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Abstract

The use of nanocarriers for the delivery of therapeutic agents in the human body
allows to overcome many of the current limitations of pharmacotherapy. Nanocarriers
may increase the local concentration of the drug and achieve a stronger therapeutic
response, allowing to reduce the dose and frequency of administration and,
consequently, the side effects and economic cost of the treatment.

Among the different types of nanocarriers that have been investigated during the last
decades, polymeric nanocapsules are an optimal nanocarrier due to their great
versatility, stability and ease of functionalisation. In this thesis, polymeric nanocapsules
have been developed and their potential for the loading and delivery of several active
agents with biomedical applications has been evaluated.

After an appropriate optimisation of the synthesis, encapsulation and characterisation
methods, the obtained nanocapsules have demonstrated a great capability to
encapsulate, in an efficient and stable way, transcription factor decoys (TFD) for
antibacterial therapy, small interfering RNA (siRNA) for gene silencing, gold
nanoparticles for oral administration and fluorophores for in vitro and in vivo tracking of
the nanocapsules. An effective strategy has also been stablished to functionalise the
nanocapsules by binding polyethylene glycol (PEG), trimannoside and DY-780 molecules
to their surface in a highly controlled manner.

In addition to the synthesis and physico-chemical characterisation of all these types of
nanocapsules, their interaction with biological systems has been investigated, mainly
regarding the cellular toxicity, efficacy of the delivered biomolecule and intracellular
localisation. It has been shown that nanocapsules effectively protect the loaded active
agent against degradation and instability in biological media. They also increase
drastically the internalisation of the delivered agent into the cells in an extremely fast
way compared to other nanocarriers described in the literature.

In conclusion, the promising results obtained demonstrate the potential of these
nanocapsules as drug nanocarriers for biomedical applications.






Resumen

El uso de nanotransportadores para vehiculizar los agentes terapéuticos en el cuerpo
humano permite superar muchas de las limitaciones actuales de la farmacoterapia. Los
nanotransportadores permiten incrementar la concentracion local de principio activo y
alcanzar una mayor respuesta terapéutica, lo que permite reducir la dosis y la frecuencia
de administracion y, en consecuencia, los efectos secundarios y el coste econdmico del
tratamiento.

Entre los distintos tipos de nanotransportadores que se han investigado durante las
ultimas décadas, las nanocapsulas poliméricas constituyen un nanotransportador
optimo debido a su gran versatilidad, estabilidad y facilidad de funcionalizacién. En esta
tesis se han desarrollado nanocapsulas poliméricas y se ha evaluado su potencial para
la incorporacion y el transporte de diversos agentes activos con aplicaciones
biomédicas.

Tras una apropiada optimizacion de los métodos de sintesis, encapsulacion y
caracterizacion, las nanocapsulas obtenidas han demostrado una gran capacidad para
encapsular, de forma eficiente y estable, sefiuelos de factores de transcripcion (TFD)
para terapia antibacteriana, RNA interferente pequefio (siRNA) para silenciamiento
génico, nanoparticulas de oro para administracion oral y fluoréforos para el seguimiento
in vitro e in vivo de las nanocapsulas. También se ha establecido una efectiva estrategia
para funcionalizar las nanocdpsulas mediante la unién a su superficie, de forma
altamente controlada, de moléculas de poli(etilenglicol) (PEG), trimandsido y DY-780.

Ademas de la sintesis y caracterizacion fisico-quimica de todos estos tipos de
nanocapsulas, se ha investigado su interaccidén con sistemas bioldgicos, principalmente
en relacidn a la toxicidad celular, eficacia de la biomolécula transportada y localizacion
intracelular. Se ha demostrado que las nanocapsulas protegen eficazmente al agente
activo encapsulado frente a la degradacién e inestabilidad en medios bioldgicos.
También aumentan drasticamente la internalizacién del agente transportado en las
células de wuna forma extremadamente rdpida en comparacién con otros
nanotransportadores descritos en la literatura.

En conclusidn, los prometedores resultados obtenidos demuestran el potencial de
estas nanocdpsulas como nanotransportadores de principios activos para aplicaciones
biomédicas.
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Introduccion

1. NANOTECNOLOGIA APLICADA A LA BIOMEDICINA

La nanotecnologia es el area de conocimiento dedicada al disefio y desarrollo de
nanomateriales, con numerosas aplicaciones como la medicina, la agricultura, la
electrdnica, las energias renovables, la ecologia o la industria textil, entre otras muchas
[1,2]. Sorprendentemente, no existe todavia un consenso universal sobre la definicién
de nanomaterial, pudiendo encontrarse en literatura opiniones divergentes al respecto
[3]. Algunas organizaciones defienden que un nanomaterial, para ser considerado como
tal, debe poseer al menos una de sus dimensiones con un tamafio inferior a 100 nm [4—
6]. Sin embargo, comunmente se utiliza el prefijo "nano" para incluir también
estructuras que exceden de 100 nm y son inferiores a un micrémetro, generalmente de
unos pocos cientos de nandmetros, especialmente en el campo de la administracién de
farmacos [7,8]. De hecho, varios productos nanotecnoldgicos con tamafios superiores a
100 nm, principalmente con aplicacién en nanomedicina, han sido aprobados por la U.S.
Food and Drug Administration (FDA, Administracién de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos) y estan disponibles comercialmente, como Abraxane (130 nm) y
Myocet (180 nm) [9,10].

Como consecuencia de su pequeiio tamafio, los nanomateriales poseen propiedades
y funciones nuevas o mejoradas, en comparacién con las de sus homodlogos de tamafio
macroscopico [11]. Conforme se reduce el tamafio de los materiales, aumenta la
relacion superficie/volumen. Por ello, la cantidad de atomos en la superficie de los
nanomateriales puede representar hasta el 90 % de su masa total, dando como
resultado una mayor reactividad e incluso la aparicién de nuevas caracteristicas dpticas,
electrénicas, magnéticas y quimicas [2]. Por ejemplo, las nanoparticulas de oro dan lugar
a un fendmeno optico llamado resonancia de plasmon superficial (SPR) que las hace muy
Utiles para algunas aplicaciones biomédicas, como la terapia fototérmica o los sensores
Opticos [12,13]. Otro ejemplo son los quantum dots, que son nanoestructuras
semiconductoras con propiedades fluorescentes, por lo que son muy interesantes como
biosensores y agentes de contraste para imagen [14,15]. También las nanoparticulas
magnéticas pueden utilizarse como agente de contraste en técnicas de imagen por
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resonancia magnética (IRM, MRI en inglés), gracias a sus distintas propiedades
magnéticas cuando su tamafio es nanométrico [16,17].

Por otro lado, el rango de tamafios de los nanomateriales es similar al de las
macromoléculas y algunas entidades bioldgicas, como el acido desoxirribonucleico
(DNA, 2 nm de grosor y 10-100 nm de longitud), las proteinas (5-50 nm de diametro) o
los virus (aproximadamente 100 nm), y mas pequeiio que el de bacterias (1-2 um) y
células eucariotas (10-100 um) (Figura 1) [18,19]. Esto facilita la interaccién entre los
nanomateriales y el cuerpo humano, lo que ha aumentado el interés cientifico por la
aplicacion de la nanotecnologia a la salud y ha supuesto una gran revolucion en el campo
de la medicina, surgiendo asi la rama de la nanomedicina [7].

Bacteria

Glébulo
Proteina ol
%’hﬁ‘ Virus .ﬁ
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0.1 nm 1nm 10 nm 100 nm 1pm 10 pm 100 pm

Nanomateriales

Figura 1. Escala de tamaino que compara las dimensiones de los nanomateriales con el de algunas
macromoléculas y entidades bioldgicas.

Segun la Fundacién Europea de la Ciencia (ESF, por sus siglas en inglés), “la
nanomedicina utiliza herramientas de tamafio nanométrico para el diagnéstico,
prevencidon y tratamiento de enfermedades, asi como para obtener una mayor
comprension de la compleja fisiopatologia subyacente a la enfermedad. El objetivo final
es mejorar la calidad de vida” [20]. Las tres areas principales de la nanomedicina
incluyen: 1) diagndstico mediante nanobiosensores [21] e imagen [22], 2) terapia basada
en el nanotransporte de farmacos [23,24] y en la medicina regenerativa [25] y 3)
prevencion de enfermedades mediante el desarrollo de vacunas [26] y algunos
cosméticos, como la crema solar con nanoparticulas que bloquean los rayos
ultravioletas [7] (Figura 2). En el dmbito de la nanomedicina aplicada al tratamiento de
enfermedades, esta tesis se centra en el desarrollo de nanoparticulas que sirvan como
vehiculo para transportar principios activos en el cuerpo humano.
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\magen

Figura 2. Principales areas de la nanomedicina, que incluyen el diagndstico (imagen y nanobiosensores),
prevencion (cosméticos y vacunas) y tratamiento (medicina regenerativa y nanotransporte de
farmacos).

2. NANOMATERIALES PARA EL TRANSPORTE DE PRINCIPIOS ACTIVOS

Un nanotransportador es un nanomaterial utilizado como un vehiculo para otra
sustancia, por ejemplo, un principio activo o un biomarcador [27,28]. El uso de
nanotransportadores permite superar muchas de las limitaciones actuales de la
farmacoterapia.

En primer lugar, la baja solubilidad en medio acuoso de algunos principios activos
limita su biodisponibilidad y dificulta su uso terapéutico [29]. Se estima que entre el 40
y el 70 % de los nuevos compuestos quimicos que entran en los programas de desarrollo
de farmacos poseen una solubilidad acuosa insuficiente para permitir una absorcién
gastrointestinal que asegure la eficacia terapéutica [30]. La encapsulacion de estos
principios activos en nanotransportadores con una superficie hidrofilica permite
aumentar su solubilidad acuosa y, a la vez, mejorar su estabilidad quimica. Este es el
caso del paclitaxel, un compuesto anticancerigeno cuya baja solubilidad en agua
aumentd considerablemente al ser incorporado a una nanoparticula basada en
albumina, lo que permitié su aprobacion para uso clinico bajo el nombre comercial
Abraxane® en 2005 [31]. En segundo lugar, el nanotransportador puede proteger al
principio activo frente a la degradacién enzimatica y evitar su rapida excrecién. Esto
prolonga el tiempo de circulacidén en sangre y modifica el perfil farmacocinético en favor
de la biodisponibilidad del principio activo [32]. En tercer lugar, la nanotecnologia puede
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ayudar a solucionar uno de los principales problemas de la farmacoterapia: la falta de
selectividad para tratar la zona afectada por la patologia sin dafar los drganos y tejidos
sanos [33,34].

La biodistribucién del principio activo puede ser mejorada mediante distintas
estrategias de vectorizacidén, que pueden ser activas o pasivas [35]. La vectorizacion
pasiva se basa en la acumulacion de los nanotransportadores en el tejido patoldgico
gracias al aumento de la permeabilidad de la vasculatura, lo que permite su
extravasacion en ese lugar. Esta permeabilidad alterada se produce especificamente en
las areas afectadas por algunas patologias, como los tumores o las infecciones, pero no
en los tejidos sanos, lo que reduce los efectos adversos del tratamiento [36]. Este efecto
se conoce como efecto de permeabilizacion y retencién (EPR, por sus siglas en inglés).
Sin embargo, el transporte de principios activos no siempre puede beneficiarse del
efecto EPR, ya que éste depende de numerosos factores. Por ejemplo, en el caso de
tumores depende de la diversidad del microambiente tumoral, la heterogeneidad entre
tumores, el flujo sanguineo y el desorden de los vasos sanguineos [37,38]. Por ello,
actualmente se buscan estrategias que aumenten la afinidad del nanotransportador por
su sitio diana de forma activa. La principal estrategia para conseguir una vectorizacion
activa consiste en la union de ligandos especificos al nanotransportador, de forma que
puedan ser reconocidos selectivamente por sus receptores en la superficie de las células
de interés. A pesar de que se estd investigando la union de ligandos muy variados, entre
ellos anticuerpos, acido félico, transferrina, péptidos, lectinas y carbohidratos [39-43],
actualmente no hay ningun farmaco en el mercado que utilice la vectorizacién activa,
aungue algunos se encuentran en ensayos clinicos [44,45].

Por ultimo, los nanotransportadores pueden ser disefiados para liberar de forma
controlada el principio activo que transportan en la zona y momento de interés al recibir
un estimulo determinado. Estos estimulos pueden ser internos (pH [46,47], temperatura
[46], enzimas especificas [48] o potencial redox [49]) o externos (exposicidn a un campo
magnético o eléctrico [50,51], a ultrasonidos [52], o a radiacién luminosa [53]). Por
ejemplo, la diferencia de pH en algunos tejidos o compartimentos intracelulares puede
desencadenar la liberaciéon del principio activo transportado por nanoparticulas
sensibles al pH, aumentando la biodisponibilidad en el sitio diana [47].

Todas estas ventajas proporcionadas por el uso de nanotransportadores permiten
alcanzar una mayor concentracion local de principio activo y una mayor respuesta
terapéutica, lo que permite disminuir la dosis y la frecuencia de administracién y, en
consecuencia, los efectos secundarios y el coste econémico del tratamiento [54].

En las ultimas décadas, se han desarrollado muchos tipos de nanotransportadores
para la administracion de agentes terapéuticos o de diagndstico, gracias a las
importantes ventajas que ofrecen en funcién de sus propiedades fisico-quimicas. El tipo
de nanotransportador y el proceso de formulaciéon deben elegirse teniendo en cuenta



Introduccion

el objetivo terapéutico y la via de administracidn, ya que las propiedades fisico-quimicas
del nanotransportador van a determinar su comportamiento in vitro e in vivo [55].

El impresionante progreso en la ciencia de materiales y farmacéutica ha permitido el
desarrollo de una amplia gama de nanotransportadores con diferentes tamaiios,
estructuras y propiedades de superficie, que pueden clasificarse en poliméricos,
lipidicos o inorgdnicos (Figura 3) [28,56,57].
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Figura 3. Clasificacion de los principales nanotransportadores en poliméricos, lipidicos y metalicos e
inorganicos. Adaptado de Conniot et al. [28].

