclusivamente del EPR
dificilmente produzca demasiada acumulaciéon en el tumor, con el inconveniente
agregado de que algunos 6rganos sanos como el bazo o el higado pueden experimentar
efectos similares [40]. Por lo expresado, es comun que los nuevos desarrollos hagan uso
del direccionamiento activo, esto es, decorar la superficie de la nanoparticula con
anticuerpos, ligandos u otras moléculas que puedan adherirse de manera especifica a

las células tumorales.

Mientras que existe una gran variedad de nanoparticulas inorganicas con infinidad
de aplicaciones (por ejemplo, de éxido de hierro, metales nobles, silicatos, etc.), cuando
el objetivo es la vehiculizacion de moléculas pequefias, las nanoparticulas de origen
organico han tenido una mejor transferencia a las etapas clinicas, debido a su
biocompatibilidad y biodegradabilidad [40]. Dentro de este ultimo grupo, nos

centraremos en las nanoparticulas basadas en lipidos.

2.3.3.1 Nanoparticulas Solidas lipidicas (SLN) y Vehiculos Lipidicos Nanoestructurados
(NLC)

Inicialmente las SLN aparecen como una solucidn a los inconvenientes asociados a los
vehiculos lipidicos de la anterior generacion (micelas, liposomas), es decir, su limitada
estabilidad, las fugas de carga (farmaco), etc. [37]. Las SLN estan basadas
fundamentalmente en uno o mas lipidos solidos a temperatura ambiente, generalmente
lipidos de cadena larga (e.g., que pueden ser grasas, ceras, etc.) estabilizados por algun
tipo de tensioactivo biocompatible en una escala nanométrica. Este ultimo, puede ser
un tensioactivo natural (como la lecitina de soja) o sintético pero biocompatible (como

por ejemplo, los polisorbatos) [41]. Adicionalmente, se pueden usar tensioactivos
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poliméricos, como los poloxameros, polimeros poli(éxido de etileno) (PEO) y poli(éxido
de propileno) (PPO) de la forma PEO-PPO-PEO. La cubierta hidrofilica en este caso (PEO)
puede evitar la respuesta inmune y prolongar los tiempos de circulacién sistémica.
Debido a su biocompatibilidad, su facil escalabilidad de produccién y capacidad de
cargar drogas hidrofdbicas, pero también hidrofilicas, las SLN han sido ensayadas para
encapsular distintos tipos de agentes terapéuticos y varias de estas formulaciones se

encuentran en etapas de ensayos clinicos [42]

En las SLN (Figura 2.5.A), el fdrmaco se encuentra entre capas lipidicas del ntcleo o
bien interaccionando con las cadenas carbonadas de manera directa. Sin embargo, los
lipidos comienzan a cristalizar con el tiempo y debido a las grandes diferencias de
energia libre (AG) entre las estructuras amorfas y cristalinas de los lipidos y las
interacciones farmaco-lipido, en muchos casos el fadrmaco es expulsado de la red
cristalina y por lo tanto la encapsulacidn disminuye sensiblemente con el tiempo [41]. A
su vez, el reordenamiento cristalino de los lipidos en las SLN modifica las cinéticas de

liberacion del farmaco.

Los vehiculos lipidicos nanoestructurados (Nanostructured lipid carriers, abreviados
comunmente como NLC) son a veces llamados SLN de segunda generacidn, y fueron
desarrollados para solucionar el problema de la cristalizacion lipidica mediante la
inclusién de un lipido liquido a temperatura ambiente (esto es, un aceite) en el seno de
la fase lipidica. La fase lipidica resultante depende mucho de las proporciones de los
lipidos usados, asi como de su naturaleza, pero son generalmente clasificados como
imperfectos, amorfos o multiples. En los NLC imperfectos (Figura 2.5.B) una pequefia

cantidad de aceite genera huecos (imperfecciones) en la red cristalina que mejoran la
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encapsulacion del farmaco e impiden su expulsién. En los NLC amorfos (Figura 2.5.C), la
estructura cristalina no se concreta, ya sea por la geometria particular del aceite o por
la proporcién de ella usada y la droga se encuentra uniformemente distribuida en la
matriz. Por ultimo , en los NLC multiples (Figura 2.5.D), la solubilidad del farmaco es
mayor en el aceite que en el lipido sélido, y se forman goticulas en la matriz en las que

predominan el farmaco y el aceite[41].

a) SLN b) NLC tipo | ¢) NLC tipo Ii d) NLC tipo Il
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Figura 2.5: Esquematizacion de SLN y diferentes tipos de NLC. Adaptado de Rivero Berti y
colaboradores (2022) [41]

2.4 DIRECTIVAS DE LA TESIS

En el presente trabajo se pretende abordar la vehiculizacidn del pigmento bacteriano
violaceina. La relevancia de la vehiculizacion radica por un lado en la generacion de
nuevas terapéuticas oncoldgicas, y por el otro en el disefio de estrategias para la

formulacidn de farmacos con baja o nula solubilidad en medios acuosos.

El primer trabajo descrito en la seccidn 4 es el “Sistema 1: Desarrollo de un sistema
de vehiculizacion biopolimérico para la liberacién de violaceina pH-dependiente”. En el

mismo, los biopolimeros pectina y gelatina fueron empelados para generar un vehiculo
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de administracion oral de violaceina, que responda a los cambios de pH encontrados en

el tracto digestivo.

El segundo sistema se aborda en la seccidn 5 es el “Sistema 2: Desarrollo de un
sistema lipidico nanoparticulado receptor-dirigido conteniendo violaceina”. En el
presente se disefidé una forma de administracidon parenteral de una nanoparticula con
direccionamiento activo, utilizado como objetivo el receptor de folato FOLR1, el cual es

sobre expresado en algunas lineas tumorales.

Por ultimo, en la seccién 6 se detalla el “Sistema 3: Desarrollo de un sistema
enzimaticamente activo basado en nanoparticulas lipidicas e insercién en una matriz
3D”. En el mismo se pretendid crear un sistema implantable, impreso en 3D, en el que
la violaceina se libere localmente. En el sistema desarrollado ademas incluye una enzima
con el doble propédsito de estimular la liberacion del farmaco y por su posible actividad

terapéutica.

Los tres sistemas presentados fueron disefiados, caracterizados fisicoquimicamente

con diversas técnicas, y luego su actividad citotdxica fue evaluada in vitro.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar y desarrollar vehiculos eficientes para el transporte y liberacion de

violaceina con potencial utilizaciéon antitumoral y antineoplasico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Comprender y familiarizarse con las propiedades intrinsecas de la violaceina.

= Evaluar su interaccion con materiales factibles de ser utilizados en sistemas de
vehiculizacion para su aplicacion terapéutica.

= Desarrollar sistemas de vehiculizacion para violaceina a través de diferentes
estrategias.

= Evaluar la encapsulacion y propiedades de los sistemas mediante diversas
técnicas fisicoquimicas.

= Ensayar in vitro las respuestas de lineas celulares a estos sistemas y comparar

su citotoxicidad frente a la violaceina libre.
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A SISTEMA 1: DESARROLLO DE UN SISTEMA DE VEHICULIZACION
BIOPOLIMERICO PARA LA LIBERACION DE VIOLACEINA PH-

DEPENDIENTE?

“The worst thing you can do is nothing.” - Terry Pratchett, Snuff [43]

Engage! - Captain Jean Luc Picard, Star Trek

4.1 INTRODUCCION

En el presente capitulo se abordara el disefio de un sistema de vehiculizacidon para
ser administrado por via oral. Con el objetivo de que la liberaciéon de violaceina se
produzca en mayor medida en el colon, se selecciond para su construccién el

biopolimero pectina por las propiedades que se detallan a continuacién.

Las pectinas son biopolimeros probidticos producidos por plantas cominmente
utilizados en alimentos como espesantes, emulsionantes y gelificantes. Las pectinas,
tienen muchas propiedades que pueden ser beneficiosas en usos terapéuticos, por
ejemplo, su consumo disminuye el colesterol y los triglicéridos plasmaticos, son
antioxidantes, y apoyan la supervivencia de los lactobacilos probiéticos. En particular,
se ha demostrado que su ingesta previene muchos tipos de cancer, incluidos el de colon

y el de préstata [44,45]. Principalmente para el cancer de colon, se han descrito diversas

! Este capitulo fue publicado como Rivero Berti, |., Rodenak-Kladniew, B., Perez, A. A,
Santiago, L., Duran, N., & Castro, G. R. (2019). “Development of biocarrier for violacein
controlled release in the treatment of cancer”. Reactive and Functional Polymers, 136, 122-130.
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actividades antitumorales de las pectinas, que van desde la potenciacion de la respuesta
inmunitaria hasta la actividad anti-mutagénica, regulacién de oncogenes e induccién de
varios microARN, inhibicion del crecimiento tumoral, angiogénesis, etc. [44]. Las
pectinas estdn compuestas por segmentos lineales de poli-a-1,4-D-acido galacturdnico
con diversos grados de metoxilacién, y zonas ramificadas compuestas por
ramnogalacturonanos y otros sacdridos en diferentes proporciones segun las fuentes
vegetales de obtencion. Los diferentes grados de metoxilacién hacen que las pectinas
tengan un amplio espectro de hidrofobicidad y puedan gelificar en presencia de iones
divalentes (como Ca?* 0 Zn?*) o a bajos pHs en presencia de sacaridos [46]. Ademas, la
administracion oral de pectina en humanos posee efectos beneficiosos como la
prevencion del crecimiento excesivo de patdgenos, la mejora del crecimiento de las
criptas del colocito, la disminucién del pH intestinal y la inhibicién de la expresién y
mutacién de galectina-3, todos los mecanismos involucrados en el desarrollo del cancer
de colon [45]. Adicionalmente, los geles formados por las pectinas tienen un
comportamiento dependiente del pH, que hace que sean virtualmente insolubles en pH
acido (y por lo tanto no se solvaten) e indigestibles por las enzimas digestivas humanas,
lo que les permite proteger al fdrmaco cargado en los tractos superiores del sistema
digestivo, pero que una vez en el colon con un pH ligeramente alcalino y las enzimas
correspondientes a la flora bacteriana se erosione facilmente. Los resultados
mencionados hacen de las pectinas una valiosa alternativa potencial para desarrollar

diversas estrategias para la administracion de farmacos en el colon. [46,47]

Por su parte, la gelatina es una proteina desnaturalizada producida por hidrdlisis
parcial del colageno, la proteina mds abundante en los mamiferos. Desde un punto de

vista quimico, la gelatina es una molécula zwitteridnica pero también posee grupos
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hidrofdbicos en una proporcién de 1:1:1. La naturaleza anfipatica de la gelatina, ademas
de su biocompatibilidad y biodegradabilidad por proteasas, la convierte en un vehiculo

prometedor para la liberacion controlada de farmacos en el intestino [48].

Por otro lado, teniendo en cuenta los antecedentes de la violaceina para
interaccionar con lipidos vistos en la seccién 2.2.1, se utilizard polioxietileno(20)
sorbitano (PS20), también conocido como Tween® 20 como agente emulsionante, un

tensioactivo ampliamente utilizado por la industria farmacéutica [49].

Con las previas consideraciones, en el presente capitulo serd desarrollado un sistema

de vehiculizacién de violaceina con el objetivo ser liberado en el colon.

4.2 OBIETIVOS DEL CAPITULO

= Estudiar maneras de llevar la violaceina a solucién acuosa.

= Desarrollar un sistema basado en pectina para administracion oral de
violaceina para su liberacion en colon.

= Caracterizar las propiedades del sistema en fluidos fisiolégicos simulados.

= Caracterizar fisicoquimicamente al sistema mediante diversas técnicas.

= Evaluar su actividad bioldgica.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Materiales
La  violaceina  [(2E)-2-[5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-ox0-1,2-dihidro-3H-pirrol-3-

iliden]-1,2-dihidro-3H-indol-3-ona] se obtuvo a partir de cultivos de Chromobacterium
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violaceum con una metodologia detallada en la bibliografia [50,51]. Brevemente, se
prepard un cultivo de C. violaceum en caldo Luria Bertrani, luego de 48h a 37°C con
agitacion a 100 rpm se centrifugd el cultivo a 7600xg para obtener un precipitado celular
(i.e., “pellet”). El pellet celular se empled para purificar violaceina mediante extraccion
con disolvente (Soxhlet), primero con cloroformo, posteriormente con éter etilico para
eliminar fracciones de impurezas y para finalizar con etanol para extraer violaceina semi-
purificada. En una etapa siguiente, la violaceina fue purificada mediante recristalizacidn
en metanol-agua. Las muestras resultantes se caracterizaron mediante espectroscopias
de resonancia magnética nuclear (RMN) 1H y 13C, ultravioleta-visible (UV-vis), de masas
e infrarroja (FTIR) (datos no mostrados).

La pectina citrica de bajo metoxilo (tipo 8001) fue amablemente donada por Gelfix
S.A. (Buenos Aires, Argentina). El monolaurato de polioxietilen(20)sorbitano (PS20,
Tween® 20) fue adquirido en Anedra (Buenos Aires, Argentina). El MTT [bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] se adquirié de Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO). Todos los demas reactivos empleados fueron de grado analitico adquiridos a

Merck (Darmstadt, Alemania) o similar.

4.3.2 Preparacion de la emulsion

Se disolvieron diferentes cantidades de violaceina en pequenos volimenes de
dimetilsulfoxido (DMSO) y se mezclaron con una solucién acuosa del tensioactivo no
idnico PS20. Las mezclas resultantes fueron sonicadas en un procesador ultrasénico (70
% de amplitud, 130 W, Cole-Parmer, EE.UU.) equipado con una punta de titanio de 6
mm a 0°C durante 15 min. Luego, la emulsién se almacend a 5°C para andlisis

posteriores. La concentracion final de DMSO en la emulsion fue inferior al 0,5 % (v/v).
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4.3.3 Caracterizacion espectrofotométrica de la emulsién

Las mediciones de fluorescencia y absorcién UV-Vis de las muestras se realizaron en
cubetas de cuarzo de paso 6ptico 10 mm y en placas negras de 96 pocillos (Thermo
Scientific, EE.UU.), respectivamente, utilizando un lector de microplacas/cubetas

(Infinite M200 PRO Tecan, Alemania).

4.3.4 Estabilidad de la emulsién
Se evaluaron las emulsiones que contenian 500 uM de violaceina y 0.1, 0.5 o0 1.0%

(p/v) de PS20 a 580 nm cada 24 h durante 144 h.

4.3.5 Tamafioy potencia Z de la emulsidn

La emulsion se observd por primera vez en un microscopio electrénico de transmision
TEM JEOL, JEM 1200 EX Il sin dilucién adicional. El tamano de particula promedio (Zav)
y la distribucién del tamafo de particula en intensidad (PSD;) del sistema de violaceina-
PS20 se determinaron mediante dispersiéon de luz dinamica (DLS) en un angulo
establecido de 90° en un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments Ltd., Reino
Unido). La fuente de luz del instrumento empleada fue de A= 632,8 nm. La muestra
original se diluyo diez veces en solucion de NaCl 154 mM para reducir la absorbancia.
Para estas mediciones se considerd un indice de refraccion de violaceina de 1.804. El
didmetro hidrodinamico de las particulas se obtuvo a partir del maximo de la curva
Intensidad (%) frente al didmetro de particula (nm). Para las mediciones de potencial g,
el instrumento determiné la distribucion de la movilidad electroforética de las particulas

mediante la técnica de velocidad de ldser Doppler. Los valores de potencial { se
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calcularon segun el modelo de Smoluchowski utilizando el software del equipo. Todas

las determinaciones se realizaron por duplicado a 25°C.

4.3.6 Preparacion de los microgeles

Se prepararon geles con diferente composicidn, para ello se utilizaron diferentes
proporciones de Pectina (P) y Gelatina (G) dispersas en la emulsidon previamente
preparada. Estas dispersiones se gotearon mediante una bomba peristaltica en una
solucién de glutaraldehido al 1,0% (v/v) de CaCl, 500 mM con agitacién continua durante
25 min. Posteriormente, los microgeles fueron lavados con agua destilada y secados a
50°C durante 12 h y posteriormente se almacenaron en un refrigerador a 5°C para su
posterior analisis. Las formulaciones se expresan como PxGy donde X e Y representan el
porcentaje de pectina y gelatina en la formulaciéon respectivamente. En algunos ensayos,
el glutaraldehido estaba ausente en la formulacién y se nombré con "sg". Ademas, el

contenido de violaceina en las formulaciones se marcd con el sufijo "viol".