Los nanoliposomas fueron los primeros nanotransportadores desarrollados vy
aprobados. Su composicion lipidica los hacia muy atractivos por su habilidad para
fusionarse con las bicapas lipidicas y atravesar asi las membranas celulares. Sin
embargo, su rapida degradacion en la circulacién sanguinea y eliminacion por el sistema
fagocitico mononuclear (SFM) dio paso a una segunda generacion de nanoliposomas con

la superficie modificada para conseguir una mayor vida media en circulacion [28,58,59].

Por otro lado, los nanomateriales inorganicos también se han utilizado como

nanotransportadores vy, aprovechando sus propiedades magnéticas, Opticas y
electronicas, frecuentemente son usados para aplicaciones de terapia y diagndstico
simultdneos (también conocido como teragndstico). No obstante, también poseen
serias limitaciones, como la toxicidad y la ineludible modificacion de la superficie, lo que

puede aumentar el costo de procesamiento. [60,61]

Como alternativa a la inestabilidad de los liposomas surgieron también las
nanoparticulas (NPs) poliméricas. Entre las multiples ventajas ofrecidas por los sistemas
poliméricos nanométricos para la administracion de principios activos destacan la
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flexibilidad de los métodos de sintesis supramoleculares, la gran diversidad de polimeros
respecto a sus propiedades y composicién, su facilidad de funcionalizacién, su
estabilidad y la posibilidad de modular el perfil de liberacién del principio activo [62—
64].

3. NANOTRANSPORTADORES POLIMERICOS

Los nanotransportadores poliméricos son adecuados para el atrapamiento vy
transporte de una amplia gama de agentes terapéuticos. La matriz polimérica previene
la degradacion del principio activo y puede liberarlo de forma controlada. El peso
molecular y composicién del polimero, asi como la relacién principio activo/polimero,
pueden ser modificados para optimizar la duracién y el grado de liberacién del principio
activo [65]. Ademas, las propiedades de superficie de este tipo de nanotransportador
son especialmente importantes para aplicaciones biomédicas ya que pueden
determinar el mecanismo de internalizacion en las células y su localizacidn intracelular
[66]. Por ello, frecuentemente se utilizan polimeros con grupos funcionales que
permitan la modificacién quimica de la superficie [59]. No obstante, la seleccién del
polimero debe tener en cuenta no sdlo sus propiedades funcionales, sino también su
comportamiento bioldgico. Normalmente se prefieren los polimeros biocompatibles y
biodegradables, con una baja toxicidad e inmunogenicidad y alta capacidad para
degradarse en el cuerpo humano, evitando asi su acumulaciéon y la necesidad de
retirarlos [67].

A pesar de la multitud de polimeros con potencial para aplicaciones biomédicas, sélo
unos pocos han obtenido la aprobacién de las autoridades sanitarias. Entre ellos, el
guitosano, alginato, derivados de la celulosa, polietilenglicol (PEG) y el cido poli(lactico-
co-glicdlico) (PLGA) han sido aprobados por la FDA y otros organismos regulatorios para
diferentes aplicaciones médicas [68—70].

La enorme variedad de nanotransportadores poliméricos descritos en la literatura
hacen dificil establecer una clasificacién sistematica de todos ellos. Atendiendo a su
estructura, pueden diferenciarse cuatro grupos principales: micelas poliméricas,
dendrimeros, nanogeles o nanocdpsulas [28].

Las micelas poliméricas estdan compuestas por copolimeros bloque anfifilicos que
pueden autoensamblarse formando sistemas esféricos flexibles bajo ciertas condiciones
de concentracion o temperatura (Figura 4) [71]. Son estructuras supramoleculares
formadas por un nucleo interior hidrofébico, rodeado y estabilizado en el agua por una
corona exterior hidrofilica [72]. El nucleo hidrofébico es idéneo para la incorporacion de
moléculas hidrofébicas [73,74].
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Figura 4. Estructura y proceso de formacion de micelas poliméricas para la incorporacion de farmacos
hidrofébicos. Adaptado de Hussein et al. [73].

A diferencia de las micelas, los dendrimeros son nanoestructuras esféricas hiper-
ramificadas, formados por un nucleo central, monémeros ramificados y grupos
periféricos funcionales [28,75], como se representa en la Figura 5. Los principios activos
pueden incorporarse tanto en el nucleo interior como en la superficie ramificada, de
forma covalente o electrostatica [66,76,77]. Su gran niumero de grupos funcionales
puede utilizarse para la conjugacion de principios activos y para la vehiculizacién dirigida
[72,78].
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Figura 5. Estructura general de un dendrimero. Adaptado de Araujo et al. [75].

Otro tipo de nanotransportadores poliméricos son los nanogeles (o nanoparticulas de
hidrogel), que consisten en redes tridimensionales altamente hidratadas de cadenas
poliméricas entrecruzadas electrostatica o covalentemente [79—-81]. Para obtener los
nanogeles a menudo se utilizan polimeros capaces de hincharse en respuesta a
estimulos ambientales (como la temperatura o el pH), permitiendo una liberacién
controlada del principio activo [82—84] (Figura 6).

11
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Estimulo externo
(p. ej. temperatura o pH)

Nanogel /’f T \ Liberacién del farmaco al hincharse
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Figura 6. Liberacion controlada del farmaco atrapado en el nanogel, en respuesta a un estimulo externo
que provoca que el nanogel se hinche o se contraiga. Adaptado de Kendre et al. [85].

Ademas de las micelas poliméricas, los dendrimeros y los nanogeles, otros
nanotransportadores muy importantes son las nanocapsulas, que son objeto de esta
tesis. Las nanocdpsulas estan formadas por una cubierta polimérica que rodea un
nucleo, que puede ser liquido o sélido, exhibiendo asi una estructura de tipo nucleo-
cubierta (core-shell) [27,86]. Aunque frecuentemente se utilizan para la encapsulacion
de principios activos en el nucleo, las nanocdpsulas también pueden ser cargadas con el
principio activo en la cubierta o incluso en la superficie mediante conjugacion (Figura 7).

__ Nucleo

- Cubierta polimérica

* %% Principios activos

Figura 7. Estructura de una nanocapsula que posibilita el transporte de principios activos atrapados en
su nucleo, cubierta polimérica, o unidos a su superficie.

Las principales ventajas de las nanocapsulas poliméricas son la elevada capacidad de
carga gracias a la compatibilidad del principio activo con el nucleo y el aumento de la
estabilidad del principio activo. Cuando el principio activo se alberga en el interior de la
nanocapsula, queda protegido por la cubierta polimérica, reduciendo asi su degradacién
por factores externos, como el pH, la luz o las enzimas, a la vez que se evita su liberacién
masiva e indeseada (conocido como efecto burst en la literatura [87]) [72,88]. En este
sentido, la liberacién del principio activo encapsulado en el nucleo puede producirse de
forma controlada a través de la cubierta polimérica, cuya permeabilidad puede variar
en respuesta a estimulos especificos [89]. Sin embargo, las nanocapsulas también

12
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pueden transportar el principio activo en su superficie o atrapado en la cubierta
polimérica, segun la compatibilidad de la sustancia activa con los distintos
compartimentos de la capsula [90].

En el campo de la administracion de farmacos principalmente se han desarrollado
nanocapsulas con un nucleo hidrofébico y una cubierta hidrofilica [91]. El interior
hidrofébico permite mejorar el transporte de farmacos poco solubles en agua, mientras
qgue el exterior hidrofilico confiere estabilidad al nanotransportador en medios de
dispersion acuosos, como la sangre, y a la vez puede albergar principios activos
hidrofilicos. Sin embargo, también se estan investigando otras combinaciones nucleo-
cubierta, por ejemplo, capsulas con un nucleo hidrofilico para la encapsulacion de
moléculas hidrofilicas [92] o con una cubierta compuesta por polimeros anfifilicos
formando una bicapa que permite atrapar moléculas hidrofébicas (esta ultima
denominada polimerosoma por su analogia con los liposomas) [93]. Otra variante son
las nanocapsulas con multiples cubiertas o multi-capa, que se fabrican alternando la
deposicion de polimeros cargados de forma opuesta sobre particulas coloidales que
sirven de molde, seguido de la eliminacion selectiva del molde [72].

Existe una gran variedad de métodos que pueden utilizarse para preparar
nanocdapsulas poliméricas, en funcion de las propiedades fisico-quimicas del polimero
seleccionado y del compuesto activo que se desea encapsular [94]. La mayoria de los
métodos de sintesis de nanocapsulas constan de dos etapas [95]. En la primera etapa se
realiza una emulsion y en la segunda etapa se obtienen las nanocapsulas propiamente
dichas al formarse la cubierta polimérica alrededor del nucleo de emulsion. En el caso
de la nanoemulsidon se necesita una fase disolvente y otra no disolvente, que
generalmente se llaman fase organica y acuosa, respectivamente, ya que para la primera
se suele utilizar un disolvente orgdnico y para la segunda, agua.

Los métodos de sintesis de nanocapsulas se clasifican en dos categorias generales,
segun el procedimiento para obtener la cubierta polimérica: 1) a partir de polimeros
preformados y 2) polimerizacién in situ de mondmeros [96,97]. Aunque las técnicas de
polimerizacién in situ confieren un alto grado de control sobre la estructura del
polimero, generalmente son mas complicadas que la emulsion con polimeros
previamente preparados y ademas requieren de aditivos potencialmente todxicos
[98,99]. Dado que las nanocdpsulas de esta tesis han sido sintetizadas a partir de un
polimero preformado, en esta seccion se describen los principales métodos para
sintetizar nanocdpsulas utilizando polimeros preformados (Figura 8).

13
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Figura 8. Principales métodos para sintetizar nanocapsulas poliméricas a partir de polimeros
preformados.

Método de nanoprecipitacion

También llamado método de desplazamiento de disolvente o método de deposicion
interfacial, el método de nanoprecipitacion fue inicialmente presentado por Fessi y
colaboradores [100]. En este método, la fase organica contiene el polimero, el principio
activo lipofilico, un aceite en el que sea soluble el principio activo y un surfactante
lipofilico, disueltos en un disolvente o una mezcla de disolventes miscibles con agua
[90,101]. Por otro lado, la fase acuosa contiene uno o mas surfactantes disueltos. La
adicion de surfactantes mantiene la estabilidad de las suspensiones de nanoparticulas
durante mas tiempo y su naturaleza y concentracion influyen en el tamafio de las
particulas obtenidas [96,101,102]. Al afiadir la fase organica sobre la fase acuosa,
lentamente y bajo agitacién moderada, la rapida difusidn del disolvente organico hacia
la fase acuosa da lugar a la formacion espontdnea de nucleos de nanoemulsion, sobre
cuya interfase precipita el polimero al desolvatarse, formando la cubierta de la
nanocapsula. [59,91,99,103-105]

Método de emulsién-difusion

El método de emulsidn-difusidn se parece al de nanoprecipitacion en el sentido de que
se basa en la formacidn de una emulsion de aceite en agua con el polimero disuelto en
la fase organica [91,103]. En cambio, en este método la emulsién no se produce de
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forma espontdnea sino utilizando técnicas de alta energia. Ademas, el proceso se realiza
en dos etapas en vez de una, ya que una vez obtenida la emulsién se afiade una fase
adicional, la fase de dilucién, que causa la difusion del disolvente organico fuera de los
nucleos de nanoemulsion, resultando en la deposicidon del polimero alrededor de los
nucleos vy, por ende, en la formacién de las nanocapsulas. [106—109]

Método de doble emulsién

La doble emulsién, también llamada “emulsién de emulsidon”, se produce mediante
dos etapas [110]. En primer lugar, se prepara una emulsidén primaria para dispersar lo
gue constituird la fase interna en la fase intermedia. En segundo lugar, esta emulsién
primaria es dispersada en la fase externa mediante una segunda emulsion [111].

La doble emulsidn puede clasificarse en dos tipos principales: emulsion agua-aceite-
agua (w/o/w, en inglés) y aceite-agua-aceite (o/w/0) [110,112]. La emulsién w/o/w es
la mas utilizada para la encapsulacién de principios activos ya que, a diferencia de otros
métodos, permite la encapsulacién de moléculas muy hidrofilicas, como los acidos
nucleicos o algunas proteinas, siendo esta una de las principales limitaciones de la
emulsién simple de aceite en agua (o/w) [104,112].

Método de emulsidn-coacervacion

El proceso de emulsidn-coacervacion se presenta principalmente como una estrategia
para preparar nanocapsulas a partir de polimeros naturales, como las proteinas y los
polisacaridos de origen natural, aunque también pueden utilizarse polimeros sintéticos
[90].

A diferencia de los métodos expuestos en los apartados anteriores, en este caso el
polimero se disuelve en la fase acuosa. El primer paso consiste en la formacion de una
emulsién tipo aceite en agua (o/w) bajo agitacion mecdanica o ultrasonidos [91].
Después, se realiza un proceso de coacervacion simple, que consiste en disminuir la
solvatacion del polimero [113,114], mediante modificacion de la temperatura, adicion
de electrolitos (entonces denominado salting-out), como el cloruro de calcio o el sulfato
de sodio, o adicién de agentes de deshidrataciéon, como el isopropanol [111,115]. La
preparaciéon de nanocdpsulas mediante este método utiliza los nucleos de
nanoemulsién como molde para la formacién del coacervado, causando la precipitacién
del polimero de la fase continua de emulsidon para formar un recubrimiento fino de
polimero alrededor del nucleo de nanoemulsion, que da lugar a la cubierta de la
nanocapsula. Finalmente, el proceso de coacervacion puede complementarse con un
paso adicional de entrecruzamiento del polimero, con el objetivo de obtener una
cubierta polimérica mas rigida.
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Método de recubrimiento polimérico

La principal diferencia de este método con los anteriores es que el polimero se afade
después de haberse formado la nanoemulsion. Se pueden utilizar distintas estrategias
para depositar una fina capa de polimero en la superficie de los nucleos de
nanoemulsién preformados [90].

En el método de recubrimiento polimérico propuesto por Prego y colaboradores
primero se prepara la nanoemulsion y después se mezcla con una solucién acuosa de
polimero para recubrirla [116]. En este caso, la formacidn de este recubrimiento estd
mediada por la interaccion idnica entre los fosfolipidos de la nanoemulsién cargados
negativamente y las moléculas del polimero de quitosano cargadas positivamente.