4.3.7 Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de atrapamiento de la violaceina fue calculada de la siguiente manera:

viol i—(Cviol gsXVgs .,
EE (%) = Mvioti~(CuiolgsXVgs) 1) Ecuacion 4.1

Myiol i

donde myio i €s la masa inicial de violaceina, Cyiol gs €5 la concentracidn de violaceina

en la solucidn de gelificacion y Vys es el volumen de la solucidn de gelificacion.
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4.3.8 Cinética de hidratacion

Los viales que conteniendo los microgeles secos y tarados se incubaron en 1,0 ml de
fluido gdstrico simulado sin pepsina USP (SGFsp) pH=1,2, Liquido Intestinal Simulado sin
pancreatina (USP 27) (ISFsp) pH=6,8 o ISFsp pH=7,4 con agitacion a 37°C durante 5 h. Las
muestras se retiraron del buffer, se lavaron con agua destilada y se secaron en papel
absorbente para eliminar el exceso de liquido de la superficie y a continuacién se tararon
a cada hora. Cada muestra fue estudiada por triplicado y los resultados se expresaron

como porcentaje de incremento de peso.

4.3.9 Cinética de liberacion

Los experimentos de liberacidn cinética de Viol se realizaron en un aparato de
disolucién USP 2 Paddle a 37°C agitado a 100 rpm. Las muestras de perlas (P4Go, P4Gos,
P4G1y P4G3) se tararon y suspendieron en 300 ml de fluido gdstrico simulado sin pepsina
USP (SGFsp) a pH= 1,2 durante 2 h. Posteriormente, las perlas se filtraron, lavaron y se
continud el ensayo en 300 ml de Liquido Intestinal Simulado sin pancreatina (USP 27)
(ISFsp) a pH= 6,8 durante 2 h. Finalmente, el pH se ajustd a 7,4 con NaOH 1,0 M hasta el
final de los ensayos. Se tomaron muestras de 1,0 ml del vial y la concentracién de
violaceina se midié espectrofotométricamente a A= 580 nm cada hora. Los resultados se
expresaron como porcentaje acumulativo de liberacién (Q, %). Cada muestra fue

analizada por triplicado
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4.3.10 Analisis de microscopia electrénica de barrido (SEM)

El analisis SEM fue realizado en microgeles liofilizados (P4sG1 y Pa4Ga, los cuales
contenian o no Viol). Las muestras fueron cubiertas mediante con oro mediante
pulverizacion empleando un metalizador Balzers SCD 030 que permitié un obtener un
espesor de capa de metal de 15 a 20 nm. La superficie y la morfologia de las microesferas
se determinaron utilizando un microscopio electrénico de barrido (Philips SEM 505,
Paises Bajos) y se procesaron mediante un programa de digitalizacién de imagenes (Soft
Imaging System ADDA I, SIS). Las imagenes SEM fueron analizadas por el software
Imagel® (NIH, EE. UU.). La rugosidad de la superficie se reflejé en la variacién estandar
de los valores de gris de los pixeles en una seccidon de la imagen de la microesfera
completa. Primero, el software abrid los archivos de imagen SEM y los convirtié en una
imagen de 8 bits. La barra de escala se ajusté con los pixeles de la imagen. Luego, se
selecciond una seccion de 200 x 300 um en la imagen y se midié estadisticamente
mediante una computadora equipada con el software. Los valores bajos de variacién

estandar indican superficies suaves en el analisis de histograma [52].

4.3.11 Anadlisis del tamafio de los microgeles
Se adquirieron imagenes los diferentes lotes de microgeles. Las imagenes se
analizaron con el programa ImagelJ® (NIH, EE. UU.) para obtener su dispersién y tamano

de particula. Los resultados se expresaron como diametro medio expresado en um.
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4.3.12 Analisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica de violaceina, pectina (P), gelatina (G) y microgeles de
particulas P4G; en presencia o ausencia de glutaraldehido en la solucién gelificante (P4G2
y P4G,g). Los datos de TGA se obtuvieron utilizando un analizador termogravimétrico
(TGA-50 Shimadzu, Japdn). Las muestras (5,0-10,0 mg) se tararon en una bandeja de
aluminio y las mediciones se realizaron a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min

con purga de nitrégeno.

4.3.13 Analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de violaceina, pectina, gelatina y microgeles P4G; y P4Gag
se determinaron mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC, Perkin Elmer Inc.,
Model Pyris 1, Waltham, MA, EE. UU.) en una atmaésfera de nitrogeno. Los escaneos se
llevaron a cabo a una velocidad de calentamiento de 10°C/min en el rango de

temperatura de 0°C a 250°C.

4.3.14 Andlisis de difraccién de rayos X (XRD)

Los patrones XRD se adquirieron en un difractdmetro PANalytical X'Pert PRO
equipado con una fuente de rayos X (Philips PW 1830, PAN analytic BV, Paises Bajos)
utilizando radiacion CuKa a 40 kV y 40 mA. Los patrones de difraccion se recogieron en

el rango de 26 de 5° a 75° con un tiempo de adquisicidon de 1 s en cada paso de 0,02°.
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4.3.15 Estudios de citotoxicidad

La linea celular de cancer colorrectal humano HCT116 (CCL-247) fue cultivada en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco, Invitrogen Co., EE.UU.)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) 10 % (Natocor, Cérdoba, Argentina) y
antibidticos (100 U/ml de penicilinay mg/ml de estreptomicina respectivamente; Gibco,
Invitrogen Co., EE.UU.) en una incubadora humidificada a 37°C con una atmdsfera de
CO, 5 %. La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro] [53]. Se sembraron células HCT116 (4 x 103 cel./ml)
en una placa de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h en condiciones estandar. Luego,
las células se trataron con Viol (0-10 uM) en diferentes sistemas de administracion
durante 48 h. Debido a la muy limitada solubilidad de Viol en medios acuosos, el
colorante se disolviéd en un volumen minimo de DMSO alcanzando una concentracidn
final maxima en el vehiculo de 0,05% (v/v). Ademas, la citotoxicidad de DMSO, PS20 y
TGP (vehiculos) se ensayaron individualmente (controles). Después de los tratamientos,
se afiadid a cada pocillo 100 pl de solucién de MTT (500 pg/ml de MTT en PBS) y se
incubaron a 37°C durante 3 h. Los cristales de formazan resultantes se disolvieron en
100 pul de DMSO y se analizdé la absorbancia a A= 560 nm en un lector de microplacas
(detector multimodo Beckman Coulter DTX 880, Ca., EE.UU.). La viabilidad celular se

expresd como porcentaje del control no tratado (100% de supervivencia).

4.3.16 Anadlisis estadistico
Todos los experimentos se llevaron a cabo al menos dos veces por duplicado o
triplicado. Los resultados se expresan como cambio relativo en comparaciéon con los

controles y se presentan como medias * desviacién estdndar. La significacion estadistica
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se determind utilizando el ensayo estadistico t de Student. La significancia fue

establecida en p< 0,05.
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4.4  RESULTADOS

El primer desafio para desarrollar un dispositivo oral que contenga Viol en medio
acuoso fue producir una formulacidén sin que se produzca precipitacion en el tracto
digestivo antes de llegar al colon, debido a que el colorante es soluble sélo en etanol,
metanol, DMSO o DMF, pero poco soluble en medios acuosos. Para ello, se prepararon
emulsiones utilizando diferentes concentraciones de tensioactivo como el monolaurato

de polioxietileno(20)sorbitano (PS20) y estudiar su estabilidad.

4.4.1 Preparacion y caracterizacion de la emulsion
La emulsién de Viol 100 uM en PS20 1% m/m (8,1 mM) mostré una alta estabilidad

durante al menos 200 h (Figura 4.1)
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Figura 4.1 Estabilidad de la emulsion de violaceina en diferentes concentraciones de PS20 (- 5

1.0%; 5, 0.5% ———, 0.1%).

La densidad dptica de la emulsién en medio acuoso decayd cuando el PS20 disminuyd

su concentracion por debajo de 0,5% m/m (4,1 mM) y a su vez se observo
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simultaneamente el crecimiento de un fino precipitado violeta en el fondo del vial, lo

que indica la presencia de Viol libre insoluble precipitado de la suspensién.

En tanto, el maximo de emisién fluorescente de las emulsiones fue constante a A=
447 nm cuando la concentracién de Viol disminuye de 100 uM a 6,4 uM en la emulsién

manteniendo constante el PS20 de 8,1 mM.

Sin embargo, se observaron desplazamientos de los maximos de emisidn
fluorescente de los espectros en las emulsiones cuando se redujo la concentracion de
Viol en la solucién manteniendo constante la relacién Viol-PS20. En particular, los
cambios hipsocrédmicos maximos se encontraron a concentraciones de PS20 inferiores a
0,33 mM y especialmente cuando la concentracion de PS20 fue de 65 puM, muy cerca de

la Concentracién Micelar Critica de PS20 (aproximadamente 60 uM) (Figura 4.2).
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Figura 4.2: Espectros de emision de diferentes concentraciones de P520-Viol.
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Figura 4.3: Micrografia TEM de Viol-PS20 (100 mM: 8.0 mM).

Estos resultados muestran fuertes cambios en las longitudes de onda maximas del
pigmento, lo que indica una alta sensibilidad de la emulsién Viol a las condiciones

ambientales.

Las imdagenes de TEM de la emulsién Viol-PS20 muestra una dispersién electrodensa
homogénea con un tamafio en el limite de resolucién del microscopio (Figura 4.3). Las
mediciones de DLS de la emulsién Viol-PS20 mostraron un pico de intensidad a 12,6 nm

que representa mas del 80% del volumen total de particulas (Figura 4.4).
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Figura 4.4: Distribucion de tamaiio de las micelas de la emulsion

PS20-Viol

Los valores de tamafio promedio Z (Zay) e indice de polidispersidad (PDI) de la
emulsion fueron 27,9 + 6,5 nmy 0,3 £ 0,2, respectivamente. El hecho de que el pico de
maxima intensidad de la emulsion Viol-PS20 (12,6nm) no coincida con el valor de Za,
indica la presencia de particulas de mayor tamario, representando mas del 20% del total
de particulas. Este hecho ademas podria explicar el valor de PDI obtenido, que se
encuentra en el rango de polidispersidad intermedia. Por otro lado, la muestra Viol-PS20
presentd valores de potencial { y movilidad electroforética de -10.3 +0.7 mV y -0.84
+0.05 mm.cm/Vs, indicando una carga anidnica neta parcialmente superpuesta por la
presencia de iones de sodio y cloruro utilizados en las diluciones. Por lo tanto, el efecto
combinado de carga y tamaiio de la muestra podria ser responsable de la estabilidad
coloidal del sistema. Sin embargo, la administracién oral de Viol-PS20 en emulsion
implica el paso de la formulacion a lo largo del tracto digestivo, hecho que la vuelve
inestable con la probable consecuencia de la precipitacion de Viol en el estémago y/o

intestino delgado, y previo de llegar al colon. De hecho, la encapsulacién de la emulsion
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Viol-PS20 utilizando biopolimeros se persiguié considerando los cambios observados en
los espectros de Viol mediados por diferentes condiciones ambientales, y con la idea de
desarrollar una microcapsula para la posible administracién oral de Viol. Pectina de bajo
metoxilo fue seleccionada debido a su facil entrecruzamiento con cationes multivalentes
gue producen geles estables, la resistencia a la degradacién de ésta en los tramos
superiores del intestino humano y su posterior degradacion en los tramos inferiores

debido a la flora del colon.

4.4.2 Preparacion y caracterizacion de los microgeles (matrices biopoliméricas)

Se obtuvo una alta eficiencia de encapsulacion de Viol en microcdpsulas de pectina,
sin embargo, la morfologia de los geles fue irregular y la liberaciéon de Viol en fluido
intestinal simulado fue cercana al 90% en menos de 2h. Por estos resultados, se decidio
incorporar diferentes concentraciones de gelatina en la formulacién de pectina para
reducir la liberacidon de Viol y mejorar la resistencia de la matriz biopolimérica. Los
rendimientos de encapsulacion de violaceina fueron superiores al 96% para la pectina 'y
para todas las formulaciones de pectina-gelatina (PxGy). Ademas, el aumento del
contenido de gelatina en el gel disminuye la liberacion de Viol de las microcapsulas y
produce cambios en la morfologia del gel de esferoide a forma de esfera, lo que hace
que la estructura sea mas adecuada para desarrollar modelos de liberacién controlada,

de manera reproducible y predecible.
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TAMANO DE

LIBERACION DE EFICIENCIA DE
LOS
FORMULACION VIOLACEINA MORFOLOGIA ENCAPSULACION
MICROGELES
(%, 4 H). (%)

(uM)
P4Go 956 Tipo cabeza-cola 96.3+£0.9
P4Gos 60+7 Esferoide 97.8+1.8
P4G; 32+8 Esfera 97.3+0.9 690 + 60
P4G; 11+£2 Esfera 98.7 £ 0.6 660 + 50

Tabla 4.1:Propiedades de la liberacion de violaceina, morfologia, eficiencia de encapsulacion y

tamaiio de las particulas de pectina-gelatina.

Adicionalmente, la liberacién de Viol de las formulaciones P4G;1 a P4G3 se redujo del

32% al 11% cuando la concentracidn de gelatina se elevo del 1,0% al 2,0% (Tabla 4.1).

Ademas, las microesferas de PG que contenian del 1,0 % al 2,0 % de gelatina mostraron

didmetros similares de 690 y 660 um respectivamente (Figura 4.5). Esos valores

mostraron diferencias estadisticamente significativas (p< 0.01). Ademas, P4G; tiene una

distribucién mas homogénea del tamafio de particula que muestra un tipo de

distribucién similar a una campana de Gauss, mientras que P.Gi muestra una

distribucién mas amplia que se asemeja al tipo de distribucién de Fisher.
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Las micrografias de SEM de muestras P4G1 y P4G> analizadas por el programa ImageJ
reveld una disminucién de la rugosidad de 23,05 a 20,75 de los microgeles estimada por
la desviacion estandar producida por el aumento en el contenido de gelatina (Figura
4.6). Ademas, la inclusidon de las emulsiones de Viol en las formulaciones de PG produjo
un aumento alto en la DE de la formulacién P4Gi: 31.66, pero leve para P4Gy: 22.17. En
particular, la rugosidad producida por la incorporacion de la emulsién de Viol a la matriz
fue atenuada 6 veces por el aumento de gelatina en la formulacion de 1,0% a 2,0%. La
disminucion de la rugosidad de la superficie en los sistemas de liberacidon controlada

puede redundar en una mejor modelizacidn de los sistemas.
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Figura 4.5:Tamafo medio y distribucion de PsG1 (A) y PsG: (B) El eje vertical representa el nimero

de perlas contadas N= 563.
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Figura 4.6:Imdgenes de SEM P1G1 y P4G:z con y sin violaceina. Los insertos muestran el histograma

de grises obtenidos por el programa ImageJ.
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4.4.3 Analisis fisicoquimico de las perlas

El analisis XRD de pectina, gelatina, Viol y la formulacion P4G, que contiene el
pigmento mostré picos caracteristicos para algunos componentes de la matriz, pero
ninguno para la formulacién, lo que sugiere que Viol se distribuye molecularmente
dentro de la matriz o bien se encuentra dentro de la matriz en un estado amorfo. (Figura

4.7).
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Figura 4.7: Difraccion de rayos X de pectina, gelatina, violaceina y la

formulacion P4Gaviol.

Este resultado es relevante debido a que la presencia de cristales de farmaco en
cualquier formulacién implica un cambio de estado fisico durante los procesos de
liberacion del farmaco y accionar bioldgico con el consiguiente cambio de entalpia que
es un detrimento para la biodisponibilidad del farmaco. El andlisis TGA de las
formulaciones de P4G; mostré primero un paso de pérdida de masa antes de los 200°C
debido a la pérdida de agua asociada con diferentes grados de interaccidén dentro de los
componentes de la matriz y sumado a la eliminacion de productos volatiles. La pectina

pura sin tratar (P) mostrd una rapida disminucién de la masa en el rango de 200°C a
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250°C y fue observado un residuo pirolitico del 22 % de la masa inicial debido a la

descomposicion oxidativa de los esqueletos del biopolimero.
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Figura 4.8: Termogravimetria de microesferas de pectina (P)-gelatina (G), sin

glutaraldehido (sg) y con violaceina (Viol).
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Figura 4.9: Derivada del peso respecto de la temperatura para microesferas

de pectina (P)-gelatina (G), sin glutaraldehido (sg) y con violaceina

(Viol).
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La mezcla gelificada de pectina y gelatina conteniendo calcio, pero sin glutaraldehido
(P2G2sg) mostrd un comportamiento térmico mas complejo y una alta cantidad (27%) de

masa residual al final del andlisis (Figuras 4.8 y 4.9).

Los resultados obtenidos son consistentes con una disminucidn de la cristalinidad
mostrada por XRD, pero representan un aumento en la estabilidad térmica general de
la matriz polimérica. La adicién de glutaraldehido a la solucidn gelificante (P4G2,
PAG2viol) desplazé todos los maximos de degradaciéon a temperaturas mas altas y
aumento el residuo pirolitico (33%) (Figuras 4.8 y 4.9). El aumento de la estabilidad
térmica de la matriz con la temperatura puede explicarse porque el glutaraldehido es
un reactivo bifuncional que reacciona entrecruzando las cadenas poliméricas formando

una matriz mas compacta.

El hinchamiento de las matrices conteniendo pectina depende en gran medida del
grado de metoxilacion y del pH [54]. Por esa razdn, las formulaciones de P4G1 y P4G; se
probaron en tres condiciones diferentes: buffer SGFsp (pH= 1,2), buffer SIFsp (pH= 6,8)
y buffer SIFsp (pH= 7,4). La solvatacion de ambas formulaciones en buffer SGF (pH=1,2)
fue de un aumento cercano al 150 % en el peso de las microcapsulas. Para los bufferes
SIFsp 6.8y 7.4, se pueden observar dos procesos: (i) el proceso de solvatacion se ve muy
favorecido a un pH superior a 5-6 debido al pKa de los grupos carboxilicos de la pectina;
(ii) el relajamiento de las cadenas poliméricas favorece la erosion del material,
disminuyendo el peso de los microgeles. Sin embargo, el pH del buffer como la cantidad
de gelatina en la matriz alteraron el equilibrio entre estos dos procesos. PG tuvo el
mayor aumento de peso en el buffer 6,8 pero también la mayor erosién a pH 7,4.

Mientras tanto, P4G; no se encontrd demasiado solvatado a pH 6,8 y 7,4. El papel de la
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gelatina parece ser un refuerzo estructural de la matriz compuesta mediante el
desplazamiento de las uniones puente de hidrégeno del agua y asi evita la dispersion de

cadenas poliméricas en la matriz.

En la Figura 4.10 se puede observar la liberacidn de Viol desde las matrices PxGy en
un esquema de cambio de pH que recrea el pasaje por el tracto digestivo, esto es 2h en
SGFsp (pH=1,2), luego 2h en SIFsp (pH=6,8) y en SIFsp (pH=7,4) hasta el final del ensayo.
En el primer tramo, a pH=1,2 la liberacion de Viol no supera el 3% y no hay diferencias
significativas entre las formulaciones ensayadas. Este hecho puede estar relacionado
con la constante de equilibrio de la pectina (pKa = 3,5). La protonacién de los grupos
carboxilicos (i.e., acido galacturdnico) disminuye la repulsién entre las cadenas,
consecuentemente disminuye la hidratacion y convierte la pectina en un polimero con
caracteristicas neutras, en donde preponderan los segmentos hidrofébicos que
retienen la Viol [55]. Ademas, la estabilidad del gel de pectina mejord, posiblemente,
por la interaccion hidrofébica de los grupos metoxilados de la pectina y los aminoacidos
hidrofdébicos de la gelatina (es decir, leucina, isoleucina, metionina y valina), lo que
reduce la solvatacion del polimero, la separacion de las cadenas y haciendo mas
compacto el biopolimero, lo que en consecuencia redujo la liberacidn del farmaco [56].
La adicién de gelatina y glutaraldehido a la formulacién de pectina tenia como objetivo
proporcionar una alta estabilidad a la matriz concomitantemente con el retraso en la

liberacion del farmaco (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Perfiles cinéticos de liberacion controlada de Viol a partir de microesferas con diferentes
formulaciones a diferentes pH. Abreviaturas: PisGo, 4,0% pectina y 0% gelatina; P4Go.s,
pectina al 4% y gelatina al 0,5%; P4Gi, pectina al 4,0% y gelatina al 1,0%; P4G3, pectina al
4,0% y gelatina al 2,0%.

Este efecto se evidencid cuando las formulaciones se llevaron a pH= 6,8. La liberacion
de Viol desde las formulaciones fue del 95 % para P4Go, 60 % en P4Gos, 32 % en P4G1y
11 % en P4G; después de 4h (p<0.01 de significancia para todas las formulaciones), lo

gue es indicativo del efecto de la gelatina ensdbrela formacién del coacervado.

4.4.4 Estudios de citotoxicidad de las formulaciones
La eficacia anticancerigena de las formulaciones que contenian Viol se evalud

mediante la viabilidad celular en células de cancer colorrectal HCT116. Las células se
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analizaron durante 48h con un rango de concentraciones de Viol (0-10 uM) segun
informacién extraida de la bibliografia [57,58].

El efecto citotdxico de Viol se considera cuando hay una reduccion superior al 30 % en
la viabilidad celular siguiendo la norma UNE-EN I1SO 10993-5:2009 [59]. En nuestras
condiciones experimentales, ninguno de los vehiculos empleados (DMSO, PS20 y PS20-
G4P3) fue citotéxico para las células HCT116. Sin embargo, Viol-DMSO vy Viol-PS20
redujeron el crecimiento celular de forma dependiente de la dosis desde 1,0 y 0,5 uM,
respectivamente (Figura 4.11.A). Se observaron efectos citotdxicos significativos para la
emulsion Viol-PS20 a 1,0 uM, que inhibié la viabilidad celular en un 35 %, mientras que
dicho efecto no se observd para Viol-DMSO a la misma concentracion, donde el

crecimiento celular HCT116 fue inhibido sélo en un 15 %.
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A partir de 3,0 uM de Viol, se observa una inhibicion mas intensa de la supervivencia
celular para Viol-DMSO en comparacion con Viol-PS20. Los valores /Cso (concentracidn
gue inhibe el 50 % de la viabilidad celular) para ambos sistemas de administracion estan
entre 1,0 y 3,0 uM, lo que sugiere que Viol es tan eficaz como otros agentes
guimioterapéuticos que se utilizan actualmente en el carcinoma colorrectal (por
ejemplo, 5-FU y oxaliplatino) [60,61]. A su vez, la encapsulacién de PS20 no afecta la
actividad anticancerigena de Viol. Por otro lado, la matriz de Viol encapsulada con P4G;
(TGP-Viol) no mostré actividad citotdxica en células cultivadas HCT116 en ninguna de las

concentraciones ensayadas (Figura 4.11.B). Esto no es sorprendente considerando que
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se espera que la Viol solo actle una vez liberada de la matriz, ya sea por mediante la
relajacién de las cadenas de polimero debido al cambio de pH, o bien debido a la

degradacion de pectina por la flora intestinal en el colon [62].

4.5 DISCUSION Y CONCLUSIONES PARCIALES

Se desarrollé un sistema novedoso y responsivo al pH para el suministro de violaceina
al colon que combina emulsificacién y formacién de microgeles de pectina-gelatina. Se
analizd la estabilidad de las emulsiones de Viol-PS20 y se encontré que concentraciones
del tensioactivo no idnico de 1,0% sostenian la emulsién estable por mas de 200h. La
formacién de microgeles poliméricos, a partir de Viol-PS20 con polimeros
biodegradables no solo brinda una alta estabilidad a la matriz, sino que también evita la
liberacion de pigmento a lo largo del tracto digestivo durante la administraciéon oral y
transporta el Viol emulsionado al intestino grueso. Los andlisis SEM de las superficies de
la matriz PxGy mostraron una superficie altamente homogénea debido a la inclusién de
la emulsién en las formulaciones. El analisis de rayos X indicé la ausencia de estructuras
cristalinas de Viol en la formulacion y los experimentos de TGA revelaron el efecto del
glutaraldehido en el aumento de la estabilidad de las microesferas. Las formulaciones
hibridas de pectina-gelatina demostraron una cinética de liberacion controlada de Viol
dependiente del pH y la concentracién de gelatina en las formulaciones. Se encontrd
que la citotoxicidad de Viol en linea celular de cancer de colon HCT116 depende
solamente de la concentracion de pigmento. Sin embargo, la matriz de pectina-gelatina
mostré una citotoxicidad reducida en las lineas celulares, lo que indica el efecto
protector del recubrimiento a lo largo del tracto digestivo hasta llegar al sitio de su

degradacion. La presencia de pectina o sus productos de degradacién, podria
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adicionalmente, proporcionar una actividad antitumoral sinérgica a Viol en el colon. En
particular, la presencia de la emulsion Viol-PS20 en la formulacidn evita la precipitacién
del pigmento dentro del sistema digestivo aumentando su biodisponibilidad y reduce

efectivamente la viabilidad de las células de cancer de colon HCT116.
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5 SISTEMA 2: DESARROLLO DE UN SISTEMA  LIPIDICO
NANOPARTICULADO RECEPTOR-DIRIGIDO CONTENIENDO

VIOLACEINAZ2

“[...] Sus farmacos, decia, eran «balas mdgicas»: balas por su
capacidad de matar y mdgicas por su especificidad. La expresion tenia
una antigua resonancia alquimica y esta repicaria con insistencia a lo

largo del futuro de la oncologia.”

Siddhartha Mukherjee - El emperador de todos los males: Una

biografia del cancer [1]

5.1 INTRODUCCION

Con la experiencia en la preparacién de emulsiones adquirida en el trabajo
presentado en el capitulo anterior. Se evaluaron algunos tensioactivos novedosos, con

la esperanza de generar sistemas de vehiculizacion mas especificos y/o mas potentes.

Los liquidos idnicos (IL) son sales organicas con puntos de fusién tipicamente por
debajo de los 100°C. Los IL poseen una amplia gama de propiedades, como baja presion
de vapor, capacidades de disolucién y buena estabilidad térmica.[63] Las diferentes

combinaciones de cationes, aniones y sustituyentes pueden producir una miriada de IL

2 Este capitulo fue publicado como Rivero Berti, |., Rodenak-Kladniew, B., Onaindia, C., Adam,
C. G, Islan, G. A., Duran, N., & Castro, G. R. (2020). “Assessment of in vitro cytotoxicity of
imidazole ionic liquids and inclusion in targeted drug carriers containing violacein.” RSC
advances, 10(49), 29336-29346.
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diferentes y, por lo tanto, es posible adaptar y ajustar sus propiedades fisicoquimicas.
Propiedades como la solvatacién, la viscosidad, la hidrofobicidad, las propiedades de los
surfactantes, las interacciones idénicas y los aspectos biolégicos como la citotoxicidad y
la biodegradabilidad.[63] Debido a estas propiedades interesantes, muchos IL se han
sintetizado en las ultimas décadas y se consideran solventes “verdes” para la extraccion,
y aplicaciones de sintesis quimica, biocatdlisis y biotecnologia.[64] En un trabajo
reciente, una nueva serie de SAlLs (esto es, Liquidos idnicos tensioactivos o surface-
active ionic liquids) basados en el catién 1-alquilimidazolio [CnHIM] (con una longitud de
cadena alquilica de 7 a 16) que contiene mesilato ([CH3SOs], S ) o trifluoroacetato
([CF3COy], F) como contraidn fueron desarrollados y se estudiaron sus propiedades de
auto-agregacion en soluciones acuosas. Estos SAlLs muestran propiedades de
autoensamblaje espontdneo y un rango de concentraciones micelares criticas (CMC) de
104,3 mM a 0,4 mM segun la relacidn catién-anion. Se informd que el aumento de la
longitud del carbono alquilico en el catidn de 7 a 16 redujo la CMC entre 100 y 150 veces
para ambos contraiones analizados [65]. Estos nuevos tipos de IL con propiedades
surfactantes podrian permitir adaptar la interaccién con diferentes moléculas "a
pedido". En particular, el SAIL de tipo [CnHImM]-S o [CnHImM]-F podria ayudar a desarrollar

dispositivos de administracién de farmacos de moléculas hidréfobas, como la violaceina.

Sin embargo, una de las principales preocupaciones sobre el uso de IL en el campo
biolégico (por ejemplo, en biomedicina, medicina, productos farmacéuticos) esta
relacionada con la toxicidad para las células de mamiferos debido a la falta de estudios
racionales y sistematicos. El enfoque principal para reducir y/o evitar los efectos toxicos
es utilizar cationes y aniones que sean biocompatibles. Los estudios recientes de ILen el

campo farmacéutico se centran en la busqueda y el desarrollo de tres aplicaciones
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principales, como la administracién de farmacos, los tensioactivos o codisolventes y
como ingredientes farmacéuticos activos.[66] Desde 2012 al presente, se han informado
muchas formulaciones de farmacos y profarmacos elaborados con IL. Ejemplos de
farmacos revisados recientemente formulados sobre diferentes IL son albendazol,
aciclovir, acido cinamico, danazol, ibuprofeno, lidocaina, metotrexato, penicilina,
piperacilina, piroxicam y sulfacetamida [66,67]. Por lo que en el primer tramo de este
capitulo nos enfocaremos en estudiar su citotoxicidad con el objetivo de descartar

potenciales SA/Ls que presenten efectos toxicos indeseables.

Ademas, con el objetivo de generar sistemas de vehiculizacién de Viol estables se
incluirdn estos SAlLs en la generacidon de sistemas de nanoparticulas lipidicas (SLN),

descritas en la introduccion general.

Adicionalmente, los nanotransportadores pueden proporcionar una cinética de
liberacion controlada y localizada del farmaco activo mediante el direccionamiento
pasivo (es decir, permeabilidad y retencién mejoradas) o activo (al recubrir el
transportador con ligandos para receptores especificos).[68] Por ejemplo, el folato o la
ferritina son comunmente usados para proporcionar direccionamiento activo mediante
la decoracidn de la superficie de las particulas, debido a la existencia de sobre expresiéon

de los receptores respectivos en muchas lineas tumorales [69].

En particular, el folato es un agente de direccionamiento activo ampliamente
informado para el tratamiento del cancer, debido a que los receptores de folato (FOLR1)
se sobre-expresan en una gran variedad de células cancerosas, tales como HCT116 y
Hela, y poseen niveles bajos o indetectables de expresién en células normales y algunas

células cancerosas, como, por ejemplo, la linea celular A549. El receptor de folato se
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distribuye ampliamente en la superficie de la membrana de las células tumorales,
mientras que su expresion es muy limitada en tejidos y érganos normales. Por ejemplo,
los receptores de folato muestran una alta expresidn tipicamente en tumores de
cerebro, mama, cuello uterino, colorrectal, epitelial, renal, pulmonar y de ovario [70].
Los receptores de folato también tienen la ventaja de promover la endocitosis y, en

consecuencia, la internalizaciéon de nanoparticulas [71].

Por lo expuesto, en el presente capitulo, sera evaluada la posibilidad de incorporar
SAILs a sistemas SLN conteniendo Viol; ademas se adicionara folato para generar un

sistema con direccionamiento activo.

5.2 OBJETIVOS DEL CAPITULO

= Evaluar la citotoxicidad de un set de SAILs y relacionarlas con su estructura

= Evaluar las interacciones de un SAIL candidato con la violaceina

= Desarrollar un sistema de vehiculizacion de violaceina basado en SAILs y folato
= Estudiar fisicoquimicamente el sistema mediante diversas técnicas

= Evaluar la citotoxicidad y capacidad de captacidn celular del sistema empleando

lineas celulares que expresen o no el receptor de folato.

5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Materiales
La Viol se produjo y purific6 como fuera detallado en la seccion 4.3. El miristato de
miristilo lipidico (MM, Crodamol®MM, punto de fusion= 36—-40°C) fue donado

amablemente por CRODA® (Argentina). El poloxamero P188 (Kolliphor® P188) vy el
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perclorato de 3,3'-dioctadecicloxacarbocianina (DiOCis) se adquirieron de Sigma-Aldrich

(Buenos Aires, Argentina).