Por otro lado, también es posible partir de una nanoemulsidn tipo agua en aceite. Este
es el caso de Paiphansiri y colaboradores, que formaron este tipo de nanoemulsién
mediante sonicacion y después afadieron una solucion de polimero disuelto en
diclorometano a la fase organica continua de la nanoemulsién, provocando la
precipitacion del polimero mediante evaporacién del disolvente [117].

Ademas, para aumentar la rigidez y compactacion del recubrimiento, se puede
entrecruzar las cadenas del polimero electrostatica (si el polimero presenta carga
electrostatica) o covalentemente. Una de las técnicas de entrecruzamiento mas
utilizadas para la obtencidén de nanotransportadores con aplicaciones biomédicas es la
gelificacidon idnica [81]. Este método se basa en el establecimiento de interacciones
electrostaticas entre las cadenas de polimero cargadas y un ion o poli-ion cargado de
forma opuesta, que actla como entrecruzador idnico. Los entrecruzadores idnicos mas
utilizados son los iones de bajo peso molecular, tales como las sales de sulfato y el
cloruro de calcio, y entrecruzadores poli-idnicos como el tripolifosfato de sodio (TPP). La
gelificacion idnica ofrece ventajas, entre las que se incluyen unas condiciones de
preparacion suaves y procedimientos experimentales sencillos [66]. Por otro lado, el
entrecruzamiento covalente puede utilizarse para mejorar la estabilidad coloidal de las
nanocdpsulas en entornos fisioldégicos. Los entrecruzadores covalentes mas
frecuentemente utilizados son el glutaraldehido y el formaldehido, pero su uso en la
administracion de farmacos es limitado debido a su alta toxicidad [79-81].

Método capa por capa (layer-by-layer)

El método de sintesis capa por capa fue desarrollado por Sukhorukov y colaboradores
para la preparacion de particulas coloidales mediante el autoensamblaje de
polielectrolitos, también llamadas cdpsulas de polielectrolitos [118]. Para ello, se
requiere una particula coloidal que actue como molde para la adsorcidon, mediante
atracciones electrostaticas irreversibles, de una capa de polimero a su alrededor, ya sea
mediante incubacién en una solucién sobresaturada de polimero o disminuyendo la
solubilidad del polimero [119]. Tras lavar para retirar el exceso de polimero, se repite
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este proceso con un segundo polimero de carga opuesta, y asi sucesivamente hasta
conseguir multiples capas de polimero depositadas de forma secuencial [120]. Como
molde para la deposicion de los polimeros pueden utilizarse desde nucleos de
nanoemulsién, particulas inorganicas, particulas organicas de latex o nanocristales del
propio farmaco hasta agregados de proteinas, DNA en forma compacta o incluso células
[121-125]. Opcionalmente, este nucleo molde puede ser eliminado al final del proceso,
dando lugar a nanocdapsulas vacias [119,126,127].

4. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis ha consistido en desarrollar nanocépsulas poliméricas
para la encapsulacion y transporte de distintos agentes activos (biomoléculas y
nanoparticulas) y evaluar mediante ensayos in vitro su potencial para aplicaciones
biomédicas.

El capitulo 2 describe el procedimiento seleccionado para la sintesis de nanocapsulas
(NCs) de quitosano, asi como la investigacion de algunos factores clave para su
optimizacidon. También se ha desarrollado un método para preservar las NCs durante su
almacenaje a largo plazo mediante el uso de agentes crioprotectores. Las NCs obtenidas
han sido caracterizadas mediante distintas técnicas para analizar sus propiedades fisico-
guimicas y se ha evaluado su interaccion con sistemas bioldgicos, en particular su
toxicidad e internalizacion celular. Para ello, se ha optimizado el marcaje de las NCs con
distintos fluoréforos.

El capitulo 3 se ha centrado en la funcionalizacién de la superficie de las NCs de
guitosano, primero con polietilenglicol (PEG) y después con trimandsido, para modular
sus propiedades de superficie y se ha investigado el efecto de estos cambios en la
interaccion de las NCs con sistemas biolégicos tras este proceso.

En el capitulo 4 se ha llevado a cabo el atrapamiento en las NCs de quitosano
desarrolladas de oligonucleétidos de DNA que actian como sefiuelos de factores de
transcripcion (TFDs) para su aplicacién en terapias antimicrobianas y la caracterizacién
fisico-quimica de los sistemas obtenidos en diferentes medios bioldgicos.

En el capitulo 5 se han desarrollado NCs cargadas de RNA interferente pequefio
(siRNA) y el método ha sido optimizado hasta alcanzar valores elevados de eficiencia de
encapsulacion y carga de siRNA. Ademas del recubrimiento de las NCs con quitosano, se
ha explorado el recubrimiento con otro polimero distinto (xantano), con el objetivo de
comparar su influencia sobre la eficiencia del silenciamiento génico, que ha sido
evaluada in vitro mediante tres técnicas diferentes. Ademas, se ha analizado la
localizacion intracelular de las NCs y el siRNA transportado por ellas mediante
microscopia confocal.

En el capitulo 6 se ha utilizado la novedosa tecnologia de internalizacion fotoquimica
(PCI), en combinacién con las NCs cargadas de siRNA, para favorecer la liberacion del
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SiRNA de los compartimentos intracelulares en los que se encuentra secuestrado y

mejorar la eficiencia del silenciamiento génico.

En el capitulo 7 se ha investigado la aplicacidn de las NCs de quitosano como

plataforma para el transporte de nanoparticulas de oro (AuNPs). Se ha estudiado la

influencia del recubrimiento de superficie de las AuNPs sobre la eficiencia de

encapsulacion y se ha demostrado que la encapsulacion mejora tanto la estabilidad de

las AuUNPs en medios gastrointestinales simulados como su internalizacion en células

intestinales.
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Capitulo 2

Desarrollo de nanocapsulas de quitosano y
estudio de su interaccion con sistemas
biologicos

1. INTRODUCCION

Como se ha descrito en el capitulo 1, existen distintos métodos para sintetizar
nanocapsulas poliméricas. El método seleccionado va a determinar las propiedades
fisico-quimicas de las nanocapsulas, las cuales influyen en sus interacciones con los
sistemas bioldgicos. Teniendo en cuenta que las nanocapsulas de este trabajo han sido
disefiadas para su aplicacion como nanotransportadores de farmacos, es importante
estudiar su toxicidad e internalizacion en las células. El marcaje fluorescente de las
nanocapsulas es una herramienta muy util para llevar a cabo estos estudios.

1.1. Sintesis de NCs recubiertas de quitosano

Las NCs son sistemas vesiculares, compuestas por un nucleo aceitoso o acuoso que se
puede considerar como un reservorio en el que el farmaco esta confinado, rodeado por
una cubierta polimérica [1].

El ndcleo de las NCs se puede obtener mediante un proceso de emulsidn, que consiste
en una dispersion de un liquido (fase dispersa) en forma de pequeiias particulas en el
seno de otro liquido (fase continua) con el que no es miscible. Como representa la Figura
1, la emulsién puede ser directa (tipo “aceite en agua”, O/W), inversa (tipo “agua en
aceite”, W/0) o multiple (tipo “aceite en agua en aceite”, O/W/O, o “agua en aceite en
agua”, W/0/W) [2,3].
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Figura 1. Tipos de nanoemulsiones segun la disposicion de las fases de agua y aceite. Adaptado de
McClements et al. [3].

La nanoemulsion es un tipo de emulsién en el que las particulas obtenidas tienen un
rango de tamafo generalmente comprendido entre 20 y 600 nm [4,5]. El término
nanoemulsién a menudo aparece en la literatura referido como miniemulsién [6],
emulsién ultrafina [7] o emulsién submicrométrica [8,9], pero en esta tesis se prefiere
utilizar la palabra “nanoemulsién” porque, ademas de dar una idea del tamafio
nanométrico de las particulas, evita la confusiéon con el término “microemulsion”.
Aunque a veces se confunden los términos “microemulsién” y “nanoemulsién” en
algunos trabajos cientificos, la principal diferencia entre ellos radica en que el primero
es un proceso favorecido termodinamicamente mientras que el segundo no lo es [10].
Por esta razén, para obtener una nanoemulsién generalmente es necesario aportar
energia al sistema, por ejemplo, en forma de calor o agitacion [11].

Para generar nanoemulsiones se pueden utilizar diferentes estrategias, que pueden
clasificarse en dos grupos: técnicas de emulsion de baja energia y de alta energia [10].
Las técnicas de alta energia, como los ultrasonidos, no son adecuados para encapsular
moléculas fragiles como péptidos, proteinas y acidos nucleicos ya que pueden ocasionar
la pérdida de funcionalidad de la molécula [12].

El método utilizado para la preparacion de estas NCs es una técnica de baja energia
descrita en la literatura como método de desplazamiento del disolvente. Consiste en
una nanoemulsion espontanea de tipo “aceite en agua” originada por la difusion de un
disolvente organico miscible en agua (etanol en este caso), desde la fase oleica hacia la
fase acuosa cuando ambas son mezcladas [13].

Las caracteristicas de las particulas obtenidas dependen de la espontaneidad del
proceso de emulsién, que se ve afectado por la naturaleza de los componentes
individuales de la mezcla de reaccion, asi como por la velocidad del proceso de mezcla
[4,5]. Los componentes de las NCs de esta tesis fueron seleccionados para conseguir una
emulsién espontanea, favorecida por la presencia de un surfactante hidrofilico no idnico
en la fase acuosa (Tween 20®) y la combinacion de un surfactante lipofilico no iénico
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(Span 85®) y un aceite (acido oleico) en la fase organica. No obstante, la separacién de
fases después de un cierto periodo de tiempo tras la preparacion de nanoemulsiones es
inevitable [14]. Dependiendo de la aplicacion deseada, puede ser necesario un
recubrimiento para aumentar la estabilidad de las particulas resultantes y mejorar las
propiedades de la superficie.

Los recubrimientos mas usados son de naturaleza polimérica, donde el polimero
interacciona con la superficie de las particulas de nanoemulsidon para originar una
cubierta rigida y densa [10]. Esta interaccién depende tanto del polimero como de la
presencia y caracteristicas fisico-quimicas de los surfactantes en la interfase de la
nanoemulsién. Para las NCs de este capitulo se utilizé un recubrimiento de quitosano
por ser uno de los polimeros naturales mas ricos en grupos amino.

El quitosano es un polisacarido de naturaleza cationica derivado de la deacetilacion de
la quitina, que puede extraerse del exoesqueleto de los crustdceos (cangrejos,
camarones, krill, etc.), insectos y de las paredes celulares de los hongos [15]. Su origen
natural le confiere una gran biocompatibilidad y biodegradabilidad [16—20]. De hecho,
el quitosano estd actualmente aprobado por la FDA para ser aplicado como apésito para
curar heridas y para uso dietético [21-23]. Es un polimero lineal que consiste en
unidades repetidas de mondmeros de N-acetil-glucosamina y N-glucosamina unidos por
enlaces glicosidicos B(1->4) [24]. Se sabe que tanto su grado de deacetilacion como su
peso molecular afectan significativamente a las propiedades de los materiales derivados
[24,25]. Ademas, los grupos amino e hidroxilo presentes en las cadenas de quitosano
facilitan su modificacién quimica y, por lo tanto, la modulacion de su estructura y
propiedades funcionales [26]. Estos grupos amino primarios son también los
responsables de la carga positiva que el quitosano exhibe predominantemente a pH
ligeramente acido (el pKas de los grupos amino se encuentra en torno a 6.5 [27]).

Las interacciones entre el quitosano y los surfactantes no iénicos son generalmente
débiles [28]. No obstante, en algunos casos como en las NCs de quitosano sintetizadas
por Prego y colaboradores [29], si el polimero esta cargado positivamente, el
recubrimiento puede producirse simplemente al ponerlo en contacto con la
nanoemulsién, debido a las interacciones electrostaticas que el polimero catidnico
establece con los fosfolipidos del nucleo de nanoemulsidn (cargados negativamente).

Sin embargo, existen estrategias para conseguir un recubrimiento mas compacto y
uniforme, como la gelificacidn idnica, que consiste en la adicidn de un ion multivalente
capaz de entrecruzar electrostaticamente las cadenas de un polimero con carga opuesta
[30]. Si ademas ese ion proviene de una sal como el sulfato de sodio, puede actuar como
un reactivo de desolvatacion que facilita el desplazamiento de la capa de solvatacién
gue mantenia en estado coloidal al polimero. Esto favorece las interacciones entre las
cadenas de polimero y entre el polimero y la superficie de las particulas de
nanoemulsién, haciendo que la cubierta polimérica de las NCs sea mas rigida [31].
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En este trabajo de tesis se optimizo la sintesis y caracterizacion de NCs constituidas
por un nucleo de nanoemulsion y una cubierta de quitosano, con el objetivo de obtener
un nanotransportador dotado de multiples compartimentos, donde puedan cargarse
moléculas de interés con distintas propiedades fisico-quimicas. El nucleo de
nanoemulsiéon permite la encapsulacion tanto de moléculas hidrofobicas como
hidrofilicas, mientras que la cubierta de quitosano aumenta la estabilidad, previene la
degradacion del compuesto y ofrece grupos funcionales para una facil modificacion de
la superficie, ademas de servir también de matriz donde pueden albergarse moléculas
hidrofilicas, especialmente las de carga negativa, como los acidos nucleicos.

El método de sintesis elegido permite la encapsulacién del farmaco o molécula
simplemente mediante su adicién a la nanoemulsidon o al quitosano durante la
formacién de las NCs. La principal ventaja, ademas de su simplicidad y bajo costo,
consiste en ser un proceso completamente suave, lo que previene cualquier pérdida de
funcionalidad de la molécula durante su encapsulacion [5,32].

No obstante, una de las mayores limitaciones del uso de las nanoparticulas es su
inestabilidad fisico-quimica cuando permanecen en suspensién mucho tiempo. Una
estrategia para mejorar su estabilidad es eliminar el agua del sistema mediante
liofilizacion. De hecho, muchos productos para aplicaciones farmacéuticas se conservan
en forma solida en vez de en suspension liquida para prolongar su estabilidad.