Los SAILs estudiados en el presente capitulo fueron proporcionados por la Lic. Celeste
Onaindia y la Dr. Claudia G. Adam del Instituto de Quimica Aplicada de la Universidad
Nacional Litoral (Santa Fé, Argentina) y se muestran en la Tabla 5.1. La sintesis de SAILs

fue detallada en las respectivas publicaciones previas al presente trabajo [72,73]

9 [CH3SO3]; S [CmHim]—S
11 [C12HImM]-S
13 [C14Him]-S
Side chain lenght (CL) = n+1
i 15 [C16Him]-S
[C.Him] .
9 [CF3C02], F [CloHIm]-F
11 [C12 Him]-F
13 [Ci4 Him]-F
15 [C16Him]-F
15 [CH3C02], Ac [C15Him]—Ac
15 Bromuro, Br [Ci6mim]-Br

Side chain lenght (CL) = n+1

[Camim]

Tabla 5.1: SAILs sintetizados. Abreviatura: [CnHim], 1-alquilimidazol y [C16mim], 1-hexadecil-3-

metilimidazol

5.3.2 Estabilidad de la soluciéon micelar

Fue analizada la capacidad de SA/Ls para mantener Viol en solucion micelar. Se
prepararon soluciones acuosas con una concentracién de Viol 1.0 mM y SA/Ls 1.0 mM
en un volumen final de 5,0 ml. El control se hizo con Viol disuelto en agua ultrapura
(MiliQ, Millipore, Ma, EE.UU.). Las soluciones se filtraron a través de un filtro de celulosa

de 0,22 um y se determind la concentracién de Viol empelando una Amax= 580 nm a las
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Oh, 24h y 48h. Los datos se normalizaron por el maximo de Asgp que corresponde a
([C16HIM]-S) a las 0 h (sin Viol retenido en el filtro). Ademads, se prepararon soluciones
de Viol 10 pM con todos los SAILs por triplicado y con el control adecuado vy la
absorbancia determinada a Amax= 580 nm para excluir los efectos de la polaridad micelar
como fuente del cambio de absorbancia, en lugar de los cambios de concentracién de
Viol asociados con los SAlLs. La prueba ANOVA no encontrd diferencias significativas

entre las soluciones en este control (p> 0.05) (Figura 5.1).
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Figura 5.1: Control de absorbancia a 580nm para soluciones con
la misma concentracion de violaceina y diferentes

SAILS, no se encontraron diferencias (p>0.05)

5.3.3 Preparacién de SLN
Las SLN cargadas con Viol se prepararon fundiendo 800 mg de MM en un bafio de

agua a 70°C y agregando Viol previamente disuelta en 200 pL de DMSO (fase lipidica).
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Luego, se vertieron sobre la fase lipidica 20,0 mL de una solucién acuosa de Poloxamero
P188 (3,0%, p/v), precalentada en el mismo bafio de agua que el lipido (fase acuosa).
Inmediatamente, la mezcla fue homogeneizada en un sonicador ultrasénico de 130 W
con 80% de potencia (Cole-Parmer, EE.UU.) durante 20 min. Posteriormente, la

suspension lipidica fue enfriada a temperatura ambiente en un bafio de agua.

En una segunda formulacién (SLN-Viol-SAIL), el tensioactivo (Poloxdamero® P188) se
reemplazé parcialmente con SAIL. En una tercera (SLN-Viol-SAIL-FA) se anadidé acido
félico a la fase acuosa antes del procedimiento de mezclado. La composicidn quimica de

las diferentes formulaciones se enumera en la Tabla 5.2

Sustancia MM Viol P188 [C16lm]-S FA
(mg) (umol) (%, w/v) (%, w/v) (mg)
[SLN-Viol] 3.00
[SLN-Viol-SAIL] 800 20
i 2.95 0.05
[SLN-Viol-SAIL-FA] 3.0

Tabla 5.2:Composicion de las formulaciones SLN que conteniendo violaceina. Abreviaturas: SAIL,

[C16Him]-S y FA, dcido fdlico

Las tres formulaciones se prepararon de forma independiente por triplicado y su
eficiencia de encapsulacion se midié de la siguiente manera: inmediatamente después
de enfriar la suspensién de SLN, se midid el volumen total y se centrifugaron 400 ul en
un dispositivo Microcon® (10 kDa, Merck Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) a 3,000 xg por
15 minutos. La concentracion de viol se midié por absorbancia a A= 580 nm con una
curva de calibracién adecuada. La concentracion de FA se determind usando una curva
de calibracion a A1=368 nm y A,=283 nm. La eficiencia de encapsulacién (EE, %) se calculd

de la siguiente manera:
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EE (%) = W x 100 Ecuacion 5.1

0

donde mo es la masa de Viol inicial, Cc¢f es la concentracion de Viol en la fraccion eluida
después de la centrifugacion, y Vi el volumen final de suspension después de la

sonicacion.

5.3.4 Espectroscopia de correlacién de fotones

El diametro hidrodindmico promedio (Du), el indice de polidispersion (PDI) y el
potencial Z (7) se determinaron mediante espectroscopia de correlaciéon de fotones con
un equipo Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Reino Unido) a 25 °C, después de una
dilucién adecuada con agua ultrapura (MiliQ, Millipore, Ma, EE.UU.). Todas las muestras
fueron determinadas por triplicado. Los datos obtenidos fueron analizados por el

software proporcionado por Malvern Panalytical.

5.3.5 Analisis FTIR

Se utilizo reflectancia total atenuada-FTIR (ATR-FTIR) para obtener los espectros de
todos los componentes y formulaciones en un espectrometro Spotlight 400 - Perkin-
Elmer (Waltham, MA, EE. UU.). Cada espectro fue escaneado 32 veces y registrado entre

550y 4,000 cm™ con una resolucion de 2 cm™ por triplicado.
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5.3.6 Analisis XPS
El analisis de emisidon de fotoelectrones de rayos X se realizd en muestras liofilizadas

por duplicado en un equipo XPS K-Alpha (Thermo Scientific, Ma., EE.UU.).

5.3.7 Andlisis XRD

Se realizd andlisis de difraccidn de rayos X a muestras liofilizadas en equipo DRX7000
Shimadzu del Instituto Quimico de la Universidad Estadual de Campinas (UNICAMP, San
Pablo, Brasil) utilizando un blanco de cobre, 40 kV, 30 mA, en un rango que va de 26=5°

a 50° y a una velocidad de 2°/min.

5.3.8 Adquisicion de imagenes Cryo-TEM

Las muestras fueron preparadas en rejilla de cobre Lacey Carbon Type 300 Malla (Ted
Pella, USA), y fueron sometidas al procedimiento Glow Discharge en equipo easiGlow
(Pelco, USA), con los siguientes pardmetros: corriente de 15 mA; carga negativa; 25
segundos de descarga. La congelaciéon en hielo amorfo (criopreparacion) se realizd
utilizando un equipo Vitrobot Mark IV (Thermo Fischer Scientific, Ma., EE.UU.) a
temperatura (22°C) y humedad (100%) controlada. Las preparaciones de muestras se
realizaron con los siguientes parametros: tiempo de blot 3 segundos; blot force 0, blot
wait 10 segundos con un solo blot. Luego, se aplicaron 3,0 pL de cada muestra a las
rejillas y se sumergieron en etano liquido. Después de la inmersidn, la rejilla se mantuvo

en nitrégeno liquido hasta el andlisis microscépico.
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5.3.9 Adquisicién de imagenes TEM

El andlisis TEM se realizé con un microscopio Jeol-1200 EX II-TEM (Jeol, Columbia,
MD, EE.UU.). Las dispersiones de nanoparticulas se diluyeron 1:100 con agua ultrapura
(Milli-Q®,Millipore, Ma, EE.UU.) y se esparcieron 10 pL de cada formulacién sobre una
rejilla de Cu de malla 400. Después de la incubacidn, el exceso de muestra se eliminé
con papel de filtro. Se afiadid una gota de acido fosfotungstico a la rejilla para mejorar
el contraste y se incubd a 25°C durante 1 min antes de eliminar el exceso. Finalmente,

la rejilla se secd a temperatura ambiente.

5.3.10 Estudios de citotoxicidad

Se cultivaron células A549 del epitelio basal alveolar humano de adenocarcinoma en
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Gibco Invitrogen Corporation, Ca.,
EE.UU.) conteniendo estreptomicina ( Gibco Invitrogen Co., EE. UU.) en CO, al 5% a 37°C.
La viabilidad celular se determind mediante el ensayo MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro].[53] Se sembraron células A549 (4,0 x 10® células/ml) en
placas de 96 pocillos y se incubaron durante 12 horas en condiciones estandar.
Posteriormente, se trataron con diferentes liquidos idnicos imidazdlicos durante 48 h.
Debido a que algunos de los liquidos idnicos poseen una solubilidad limitada, se afladié
un volumen minimo de DMSO alcanzando una concentracién final maxima en el vehiculo
de 0,05% (v/v). Después de los tratamientos, se afiadieron 100 pL de solucién de MTT
(500 pg/mL de MTT en PBS) a cada pocilloy se incubaron a 37°C durante 3 h. Los cristales
de formazan resultantes se disolvieron en 100 pl de DMSO y se analizo la absorbancia a
560 nm en un lector de microplacas (Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector, CA,

EE.UU.).
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5.3.11 Estudios de citotoxicidad SLN

Una vez que se caracterizaron las SLN, se estudio su citotoxicidad mediante el ensayo
MTT, como se describid anteriormente para SAILs. En este caso, se estudiaron tres lineas
celulares: Hela (células de cancer de cuello uterino humano), HCT-116 (células de
carcinoma colorrectal humano) y las células A549 informadas anteriormente. Se
realizaron controles para cada componente inactivo de la formulacion (FA, MM y P188)
para descartar cualquier toxicidad de estas sustancias. El tratamiento estadistico se

realizé en el software Sigma Stat.

5.3.12 Captacion celular

La captacion celular se analizdé mediante analisis de fluorescencia. Brevemente, las
tres formulaciones se produjeron como se describié anteriormente, pero en lugar de la
carga normal de Viol, se afiadieron 0,75 pg/ml del colorante verde fluorescente 3,3'-
dioctadeciloxacarbocianina perclorato (DiOCis, Aex/Aem= 484/501 nm). Se sembraron
células Hela, HCT116 y A549 con una densidad de 4,0 x103 células/ml en placas de 96
pocillos durante 24 h. Luego, las células se expusieron a MEM libre que contenia
concentraciones crecientes de las formulaciones (0,05 a 0,50 mg de matriz lipidica/ml)
durante 24 h. Se descarté el medio y las células se lavaron tres veces con 200 ul de buffer
fosfato salino (PBS). Finalmente, se determind la fluorescencia en un lector de

microplacas (Beckman Coulter DTX 880 Multimode Detector, Ca., EE.UU.).
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 Seleccién de liquido idnico tensoactivo

El primer criterio para determinar la viabilidad de los SAILs para el desarrollo
potencial de dispositivos de administracidon de farmacos fue la citotoxicidad. El andlisis
de la citotoxicidad de los SAILs se realizdé en células A549 de carcinoma de pulmén
humano, de manera similar a estudios previos con SAlLs [74,75] SAlLs que contienen
diferentes longitudes de cadena lateral de alquilo de n= 10 a 16 sintetizadas en el
presente trabajo permiten una mejor comprension del papel de la relacidn estructura-
toxicidad y la seleccion de los mejores candidatos para la sintesis de formulaciones de
administracién de farmacos para Viol. Los ensayos de citotoxicidad de 1,5 x 103 % (p/v)
(36,9 UM a 49,3 uM) de SAILs en células A549 se analizaron estadisticamente con un
ANOVA de dos vias. Para el analisis de los resultados se consideraron dos factores: la
variacion de la longitud de la cadena alquilica en el anillo imidazdlico (n) y el efecto de
los contraiones. Ambos factores y la interaccion entre ellos tienen un efecto significativo
citotoxicidad sobre A549 (p< 0.0001). Los resultados indican que el aumento de la
citotoxicidad de los SAILs en las células A549 puede correlacionarse con el aumento de
la longitud de la cadena lateral alifatica, como se informara anteriormente.[74] Ademds,
diferentes aniones también pueden cambiar la citotoxicidad en las células A549. Sin

embargo, este efecto no es independiente del largo de cadena (n). En este caso, el efecto
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n es mas fuerte en el anidn trifluoroacetato (F, CF3COy’) que en el sulfonato (S, CH3SO3’)

(Figura 5.2).
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Figura 5.2: Viabilidad de cultivos celulares A549 en presencia de

[CnHim]-S y [CnHim]-F con n= 10 a 16.

Por otro lado, los aniones F y S no poseen un impacto significativo en la estabilidad
micelar y la solubilizacién de Viol (p> 0.05). Ademas, ([CisHim]-F) y ([Ci6Him]-S) no
muestran diferencias significativas entre ellos a las 24 h y 48 h (p> 0,05), aunque si a
tiempo cero (p< 0,01). Teniendo en cuenta estos resultados, se ensayaron dos SAILs
adicionales para citotoxicidad e interaccién con Viol, ambos con n= 16. Uno de ellos con
acetato ([CH3CO3-], Ac) como contraién y el otro es de tipo [Cismim] con bromuro (Br’)
como contraidn. En estos casos, no solo se evalud un nuevo contraion sino también el
cambio del protdn en el anillo de imidazol por un grupo metilo. No obstante, [Cismim]-

Br mostré una elevada citotoxicidad en concentraciones de 1,5 x 103 % (p/v) y aun
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menores. Por otor ladose observo que [CigHim]-Ac era insoluble en agua. Por estas

razones, ambos SAlLs fueron descartados para estudios posteriores (Figura 5.3).
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Figura 5.4: Efecto de la longitud de las cadenas carbonadas laterales de alquilo y
aniones sobre la estabilidad de las soluciones micelares de [Viol-

([CnHim]-S)] y [Viol-([CnHim]-F)] a las 0, 24 y 48 h
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Ademas, las interacciones de SAILs con concentraciones de Viol estandarizadas
parecieran depender en gran medida de la longitud de cadena n (Figura 5.4). No
obstante, todos los SAILs ensayados son significativamente diferentes del control. Los
SAILs que contienen cadenas laterales mas largas pueden solubilizar mas la Viol, y las
micelas resultantes conteniendo Viol son mas estables durante periodos de tiempo mas
prolongados (p< 0,0001). Este efecto podria estar asociado con la naturaleza hidrofdbica
de la longitud de la cadena lateral del alcano, que aumenta con n y potencia la
interaccion SAIL-Viol, interfiriendo con el contacto Viol-Viol mediado por los anillos de

hidroxi-indol.

De acuerdo con los presentes resultados, el mejor candidato para desarrollar un
sistema de administraciéon de farmacos Viol fue [CisHim]-S, que combina una baja
citotoxicidad con un 71,5 % de viabilidad celular empelando una concentracién de 1,5
x103 % (p/v) y una buena interaccién con el 95,2 % de Viol retenido en la solucién

micelar durante al menos 48 h.

5.4.2 andlisis de Viol-SA/L mediante FTIR

Los espectros FTIR correspondientes a [CigHim]-S, Viol y el sistema formado por
cantidad equimolecular de ambos componentes (SA/L-Viol) se muestran en la Figura 5.5.
En el espectro [Ci6Him]-S, las bandas correspondientes a 633,6 cm™, 766,4 cm™ y 901,7
cm se atribuyeron a la deformacién CH fuera del plano y deformacion del anillo en el
plano del anillo imidazdlico, respectivamente (Figura 5.5.A). Los maximos de 1091,2 cm’
1.1549,1 cm, 1582,3 cm™ se atribuyeron a vibraciones de estiramiento C-N y C=N. El

grupo alquilo de [CigHim] muestra un maximo a 1465,0 cm™ correspondiente a la flexion
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C-H, uno a 2849,8 cm™ correspondiente un estiramiento simétrico de -CH, y a 2919,8
cm a un estiramiento asimétrico de -CH,. Por otro lado, las bandas agudas en 1034,5
cmty 1230,6 cm™ se atribuyeron a las vibraciones de estiramiento S=0 y S-O en el
contraién del SAIL (CH3SOs3’). Finalmente, la banda amplia de 3432,3 cm™ se asigndé a la
vibracién de estiramiento N-H de manera similar a lo informado en la bibliografia [76—

79].
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Figura 5.5: espectros de FTIR para [CisHIm]-S (A), Violaceina (B) y una mezcla equimolar de

ambos (C).

El espectro de Viol mostré un maximo elevado y ancho en 3175,4 cm®
probablemente atribuido a la presencia de agua en la muestra, superpuesta a la débil

banda de estiramiento de -OH en la misma regidon (Figura 5.5.B). Las bandas
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parcialmente superpuestas en 730,7 cm? y 759 cm™ se atribuyeron al estiramiento y
flexion C-H en benceno monosustituido. Las bandas de 868,0 cm™, 952,9 cm™, 1132,1
cmty 1219,9 cm™ se asignaron a diferentes vibraciones de estiramiento simétricas y
asimétricas de C-N y la banda de 1366,1 cm™ N-H superpuesta con el estiramiento de C-
O, la banda de 1406,5 cm™ a la flexion C-H sobre alqueno, 1462,7 cm™, 1543,9 cm™y
1662,7 cm™ bandas C=C estiramiento en el benceno aromatico y banda fuerte en 1699,6
cmvibraciones de estiramiento del carbonilo. El pico amplio y complejo en frecuencias
mas altas comprende frecuencias de estiramiento N-H y O-H diferentes y muy

superpuestas (2851,8 cm™, 2925,4 cm™, 3050,5 cm™ y 3175,4 cm™?). [80-82]

Se observaron varios cambios en la mezcla equimolar [Viol-(Ci6Him-S)] y se obtuvo
un espectro complejo (Figura 5.5.C). En el rango de frecuencias bajas (500 cm™*-670 cm"
1), las intensidades son bajas y muestran una gran variedad de picos como se informara
anteriormente [82]. Esta regidon mostré modos vibracionales intramoleculares de la
vibraciéon esquelética del anillo de imidazolio, dos picos en esta regién mostraron
cambios hipsocréomicos de 549,3 cm™ a 555,9 cm™ y de 519 cm™ a 523,9 cm™, y dos
cambios batocromicos de 540,7 cm™* a 537,8 cm™y de 633,6 cm™ en el SAIL puro a 631,2
cm™ en la mezcla [Viol-(CieHim-S)]. En la regién de 700-900 cm™ se observan picos
fusionados correspondientes a la flexion de CH en los anillos descritos anteriormente
tanto en [Ci6Him] como en Viol, el pico de 724,8 cm™ en [C16Him] y el pico de 730,7 cm"
L en Viol aparecen como uno pico en 726,3 cm™, de manera similar, el pico de 766,4 cm"
Len [CigHiM] y 759,0 cm™ en Viol aparecen como un pico en 767,4 cm™ en la mezcla, y
870,8 cm™ y 868,0 cm™* aparecen como un pico en 866,4 cm™. Entre otras, las bandas de
carbonilo en 1662,7 cm™ y 1699,6 cm™ en violaceina pura se movieron a 1665,4 cm™y

1692,9 cm?, respectivamente.
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Finalmente, los maximos correspondientes al contraidon del grupo sulfonato de SA/L
(1034.5 cm™ y 1230.6 cm™) no aparecen fuertemente en la mezcla y los picos mas
cercanos a los que se pueden asignar en la mezcla son 1049.3 cm™ y un hombro a 1221,0
cm™ respectivamente. No se observan desplazamientos relevantes en las bandas

relacionadas con las cadenas alquilicas (2850,1 cm™y 2920,2 cm™2).