1.2. Preservacion de las NCs en forma sélida mediante agentes
crioprotectores

La liofilizacion es un proceso ampliamente utilizado en la industria farmacéutica que
consiste en la deshidratacion de un producto a partir del congelado mediante
sublimacién y desorcion a baja presion [33].

Las NCs son estructuras especialmente delicadas, ya que la fina cubierta polimérica
que recubre el nucleo en estado liquido puede no soportar el estrés de la liofilizacién
[34]. La etapa de congelacion es considerada como la mas agresiva y critica durante la
liofilizacion [35]. Durante esta etapa, las NCs pueden romperse y liberar su contenido
[36], no sdlo debido a la cristalizacion del agua de la solucién, sino también por la posible
solidificacion del aceite del interior que puede provocar un aumento de volumen,
seguido de la ruptura de la cubierta [35].

La adicién de crioprotectores y lioprotectores ayuda a proteger la muestra del estrés
que suponen los procesos de congelacidon y liofilizacidon, durante los cuales las
nanoparticulas pueden verse dafiadas o agregadas [37,38]. Aunque también se ha
reportado el uso de surfactantes [38,39], los crioprotectores mas populares
encontrados en literatura para la liofilizacion de nanoparticulas poliméricas son
azucares: trehalosa, sacarosa, lactosa, maltosa, glucosa y manitol, entre otros [40]. El
mecanismo protector de estos excipientes se basa en la formacion de una matrizamorfa
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del azucar en agua. La matriz amorfa puede formar puentes de hidréogeno con las
nanoparticulas, actuando como sustituta del agua, de forma que se evitan los efectos
dafiinos de los cristales de hielo [37,39].

Hay muchos pardmetros de la formulacion implicados en el éxito de la liofilizacién: la
composicion de las NCs (tipo de polimero, tipo y concentracion de aceites y
surfactantes), el tipo y concentracién de los crioprotectores, las interacciones entre el
crioprotector y las NCs y la modificacidon de la superficie de las NCs [40]. Por ello, el
proceso de liofilizacién debe ser optimizado para cada tipo de NC. En esta tesis se ha
realizado una optimizacion inicial del proceso de liofilizacién de NCs vacias, aunque el
método desarrollado podria requerir modificaciones menores en funcién del tipo de
molécula encapsulada en trabajos futuros.

1.3. Marcaje fluorescente de nanoparticulas

Durante la ultima década ha crecido el interés por las moléculas y nanoestructuras
fluorescentes debido a su gran potencial en adreas como la biologia y la bioquimica,
siendo muy atractivas para aplicaciones de bioimagen, sensores, diagndstico y terapia
[41,42]. Las nanoparticulas fluorescentes se pueden clasificar en dos grupos:
nanoparticulas inorganicas intrinsecamente fluorescentes, como los quantum dots, y
nanoparticulas no fluorescentes a las que se les ha incorporado un fluoréforo, como las
poliméricas y las nanocapsulas. Las NCs poliméricas permiten tanto la funcionalizacién
de su superficie con fluoréforos como la encapsulacion de fluordforos en su interior.
Grazony colaboradores exploraron la posibilidad de combinar estas dos estrategias para
conseguir un doble marcaje de la misma nanoparticula, capaz de emitir fluorescencia a
dos longitudes de onda distintas [42].

La longitud de onda de emision del fluoréforo seleccionado para marcar las
nanoparticulas debe ir acorde a la aplicacion deseada. Existe una amplia variedad de
fluoréforos organicos con longitudes de onda de emisién entre 300 y 1000 nm. La
mayoria de ellos emite fluorescencia en los rangos ultravioleta (300-400 nm) o visible
(400-700 nm) del espectro electromagnético, aunque algunos son capaces de hacerlo
en la region cercana al infrarrojo (NIR, 700-1400 nm) [43]. La primera ventana de la
region NIR (700-1000 nm) es muy importante para aplicaciones de imagen in vivo por
dos razones principales. En primer lugar, los tejidos bioldgicos absorben menos la luz
NIR que la luz visible, por lo que los fotones NIR pueden penetrar mas profundamente
en el tejido que los fotones con longitudes de onda visibles, permitiendo asi el analisis
de las estructuras mas profundas. En segundo lugar, los tejidos presentan menos
autofluorescencia en la regién NIR en comparacion con la regidn visible, lo que permite
obtener una mayor relacién sefial-fondo [41,44,45]. Sin embargo, el rendimiento
cuantico (que es el cociente del nimero de fotones emitidos entre el nimero de fotones
absorbidos) de los fluordforos que emiten en el rango NIR es significativamente menor
gue el de los fluoréforos que emiten en el rango visible [46—48]. Por esta razon, los

31



Capitulo 2

fluoréforos NIR suelen reservarse especialmente para aplicaciones in vivo, mientras que
para aplicaciones in vitro la fluorescencia en el espectro visible es comunmente utilizada.

En la mayoria de estudios de internalizacion celular, se suele utilizar la fluorescencia
de las nanoparticulas (ya sea una cualidad intrinseca o adquirida tras un marcaje
fluorescente) para determinar su grado de internalizacién y su localizacién mediante
técnicas como la citometria de flujo o la microscopia confocal.

1.4. Toxicidad e internalizacion celular de nanoparticulas de quitosano

Una de las ventajas del quitosano por el hecho de ser un polimero catidnico es que sus
cargas positivas favorecen la interaccion electrostatica con la membrana celular, que
posee una carga neta negativa, facilitando su aproximacién e internalizacion en las
células [1]. Estas cargas positivas derivan de los grupos amino en su forma protonada
presentes en la estructura del quitosano, que ademas le confieren propiedades
mucoadhesivas porque favorecen las interacciones electrostaticas con la carga negativa
de la mucina, lo que resulta en una mejor interaccion con los tejidos de la mucosa y con
las células epiteliales [49,50]. Ademas, esta descrito en la literatura que el quitosano
puede promover el transporte paracelular a través del epitelio intestinal mediante la
regulacion de las uniones estrechas (“tight junctions”) de las células intestinales [51,52].
Por estas razones, el quitosano es especialmente valorado para aplicaciones donde es
posible una administracién oral, pulmonar, intranasal, vaginal o rectal [53-55].

A pesar del gran desarrollo actual en el campo de la quimica de polimeros, existe un
numero limitado de polimeros que sean aptos para aplicaciones biomédicas debido a
los estrictos requerimientos en cuanto a toxicidad y biocompatibilidad [13].

Cada vez es mas frecuente el uso de polimeros naturales para recubrir los
nanotransportadores debido a su elevada biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja
toxicidad [56,57]. Entre ellos, el quitosano ya esta aprobado por la U.S. Food and Drug
Administration (FDA) para uso dietético y como apédsito para heridas [21] y ha sido
utilizado durante las ultimas dos décadas para multitud de aplicaciones, como el
desarrollo de nanotransportadores de liberacidn controlada, vacunas, ingenieria de
tejidos, suplementos alimenticios y formulaciones mucoadhesivas [21,58-60].

En este capitulo se describe la optimizacion del proceso para sintetizar NCs recubiertas
de quitosano. Ademas, se ha desarrollado un método para preservar las NCs en estado
solido utilizando agentes crioprotectores, lo que permite mejorar la estabilidad de las
NCs a largo plazo. Las NCs han sido caracterizadas en términos de tamafio, morfologia,
composicion y potencial zeta, ya que las propiedades fisico-quimicas del
nanotransportador van a determinar su comportamiento in vitro e in vivo [61]. Para
poder evaluar las interacciones de las NCs con sistemas bioldgicos mediante técnicas
basadas en fluorescencia, se ha optimizado el marcaje de las NCs con una serie de
fluoréforos y se ha puesto a punto un abanico de NCs con distintas propiedades
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fluorescentes. Gracias al trabajo conjunto con distintos grupos colaboradores, se
estudiaron la toxicidad y la capacidad de internalizacion de las NCs tanto en cultivos
celulares como en animales de distinta complejidad.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Optimizacion del método de sintesis de NCs de quitosano

Se eligié un método de nanoemulsidn para sintetizar los nicleos de las NCs, seguido
de un proceso de gelificacion idnica para formar el recubrimiento de quitosano
alrededor de cada nucleo. A partir de los métodos descritos en literatura, se evalud el
impacto de los tratamientos de sonicacion y gelificacidn idnica en las propiedades de las
NCs obtenidas con el fin de optimizar el protocolo de sintesis primando aspectos como
la simplicidad y suavidad del proceso.

Para generar los nucleos de nanoemulsidon se utilizd como base de partida el
procedimiento descrito por Bouchemal y colaboradores, con algunas modificaciones [5].
Este procedimiento se basa en una nanoemulsién producida mediante el método de
emulsién espontanea de aceite en agua. Para ello, sobre una fase acuosa que contiene
un surfactante hidrofilico (Tween® 20) se afiade, gota a gota y bajo agitacion magnética,
una fase orgdnica constituida por un aceite (acido oleico) y un surfactante lipofilico
(Span® 85) disueltos en un disolvente miscible en agua (en nuestro caso etanol
absoluto). Al afiadir la fase orgdnica sobre la acuosa, el disolvente organico difunde en
la fase acuosa y se produce la nanoemulsién, generandose micelas de aceite
estabilizadas gracias a la presencia de ambos surfactantes [5,62]. Estos nucleos de
nanoemulsién forman el compartimento interior de las NCs.

Tras 15 minutos de agitacion continua para asegurarnos de que el sistema alcance el
equilibrio, se afiade el quitosano y se induce el entrecruzamiento de sus cadenas
mediante gelificacion idnica. Como se ha descrito anteriormente, este proceso consiste
en el establecimiento de interacciones electrostaticas entre los grupos amino
protonados del quitosano y un ion multivalente de carga negativa que actua de
gelificante. El agente gelificante seleccionado para estas NCs es una disolucién de
NazS0a4, sobre la que se afiade la disolucién anterior bajo sonicacién. Al aumentar la
fuerza idnica de la disolucién, disminuye la solubilidad del quitosano, favoreciendo su
deposicion alrededor de los nucleos de nanoemulsion. Ademas de aumentar las
interacciones entre el polimero y la superficie de los nucleos, la funcion principal del
Na2S0a4 es penetrar en la red de quitosano y producir interacciones entre las cadenas del
polimero. Segun Tavares y colaboradores, los iones sulfato divalentes no solo actuan
como puentes entre los grupos amino protonados del quitosano, sino que desplazan el
agua de hidratacién de las cadenas, favoreciendo la interaccion hidrofébica entre ellas
[63].
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La concentracion de la muestra final, una vez lavada mediante ultracentrifugacion para
eliminar el exceso de reactivos, se determind a partir de su peso seco obtenido mediante
liofilizacidn de una alicuota. El Esquema 1 representa los distintos pasos del método de
sintesis para la produccién de NCs recubiertas de quitosano.

2) Recubrimiento polimérico
Fase organica:
v'Acido oleico
? v Span® 85

Fase acuosa:
v Tween® 20

1) Nanoemulsion

Nanocapsulas

Esquema 1. Método de sintesis para la obtencion de nanocapsulas recubiertas de quitosano.

Para analizar la morfologia de las NCs obtenidas, éstas se caracterizaron mediante
microscopia electronica de transmision de campo claro (BF-TEM, Figura 2a) y
microscopia electréonica de barrido ambiental (ESEM, Figura 2b). La Figura 2b ademas
muestra la distribucion de tamafos estimada mediante ESEM. La grafica representa el
numero de cdpsulas en funcién del didmetro medido, representadas como porcentajes
del nimero total de capsulas medidas. Debido a la sensibilidad de la muestra ante estas
técnicas por tratarse de un material blando, fue necesaria una fijacién previa,
deshidratacion, tincidn con tetréxido de osmio e inclusién en resina. Por lo tanto, lo que
se observa en las imdgenes es un corte ultrafino del bloque de resina en el que las NCs
se incluyeron.

0 50 100 150 200 250
Diametro (nm

Figura 2. Caracterizacion morfolégica de las NCs mediante BF-TEM (a) y ESEM (b) a partir de una seccion
del bloque de resina epoxi en el que se incluyeron las NCs. La grafica representa el analisis del recuento
de frecuencia de la distribucion de tamafios estimada a partir de las imagenes de ESEM.
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Las NCs mostraron una morfologia esférica y un tamafio bastante homogéneo. El
diametro medio calculado en base a las imagenes de ESEM es de 104 +16 nm. Ademas,
debido a que se realizd una tincidon con osmio para aumentar el contraste del polimero,
en las imagenes se puede apreciar un halo mas oscuro alrededor de cada NC, que
probablemente corresponde a la capa externa de surfactante y de quitosano que
recubre cada nucleo de nanoemulsion. En la literatura esta generalmente aceptado que
tanto la morfologia como el tamafio de las nanoparticulas juegan un papel muy
importante en su interaccién con las células y tejidos biolégicos [64]. La morfologia
esférica se ha asociado en algunos trabajos con una mayor internalizacion celular en
comparacion con otras morfologias como la cilindrica o la de disco [65,66]. En cuanto al
tamario, debido a las numerosas discrepancias en la literatura, no existe un criterio Unico
sobre el tamafio mds apropiado para favorecer o disminuir (segun la aplicacién
especifica de cada nanoparticula) las interacciones con las células. Mientras que en
algunas publicaciones se concluye que cuanto menor es el tamafio de la nanoparticula,
mayor es la internalizacion celular [67], Yin y colaboradores demostraron que existia un
rango de tamafios éptimo para la internalizacion de sus nanoparticulas poliméricas (100-
200 nm), mientras que tamafios inferiores (50 nm) y superiores (500 y 1000 nm)
resultaban en una menor internalizacién en células Caco-2.

Por otro lado, se midiod el potencial zeta de las NCs a pH 6 y resulté ser positivo (+26.3
+2.9 mV, promedio de varios lotes), lo que muy probablemente refleja la existencia de
grupos catidnicos en la superficie de la nanocdapsula a este pH. Estos grupos catidnicos
sélo pueden provenir de los grupos amino protonados del quitosano (cuyo pKa se
encuentra en torno a 6-6.5 [28]), ya que el resto de componentes de la NC son anidnicos
(acido oleico) o no idnicos (surfactantes). Ademas, en la literatura frecuentemente se
reportan potenciales zeta positivos exhibidos por nanocapsulas recubiertas de
quitosano y se atribuyen a la presencia de este polimero en la superficie [9,68].

Con el objetivo de optimizar la sintesis de las NCs, se evalu6 si el tratamiento de
gelificacion idnica era imprescindible para la formacion de las NCs o podia ser suprimido
para simplificar el protocolo de sintesis.

Los resultados indicaron que las NCs sintetizadas omitiendo el paso de adicion de
sulfato de sodio presentaban un potencial zeta negativo (-26 +7 mV), lo que indicaba
gue el recubrimiento polimérico no se estaba produciendo de la misma forma que en
presencia de la sal. Esto podria deberse a que la conformacion adoptada por el
quitosano no permitia la exposicidon de los grupos amino en la superficie de la NC o a
que la debilidad de las interacciones del quitosano disperso en la fase acuosa con los
nucleos de nanoemulsién no posibilitaba la formacion y consolidacion del recubrimiento
polimérico de las NCs.

Estda ampliamente descrito en literatura que la adsorcidon de quitosano sobre vesiculas
o nanoemulsiones cargadas negativamente provoca una inversion del potencial zeta,
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pasando de negativo a positivo, debido a que las cargas negativas son neutralizadasy la
carga neta se vuelve positiva [9,28,69,70]. Teniendo en cuenta que el potencial zeta de
los nucleos de nanoemulsion, en ausencia de quitosano, es negativo (-30 £5 mV) y que
en presencia de quitosano, sin el tratamiento de gelificacion idnica, no se produce la
inversion del potencial zeta a valores positivos, claramente la gelificacion idnica era un
proceso imprescindible para obtener NCs con un adecuado recubrimiento de quitosano
qgue permitiera la exposicién de los grupos amino hacia el exterior de las NCs.

Como se ha descrito en la introduccion, los grupos amino del quitosano son los
responsables de muchas de las interesantes propiedades del quitosano, como su
facilidad para internalizar en las células o su mucoadhesividad, ademads de servir como
grupo funcional para modificar facilmente la superficie de las NCs [1,19,50]. Por todas
estas razones, la exposicién de los grupos amino en la superficie de la NC era un objetivo
fundamental para continuar con el desarrollo e investigaciéon de las NCs, por lo que se
decidié mantener la gelificacidén idnica en el protocolo.

Después, se analizd otro aspecto importante para la optimizacidon de la sintesis: la
sonicacién durante la adicion de las NCs a la solucion de sulfato de sodio. La eliminacion
de la etapa de sonicacidn en el proceso de sintesis podria representar una ventaja en
cuanto a la viabilidad del proceso para futuras aplicaciones que requieran una
manufacturacion a escala industrial. Las NCs obtenidas sustituyendo la sonicacién por
una agitaciéon suave (nsCS-NC) se caracterizaron en términos de potencial zeta,
composicion quimica y diametro hidrodinamico, y se compararon con las sonicadas (sCS-
NC).

Para evaluar el efecto de la sonicacidon en las propiedades de superficie de las NCs, se
midié el potencial zeta de varios lotes y se calculd el promedio. Ambas capsulas
mostraron un potencial positivo cuando se midieron en una solucién de KCl 10 mM pH
6, con valores en el mismo rango (+26.3 +2.9 mV en el caso de las sCS-NC y +23.1 5.2
mV en el caso de las nsCS-NC), lo que indica que en ambos casos los grupos amino estan
expuestos en la superficie exterior de la cubierta de quitosano.

Para confirmar la presencia de quitosano y estudiar si existian diferencias en la
composicion quimica entre los dos tipos de NCs, éstas fueron analizadas mediante
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). La Figura 3a-d incluye
los espectros FTIR de cada uno de los componentes individuales de las NCs (quitosano,
acido oleico, Tween® 20 y Span® 85) y en la Figura 3e se muestra la comparativa de los
espectros FTIR de sCS-NC y nsCS-NC, que demuestra que la ausencia o inclusion de
sonicacion no estaba afectando significativamente a la interaccion quimica entre los
nucleos de nanoemulsién y la capa de quitosano ya que es posible reconocer la
presencia de quitosano en ambos casos, asi como de los otros tres componentes de las
NCs, con una intensidad relativa similar en los dos casos. El espectro FTIR del quitosano
muestra picos a 3362, 1655 y 1540 cm?, que corresponden a las bandas caracteristicas
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de las aminas (en superposicion con la banda de los hidroxilos que forman puentes de
hidrégeno), amidas | y amidas Il, respectivamente [71-73]. Estos picos permiten
diferenciar la presencia del quitosano de la del resto de componentes de la NC ya que

son especificos del espectro del quitosano y aparecen en los espectros de las sCS-NCy
nsCS-NC.
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Figura 3. Analisis FTIR de quitosano (a), acido oleico (b), Span85 (c) y Tween 20 (d). Comparativa de los
espectros FTIR de NCs sonicadas (sCS-NC) y no sonicadas (nsCS-NC) (e).
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La Figura 4 incluye la distribucion de tamafios determinada mediante DLS de los
nucleos de nanoemulsién obtenidos justo antes de anadir el quitosano (a), las NCs
obtenidas por sonicacion (sCS-NC, b) y las NCs no sonicadas obtenidas por agitacion (ns-
CS-NC, c).
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Figura 4. Distribucion de tamaiios analizada mediante DLS y expresada como porcentajes de los
diametros hidrodindamicos de nticleos de nanoemulsion antes del recubrimiento de quitosano (a), sCS-
NC (b) y nsCS-NC (c).

El didmetro hidrodinamico de las NCs recubiertas con quitosano (Figura 4b,c) resultd
ser mayor que el de los nucleos de nanoemulsion, cuya distribucién de tamanos se
encuentra entre 65 y 80 nm (Figura 4a). Este aumento de tamafio se atribuyd a la
presencia de una capa de quitosano alrededor de cada nucleo de nanoemulsién, como
se aprecio mediante microscopia electrénica (descrito previamente). Un incremento de
tamafio similar, de entre 100 y 200 nm, fue observado por Calvo y colaboradores al
recubrir con quitosano una nanoemulsién de aceite en agua y fue atribuido a la misma
causa [9]. Sin embargo, en el caso de las NCs sonicadas (Figura 4b), el didmetro
hidrodinamico final fue mayor que en la muestra no sonicada (Figura 4c). Las NCs
sonicadas muestran una poblacidon mayoritaria con tamafios comprendidos entre 150 y
250 nm, pero contiene un porcentaje significativo (20-25 %) de capsulas con un diametro
mucho mayor (650-1100 nm) que podria deberse a fendmenos de agregacion, lo que
indica una menor estabilidad de esta muestra en suspensidn acuosa. En el caso de las
NCs no sonicadas, cuya poblacién mayoritaria posee didmetros de entre 75 y 125 nm,
se detecta una menor presencia de agregados, de menor didmetro (alrededor de 300

nm) y en menor porcentaje (5-10 %), lo que podria considerarse aceptable para muchas
aplicaciones futuras.

Finalmente, teniendo en cuenta que los resultados de la caracterizacién de las NCs
sonicadas y no sonicadas demostraban que la calidad de las NCs obtenidas sin sonicacion
era muy satisfactoria, se decidid sustituir el proceso de sonicacion por agitacion a la hora
de sintetizar NCs para el resto de experimentos.
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2.2. Preservacion de las NCs en forma sélida mediante agentes
crioprotectores

Uno de los mayores obstaculos que limita el uso de las nanoparticulas es su
inestabilidad fisico-quimica cuando permanecen en suspension mucho tiempo,
especialmente durante las fases de distribucion y almacenaje de los productos
farmacéuticos. Para mejorar la estabilidad a largo plazo de estos sistemas, una opcion
frecuentemente utilizada en la industria farmacéutica es eliminar el agua. El proceso
mas utilizado para ello es la liofilizacion, que consiste en la deshidratacién de una
muestra congelada mediante sublimacidon y desorcidn en condiciones de vacio.

Generalmente es necesario afadir agentes crioprotectores y lioprotectores que
protegen a la muestra del estrés que suponen los procesos de congelacion y liofilizacién.
La inmovilizacion de las nanoparticulas en una matriz amorfa de crioprotector puede
evitar la agregacion y protegerlas del estrés mecanico de los cristales de hielo [34]. Los
crioprotectores mas utilizados para la liofilizacion de nanoparticulas poliméricas y
lipidicas son azucares [40].

Los experimentos reportados aqui sobre la primera optimizacién de las condiciones de
liofilizacién de las NCs de quitosano se desarrollaron en las instalaciones de la empresa
Kuecept Ltd (Londres, Reino Unido) bajo la supervisién de la Dra. Cristina Freire y la Dra.
Doroty Codoni.

Con el objetivo de encontrar un agente crioprotector y unas condiciones de
liofilizacién adecuadas para las NCs, se probaron varios azUcares crioprotectores y varias
concentraciones tanto de azticar como de NCs. En concreto, se prepararon suspensiones
de NCs a 5y 10 mg/mL mezcladas con trehalosa, lactosa 6 manitol al 56 10 % (w/v), se
congelaron y se liofilizaron. Las concentraciones de azucar se seleccionaron de acuerdo
a la literatura, donde concentraciones del 5-10 % suelen ser suficiente para proteger las
NCs, aunque en algln caso también se reporta que fue necesario alcanzar un 30 % [40].
La concentracion de nanoparticulas también juega un papel importante durante la
liofilizacidn, ya que se ha visto que cuanto mayor es la concentracién de nanoparticulas
poliméricas, mejor es la calidad del producto liofilizado [74].

Una indicacidon de la buena calidad de la liofilizacion es que el producto de la
liofilizacion, llamado torta, sea poroso y no se haya comprimido. En la Figura 5 se
muestran fotos de las tortas obtenidas tras liofilizar las NCs con los azlcares
crioprotectores.
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Manitol

Trehalosa Lactosa

Sin crioprotector

Figura 5. Fotos de las tortas obtenidas tras liofilizar las NCs sin crioprotector o tras la adicion de azticares
crioprotectores.

Las NCs liofilizadas en ausencia de azUcares colapsaron totalmente, quedando
evidenciada la necesidad de afiadir agentes crioprotectores. Por el contrario, las
muestras con trehalosa y lactosa presentaban liofilizados porosos, pero se habian
comprimido parcialmente. Sin embargo, las muestras con manitol presentaban un
aspecto 6ptimo, tanto en porosidad como en volumen.

Tras la liofilizacion, las muestras fueron reconstituidas anadiendo el volumen inicial de
agua. La reconstitucion en agua de las NCs con trehalosa y lactosa requiridé agitacion
constante durante 20 h y aun asi no se consiguid una reconstitucion adecuada ya que a
simple vista podian observarse filamentos en suspension y no fue posible la disolucion
total de los precipitados ni tras resuspender con pipeta. Por el contrario, con las
muestras liofilizadas con manitol se consiguidé una resuspensién homogénea de forma
instantdnea, por lo que se selecciond este crioprotector para continuar el estudio.

Ademas de proporcionar un liofilizado poroso con un tiempo de reconstituciéon breve,
una adecuada liofilizacion debe mantener las caracteristicas fisico-quimicas iniciales de
la muestra (tamafio, estado de agregacién, carga superficial...). Para evaluar la calidad
de la liofilizacién, se determind el diametro hidrodinamico medio, el potencial Z y la
osmolaridad de las muestras con distinta cantidad de manitol después de la
reconstitucion y se compararon con las NCs originales no liofilizadas (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacidn fisico-quimica (tamaiio, potencial zeta y osmolaridad) de las NCs liofilizadas
bajo distintas condiciones y posteriormente reconstituidas en el mismo volumen de agua.

Concentracién | Concentracion . Diametro Potencial .
] Ratio . Osmolaridad,
de NCs, de manitol, . medio, zeta,
NCs:manitol mOsm/L
% (w/v) % (w/v) nm mV
0.5 No liofilizada - 102.7 +17.4 10
0.5 5 1:10 127.4 +5.5 269
0.5 10 1:20 134.3 +3.6 534
1 5 1:5 299.3 +7.3 272
1 10 1:10 108.5 +2.3 536
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La muestra liofilizada a 1 % de NCs con un 10 % de manitol presenta el tamafio mas
parecido a la muestra original (108.5 nm frente a los 102.7 nm de la original). Tras la
liofilizacién de NCs a 0.5 % con un 5 6 10 % de manitol también se obtienen didametros
medios aceptables (127.4 y 134.3 nm, respectivamente). Sin embargo, la muestra
liofilizada a 1 % de NCs con sélo un 5 % de manitol agregd de forma notable (299.3 nm).
Estos resultados sugieren que la concentracién de NCs y de manitol son parametros
interdependientes, por lo que es necesario ajustar el ratio entre ellos para mantener el
tamafio original de las NCs. Asi, ratios de NCs:manitol de 1:10 (0.5 % NCs con 5 % manitol
y 1 % NCs con 10 % manitol) y de 1:20 (0.5 % NCs con 10 % manitol) favorecen una
liofilizacion de calidad, mientras que ratios 1:5 (1 % NCs con 5 % manitol) no incluyen
suficiente crioprotector como para evitar la agregacion de las NCs. Estd descrito en la
literatura que para formar una matriz amorfa que pueda estabilizar las NCs que se
encuentran en ella, tiene que haber suficiente manitol molecularmente disperso, ya que
si no la formacidn de cristales de hielo y manitol pueden ejercer fuerzas mecdnicas que
empujan a las NCs a formar agregados e incluso fusionarse entre ellas [34]. Los
resultados indican que en el caso de nuestras NCs debe alcanzarse el ratio 1:10, como
minimo, ya que concentraciones de azucar en exceso no parecen afectar de forma
negativa al tamafio de la muestra. Esto concuerda con otros trabajos cientificos, donde
la calidad de la liofilizacion mejora a partir de cierta concentracion de azucar,
normalmente entre 2 y 30 %, segun la concentracién de nanoparticulas [39].