Todos estos datos tomados en su conjunto sugieren una fuerte interaccién de
apilamiento de tipo m—mt entre Viol y [C16Him]-S centrada en y entre anillos aromaticos,

y el desplazamiento del contraién [CH3SO3].

5.4.3 Analisis SLN

Teniendo en cuenta la baja estabilidad de los sistemas micelares, que dependen del
medio ambiente (es decir, pH, T, |, etc.), es necesario desarrollar un vehiculo
farmacoldgico estable para los SAlLs. Dado que [CisHim]-S fue seleccionado como
portador principal para Viol, SLN parece una alternativa factible de encapsulamiento.
Ademas, los SLN resultantes modificados con folato pueden permitir la orientacion del
sistema a células que sobre-expresen el receptor FOLR1, esto es, en algunas lineas
tumorales. En las formulaciones finales de SLN, la relacidon farmaco/portador fue de 0,49
mg de Viol/100 mg de portador; y la relacion farmaco/lipido fue de 0,86 mg de Viol/100

mg de lipido.

La eficiencia de encapsulacién aumento significativamente en aproximadamente un
8,0% (p< 0,05) después de la inclusion de [CigHim]-S en la formulacién de SLN. Esto

puede explicarse por la afinidad intrinseca entre Viol y SAIL descrita previamente. Sin
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embargo, las tres formulaciones poseen una eficiencia de encapsulamiento muy elevada

(EE, %), lo que se puede asociar a la baja solubilidad de Viol en soluciones acuosas (Tabla

5.3).

Encapsulacién de

Formulacion . )
violaceina (%)

[SLN-Viol] 91.0+ 1.0
[SLN-Viol-([C1 Him]-S)] 99.2+0.5
[SLN-Viol-([C16Him]-S)-FA] 98.2+0.6

Tabla 5.3: Eficiencia de encapsulaciéon de las particulas sdlidas lipidicas en presencia de [CicHim]-

Sy dcido fédlico (FA).

5.4.4 Caracterizacion fisicoquimica

5.4.4.1 Espectroscopia de correlacion de fotones

El didametro hidrodinamico (D), PDIl 'y Zpot (€) para cada formulacién se muestran en
la Tabla 5.4. Cada medicidn alcanzé los criterios de calidad sugeridos por el software. La
adiciéon de [CigHim]-S a la fase acuosa disminuye significativamente el diametro
hidrodindmico (Dn) de la particula (p< 0,0001) de 203,1 nm en SLN-Viol a 173,8 nm en
[SLN-Viol-([C16lm]-S)], pero sin modificar el PDI (p> 0,05). Sin embargo, se observa un
cambio mayor en Z,o: como es esperado por la inclusion de un componente catidnico.
El P188 es un tensioactivo no idnico, lo que explica el Zyot cercano a cero observado en
SLN-Viol; la adicion de un SAIL catidonico como [CisHim]-S aumenta en gran medida el
Zyot €n SLN-Viol-SAIL (p< 0,0001), lo que puede indicar que SAIL se encuentra en la

superficie de la particula.
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El folato (FA) en [SLN-Viol-SAIL]-FA no parece modificar significativamente el Zyo: de
SLN-Viol-SAIL, pero aumenta la PDI comparado con las otras formulaciones. La causa de
éste aumento es un segundo pico de intensidad de un tamafio muy alto (5039 nm) en el
grafico de distribucién de tamafios, probablemente debido a alguna agregacion de

particulas que puede haber ocurrido entre la preparaciéon y la mediciéon (datos no

mostrados).
Formulacién Tamaiio (Dy) (nm) PDI Zoot (MV)
[SLN-Viol] 203.1 0.224 -2.9
[SLN-Viol-([C1sHim]-S)] 173.8 0.241 39.9
[SLN-Viol-([Ci6Him]-S)-FA] 199.0 0.387 41.5

Tabla 5.4: Tamaiio, indice de polidispersion y potencial Z de las formulaciones conteniendo

violaceina determinadas por DLS.

5.4.4.2 Andlisis XPS

Los resultados del andlisis de superficie por determinados mediante XPS se muestran
en la Tabla 5.5. SLN-Viol no presenta senal de nitrégeno, lo que indica que no hay Viol
en la superficie de la particula; por lo que el carbono y el oxigeno encontrados son
atribuibles al tensioactivo P188 y al miristato de miristilo. SLN-Viol-SAIL muestra
nitrégeno y azufre, lo que indica que [CisHim]-S se posiciona en la superficie de la
particula, de acuerdo con los datos de DLS. [SLN-Viol-([Ci6Him]-S)]-FA muestra una
disminucion en el porcentaje de azufre, lo que puede ser explicado como un

desplazamiento de mesilato (metanosulfonato, CH3SO37), por folato (FA).
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Composicion (%)

Formulacion

Cls O1s N1s S2p
[SLN-Viol] 83.7+0.5 16.4+0.5
[SLN-Viol-([C16Him]-S)] 85.5+0.2 13.0£0.7 0.6+0.1 0.4+0.1
[SLN-Viol-([C16 Him]-S)-FA] 84.9+1.2 14.7+0.6 0.6+0.1 0.3+0.1

Tabla 5.5: Andlisis XPS de las diferentes formulaciones conteniendo violaceina.

5.4.4.3 Andlisis FTIR

Las tres formulaciones de SLN mostraron los picos caracteristicos de MM, a 719 cm™!
para balanceo de -CH,, 1463 cm™ y 1473 cm™ para oscilacidn de tijereteo de -CH,, 1734
cm para vibracidn de estiramiento del grupo éster, 2849 cm™ para -CH, estiramiento

simétrico, y 2917 cm™ para el estiramiento asimétrico de -CH> (Figura 5.6).[83]

Ademas, la formulacién de SLN-Viol que contenia P188 mostré un pico amplio a 3448
cm atribuido a las vibraciones provenientes de los grupos hidroxilo. El pico en 952 cm"
1 que podria atribuirse al estiramiento simétrico de C-O para SLN-Viol, mostré un
cambio hipsocrémico a 954 cm™ y 956 cm™ para [SLN-Viol-([C1eHim]-S)] y [SLN-Viol-

([C16HiM]-S)]-FA respectivamente.

Ademas, el estiramiento asimétrico de los grupos éter a 1102 cm™ para SLN-Viol
mostré un desplazamiento hacia el azul a 1104 cm™ para [SLN-Viol-([C16Him]-S)] y a
1106 cm™ para [SLN- Viol-([C16Him]-S)]-FA respectivamente. Este ultimo cambio puede
explicarse por la intrusion en P188 y [C16Him]-S primero y FA después en [SLN-Viol-

([C16HIM]-S)] y [SLN-Viol-([C16Him]-S)]- FA respectivamente (Figura 5.6).
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Figura 5.6: Espectros de FTIR de las diferentes formulaciones conteniendo

violaceina

5.4.4.4 Andlisis XRD

Los patrones de difraccion de las tres formulaciones mostraron picos a 8,02°, 19,43°,
22,01° y maximos parcialmente superpuestos a 23,60° y 24,12°. Los picos a 8,02°, 22,01°
y 24,12° también aparecen en los patrones de difraccion MM, asi como los picos a 19,43°
y 23,60° en los patrones de difraccion P188. Sin embargo, no hay diferencias
significativas entre las formulaciones ni picos de otros componentes. Todos estos datos
sugieren que Viol molecularmente dispersa, mientras que la cristalinidad de MM y P188

dentro de las particulas permanece, como se informara anteriormente.[83]
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5.4.5 Imagenes de microscopia

5.4.5.1 Andlisis de imdgenes Cryo-TEM y TEM

Las imagenes de Cryo-TEM (Figura 5.7) mostraron que SLN esferoidales con un
diametro promedio de 155 nm (SD= 14, n= 14) para SLN-Viol, un promedio de 155 nm
(SD= 68, n= 11) para [SLN-Viol-([ C16Him]-S)], y un promedio de 168 nm (SD= 60, n=9)
para [SLN-Viol-([C16Him]-S)]-FA. Ademas, [SLN-Viol-([C16Him]-S)]-FA mostré estructuras
en forma de puntos, ausentes en formulaciones anteriores, lo que puede atribuirse a la

presencia de folato en las SLN (Figura 5.7).

[SLN-Viol] [SLN-Viol-{[C16HIm]-S)] [SLN-Viol-{[C 16HIm]-S)-FA]

[SLN-VicI] Detail [SLN-VisI{[C16HIm]-S)] Detail &

Figura 5.7: Micrografias de Cryo-TEM de las formulaciones ensayadas.
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Las imagenes de TEM (Figura 5.8) se registraron para confirmar las observaciones de
Crio-TEM. El uso de contraste en las imagenes de TEM permitié una mejor identificacion
de las estructuras en SLN-Viol, que son aproximadamente esféricas con tamaios en el

rango de 100 nm a 200 nm, y alrededor de 160 nm en [SLN-Viol-([CigHim]-S)] (Figura

Figura 5.8: Micrografias de TEM para las formulaciones ensayadas.
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5.4.6 Estudios de toxicidad /n vitro

La actividad citotdxica de las diferentes formulaciones lipidicas se evalud en células
A549, HCT116 y Hela expuestas a Viol libre o encapsulada (0,0-4,0 uM) durante 24 h,
segln se mencionara en el capitulo anterior. Se considera citotéxico cuando la
disminucion de la viabilidad celular es superior al 30 % ISO 10993-52,009.[59] En primer
lugar, fue analizado el efecto de las nanoparticulas sin violaceina en las tres lineas
celulares. Las células se expusieron a 0,04 y 0,16 mg/ml de MM [SLN-([CisHim]-S)]
(equivalentes a las necesarias para administrar Viol 1,0 y 4,0 uM) durante 24 h. Se
encontré que 0.04 mg/mL [SLN-([CisHim]-S)] indujo una inhibicidon del crecimiento
celular de 5,5, 21,8 y 20,0 % mientras que 0.16 mg/mL promovié una inhibicién de 9,9,
24,0 y 24,8 % en Células A549, HCT116 y Hela, respectivamente (Figura 5.9). Estos
resultados evidencian que las [SLN-([C16Him]-S)] en ausencia de Viol no son tdxicas en

las lineas celulares ensayadas y en nuestras condiciones de cultivo.

120 - B HCT-116
[ A549
I Hela
100 -
i
> T
SN
2 80
o L ENE 4 ]
©
T 60 -
S
O 40 -
>
20 +
0
0.04 mg MM/mi 0.16 mg MM/mi

Figura 5.9: Citotoxicidad del vehiculo vacio sobre las tres lineas celulares

ensayadas.

La linea celular HeLa mostro mayor sensibilidad a la Viol libre que las lineas A549 y

HCT116, mostrando una pérdida de viabilidad mayor a 30% a partir de Viol 0,25 uM,
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mientras que HCT116 y A549 requirieron una concentracién cuatro veces superior de

Viol (2,0 uM) para obtener perdidas de viabilidad celular similares (Figura 5.10).

La encapsulacion de Viol en los tres sistemas diferentes, [SLN-Viol], [SLN-Viol-
([C16HIimM]-S)] y [SLN-Viol-([C16Him]-S)-FA], mejord su citotoxicidad en concentraciones
mas bajas en células A549 y HCT116, particularmente en células de carcinoma
colorrectal, lo que sugiere que la encapsulacion de SLN potencia la actividad
anticancerigena de Viol aun a bajas concentraciones en las lineas celulares ensayadas.
Sin embargo, a partir de 2,0 uM, el tratamiento con Viol libre fue mas citotdxico que Viol
encapsulado en las tres lineas celulares ensayadas (Figura 5.10). Este fendmeno se

observé previamente en células HCT116 expuestas a Viol emulsionado. [84]

Cuando se compararon los valores ICso para nanoparticulas cargadas con Viol, los
datos no mostraron diferencias significativas entre las formulaciones, excepto para
[SLN-Viol], [SLN-Viol-([CisHim]-S)] en células A549, en las que el valor ICso fue
significativamente mayor (Tabla 5.6). Como se observé para Viol libre, HeLa demostré

ser la linea celular mas sensible a las nanoparticulas cargadas con Viol.

Linea Celular

ICso Hela HCT116 A549
Viol 0,71 1,51 1,30
[SLN-Viol] 0,75 1,44 1,66
[SLN-Viol-([C16HIM]-S)] 0,63 1,64 2,23
[SLN-Viol-([C16HIm]-S)-FA] 0,74 1,33 1,51

Tabla 5.6: ICso para las formulaciones y lineas estudiadas
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Figura 5.10: Viabilidad celular de A549 (A),
HCT-116 (B) y Hela (C) en presencia
de 0.25 uM, 0.5 uM, 1.0 uM, 2.0
UM and 4.0 uM de violaceina y
formulaciones con violaceina con

concentraciones equivalentes.



5.4.7 Captacion celular

Se evalud la capacidad de las células para captar nanoparticulas marcadas con una
sonda fluorescente en las lineas Hela, A549 y HCT116. Estas tres lineas celulares poseen
una expresion diferencial de los receptores de folato FOLR1, con valores (en unidades
arbitrarias) de 0,5 para A549, 5,0 para HCT116 y 11,7 para Hela, segun la base de datos

ARCHS*[85] (Figura 5.11).

Expresion relativa de FOLR1

0 2 4 6 8 10 12 14
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Figura 5.11: Expresion diferencial de FOLR1 en lineas celulares de pulmdn, colon y cérvix,

segun la base de datos ARCHS*[81].

La incorporacion de las nanoparticulas [SLN-DiOCis-([C16HIm]-S)-FA] en las células fue
dependiente de la concentracidon de las nanoparticulas y de la expresién del receptor de
folato de la linea celular respectiva, siendo hasta 5 veces mayor en las lineas que sobre
expresan el receptor frente a aquellas que no lo hacen (Figura 5.12). Lo que propone

algun método activo de captacion mediado por el receptor.
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Figura 5.12: Captacion de formulaciones marcadas con DIOC18 en distintas lineas celulares

5.5 DiscusiON Y CONCLUSIONES PARCIALES

Los liquidos idnicos tensioactivos derivados de 1-alquilimidazolio y diferentes
contraiones se estudiaron para determinar su capacidad para interactuar con Viol

y permanecer en solucién, asi como su toxicidad para la linea celular A549.

Por otor lado, se demostré que los contraiones SA/L juegan un papel muy
importante en la estabilidad micelar y en la citotoxicidad. La sintesis de SAILs con
un delicado equilibrio de componentes hidrofilicos-hidrofébicos permitira la
disolucién de moléculas poco solubles en agua como la Viol sin comprometer la
citotoxicidad celular. La conjuncién de la cadena lateral de alquilo del grupo
imidazol y el contraidn en los SAILs estudiados resultd en la seleccién de [CigHim]-

S para desarrollar una solucién micelar de Viol. Sin embargo, la inestabilidad de la

79



estructura micelar de [Viol-([C16Him]-S)] requirid el desarrollo de un nuevo tipo

de formulacidn para ser potencialmente utilizada con fines terapéuticos.