En cuanto al potencial zeta, se aprecia una ligera disminucidn tras la liofilizacién. En la
bibliografia esto es explicado por las interacciones de tipo puente de hidrégeno que se
podrian estar estableciendo entre el azlcar crioprotector y el quitosano, que alterarian
el potencial de la capa de hidratacion en la superficie de la nanocapsula [40].

Por ultimo, la osmolaridad es un parametro a tener en cuenta en algunos tipos de
administracion, como la intravenosa, en la que se recomienda ajustar la tonicidad del
farmaco a la de la sangre para evitar fendmenos de hipotonicidad o hipertonicidad, que
pueden acarrear dafios celulares. Por ello, con un osmémetro se midié la osmolaridad
de las muestras tras afadir el azlcar. La concentracion de NCs apenas afecta a la
osmolaridad, mientras que pequefios incrementos de manitol aumentan mucho la
osmolaridad. La osmolaridad de las NCs originales sin azicar era muy baja (10 mOsm/L),
pero con un 5 % de manitol subid a 269-272 mOsm/Ly con un 10 % a 534-536 mOsm/L.
La osmolaridad del plasma humano estd en torno a 300 mOsm y se recomienda no
sobrepasar los 500 mOsm/L [75,76], por lo que concentraciones de manitol iguales o
ligeramente superiores al 5 % pueden considerarse éptimas para aplicaciones que
requieran administracidn intravenosa.

En conclusion, la adicion de manitol, ademas de estabilizar y proteger la muestra
durante el proceso de congelacion vy liofilizacidn, aportaria los solutos necesarios para
conseguir una formulacion apta en el caso de una futura administracién intravenosa.
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2.3. Toxicidad e internalizacion de las NCs en células Vero

El desarrollo de nuevos materiales para aplicaciones biomédicas implica que su
biocompatibilidad sea uno de los principales aspectos a evaluar. El orden légico a seguir
es comenzar estudiando la toxicidad e interaccion bioldgica a nivel celular, ya que los
métodos para la caracterizacion in vitro son mas sencillos, baratos y evitan el sufrimiento
animal, para después ampliar el alcance del estudio a organismos mas complejos si los
resultados previos han sido satisfactorios, siendo imprescindibles los estudios in vivo
para asegurar la biocompatibilidad del material. De esta forma, se pueden determinar
las dosis toleradas del nanomaterial, asi como descartar o redisefiar los materiales que
causen una elevada toxicidad.

En el caso de estudios celulares in vitro, la seleccion de la linea celular es importante y
debe ir acorde a la aplicacién final del nanomaterial. En este caso, las NCs han sido
desarrolladas para el transporte de farmacos y durante su administracion van a entrar
en contacto con distintos tejidos sanos del cuerpo, que pueden variar en funcion de la
via de administracién. Por ello, y en representacion de células normales sanas, para el
estudio de citotoxicidad se selecciond la linea celular Vero, que son células epiteliales
de rifidn de mono verde africano (Chlorocebus sp). Ademas, en los capitulos posteriores
se describe la investigacion de las interacciones de las NCs con otras células involucradas
en cada aplicacién concreta.

La citotoxicidad de las NCs de quitosano fue analizada en células Vero mediante el
ensayo de viabilidad celular basado en la reduccién del compuesto bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico
basado en la reduccién en el interior de las células del compuesto MTT a cristales de
formazan. La tasa de reduccion del MTT depende de la actividad metabdlica de las
células y generalmente es directamente proporcional al nimero de células viables [77].
Para determinar a partir de qué concentracion la viabilidad celular se veia afectada por
la presencia de NCs, las células fueron incubadas durante 24 h con las NCs a distintas
concentraciones, desde 0.01 mg/mL hasta 0.3 mg/mL (Figura 6).
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Figura 6. Viabilidad de células Vero incubadas con NCs durante 24 h.

En la Figura 6 se puede observar que para concentraciones comprendidas entre 0.01
y 0.1 mg/mL, la viabilidad celular se encuentra por encima del 90 %, a 0.15 mg/mL
desciende al 50 % y a concentraciones mayores disminuye por debajo del 20 %.

Se ha establecido que la carga superficial y la composicién estan entre los factores
fisico-quimicos mas importantes que influyen en los efectos toxicologicos y las
interacciones entre las particulas y las células [78]. Algunos estudios de viabilidad celular
han demostrado que la citotoxicidad del quitosano es baja o inexistente [79,80]. De
hecho, esta aprobado por la FDA para uso dietético y como apdsito para heridas [21].
Las nanocépsulas de quitosano de Chauhan y colaboradores mostraron una toxicidad en
células Vero inferior al 20 %, a las concentraciones testadas mediante MTT [71]. Sin
embargo, también existen publicaciones en las que nanoparticulas basadas en
quitosano ejercen efectos citotéxicos considerables, muy superiores a los observados
en nuestras NCs [80,81]. Hay que tener en cuenta que en estos casos la citotoxicidad
puede provenir de la propia estructura nanomeétrica del material, ya que las propiedades
de un material pueden cambiar en su forma nanométrica con respecto a su forma
macrométrica, o puede provenir del resto de componentes de la nanoparticula. Por
ejemplo, las nanoparticulas recubiertas con quitosano de Pradines y colaboradores
mostraron una elevada toxicidad en células Hela, pero demostraron que provenia de
los componentes del nucleo de poli(isobutilcianoacrilato), ya que la citotoxicidad se
mantenia al eliminar la cubierta de quitosano [80]. En el caso de nuestras NCs, la
citotoxicidad podria también provenir del nucleo, donde se encuentran los surfactantes,
ya que algunos surfactantes han sido relacionados con efectos toxicos [82—84]. Ademas,
la cantidad de surfactantes utilizada para sintetizar las NCs es casi 10 veces mayor que
la de quitosano, lo que refuerza la hipdtesis de que la modesta toxicidad esté
principalmente causada por los surfactantes. No obstante, esta cuestion estd siendo
objeto de estudio en otra tesis del grupo.
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Por otro lado, generalmente las nanoparticulas con carga electrostatica positiva son
mas citotodxicas que las de carga negativa. Por ejemplo, las nanocapsulas poliméricas de
tukasiewicz y colaboradores exhibian menos efectos desfavorables en la viabilidad de
células HEK 293 (células embrionarias de rifdn humano) cuando estaban cargadas
negativamente [85]. Ademas, cuanto mayor es la carga positiva, mayor citotoxicidad
[16,86]. Este hecho estd relacionado con la mayor interaccidén de las nanoparticulas
positivas con la membrana celular y su mayor internalizacion [81]. Por ello, una de las
tareas mas dificiles a la hora de disefiar un nanotransportador es controlar el equilibrio
entre la internalizacidon efectiva en la célula y la induccién de efectos citotoxicos.

Durante los ensayos de viabilidad celular se observd una elevada internalizacién de las
NCs en las células, lo que podria estar asociado a su toxicidad. La Figura 7 muestra
imagenes de células Vero incubadas durante 24 h con NCs a 0.05 mg/mL. Las células
fueron fijadas con paraformaldehido 4 % y sus nucleos tefiidos con DAPI.

Control NCs

Figura 7. Internalizacion de las NCs en células Vero tras 24 h de incubacion. Las células fueron fijadas y
los nucleos tefiidos con DAPI (azul). Las imagenes fueron adquiridas con objetivos 20X (fila de arriba) y
60X (fila de abajo). Las flechas sefialan las vesiculas intracelulares formadas.

En la Figura 7 se puede distinguir la gran cantidad de vesiculas intracelulares formadas
tras 24 h de incubacién con las NCs, mientras que en el control sin NCs la presencia de
vesiculas es mucho menor. Este ensayo proporciond los primeros datos indicadores de
la gran capacidad de estas NCs para entrar dentro de las células.
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Para profundizar el estudio de internalizacion celular se decidié marcar las NCs con
fluoroéforos para poder Vvisualizarlas directamente mediante microscopia de
fluorescencia.

2.4. Marcaje fluorescente de las NCs

2.4.1. Fluordforos seleccionados para el marcaje de las NCs

El amplio abanico de fluoréforos disponible en el mercado ha permitido seleccionar
aquellos que poseen propiedades compatibles con las NCs. El grado de hidrofilicidad o
hidrofobicidad de la molécula fluorescente es uno de los principales factores a tener en
cuenta para el marcaje de las NCs en los distintos compartimentos: cuanto mas
hidrofébica, mas favorable es su encapsulacidon en el nucleo lipidico, mientras que
fluoréforos mas hidrofilicos podrian ser atrapados en la capa hidrofilica de quitosano.
Ademas, los grupos amino del quitosano ofrecen la posibilidad de unir covalentemente
fluoréforos a la superficie de la NC.

Para la encapsulacién en el nidcleo de la nanocapsula, se seleccionaron moléculas
fluorescentes con una estructura quimica hidrofébica, como el Nile Red, el BODIPY
(abreviatura de borodipirrometano) y el DiD, frecuentemente utilizados para marcar
membranas, lipidos y otros compuestos lipofilicos [87—-89]. Por otro lado, también se
tuvo en consideracién el espectro de fluorescencia de cada fluoréforo, seleccionando
aquellos que se excitaban y emitian fluorescencia en las regiones del espectro que
interesaban en cada ocasion o aplicacion. Como ya se ha comentado previamente, para
ensayos in vivo son mas apropiadas las moléculas que emiten fluorescencia en la regiéon
espectral del infrarrojo cercano (NIR), en este caso el Cardiogreen (ICG) y el DY-780,
debido a la baja absorbancia de los tejidos en esta region, mientras que para
experimentos in vitro son validos los compuestos que emiten fluorescencia en la region
del visible. Ademas, en la seleccion de los fluoréforos a utilizar, también se han tenido
en cuenta las limitaciones de los equipos con los que se iba a trabajar (por ejemplo, los
laseres vy filtros de fluorescencia disponibles en los microscopios o espectrofotémetros
de fluorescencia) y se ha intentado minimizar los solapamientos entre fluorescencias en
aquellos experimentos en los que se combinaran varias moléculas fluorescentes.

La Figura 8 reune las estructuras moleculares y los espectros de excitacién y emision
de todos los fluordforos utilizados para marcar las NCs durante esta tesis. La gran
variedad de fluoréforos ha posibilitado el desarrollo de un abanico de NCs con distinto
marcaje fluorescente que pueden ser utilizadas en base a los requerimientos de cada
aplicacién concreta.
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Figura 8. Estructuras moleculares y espectros de fluorescencia de los fluoréforos BODIPY, Nile Red, DiD,
DY-780 y Cardiogreen (ICG). Las lineas discontinuas representan los espectros de excitacion y las lineas
continuas los de emision. Imagen de los espectros cortesia de AAT Bioquest.

Las NCs han sido marcadas con los fluoréforos mencionados mediante distintos
métodos. El primer método investigado fue la encapsulacién de los fluoréforos en el
interior de la NC, ya sea a través de su incorporacién a los nucleos de nanoemulsién o
embebidos en el recubrimiento de quitosano. Después, se estudid la posibilidad de unir
covalentemente un fluoréforo a la superficie de las NCs utilizando los grupos amino del
quitosano y un grupo funcional apropiado en la estructura de la molécula fluorescente.
El proceso de funcionalizacion fue optimizado para conseguir el método de conjugacién
mas eficiente y mejorar la emision de fluorescencia de las NCs. Por ultimo, se explord el
marcaje simultaneo de una misma NC con dos fluoréforos, uno encapsulado y otro unido
a la superficie.

2.4.2. Encapsulacion de fluoréforos

Con el objetivo de utilizar las NCs en ensayos in vitro, los siguientes fluoréforos fueron
encapsulados en el nucleo lipidico debido a su elevada hidrofobicidad: Nile Red (NR),
BODIPY (BY) y DiD. Para ello, se afiadié el fluoréforo disuelto en etanol a la fase organica
justo antes de formar la nanoemulsion y se continud la sintesis siguiendo el protocolo
estandar. La cantidad de fluoréforo anadida se optimizé para cada fluoréforo segun los
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requerimientos de los experimentos posteriores (Nile Red 50 pg, BODIPY 200 ug y DiD
100 pg). Para analizar la fluorescencia de las NCs obtenidas se registré su espectro de
fluorescencia utilizando un espectrofluorimetro (Figura 9). Cabe mencionar que la
intensidad de fluorescencia se expresa generalmente en unidades arbitrarias ya que
depende de la cantidad de luz que ilumina la muestra y cambia en funcion de muchos
parametros (potencia de la lampara, eficiencia del monocromador de excitacion,
apertura de la rendija de excitacion, etc.) que pueden variar si las medidas se realizan
con instrumentos distintos o incluso con el mismo instrumento, pero en momentos
distintos. El objetivo del ensayo era realizar una caracterizacion cualitativa tras la sintesis
de cada tipo de NC para saber si los fluordoforos habian sido correctamente
encapsulados, de forma que las NCs fueran capaces de emitir fluorescencia. Las
diferentes NCs fueron medidas a concentraciones distintas y en dias distintos, segin los
ensayos, ya que no se pretendia comparar las intensidades de fluorescencia entre ellas.
Los espectros de fluorescencia de los fluoréforos libres han sido representados
utilizando la herramienta Spectraviewer de ThermoFisher para facilitar la comparativa
de las longitudes de onda de emisién maximas con los fluoréoforos encapsulados (Nile
Red, Figura 9a; BODIPY, Figura 9b; DiD, Figura 9c).
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Figura 9. Espectros de emision de fluorescencia de los fluoréforos BODIPY (a), Nile Red (b) y DiD (c),
libres (rojo) o encapsulados (azul). Los espectros de fluorescencia de los fluoréforos libres han sido
representados utilizando la herramienta Spectraviewer de ThermoFisher®.
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Tras el analisis, se observo que los tres tipos de NCs emitian fluorescencia, indicando
que la encapsulacion de estos tres fluoréforos habia sido exitosa. Se puede observar que
los picos de emisidn de los fluoréforos encapsulados estan ligeramente desplazados con
respecto a los de los fluordforos libres. Esto es debido al cambio en el entorno molecular
del fluordforo, ya que los fluoréforos son extremadamente sensibles a la polaridad de
la matriz o del disolvente en el que se encuentran, la viscosidad, pH y fuerza idnica, asi
como a la presencia de surfactantes [48,90].