Las nanoparticulas lipidicas sdlidas fueron una buena opcién de transporte
para Viol, debido a la baja solubilidad en agua del pigmento, y la alta estabilidad
de las SLN. Se desarrollaron de esta manera sistemas con una alta eficiencia de
encapsulacion, Ademads, las SLN son nanodispositivos de administracion de
farmacos muy versatiles, debido a que la composicion quimica de los
transportadores se puede adaptar para transportar moléculas con diversas
propiedades biofisicas y se pueden adaptar a células especificas con los
receptores adecuados. En este caso, se demostré que la captacion de las
nanoparticulas puede ser selectiva respecto de la expresiéon del receptor de folato
FOLR1. Los presentes resultados sugieren que la formulacion [SLN-Viol-([CieHim]-
S)-FA] es un sistema novedoso, prometedor y eficaz con potencial para la
administracién dirigida de Viol en particular y otros farmacos hidrofébicos contra

las células cancerosas que sobre-expresan el receptor de folato.
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6 SISTEMA 3: DESARROLLO DE UN SISTEMA ENZIMATICAMENTE
ACTIVO BASADO EN NANOPARTICULAS LIPIDICAS E INSERCION EN

UNA MATRIZ 3D3

“El lector, al llegar a este punto, se habrd dado cuenta de sobra de
que éste no es un tratado de quimica. Mis pretensiones no llegan a

tanto, ‘ma voix est faible, et méme un peu profane’”

Primo Levi - Il sistema periodico

6.1 INTRODUCCION

En el presente capitulo, y habiendo incluido exitosamente Viol en un sistema
nanoparticulado, se intentara desarrollar un sistema implantable a partir de dicho
vehiculo. Como se ha descrito previamente, las terapias oncoldgicas requieren
normalmente la combinacion de diferentes estrategias terapéuticas, y en caso de los
tumores sélidos, es de preferencia, cuando fuera posible, la cirugia con extirpacién del
tumor, y aquellos ganglios linfaticos que hayan sido comprometidos. Luego de la cirugia
puede suceder que permanezcan células tumorales remanentes y el uso de la

guimioterapia disminuye las chances de recidiva debido a ello. [86] En estos casos, los

3 Este capitulo fue aceptado y se encuentra en edicién como Rivero Berti, |., Rodenak-Kladniew, B.,
Katz, S.F., Arrua, C.E., Alvarez, V.A., Duran, N., Castro, G.R. (2022) “Enzymatic active release of violacein
present in nanostructured lipid carrier by lipase encapsulated in 3D-bioprinted chitosan-hydroxypropyl
methylcellulose matrix with anticancer activity.” Frontiers in Chemistry - Green and Sustainable Chemistry.
En edicidn
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dispositivos implantables para la liberacion de estos agentes quimioterapéuticos
pueden colocarse en el sitio donde se encontraba el tumor luego de la extirpacion. Esto
posee al menos dos ventajas inmediatas, la primera, la liberacién es sitio-especifica (o
también denominada locoregional) reduciendo los efectos adversos de la circulacion
sistémica del farmaco, reduciendo las dosis de farmaco y por lo tanto mejorando la
calidad de vida del paciente. La segunda, garantiza la adherencia del paciente al

tratamiento [87].

La impresiéon 3D puede anadir a este tipo de implantes algunas ventajas mas,
relacionadas a la medicina personalizada. Entre ellas, se pueden mencionar que las
matrices se pueden producir y ajustar mediante modelado del implante a formas
similares a la cavidad dejada por el tumor extirpado, se puede personalizar la superficie

difusiva del implante y la dosis de farmaco.

Para este fin fueron seleccionados dos biopolimeros para el desarrollo del implante
3D: quitosano (Chi) e (hidroxipropil) metilcelulosa (HPMC) debido a sus ventajas. Chi se
compone de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina mediante uniones [ distribuidas
al azar. Chi posee una carga positiva residual, lo que posibilita que el biopolimero sea
mucoadhesivo y adhesivo celular, propiedades muy relevantes para mejorar la union de
los geles de biopolimero a las superficies celulares. Este hecho posibilita que aumente
la permeabilidad de los tejidos y el tiempo de residencia del farmaco. Ademas, Chi
muestra actividades antimicrobianas y antioxidantes. Chi es no téxico, es biocompatible
y biodegradable por las enzimas de los mamiferos, lo que convierte al biopolimero en
un excelente candidato para aplicaciones biomédicas en forma de geles, nanoparticulas,

fibras y peliculas [88]. Sin embargo, las propiedades mecanicas de Chi, por si solas, no
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son adecuadas para la confeccién de una tinta 3D, por lo que su utilizacidon con fines
biomédicos requiera de mezclas o formacién de coacervados con otras moléculas,

generalmente polimeros.

La celulosa es el biopolimero mas abundante en la naturaleza y estd compuesta por
unidades lineales de R-D-glucosa de diferentes longitudes, pero su limitada solubilidad
reduce las aplicaciones en una variedad de campos. La HPMC es un derivado de
metilcelulosa que contiene propilenglicol éter. Ademds, HPMC es un polimero no toxico,
considerado generalmente reconocido como seguro (GRAS) por la FDA (i.e., Food and

Drug Administration, EE.UU.), y aprobado como aditivo alimentario por la UE [89].

Adicionalmente, se incluird en las matrices una lipasa, de manera de regular la
liberacion de la Viol desde los transportadores lipidicos, en el presente caso
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC). Par este fin se empleara la lipasa de
Mucor meihei, la cual presenta actividad optima a temperaturas que van entre 37°C y
40°C, es activa aun en presencia de tensioactivos y el pH optimo es dependiente de Ia
cepa, que ha sido reportado desde el rango alcalino (es decir, pH comprendidos entre
8,0 y 8,8) al acido (es decir, pH= 5.0-5.4) [90]. Ambas condiciones simultdneas son
relevantes para el tratamiento del cancer dado que los tumores sélidos muestran altas
temperaturas en comparacién con el tejido normal cercano debido a las altas tasas
metabdlicas, y también un entorno acido debido a la produccidn exacerbada de acidos
lactico y acético [91]. Ademads de estimular la liberacién de la violaceina desde las NLC,
la lipasa puede poseer actividad antitumoral intrinseca al interactuar con la membrana

de las células tumorales y/o restituir una funcién regulatoria de las esterasas [92].
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En el presente capitulo, y por lo expuesto, se desarrollara un sistema de liberacion de
Viol, implantable, disefiado mediante impresidn 3D y con la inclusién de una lipasa, con

el doble propdsito de estimular la liberacién y mejorar la capacidad antitumoral.

6.2 OBJETIVOS DEL CAPITULO

* Integrar una lipasa a los sistemas de vehiculizacion lipidica previamente
desarrollados.

® Incluir estos nanosistemas en una matriz polimérica imprimible por extrusiéon
y generar objetos 3D.

= Evaluar la liberacion de violaceina desde estos objetos a diferentes pHs.

= Caracterizar fisicoquimicamente los materiales mediante diversas técnicas.

= Evaluar la citotoxicidad de estos sistemas.

6.3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1 Materiales

Violaceina [3-(1,2-dihidro-5-(5-hidroxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-3H-pirrol-3-ilideno)-1,3-
dihidro-2H-indol- 2-one] se produjo a partir de Chromobacterium violaceum siguiendo
protocolos anteriores detallados en capitulos previos y articulos publicados [73,84].

El p-nitrofenilpalmitato (pNPP), la lipasa, de Mucor miehei polvo liofilizado (Lip), el
Poloxamero 188 (Kolliphor® P188), el quitosano (Poli(D-glucosamina) de peso molecular
medio (Chi-MMW) (190-310 kDa), y la (hidroxipropil) metilcelulosa (HPMC) se
adquirieron de Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina). El lipido sélido miristato de

miristilo (MM, Crodamol® MM, punto de fusién=36—40 °C) y el aceite (Crodamol® GTCC-
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LQ, un triglicérido con acidos grasos saturados, punto de fusién= -4 °C) fueron
amablemente donados por CRODA® (Argentina). Todos los demas reactivos utilizados

fueron de grado analitico adquiridos a Merck o similar vendedor.

6.3.2 Medida de la actividad lipasa

La actividad de la lipasa se determind mediante la liberacién del compuesto
coloreado p-nitrofenol del sustrato p-nitrofenilpalmitato (pNPP) segun la bibliografia
[93]. En breve, en una placa de 48 pocillos, pNPP 500 uM predisuelto en una mezcla 1:4
de acetonitrilo:isopropanol conteniendo 0,1% (m/V) Triton X100 se dispersdé en un
buffer 10 mM, acido citrico/ citrato pH=3,0, acido acético/acetato pH=5,5, buffer MES
pH=6,5, fosfato pH=7.4 o buffer TRIS pH=8,8, aditivado con 0,2% ( m/v) de goma arabiga
con un volumen final de 1.00 ml. Se afiadid una muestra de lipasa y se determind la
absorbancia de la solucién a A= 405nm a 37°C cada minuto durante 20 minutos para
establecer la concentracion de p-nitrofenol liberado. Posteriormente, la actividad de la

lipasa se expresd como umol de p-nitrofenol liberado por segundo.

6.3.3 Vehiculo lipidico nanoestructurado (NLC) y NLCcon lipasa

Los NLC fueron preparados por el método de ultrasonicacion, similar a la metodologia
utilizada para preparar las SLN en el capitulo anterior [94]. En resumen, se fundié en un
bafio a 70°C una fase lipidica que conteniendo 400 mg del lipido sélido miristato de
miristilo (MM), 100 ul de aceite (Crodamol® GTCC-LQ) y 20 umol de Viol.
Posteriormente, se afiadieron a la fase lipidica 20 ml de una solucidn acuosa al 4% (m/v)

de P188y ajustado con buffer acido acético/acetato 10mM a pH= 5.0, y posteriormente
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la mezcla fue sonicada en un procesador ultrasonico (130 W, Cole-Parmer, EE.UU.) a
70% de amplitud durante 15 minutos.

Para determinar la Viol no encapsulada en las NLC, se analizaron muestras de 500 uL
de las formulaciones de NLC-Viol mediante el empleo de filtros de cortede 100 kDa
(Amicon® Ultra-0.5mL, Merck Millipore, Irlanda), y la absorbancia de la solucidn filtrada
medida a A= 580nm.

Para las formulaciones con lipasa (Lip), se incubaron 5,00 ml de dispersién NLC con
lipasa suficiente para producir una actividad de 2,0 umol de p-nitrofenol/seg a 5°C

durante 12 horas con una agitacion de 150 rpm mediante agitador magnético.

6.3.4 Medida del tamafio de particula

Para la determinacién del didmetro hidrodindmico promedio (D), el indice de
polidispersién (PDI) y el potencial Z (Z-pot, £) para NLC-Viol y NLC-Viol-Lip, las muestras
se diluyeron 1/100 en agua ultrapura (MiliQ, Millipore, Ma, EE.UU.) y se analizaron en
un Zetasizer Nano. (Malvern Instruments, UK) a 25°C por triplicado.

Las imdagenes de microscopia electrénica de transmision (TEM) de los sistemas
nanoparticulados se adquirieron en un microscopio Jeol-1200 EX II-TEM (Jeol, Columbia,
MD, EE.UU.). Las suspensiones de NLC se diluyeron 1/100 en agua ultrapura o buffer de
fosfato 10 mM de pH = 7,4 y se esparcieron 10 ul en una rejilla de Cu de malla 400. El
exceso de muestra se elimind mediante absorcion con papel de filtro. Para mejorar el
contraste se afiadid una gota de acido fosfotlingtico y se eliminé el exceso a las muestras

previa adquisicion de la imagen.
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6.3.5 Preparacion de tinta biopolimérica y extrusion

Se hidraté una cantidad ponderada (200 mg) de quitosano de peso molecular medio
en 1,00 ml de acido acético al 10% hasta formar una pasta homogénea, posteriormente
se anadieron y mezclaron con 1.5 ml de formulaciéon NLC con o sin Lip, por ultimo, se
anadieron 500mg de HPMC vy la tinta se mezcld hasta alcanzar la homogeneidad
nuevamente y se cargo en una jeringa esterilizada de 5 ml con cierre Luer (TERUMO®,
Filipinas). Posteriormente, la jeringa se centrifugd durante 20 minutos a 6000 xgpara
eliminar las burbujas de aire de la tinta 3D.

A continuacion, se adoso a la jeringa una punta de plastico cénica (Fhis Dispensing,
China) con un orificio de salida de 0,41 mm antes de la extrusion.

Las mallas 3D se produjeron por extrusion en una bioimpresora 3D disefiada en
nuestro laboratorio. Brevemente, la impresora 3D consta de una extrusora que empuja
con precision la tinta fuera de la jeringa, un sistema de posicionamiento para los
movimientos en tres ejes y un controlador. El extrusor estd compuesto por un sdécalo
para la jeringa y un motor paso a paso bipolar Nema 17 con sistema planetario de alta
precision, el movimiento en los tres ejes lo proporcionan tres motores paso a paso
bipolar Nema 17 acoplados con tornillos THSL de 8 mm y tuercas antiretroceso. La
electrdnica de cédigo abierto utilizada contiene un procesador ATmega2560 de 16 MHz

gue se comanda con Marlin como firmware.
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Figura 6.1: Fotos de la bioimpresora 3D desarrollada en el laboratorio, en la ultima foto se

muestra un detalle de una impresion en progreso.

Las mallas 3D producidas por este método se sumergieron durante 10 minutos en
una solucidon de tripolifosfato (TPP) 3,0% (m/v) como agente de entrecruzamiento, y
luego fueron lavadas con agua ultrapura (MiliQ, Millipore, Ma, EE. UU.), con
posterioridad se guardaron a 5°C para su posterior caracterizacion. Muestras de solucién
de TPP y agua ultrapura utilizada para el lavado se emplearon para determinar la

concentracion de Viol excedente en las soluciones.
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La Figura 6.2 muestra un flujo de trabajo simplificado de preparacion de NLC y

produccién de mallas 3D.

Malla-Viol-Lip

Fase lipidica:
o o <
Lipido solido %,
Aceite 5
Viclaceina
NLC-Yiol NLC-Viol-Lip

Fase acuosa:

4% P188

Buffer pH=5

§ £
g Malla-Viol

Figura 6.2:Flujo de trabajo simplificado para la produccion de las mallas.

6.3.6 Eficiencia de encapsulacién de las mallas
La eficiencia de encapsulacion (EE, %) se ensayé en las mallas preparadas con NLC-

Viol (Malla-Viol) asi como en las mallas preparadas con NLC-Viol-Lip (Malla-Viol-Lip). Las
determinaciones de EE (%) se realizaron mediante dos métodos. En un método indirecto

se midid Viol en la solucién de TPP y el agua utilizada para lavar las mallas 3D y luego

restar la Viol en esas soluciones a la cantidad inicial de pigmento, usando la siguiente
Ecuacion 6.1

ecuacion:
mViol;—(cViol XV )—(cVioly X,
i TPPsol ’I"PPsol ( ww WW)>< 100%
mViol;

EEindirect(%) =
donde mViol; es la cantidad inicial de Viol afiadida a la preparacion, cViolteesol €5 la

concentracion de violaceina en la solucién de TPP, cViolww es la concentracion de Viol en

el agua ultrapura después del lavado, y Vrresol Y Vww 10s volUmenes de esas soluciones.
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Por otro lado, el método directo de determinacion de Viol consistié en agregar 3,0 ml
de etanol a una masa establecida de Malla-Viol o Malla-Viol-Lip y sonicar por 30 min en
un bafio ultrasénico, se elimind el etanol y se agregé etanol fresco a la malla 3D sonicada
y fue llevada al bano ultrasénico por una segunda vez. Luego se calculd la eficiencia

mediante la siguiente ecuacion:

) __ cVioly xVy+cVioly XV,
mViol;

EEjirece(% X 100% Ecuacidn 6.2

donde mVioli es la cantidad inicial de Viol afiadida a la preparacion, cViol1 y cViol; son
la concentracién de Viol en la primera y segunda extraccién con etanol, y V1 y V2 son los

volumenes de esas soluciones.

6.3.7 Liberacion de violaceina desde las mallas

Se tararon cuatro mallas y fueron incubadas en 30,0 ml de buffer fosfato 10 mM (pH=
7,4) a 37°C, por duplicado. Cada hora se tomaron muestras de 1,00 ml del medio y se
reemplazé el mismo volumen con buffer fresco. Posteriormente, las muestras se
filtraron con filtros de corte de 100 kDa (Amicon® Ultra-0,5 ml, Merck Millipore, Irlanda)
y se determind la absorbancia de la solucidn filtrada a A= 580 nm para evaluar la
concentracidn de Viol. Los resultados se expresaron como porcentaje de la carga total
de Viol liberada en relaciéon al tiempo de incubacién. Luego, los perfiles de liberacion se

compararon con los modelos de liberacién descritos en la Tabla 6.1.
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Nombre del modelo Ecuacion

Primer orden 1 =1 + it
0g Q¢ = log Qg 2303
Higuchi Q¢ = Kyt
Qe . .»
Korsmeyer-Peppas — = Kt
0

Hixon and Crowell V0o — 3 0Q: = Kt

2

3

Baker-Lonsdale

1—(1— &) —&=Kbt

2 Qo Qo

Tabla 6.1: Modelos usados para ajustar las curvas de liberacion de violaceina

6.3.8 Caracterizacion fisicoquimica de las mallas 3D

6.3.8.1 Adquisicion de espectros FTIR

Para la adquisicién de espectros FTIR, las muestras fueron liofilizadas y los espectros
se obtuvieron en un espectrémetro Thermo Scientific Nicolet, modelo 6700, (CT, EE.UU.)
con un accesorio ATR (reflectancia total atenuada) para todas las mediciones. Los
escaneos se realizaron 32 veces para cada muestra en el rango de 600 a 4000 cm™y con

una resolucién de 4 cm™L.

6.3.8.2 Difraccion de rayos X
Los difractogramas de las muestras liofilizadas se obtuvieron en un instrumento
Analytical Expert utilizando radiacién Cu-K (6= 1,54 A) de 26= 10° a 70° en modo

continuo con un tamaio de paso de 0,07°.
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6.3.8.3 Andlisis térmico

Para el analisis termogravimétrico (TGA) se utilizdé un instrumento Shimadzu TGA-50.
Los ensayos se realizaron de 20°C a 900°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min
en atmdsfera de N. La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizé en un
instrumento Perkin Elmer Inc., Model Pyris 1, (Waltham, MA, EE. UU.) en atmdsfera de
nitrégeno. Una velocidad de calentamiento de 10°C. min~! en el rango de temperatura

de 0°C a 250°C. Todas las muestras fueron previamente liofilizadas.

6.3.9 Adquisicién de imagenes de microscopio electrénico de barrido (SEM)

Para el andlisis SEM, las mallas impresas en 3D se liofilizaron y luego se cubrieron con
una capa de oro de 15-20 nm de espesor utilizando un metalizador Balzers SCD 030. Las
imagenes se obtuvieron en un microscopio electrénico de barrido Philips SEM 505
(Paises Bajos) y se procesaron en un programa de digitalizacién de imagenes (Soft
Imaging System ADDA I, SIS). Posteriormente se realizé un analisis de las imagenes en
el software Imagel® (NIH, EE.UU.) y donde se estimé la rugosidad de la superficie
mediante la desviacidn estandar de los valores de gris en el histograma de la imagen

[95].

6.3.10 Estudios de citotoxicidad

Se cultivaron células A549 epiteliales de adenocarcinoma de pulmén y células
HCT116 de carcinoma colorrectal humano en Medio Minimo Esencial (Minimal Essential
Medium, MEM, HyClone, EE. UU.) en 5% CO2 a 37°C. La viabilidad celular se determind

mediante ensayo de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro] [53].
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Se sembraron células A549 y HCT116 (4,0 x 103 células/ml) en placas de 96 pocillos y se
incubaron durante 24 h en condiciones estandar. Luego, las células se expusieron a 0,5
UM, 2 UM o 4,0 uM de Viol libre (disuelta en DMSO, concentracion final de DMSO por
debajo del 0,05 %, v/v), o cantidades equivalentes (uM de Viol o mg/ml de MM) de NLC
y NLC-Lip con y sin Viol durante 24 h. El medio fue descartado y se incubd con 0,1 ml de
solucién de MTT (0,5 mg/mL de MTT en MEM) durante 3 h. El formazan resultante fue
disuelto en 0,1 ml de DMSO. Las microplacas se agitaron durante 5 min y se midid la
absorbancia a A= 560 nm en un lector de microplacas (Beckman Coulter DTX 880
Multimode Detector, Ca., USA). Una reduccién de la viabilidad celular en mas del 30 %
se considerd un efecto citotdxico [96]. Para los ensayos de Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se
utilizaron medios acondicionados. Es decir, se incubaron por 48 h las mallas con y sin
Viol y con y sin Lip en MEM suplementado como fuera descrito previamente. Luego, los
medios fueron incubados con células A549 y HCT116 durante 24 h. Posteriormente, se

realizo la colorimetria MTT como fuera descrito anteriormente.

6.4 RESULTADOS

6.4.1 Actividad lipasay evaluacién de las NLC

La actividad lipasa se evalud a diferentes pH. Entre los pH evaluados, a pH=7.4 la
lipasa presenta la mayor actividad, tomandose esta como referencia para el resto de las
actividades, que se expresaron como porcentaje de la misma. Para evaluar la estabilidad
de la enzima al mismo pH, se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se
evalud su actividad a pH=7.4 y 37°C (Figura 6.3). En particular, nos interesa el

comportamiento de la lipasa a pH= 5,5. Si bien con el protocolo utilizado no se ha
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detectado actividad a ese pH, se recupera el 95% de actividad cuando el pH es
nuevamente desplazado a 7,4. Basandonos en este resultado, se decidié que los pH
alrededor de 5,5 eran los mejores candidatos para preparar y almacenar la NLC para que
la lipasa estuviera inactiva en el almacenamiento y pudiera recuperar su actividad a pH

alrededor de 7,4.

125 -
S
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(U —
©
S 75-
©
S 50-
>
2 251
ol |l

3.0 5.5 6.5 7.4 8.8

[l Actividad al pH indicado
[ Actividad a pH=7.4 luego de ser incubada por 6 horas al pH indicado

Figura 6.3: En negro actividad de la lipasa relativa a la actividad a pH=7,4 y 372C. En blanco,
estabilidad de la lipasa medida como actividad de la lipasa a pH=7,4 y 37°C tras 6

horas de incubacion a temperatura ambiente al pH indicado.

La eficiencia de encapsulacion de Viol en NLC-Viol estuvo cercana al 100 % debido a
que la concentracién de Viol en la solucidn filtrada estaba por debajo del limite de
deteccion. Lo mismo se observo para la formulacién después de la adicion de lipasa NLC-

Viol-Lip.
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6.4.2 Tamafo y Zpot de NLC

El didametro hidrodindmico promedio (D+), PDIy Zpot ({pot) S€ muestran en la Tabla 6.2.
La adicidén de lipasa no altera significativamente el tamafio medio de particula (p> 0,05),
pero si altera significativamente el PDI (p< 0,05). El Z-pot es cercano a cero, como cabria
esperar por el hecho de que el tensioactivo utilizado para estabilizar NLC, P188, posee

carga neutra. El cambio de Z-pot entre formulaciones es significativo (p<0,05) pero muy

pequefo.
Du (nm) PDI Z-pot
NLC-Viol 154,3 0,241 -9,78
NLC-Viol-Lip 151,5 0,319 -8,08
p-value (n=3) 0,7584 0,0170 0,0342

Tabla 6.2: Diametros hidrodindmicos (DH), indice de polidispersién (PDI) y Z-pot para las
formulaciones con (NLC-Viol-Lip) y sin lipasa (NLC-Viol).

Las imagenes de TEM para NLC-Viol-Lip antes y después de una incubacién de 6 h en
un buffer de fosfato de pH= 7,4 se muestran en la Figura 6.4. Antes de la incubacién
(Figura 6.4A), NLC-Viol-Lip mostré un diametro promedio de 93,6 nm basado en 36
mediciones de micrografias. Después de la incubacion (Figura 6.4B) se observan
agregados (flechas en la Figura 6.4B). Estos agregados pueden explicarse debido a que

la actividad de la lipasa probablemente desestabiliza la estructura de las nanoparticulas
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al catalizar la desesterificacidn y, por lo tanto, puede producir agregados de lipidos fuera

de las nanoparticulas.

Figura 6.4: Imdgenes de TEM para las NLC-Viol-Lip antes (A) y después (B) de incubarse a pH7.4

6.4.3 Preparacion y extrusion de la tinta 3D

Se ensayaron diferentes proporciones de Chi y HPMC para crear una viscosidad y
elasticidad adecuada para poder imprimir. Las proporciones finales contabilizadas en la
seccion de Materiales producen una tinta final de biopolimero con un 6,6% (p/p) Chiy
un 16,6% (p/p) de HPMC, es decir, una proporcion 2:5 entre Chi:HPMC. Para
proporciones mas bajas de HPMC, la impresidén no retuvo su forma, mientras que para
proporciones mas altas de HPMC no se produjo la reticulacion posterior con TPP, esto
puede ser consecuencia debido a que las cadenas de Chi estén demasiado separadas
entre ellas, apantalladas por la presencia de HPMC.

La velocidad mdxima de impresidn que no produjo errores en la continuidad de la
tinta desarrollada fue de 400 mm/min. Para el didmetro de la boquilla utilizada (0,41

mm) se encontré dptima una altura de capa de 0,33 mm (80%), en razén que alturas de
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capa inferiores a esa provocaron que la boquilla dafiara la capa inferior y los tamafios
de capa mas grandes impidieron la correcta adhesion de la capa en desarrollo sobre la
capa inferior.

Los dos métodos utilizados para estimar EE(%) dieron resultados diferentes (Tabla
6.3). Sin embargo, incluso la estimacion mas baja, 88,8 % para Malla-Viol-Lip, sigue
siendo muy buena teniendo en cuenta que la carga se puede perder en varias de las

etapas experimentales (i.e., sonicacion, mezcla, crosslinking y lavado).

Viol/Matrix Eficiencia de encapsulacion (%)
Muestra . , .
(umol/mg) (directa) Indirecta Directa
Malla-Viol 4,67x10* 97,2 90,3
Malla-Viol-Lip 4,59x10* 95,8 88,8

Tabla 6.3: Eficiencia de encapsulacion de las mallas

6.4.4 Liberacion de violaceina desde las mallas

Los dos perfiles de liberacién Viol de matrices con lipasa (Malla-Viol-Lip) y sin lipasa
(Malla-Viol) mostraron una evidente diferencia a pH= 7,4 (Figura 6.5). Dicha diferencia
es atribuida a que lipasa estimula fuertemente la liberacion de Viol de la matriz
polimérica, alcanzando un 60% de liberacion después de 2 horas de incubacién.
Mientras que solo el 20% de Viol se ha liberado de la matriz sin lipasa en las mismas
condiciones experimentales. La liberacién cinética de Viol de Malla-viol y Malla-viol-Lip
se analizé con distintos modelos cinéticos estructurados tipicos (Tabla 6.1). La mejor
correlacién de liberacién de Viol se encontré con el modelo Korsmeyer-Peppas (para
Malla-Viol y Malla-Viol-Lip, R?= 0.95). Ademds, Malla-Viol ajusto a los modelos de Baker-

Lonsdale (R?= 0.95) y Higuchi (R?= 0.94) (Tabla 6.4).
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El parametro "n" (ver Tabla 6.1) en el modelo de Korsmeyer Peppas es indicativo del
mecanismo involucrado en la liberacion del fdrmaco. En este caso, Malla-Viol ajustado
con un n= 0,17 y Malla-Viol-Lip con un n=0,46, ambos casos se encuentran por debajo
de la condicién n< 0,5, para lo cual el modelo de Korsmeyer-Peppas predice una
liberacidon en la que predomina el componente difusivo, segun las leyes de Fick. [97]

Po otro lado, las liberaciones de Viol de las matrices Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se
realizaron a pH= 5,0. Y como es de esperarse, cuando la lipasa esta inactiva, no se
encontraron diferencias significativas entre la liberacion de Viol desde ambas matrices
(Figura 6.6). Sin embargo, la liberacién fue mas rapida que en el buffer de pH= 7.4, con
alrededor del 65 % del farmaco liberado en las primeras dos horas, esto es de esperar y
atribuible a que la solubilidad del quitosano aumenta considerablemente a un pH mas

acido. [98].

Ajuste al modelo (R?%aj)

Modelo (pH= 7,4)

Malla-Viol Malla-Viol-Lip
Primer orden 0,83 0,69
Higuchi 0,94 0,29
Korsmeyer-Peppas 0,95 0,95
Hixon and Crowell 0,72 0,42
Baker-Lonsdale 0,95 0,89

Tabla 6.4: Valores de R? ajustados para la liberacion de Viol desde Malla-Viol y Malla-Viol-Lip a
pH=7,4

98



Liberacién de Viol (%)

100 A

30

80

60

40

20

O -
T T T T T T
0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

® Malla-Viol

—— —— —— Ajuste de Baker-Lonsdale para Malla- Viol (Rzaj=0,95)
A Malla-Viol-Lip

— — — — Ajuste de Korsmeyer-Peppas Para Malla- VioI-Lip(Rzaj=0.95)
------------------------ Intervalos de confianza superior e inferior para cada ajuste

Figura 6.5:Liberacion de violaceina desde la malla (@), y la malla conteniendo lipasa (4) a

pH=7,4. Ajuste de Baker-Lonsdale para Malla-Viol y ajuste de Korsmeyer-Peppas para

Malla-Viol-Lip.
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6.4.5 Caracterizacion fisicoquimica de las mallas

6.4.5.1 Imagenes de SEM

Las imagenes SEM muestran que al exponer las impresiones 3D en bufer fosfato
10mM pH= 7,4 durante 24 h, la estructura se relaja y los espacios de malla se expanden.
Para medir esto se determiné el area de los espacios dejados por la malla o rejilla,
utilizando el software Imagel (Tabla 6.5) Las mallas antes de la liberacién del farmaco
no presentaron diferencias significativas (p> 0.05) en los valores obtenidos, y por lo
tanto, se presentan como un solo grupo. Sin embargo, las mallas con y sin Lip
presentaron diferencias respecto del tratamiento (antes y después) y entre ellas (p<
0.05). Este relajamiento en la estructura polimérica también se puede observar en la
microestructura (Figura 6.7), a mayores aumentos (x1,000), particularmente en Malla-
Viol-Lip donde la matriz polimérica presenta orificios en su superficie. Este hecho
también ha sido evidenciado en la estimacién de rugosidad con el histograma de grises
(Tabla 6.5) en donde se analizaron areas equivalentes de los aumentos x1,000. Malla-
viol y Malla-viol-lip antes de la liberacion de la droga poseen superficies mas suaves
(DesvEst=35.45) que Malla-viol o Malla-viol-Lip después de la liberacion (DesvEst =40.13

y 48.25, respectivamente).
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Figura 6.7: Imdgenes de SEM antes y después de liberacion en pH7.
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Area del espacio
Muestras de la malla

promedio (Lm?)

Raiz cuadrada del
area del espacio de
la malla (lado) (um)

Desviacion estandar
del histograma de
grises

Mallas antes de

532.0

35.45

) By 283,03 (n=12)
la liberacion

Malla-Viol luego

424,59 (n= 10) 651.6 40.13

de la liberacién
Malla-Viol-Lip
luego de la

660,55 (n= 8) 812.7 48.25

liberacion

Tabla 6.5: Datos obtenidos a partir de las imdgenes de SEM y el software ImageJ(R).

6.4.5.2 Difractogramas

La Figura 6.8 muestra los difractogramas XRD para ambas mallas 3D después de 24 h
de incubacién en buffer de liberacién a pH=7,4, asi como de sus componentes puros.
P188 mostrd un alto grado de cristalinidad en estado puro, con dos maximos intensos y
caracteristicos a 19,1° y 23,3° y un pico mdas amplio y tenue entre 25,5° y 27,0°; tal como
se describe en la bibiliografia [99]. Chi-MMW mostrd un pico pequefio a 19,7° y un pico
ancho tenue a 9°, mientras que HPMC mostré un pico ancho entre 15° y 25°. Sin
embargo, ninguno de estos picos aparece en las mezclas, sugiriendo un estado amorfo
para los polimeros. Malla-viol y Malla-viol-lip muestran un pequefio pico compuesto a
21,6° y 23,7° (Figura 6.8 recuadro), estos maximos también aparecen y son
caracteristicos del difractograma de MM, aunque en mucha mayor intensidad, lo que

indica que una porcion de MM permanece cristalina después de la preparacion de NLC.
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Figura 6.8. Difractogramas para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de miristilo), Chi-
MMW (quitosano de peso molecular medio), HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) y
P188 (Poloxamero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se incubaron para la liberacion
de Viol en buffer fosfato (pH= 7,4) durante 24 h antes de realizar el andlisis. El

recuadro es un detalle para Malla-Viol-Lip y Malla-Viol entre 10°y 40°.
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6.4.5.3 Espectros FTIR

La Figura 6.9 muestra los espectros FTIR para ambas mallas 3D después de 24 h de
incubacién en buffer de liberacién pH= 7,4, asi como sus componentes principales. P188
mostrd un maximo intenso a 2877,32 cm™ atribuido al estiramiento C-H, un pico mas
pequefio a 1342,23 cm™ atribuido a la flexion de OH en el plano y un pico agudo a
1099,24 cm™ y un pico mas pequefio a 960,39 cm™ correspondientes a la vibraciones de
estiramiento simétricas y asimétricas del C-O del éter [100]. El espectro de HPMC
muestra un pico amplio entre 3100 y 3600 cm™ correspondientes a vibraciones de
estiramiento O-H, y 2894,67 cm™ y 1049,10 cm™ correspondientes a estiramiento C-H y
C-O respectivamente [101]. Chi-MMW también presenté una amplia banda de vibracién
de estiramiento O-H entre 3100 cm™ y 3600 cm?, pero se superpuso parcialmente a una
banda ancha debido a enlaces N-H asimétricos/simétricos. La banda de 2871,53 cm™ se
atribuyé al estiramiento axial C-H, mientras que la banda de 1641 cm™ se atribuyé al
estiramiento -C=0 en los grupos acetamida y la de 1556 cm™® a las amidas
transecundarias. [102,103], adicionalmente, la banda de 1019 cm™ se atribuyé al
estiramiento de amina primaria C-N [103]. MM mostré tres picos agudos a 2848,39 cm”
1,2915,88 cm™ y 2954,45 cm™, atribuidos al estiramiento simétrico y asimétrico de los
enlaces C-H en los grupos -CH; y al estiramiento asimétrico de los enlaces C-H en los
grupos -CHs, respectivamente. Otro pico agudo relevante se encontré a 1731.8cm™
correspondiente a las vibraciones de estiramiento del éster carbonilo [104]. Finalmente,
ambas mallas 3D mostraron un pico ancho complejo entre 1150cm™ y 900cm™, forma
superposicién de picos de P188, HPMC y Chi-MMW en esa banda del espectro, y una
banda ancha entre 3000cm™ y 3500cm™ de Vibraciones OH y NH en HPMC y Chi-MMW.