La Tabla 2 resume la caracterizacién mediante DLS y potencial zeta de las NCs, donde
se reportan los valores medios de diametro hidrodindmico y potencial zeta obtenidos a
partir de distintos lotes de cada tipo de NC.

Tabla 2. Caracterizacidon del tamaifio y potencial zeta de las NCs tras la encapsulaciéon de distintos

fluoréforos. Los datos reportados corresponden a las medias de las medidas de DLS y potencial zeta de
varios lotes.

Fluoréforos Diametro medio, nm Potencial zeta, mV
Nile Red 130.9 £31.8 +23.7 £2.3
BODIPY 187.0 £32.2 +20.6 £3.8

DiD 150.8 £28.2 -24.513.4

El diametro hidrodinamico medio de las NCs cargadas de fluoréforo es en los tres casos
mayor que el descrito previamente para las NCs vacias, que se encontraba en torno a
100 nm. La presencia de fluoréforo en el interior de las NCs podria ser responsable de
este aumento de tamafio, debido a las posibles interacciones del fluoréforo con los
componentes de la NC. En cuanto al potencial zeta, es positivo, como en el caso de las
NCs vacias (+23.1 mV), tras la encapsulacion de Nile Red (+23.7 mV) y de BODIPY (+20.6
mV), mientras que pasa a ser negativo tras la encapsulaciéon de DiD (-24.5 mV). Las
diferencias observadas llevan a pensar que cada fluoréforo interacciona de una forma
distinta con la NC, pudiendo darse una modificacién de la organizacién supramolecular,
al menos en cuanto a la estructura de la capa exterior de polimero y al grado de
exposicion de los grupos amino del quitosano en la superficie.

Por otro lado, se intentd encapsular un fluordforo apropiado para su uso in vivo por
tener longitudes de onda de excitacion y emision en la primera ventana optica de la
region cercana al infrarrojo (700-1000 nm [43,44]): el Cardiogreen (ICG). A diferencia de
los fluoréforos anteriores, el Cardiogreen presenta grupos hidrofilicos en su estructura,
por lo que ademas de explorar su encapsulacidon en el nucleo de la NC mediante adicién
a la fase orgdnica, también se explord la posibilidad de encapsularlo en la cubierta
hidrofilica de quitosano, ya que podria ser mas favorable. Sin embargo, no se consiguid
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detectar fluorescencia en ninguno de los dos casos al analizar las NCs en suspensién
acuosa mediante espectrofluorimetria. Varias explicaciones podrian ser plausibles: 1) el
fluoréforo no se ha encapsulado, 2) la cantidad de fluoréforo encapsulada es demasiado
baja para poder detectar la fluorescencia emitida, 3) la fluorescencia estd siendo
guencheada, ya sea por los componentes del interior de las NCs o por la propia
proximidad entre los fluoréforos en el interior de la NC (self-quenching).

Para investigar la primera hipdtesis, se evalué si el Cardiogreen habia sido
encapsulado. Para ello, se libero el posible fluoréforo del interior de la NC utilizando un
método de extraccion con un disolvente organico (MeOH), basado en la mayor
solubilidad y afinidad del fluoréforo por el disolvente, lo que favorece su separacién de
la NC. Posteriormente, se midio la emisidn de fluorescencia del Cardiogreen liberado. La
Figura 10 muestra los espectros de emision del Cardiogreen extraido en MeOH tras su
encapsulacion en la fase organica o en el quitosano.

N

o

o
1

— Fase organica

— Quitosano

1004

800 825 850 875 900
Longitud de onda (nm)

Intensidad de fluorescencia (a.u.)
o

Figura 10. Espectros de fluorescencia del Cardiogreen extraido de las NCs en MeOH tras su
encapsulacidn en la fase organica (azul) o en el quitosano (verde).

Como puede apreciarse en la gréfica, tras la extraccién del Cardiogreen se registrd
emision de fluorescencia en el caso de la encapsulacion en el quitosano, lo que indica
que el fluoréforo habia sido encapsulado con éxito en el recubrimiento de la NC, pero
no ocurria lo mismo en el caso de la encapsulacion en la fase organica, cuya
fluorescencia emitida apenas era detectable.

La segunda hipdtesis barajaba que el Cardiogreen habia sido encapsulado, pero no en
la cantidad suficiente como para emitir fluorescencia de forma detectable mediante
espectrofotometria. La cantidad de fluoréforo afadida durante el proceso de
encapsulacion en la fase organica habia sido de 200 pug. Para confirmar o descartar esta
hipdtesis, se incrementd la cantidad de Cardiogreen afiadida a la fase organica hasta 80
veces (16 mg). No obstante, tampoco se detectd la senal de fluorescencia esperada al
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medir las NCs en suspensién acuosa. Para comprobar que realmente se habia
encapsulado una gran cantidad de fluoroéforo, el Cardiogreen encapsulado fue extraido
en MeOH y cuantificado tras realizar un calibrado del fluoréforo de partida en este
disolvente. La cantidad total encapsulada fue de 2.3 mg de Cardiogreen, lo que suponia
una carga muy elevada de fluoréforo en las NCs (del 34 % en peso). Es importante
destacar que el fluoréforo extraido fue diluido secuencialmente hasta encontrar el
rango lineal que asegura el cumplimiento de la Ley de Lambert-Beer para la
cuantificacion de moléculas en suspensién (Figura 11).
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Figura 11. Fluorescencia emitida por el Cardiogreen extraido de las NCs a MeOH tras ser encapsulado
en la fase organica.

Como se puede observar en la Figura 11, a partir de cierta concentracion (2.3 pug/mL),
el incremento de la intensidad de fluorescencia del Cardiogreen dejaba de ser lineal,
evidenciando un fendmeno de quenching, lo que nos llevd a cuestionarnos la tercera
hipotesis, relativa al posible quencheo de la fluorescencia de la molécula una vez incluida
en la estructura de la NC.

El quenching, o atenuacién de fluorescencia, se refiere a cualquier proceso que
disminuya la intensidad de emision de fluorescencia de una sustancia dada. Asi como
durante el fendmeno de quenching generalmente existe una molécula que emite
fluorescencia (fluoréforo) y otra que la absorbe (quencher), el self-quenching es un tipo
especial de guenching en el que las moléculas que generan fluorescencia y las moléculas
gue la extinguen son las mismas, siendo particularmente evidente a concentraciones
elevadas de fluordforo [91].

Dado que los espectros de excitacion y emision del Cardiogreen solapan
sustancialmente (Figura 8), podria estar produciéndose self-quenching en el interior de
las NCs debido al efecto de re-absorcidn de la fluorescencia y de transferencia de energia
de resonancia de Forster (FRET) entre dos moléculas iguales de fluoréforo (homoFRET).
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Este fendmeno se produce cuando los fluoréforos estan agregados o se encuentran muy
cerca unos de otros, facilitando que parte de la energia radiativa emitida por una
molécula sea transferida y absorbida por una molécula vecina, lo que disminuye la
fluorescencia global detectada [92]. En el caso de nuestras NCs, es muy probable que las
moléculas de fluordoforo estén muy proximas entre si en el interior de las NCs y estén
produciendo self-quenching. Teniendo en cuenta que las moléculas de fluoréforo se
encuentran en un volumen muy reducido cuando estan encapsuladas en el interior de
la NC, es muy probable que el fluoréforo en el interior de las NCs esté siendo
quencheado y por ello no se observe emisién de fluorescencia. Zhegalova y
colaboradores estudiaron los efectos de quenching producidos al conjugar fluoréforos
NIR a macromoléculas y, ademas del fenémeno de FRET, observaron otro mecanismo
implicado en el quenching (denominado “acoplamiento fuerte”), caracterizado por la
ausencia de fluorescencia debido a que la molécula excitada regresa rapidamente a un
estado de menor energia emitiendo energia no radiativa cuando varias moléculas de
fluréforo estan muy proximas y en orientaciones paralelas [92].

Para evaluar si el fluoréforo NIR utilizado para el marcaje de las NCs, ademas de no
incrementar su intensidad de fluorescencia a partir de cierta concentracién, llegaba a
perder totalmente la fluorescencia a concentraciones elevadas, se midio el espectro de
emision de fluorescencia del Cardiogreen en MeOH a diferentes concentraciones (Figura
12).

H (3)]
(=} (=}
o o
1 1

300+

200+

1004

T T T T T I’H”‘
0 10 20 30 40 50 300 800

Concentraciéon, uM

Intensidad de fluorescencia (u.a.)

Figura 12. Fluorescencia del Cardiogreen (no encapsulado) en MeOH en funcién de su concentracion.

La grafica muestra que a concentraciones superiores a 10 uM ya aparecen efectos de
guenching, llegando a extinguirse de forma completa la fluorescencia a 800 uM, lo que
demuestra la gran sensibilidad de este fluoréforo ante fendmenos de quenching. Esta
es una de las principales limitaciones de este fluoréforo reportadas en literatura, que
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compromete su aplicacion bioldgica en muchos casos, a pesar de estar clinicamente
aprobado en humanos para imagen médica y diagndstica [93,94].

Para evitar este problema, se descarté la encapsulacion del Cardiogreen en el interior
de la nanocéapsula y nos planteamos marcar las NCs siguiendo una estrategia distinta:
funcionalizar las NCs uniendo el fluoréforo covalentemente a su superficie.

2.4.3. Funcionalizacion de la superficie con fluoréforos

Los grupos amino del quitosano ofrecen la posibilidad de funcionalizar facilmente la
superficie de las NCs. El método de funcionalizacién utilizado se basa en la unién de la
molécula homobifuncional suberato de bissulfosuccinimidilo (BS3) a través de sus grupos
éster a un grupo amino del quitosano por un extremo y a un grupo amino del fluoréforo
por el otro, actuando asi de enlace entre la superficie de la NC y el fluoréforo. Dado que
el Cardiogreen no posee grupos amino, se selecciond un fluoréforo NIR que incluia en
su estructura un grupo amino para llevar a cabo la funcionalizacion de las NCs: el DY-780
derivatizado con un grupo amino.

Tras la funcionalizacién, se midid la fluorescencia emitida por las NCs mediante
espectroscopia de fluorescencia (Figura 13). La fluorescencia registrada se encontraba
en la regidén NIR (intensidad maxima a 820 nm), lo que indicaba que las propiedades
fluorescentes del DY-780 se habian conservado durante el proceso de funcionalizacion.
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Figura 13. Fluorescencia emitida por las NCs sin funcionalizar (rojo) o funcionalizadas con DY-780 (azul).

Para investigar si la union del DY-780 a los grupos amino estaba produciendo cambios
en las propiedades de superficie de las NCs, se analizo su potencial zeta antes y después
del proceso de funcionalizacion. El potencial zeta de las NCs disminuyd tras la
funcionalizacion con DY-780 en la superficie (+28.6 £0.9 mV antes de funcionalizar, -14.9 +0.4
mV después), reflejando el cambio que habia ocurrido en su superficie.
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Una vez demostrada la posibilidad de marcar las NCs con fluorescencia en la region
NIR a través de la funcionalizacién de su superficie con el fluoréforo DY-780, se procedid
a optimizar el proceso de funcionalizacién con el fin de maximizar la fluorescencia
emitida por las NCs tras el marcaje. Encontrar la cantidad adecuada de moléculas
fluorescentes todavia representa un desafio para conseguir una conjugacion eficiente
en algunas aplicaciones como el marcaje multiple de proteinas y otras macromoléculas,
ya que la aglomeracién de las moléculas de fluoréforo en la superficie da lugar a la
disminucion de la fluorescencia [92].

La cantidad de moléculas fluorescentes unidas a la nanocdpsula es un parametro muy
importante: una cantidad demasiado baja no dara seifal suficiente como para estar por
encima del limite de deteccidén del equipo de medida, mientras que una cantidad
demasiado alta puede producir quenching, como se ha explicado anteriormente. En las
NCs funcionalizadas con DY-780, podrian darse dos tipos de quenching: 1) entre varias
moléculas fluorescentes unidas a distintas capsulas, si la concentracion de NCs es tan
elevada que hace que se encuentren muy proximas en el espacio e interfieran; 2) entre
varias moléculas fluorescentes unidas a la superficie de una misma cdpsula, si estdn muy
cerca unas de otras e interfieren entre si.

Para evitar la primera posibilidad de quenching, es necesario encontrar el rango de
concentracion de NCs donde la fluorescencia cambia de forma lineal a la hora de
medirla. Para evitar la segunda posibilidad, es necesario controlar de forma precisa las
propiedades de la superficie de la NC. Con esta finalidad, se llevd a cabo una
optimizacion de la funcionalizacion con DY-780 para encontrar las cantidades de
reactivos que permitieran obtener mayor emision de fluorescencia y evitar el quenching.

La determinacién de la cantidad de grupos amino accesibles en la superficie de la NC
fue fundamental para la optimizacion del protocolo de funcionalizacion. De hecho, uno
de los inconvenientes del uso de enlazadores homobifuncionales como BS® es que
pueden unir grupos amino entre diferentes NCs produciendo agregacion si la cantidad
de reactivos no estd estrictamente controlada. Por esta razén, el nimero de grupos
amino accesibles se utiliz6 como punto de partida para ajustar la cantidad de reactivos
en los siguientes pasos del proceso.

La cuantificacidn de los grupos amino del quitosano expuestos en la superficie de las
NCs se midié mediante el método espectrofotométrico basado en el uso del colorante
Orange Il [95]. En resumen, el método se basa en una interaccion dependiente del pH
entre grupos amino con carga positiva y el grupo -SOs del colorante Orange Il. Este
método espectrofotométrico es simple, barato y facil, y sus ventajas mas importantes
sobre otros métodos alternativos, generalmente usados para la cuantificacion de
aminodacidos, consisten en el uso de una molécula con bajo impedimento estérico y en
que la relacion entre los grupos amino y el reactivo es en este caso de 1:1, lo que permite
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una cuantificacién directa y fiable [96]. El nUmero de grupos amino en relacién a la masa
de NCs determinado mediante este ensayo fue de 200 nmol/mg NC.