Sin embargo, la malla 3D que contenia Lip (Malla-Viol-Lip), mostré picos mas débiles
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2848.39cm™ y 2915.88cm™, bandas presentadas por MM, ademdas Malla-viol-Lip no
mostrd el pico caracteristico en 1731.8cm™ correspondiente al grupo éster -C=0,
mientras que aparecio en la malla 3D sin lipasa (Malla-viol). Todo esto considerado,
apunta a una pérdida en el contenido de MM en Malla-Viol-Lip debido a la actividad de

la lipasa en la malla 3D.

Malla-Viol-Lip | .NWWWWMWA\JMM
Malla-Viol e

MM L

W/ N e
([T
Chi-MMW e R —

TN
HPMC [
L WWVV\VMNJ

N
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Figura 6.9: Espectros FTIR para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de miristilo), Chi-MMW
(quitosano de peso molecular medio), HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) y P188
(Poloxdmero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se incubaron en buffer de liberacién

(pH= 7,4) durante 24 h antes de realizar el andlisis.
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6.4.5.4 Andlisis termogravimétrico

Se estudio la estabilidad térmica de las mallas 3D tras su liberacion. La muestra
Figura 6.10 el porcentaje de pérdida de masa frente a la temperatura. Ambas mallas 3D
pierden el 10% de su peso entre 0°Cy 125°C, lo que se debe al agua remanente en las
muestras; de manera similar, Chi y HPMC pierden un 9% y un 3% de su peso,

respectivamente.

La pérdida de peso maxima de HMPC fue observada a 346°C, mientras que antes
de 400°C perdid mas del 90% de su masa. Este proceso normalmente se atribuye
a la descomposicidon de los ésteres de celulosa y la volatilizacion de los residuos
resultantes [105]. Por otro lado, la pérdida de peso de Chi-MMW mas alla de los 250°C
se debe a la continuacién de la degradacién, deacetilacion y despolimerizacion [106].
El maximo de pérdida de peso de MM se encontr6 a 283°C y se atribuye

normalmente a la volatilizacion de la sustancia y no a su degradacion [107].

Entre 125°C y 290°C Malla-Viol y Malla-Viol-Lip perdieron un 36,5% y un 35,2% de su
masa respectivamente, este paso coincide con la pérdida aguda de masa de
MM. Ademds, tras finalizar el ensayo, Malla-Viol tiene un remanente del 32,4% de
su peso, Malla-Viol-Lip un 31,7% y Chi-MMW un 25,0%. Dado que -cualquier
otro de los constituyentes permanece a esta temperatura, las mallas
presentan una mayor estabilidad térmica respecto de los materiales puros.
Este hecho puede reflejar interacciones entre los componentes de las mallas.
Se proporciona wuna figura complementaria que muestra la derivada del

porcentaje (%) en peso frente a la temperatura (Figura 6.11)

107



\ —— Malla-Viol-Lip

10‘.1 % —— Malla-Viol

—— Chi-MMW
HPMC

352% 36.5% — MM

— P188

Masa (%)

! | T | ! | ! |
0 200 400 600 800
Temperatura (°C)
Figura 6.10: Andlisis termogravimétrico para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de miristilo), Chi-MMW

(quitosano de peso molecular medio), HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) y P188 (Poloxamero P188). Malla-

Viol y Malla-Viol-Lip se incubaron en buffer fosfato (pH= 7,4) durante 24 h antes de realizar el andlisis.
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Figura 6.11: Derivada del porcentaje en peso respecto de la temperatura para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato
de miristilo), Chi-MMW (quitosano de peso molecular medio), HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) y P188

(Poloxamero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se incubaron en buffer fosfato (pH= 7,4) durante 24 h antes de

realizar el andlisis.
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6.4.5.5 Andlisis calorimetria diferencial de barrido

La Figura 6.12 muestra el flujo de calor de las muestras de malla 3D y sus
componentes principales frente a la temperatura, donde "superior" en el eje Y es un
proceso exotérmico y "inferior" indica un proceso endotérmico.

MM muestra un pico intenso y agudo a 41.7°C, correspondiente a su temperatura de
fusion (Tm), con un area bajo el pico, es decir, una entalpia de fusiéon (AHy) de -205 J/g,
ambos resultados son consistentes con la bibliografia [108]. El pequefio “hombro” en el
pico puede atribuirse a una transicién de pleiomorfismo. De manera similar, la Tm, para
P188 es de 53,4°C [99] y un AHm= -145 J/g. El amplio pico endotérmico entre 50°C y
100°C en HPMC y Chi-MMW se puede atribuir a la pérdida de agua laxa de la muestra
[109].

El andlisis DSC para las mezclas Malla-Viol y Malla-Viol-Lip mostré un pico agudo y
pequefio cerca de la T, de MM, a 40,2°C y 39,9°C, respectivamente. Esta depresion de

Tm puede explicarse mediante la ecuacién de Gibbs-Thomson[110]:

I 0 o 0 e Ecuacion 6.3

donde T representa el punto de fusién de la nanoparticula lipidica, To el punto de
fusion del lipido “bulk”, vy la energia interfacial, AH la entalpia de fusién, Vs el volumen
molar y r el radio de la nanoparticula. Segun esta ecuacion, a medida que disminuye el
radio de la nanoparticula, también disminuye su punto de fusion.

Ademas, se observa un pico mas grande y ancho antes de los 100°C. El pico pequeiio

(cerca de Tm del lipido) de Malla-Viol-Lip fue méas pequefio, mientras que el pico grande

109



y ancho (correspondiente a la deshidratacién) fue mas grande, lo que puede indicar un
cambio en el contenido de agua vy lipidos de las mallas -d después de la liberacion del

farmaco.
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Figura 6.12: Termogramas DSC para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de miristilo), Chi-
MMW (quitosano de peso molecular medio), HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) y
P188 (Poloxamero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se incubaron en buffer fosfato
(pH=7,4) durante 24 horas antes de realizar el andlisis. El eje Y representa el flujo de

calor (exotérmico estd arriba).

6.4.6 Ensayos de citotoxicidad

La Figura 6.13 A y B muestran la citotoxicidad para diferentes formulaciones de NLC
y Viol libre. A 0,5 uM (en negro), NLC-viol mostré un mayor efecto citotdxico que Viol
libre. Por el contrario, el efecto citotdxico fue mayor en Viol libre a 2,0 uM (en gris). Esto
se observd para ambas lineas celulares ensayadas. Este fendmeno ya fue descrito en los

capitulos anteriores donde Viol fue nano-vehiculizado (partes 4.4.4y 5.4.6) [73,84].
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Ademas, para ambas lineas celulares analizadas, NLC-Viol-Lip mostré mas
citotoxicidad a 2,0 uM (en gris) que NLC-viol (p< 0,05), aunque a esta concentracién la
lipasa y el NLC vacio no muestran ningun efecto. Este efecto sinérgico podria explicarse
por el aumento de farmaco libre debido a la degradacién de las nanoparticulas, sin
embargo, otros efectos podrian contribuir a este resultado. Recientemente, Viol fue
descrita como un disruptor de membrana en un intento de explicar sus diversos efectos
bioldgicos [29], si este fuera el caso, la actividad de la lipasa y la actividad de la violaceina
podrian estar coincidiendo en el sitio de accién. Ademas, se encontrd que la actividad
de la lipasa esta suprimida o ausente en algunos tumores de mama, colorrectales y
pulmonares; y la restitucion de esta actividad lipasa puede tener un corelato de efecto

supresor de este tipo de tumores [111].

La Figura 6.13 C muestra el ensayo de citotoxicidad para las lineas celulares A549 y
HCT116 cuando se incubaron en un medio que estuvo en contacto con mallas impresas
en 3D. El control-CM representa un medio sin tratamiento, es decir, sin malla impresa
en 3D, el cual fue incubado el mismo intervalo de tiempo que los medios tratados. Este
procedimiento se realizé para tomar en cuenta el “envejecimiento” del medio, HCT116
presentd una reduccion de la viabilidad celular (p< 0,005) en este medio envejecido. La
matriz polimérica sola sin Viol ni lipasa (Malla) no redujo aun mas la viabilidad en
comparacion con el Control-CM (p> 0,5). Sin embargo, tanto el efecto de la lipasa (Malla-
Lip) como el de la violaceina (Malla-viol) fueron significativos (p< 0,005).
Adicionalmente, el mayor efecto citotdxico sobre la linea celular HCT116 se encontrd

con Malla-Lip-Viol, siendo mayor que Malla-Lip o Malla-Viol (p< 0.05 en ambos casos).
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Figura 6.13 Viabilidad celular para
formulaciones de NLC y Viol
libre para la linea celular A549
(A) y la linea celular HCT-116
(B). Viabilidad celular en
medios condicionados con las

mallas 3D (C).



6.5 DISCUSION Y CONCLUSIONES PARCIALES

En el presente capitulo se desarrollé una plataforma novedosa para el suministro
de farmacos hidrofébicos para el tratamiento de tumores sélidos utilizando una
violaceina, como molécula no polar tipica. Las principales ventajas de la plataforma
son la versatilidad del sistema basado en: a) desarrollar la composicién de un
transportador lipidico nanoestructurado adecuado a las propiedades fisicoquimicas
del farmaco; b) la incorporacion de lipasa en el farmaco NLC que puede controlar la
cinética de la liberacion del farmaco y la cantidad del farmaco; c) la inclusién de la
NLC-fdrmaco-enzima en una matriz 3D biodegradable que se puede adaptar en
funciéon de las caracteristicas del tumor; d) la matriz 3D que contiene el
medicamento podria colocarse en el sitio del tumor evitando la dispersion del
medicamento en el cuerpo y/o la inactivacién y/o los efectos secundarios
indeseables; e) la matriz 3D que contiene quitosano, un polimero mucoadhesivo y
adhesivo celular puede estimular el contacto con las células tumorales; f) la
presencia de lipasa y quitosano en la formulacidon podria producir un efecto aditivo
facilitando la entrada del farmaco al interior de las células ya que ambos
componentes podrian actuar sobre las membranas celulares acabando de hidrolizar
los lipidos de membrana, alterando la homeostasis celular e interfiriendo en los

mecanismos de transporte celular.
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/ CONCLUSIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo de tesis doctoral se han logrado desarrollar tres sistemas de
vehiculizacion para la violaceina, una prometedora molécula con actividad antitumoral

y ademas un buen modelo de estudio para drogas poco solubles en agua.

El primer sistema se disend con vistas de una potencial administracion oral, basado
en biopolimeros y con responsividad al pH, para la liberacién del antitumoral
principalmente en el colon. El sistema probd retrasar la liberacidn de violaceina en pH
estomacales o del intestino delgado mientras que su liberacidn se acelera en pH neutro
o levemente superiores. Ademas, demostrd su actividad antitumoral sobre células de

adenocarcinoma que se utilizaron como modelo (HCT116).

Para el segundo sistema se extrajeron algunas conclusiones de la relacidn estructura-
toxicidad de los SAILs. Uno de ellos se utilizdé para producir vehiculizacién basada en
lipidicos. Este sistema no solo demostré actividad sobre lineas celulares de
adenocarcinoma colorrectal (HCT116), cancer de pulmdén (A549) y cancer de utero
(HeLA) sino que ademas gracias a la adicion de folato se comprobd que su captacion era

dependiente de la expresion de receptor de folato FOLR1 reportada.

El tercer sistema de alguna manera utiliza algunas de las experiencias aprendidas en
los dos anteriores. Por un lado, la violaceina se encapsuld en sistemas lipidicos usados
en el segundo sistema, pero ademas el expertise ganado en biopolimeros en el primer
sistema se utilizd para crear una matriz compleja facil de imprimir en 3D por el método
de extrusion. El sistema demostrd su actividad in vitro en las lineas utilizadas en los
ensayos anteriores. Ademas, a este sistema se le adiciond una actividad enzimatica que
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modifica el patrdn de liberacién de la droga pero que también tiene potencial actividad

terapéutica.

Es necesario aclarar, que estos sistemas, aunque novedosos, para poder alcanzar
etapas clinicas de evaluacion requieren de ensayos que escapan a los limites de la
presente tesis y algunos de cuyos resultados fueron obtenidos a lo largo de la pandemia
SARS-CoV-2. Por otro lado, la farmacodinamia de la Viol no estd completamente
dilucidada, pero en este sentido, la investigaciéon es activa y frecuentemente nuevos
resultados aparecen y nos ayudan a completar el cuadro de su funcionamiento

bioldgico, tanto en su rol terapéutico como su rol industrial y ecolégico.
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Figura 6.4: Imagenes de TEM para las NLC-Viol-Lip antes (A) y después (B) de
INCUDAISE @ PHT7.4 o e e s s e e s s e e e s e abae e e e sseees 96
Figura 6.5:Liberacion de violaceina desde la malla (®), y la malla conteniendo lipasa
(&) a pH=7,4. Ajuste de Baker-Lonsdale para Malla-Viol y ajuste de Korsmeyer-Peppas
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Figura 6.6: liberacién de violaceina desde la malla (®), y la malla conteniendo lipasa
(o) a pH= 5,0. Ajuste de Korsmeyer-Peppas para cada liberacion Malla-Viol (R?aj=0.90),
Malla-Viol-Lip (RZQJZ0.87) c.veeueeieeeeeieeeeeeieeteete ettt ettt ettt e sttt ssnaesreeeesnaesneenees 100
Figura 6.7: Imagenes de SEM antes y después de liberacién en pH7. .......cccveeenne. 102
Figura 6.8. Difractogramas para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de
miristilo), Chi-MMW  (quitosano de peso molecular medio), HPMC
(hidroxipropilmetilcelulosa) y P188 (Poloxdmero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se
incubaron para la liberacion de Viol en buffer fosfato (pH= 7,4) durante 24 h antes de
realizar el andlisis. El recuadro es un detalle para Malla-Viol-Lip y Malla-Viol entre 10° y
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Figura 6.9: Espectros FTIR para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de miristilo),
Chi-MMW (quitosano de peso molecular medio), HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) y
P188 (Poloxamero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se incubaron en buffer de
liberacion (pH= 7,4) durante 24 h antes de realizar el analisis. ..........cccceeeeeerieeeennnn. 106
Figura 6.10: Derivada del porcentaje en peso respecto de la temperatura para Malla-
Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de miristilo), Chi-MMW (quitosano de peso
molecular medio), HPMC (hidroxipropilmetilcelulosa) y P188 (Poloxamero P188). Malla-
Viol y Malla-Viol-Lip se incubaron en buffer fosfato (pH= 7,4) durante 24 h antes de
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Figura 6.11: Analisis termogravimétrico para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM
(miristato de miristilo), Chi-MMW (quitosano de peso molecular medio), HPMC
(hidroxipropilmetilcelulosa) y P188 (Poloxdmero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se
incubaron en buffer fosfato (pH= 7,4) durante 24 h antes de realizar el andlisis. ...... 108

Figura 6.12: Termogramas DSC para Malla-Viol-Lip, Malla-Viol, MM (miristato de
miristilo), Chi-MMW  (quitosano de peso molecular medio), HPMC
(hidroxipropilmetilcelulosa) y P188 (Poloxamero P188). Malla-Viol y Malla-Viol-Lip se
incubaron en buffer fosfato (pH=7,4) durante 24 horas antes de realizar el analisis. El eje
Y representa el flujo de calor (exotérmico esta arriba)........cccceevveeeeeciiieececiieee e, 110

Figura 6.13 Viabilidad celular para formulaciones de NLC y Viol libre para la linea
celular A549 (A) y la linea celular HCT-116 (B). Viabilidad celular en medios
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