Durante la optimizacion de la funcionalizacidn, la cantidad de BS? siempre se mantuvo
por debajo de los moles totales de grupos amino de las NCs para reducir la posibilidad
de entrecruzamiento entre ellas. Se realizaron cuatro funcionalizaciones en paralelo
partiendo del mismo lote de NCs, afiadiendo 1, 5, 10 6 15 nmol BS3/mg NC (Figura 14a).
Para completar el proceso, se usé el doble de cantidad de fluoréforo que de BS? en todos
los experimentos para asegurar la reaccidon con todos los grupos reactivos de BS3en la
superficie. Una vez funcionalizadas, se midio la intensidad de fluorescencia de cada tipo
de NC a cuatro concentraciones diferentes (3.4, 1.7, 0.85 y 0.43 mg/mL) para evaluar el
efecto de quenching debido a la concentracion de NC (Figura 14b).

1 nmol/mg NC 5 nmol/mg NC 10 nmol/mg NC 15 nmol/mg NC

b
o
3 200-
8
(&)
S 150- -~ 1 nmol/mg NC
§ -=- 5 nmol/mg NC
§ 100- —+ 10 nmol/mg NC
"%', - 15 nmol/mg NC
- 504
1]
-l
2
m 0 1 L ] v 1
E 0 1 2 3 4

Concentracion NCs, mg/mL

Figura 14. a) Esquema de las 4 cantidades de BS? utilizadas durante la optimizacion de la
funcionalizacién de las NCs con DY-780 (cada NC dibujada representa 1 mg de NC). b) Fluorescencia
emitida por cada una de las 4 muestras funcionalizadas, medida a 4 concentraciones de NCs distintas
mediante espectroscopia de fluorescencia. El error asociado a la medida es inferior al 6 %.

Si comparamos la intensidad de fluorescencia entre las cuatro muestras para cada
concentracién, podemos observar que de 5 a 15 nmol BS3*/mg NC la intensidad de
fluorescencia disminuye a medida que aumenta la cantidad de fluoréforo en la
superficie. Esto podria deberse al efecto de quenching entre varios fluoréforos por su
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proximidad en la superficie de cada NC. De estos resultados se puede concluir que 10y
15 nmol BS3/mg NC son cantidades demasiado altas para conseguir un marcaje eficiente
porque en lugar de aumentar con la cantidad de fluordforo, la fluorescencia disminuye.
Entre las muestras con 1 y 5 nmol de BS3/mg NC, a bajas concentraciones de NCs, la
segunda muestra una fluorescencia mas alta, lo que significa que estamos reduciendo
el efecto de quenching.

Con respecto al quenching ocasionado por una alta concentracion de NCs, éste
aparece reflejado claramente en la curva dibujada por las cuatro concentraciones
diferentes de cada muestra, especialmente en las muestras con 10 y 15 nmol/mg, cuya
fluorescencia apenas aumenta al subir la concentracion. Sin embargo, conforme se
disminuye la cantidad de fluoréforo unido a la superficie, disminuye este tipo de
quenching y se observa un mayor rango de linealidad en las curvas.

Teniendo en cuenta todos estos resultados, se selecciond la funcionalizacion con 1
nmol BS*/mg NC como la mas eficiente ya que proporciona la sefial de fluorescencia mas
alta a 3.4 mg/mL sin perder la linealidad en el rango de concentraciones ensayado.

La estrategia de funcionalizacion utilizada permite ademas llevar a cabo un doble
marcaje de forma controlada uniendo un fluoréforo sobre la superficie de unas NCs que
ya contengan otro fluoréforo encapsulado en su interior, obteniendo asi NCs
multifuncionales que pueden ser utilizadas en distintos tipos de ensayo.

2.4.4. Doble marcaje: encapsulacion y funcionalizacion de la superficie

Hasta ahora, se habia puesto a punto un abanico de NCs marcadas fluorescentemente
de manera que cada lote de NCs estaba marcado con un unico tipo de fluoréforo, que
podia ser especialmente adecuado para experimentos in vitro o para experimentos in
vivo, segun las propiedades de su espectro de fluorescencia, como se ha indicado
anteriormente. Sin embargo, cuando llegara el momento de relacionar los resultados in
vitro con los resultados in vivo, éstos no serian del todo comparables, ya que las
propiedades fisico-quimicas de las NCs cambian en funcién del fluoréforo con el que han
sido marcadas y esto puede influir en su interaccion con los sistemas bioldgicos. El uso
de un tipo de NCs marcado con un fluoréforo que emita en la region del visible para los
ensayos in vitro y de un tipo distinto marcado con un fluoréforo NIR para los ensayos in
vivo podria incrementar la variabilidad entre resultados debida al uso de NCs con
propiedades distintas.

Para solucionar este problema, se planted la posibilidad de hacer un marcaje
simultaneo de las NCs con dos fluoréforos distintos, uno que emitiera fluorescencia en
la regidn del visible y otro en la region NIR, siendo una estrategia 6ptima y mas precisa
para realizar ensayos in vitro e in vivo utilizando exactamente el mismo sistema. Para
explorar esta posibilidad, se sintetizaron NCs cargadas de BODIPY siguiendo el protocolo
descrito en el apartado de encapsulacion de fluoréforos y posteriormente se
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funcionalizd su superficie con DY-780 a través del enlazador BS3. Se decidié encapsular
el BODIPY porque, a diferencia del Nile Red y del DiD, su espectro de fluorescencia no
solapaba con el del DY-780 (Figura 8), evitando asi posibles interferencias entre los dos
fluoréforos. La Figura 15 muestra los espectros de emisién de fluorescencia de las NCs
con BODIPY encapsulado y DY-780 unido a la superficie.
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Figura 15. Espectro de emision de fluorescencia de las NCs tras la encapsulacion de BODIPY y posterior
funcionalizacién con DY-780. La muestra fue excitada a 490 nm (a) y a 780 nm (b), consecutivamente.

Una vez funcionalizadas, las NCs emitian fluorescencia en las longitudes de onda del
BODIPY (Aem max = 506 nm, Figura 15a) y del DY-780 (Aem max = 820 nm, Figura 15b), lo
que indicaba que las propiedades fluorescentes de ambos fluoréforos se habian
conservado perfectamente durante el proceso de doble marcaje.

El BODIPY es un fluoréforo adecuado para ensayos in vitro, pero no para ensayos in
vivo porque no emite fluorescencia en la region NIR. Por otro lado, el DY-780 es
adecuado para ensayos in vivo pero no es la mejor opcion para los ensayos in vitro
porque los fluoroforos NIR poseen rendimientos cudanticos relativamente bajos en
comparacion con los fluoréforos que emiten en la regién del visible [97], por lo que la
intensidad de fluorescencia emitida por el DY-780 es mucho mas débil que la del BODIPY.
Sin embargo, su combinacion en la misma nanocdpsula permite utilizar la fluorescencia
del BODIPY para experimentos in vitro y la del DY-780 para in vivo usando las mismas
NCs de partida.

2.5. Internalizacion de las NCs marcadas fluorescentemente en células

La internalizacién de las nanoparticulas en las células es un aspecto clave para
conseguir un transporte eficiente del fdrmaco hasta el sitio diana. Si las nanoparticulas
no son internalizadas, el farmaco sélo podria entrar en las células si es previamente
liberado de las nanoparticulas, aunque esto favoreceria su dispersion por los tejidos
sanos adyacentes en vez de llegar principalmente a las células diana enfermas. De
hecho, estudios in vitro e in vivo han revelado que la concentracion intracelular de
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farmaco es mucho mayor cuando las nanoparticulas son internalizadas y el farmaco se
libera en el citoplasma de la célula [98,99].

Como se ha comentado anteriormente, mediante microscopia 6ptica de campo claro
se habia observado un aumento de vesiculas intracelulares durante la incubacién de
células Vero con NCs vacias. No obstante, el desarrollo y optimizacion de NCs marcadas
fluorescentemente permitiéd analizar con mas detalle su internalizacion mediante
microscopia de fluorescencia.

Para evaluar si la formacidn de vesiculas intracelulares realmente se debia a que las
NCs estaban siendo internalizadas, se sembraron células Vero (células epiteliales de
rifidn de mono verde africano) y se incubaron con NCs cargadas de Nile Red (Figura 16).

Th 4h 24h

Figura 16. Internalizacion de NCs cargadas de Nile Red (rojo) en células Vero tras ser incubadas a 50
pug/mL durante 1, 4 y 24 h. Las células de las imagenes a 1 h y 4 h estaban vivas, mientras que a 24 h
estaban fijadas. Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia. Arriba: fluorescencia en el
canal rojo. Abajo: superposicion del canal rojo con el canal de campo claro. Escalas: 50 pm.

Para hacer un seguimiento a lo largo del tiempo de las NCs marcadas
fluorescentemente, se tomaron imagenes de las células vivas tras 1 h y 4 h de
incubacién, donde ya podia observarse fluorescencia en el interior de las células. Se
observé que tras 1 h ya aparecian algunas vesiculas intracelulares fluorescentes, aunque
tras 4 h aumentaba considerablemente la cantidad y el tamafio de estas vesiculas. Tras
24 h de incubacién, las células fueron fijadas con PFA 4 % y observadas sobre un
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portaobjetos para mejorar la calidad de la imagen. La fluorescencia punteada sugiere
que el Nile Red se encuentra en el interior de vesiculas.

La internalizacion y destino final de las nanoparticulas en las células depende en gran
medida del tipo celular [98]. Por ejemplo, los fagocitos profesionales consumen
rapidamente particulas relativamente grandes (tradicionalmente asociadas al rango
micrométrico, aunque también se ha demostrado la fagocitosis de particulas
nanomeétricas [100]), mientras que las células endoteliales fagocitan preferiblemente
particulas de un orden de magnitud mas pequefio [64]. Con objeto de completar el
estudio de endocitosis y probar una linea celular distinta, se evalud la interaccién de las
NCs con células dendriticas. A diferencia de las células Vero, que son células epiteliales
de rifidn, las células dendriticas son células inmunitarias con capacidad fagocitica, ya que
una de sus principales funciones es la de capturar y digerir las particulas sélidas que se
encuentran en el medio que las rodea con el fin de eliminarlas y llevar a cabo la
presentacion antigénica. Ademas, las células dendriticas expresan receptores de
manosa Yy N-acetilglucosamina, como el DC-SIGN, que podrian reconocer los residuos
acetilados del quitosano y favorecer su internalizacién [101,102]. Las células dendriticas
utilizadas se obtuvieron mediante diferenciacion a partir de la linea celular THP-1
(monocitos humanos de leucemia aguda). Los monocitos THP-1 poseen una débil
capacidad fagocitica y una baja expresion de DC-SIGN, mientras que aumenta
considerablemente al diferenciarse a células dendriticas. Para ello, se optimizd un
protocolo de diferenciacion basado en la incubacién de las células THP-1 con varios
factores de diferenciacion (PMA y IL-4) durante 5 dias. Una vez diferenciadas a células
dendriticas, fueron incubadas con NCs cargadas de Nile Red (NR-NCs) durante 1 h,3h 6
6 h, lavadas, fijadas con PFA 4 % y observadas mediante microscopia confocal (Figura
17).
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1h 3h 6h

Figura 17. Internalizacion de NCs cargadas de Nile Red (rojo) en células dendriticas tras ser incubadas a
100 pg/mL durante 1, 3 y 6 h. Las células fueron fijadas y sus ntcleos tefiidos con DAPI (azul). Imdgenes
adquiridas con un microscopio confocal. Escalas: 50 um (arriba) y 25 pm (abajo).

Dado que estos fagocitos profesionales estan especializados en capturar particulas, las
NCs fueron rapidamente internalizadas, como era de esperar. Tras 1 h de incubacion, ya
se observaba algo de fluorescencia en el interior de las células y en tan sélo 6 h las células
estaban repletas de grandes vesiculas donde se encontraban las NCs fluorescentes. El
tamano de las vesiculas esta relacionado con el mecanismo de internalizacion celular,
denominado endocitosis. La fagocitosis es un tipo de endocitosis solamente llevada a
cabo por algunas células especializadas del sistema inmunitario, incluyendo las células
dendriticas, que se caracteriza por la formacion de grandes vesiculas, llamadas
fagosomas, de hasta 5-10 um [100]. La formacion de vesiculas de gran tamafio en las
células dendriticas tras la incubacion con las NCs sugiere que el mecanismo de
internalizacion en este tipo celular podria ser la fagocitosis. No obstante, las vias de
internalizacion no han sido objeto de estudio en esta tesis. En cuanto a la distribucién
de las vesiculas, se puede apreciar que a tiempos cortos (1 h'y 3 h) tienden a localizarse
en un lado de la célula (aquel por el que se ha producido la fagocitosis) o cercanas a la
membrana celular, mientras que después de 6 h las vesiculas se han distribuido por todo
el citoplasma. Ademas, la intensidad de fluorescencia aumenta progresivamente, lo que
indica que la internalizacion es dependiente del tiempo (todas las imagenes fueron
tomadas bajo las mismas condiciones).
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2.6. Internalizacidn de las NCs marcadas fluorescentemente en Hydra
vulgaris

Ademas de estudiar la internalizacién de las NCs en células, también se ha investigado
su interaccion con organismos mas complejos, entre ellos Hydra vulgaris, gracias a la
colaboracién con el Dr. Alfredo Ambrosone y el grupo de investigacion de la Prof. Claudia
Tortiglione, en el marco del proyecto Marie Curie del Dr. Ambrosone, quien testd las
NCs, previamente sintetizadas y caracterizadas, en los animales.

El cuerpo de H. vulgaris consiste en dos capas de células epiteliales, es decir, el
ectodermo (capa celular externa) y el endodermo (capa celular interna), separados por
una matriz extracelular de mesoglea [103]; esta sencilla arquitectura corporal y la
transparencia del tejido facilitan el estudio de internalizacién y dinamica de las
nanoparticulas con respecto a modelos animales mas complejos.

Mediante microscopia de fluorescencia se demostrd que la internalizacion de las NCs
cargadas de Nile Red (NR-NCs) tenia lugar tras tiempos de incubacidon muy cortos (Figura
18). Después de una breve incubacién de 5 min, los animales ya mostraban una tincion
fluorescente difusa desde los tentaculos a la region del pie, y después de tiempos de
incubacion mas prolongados (15 y 30 min), aumentaba la intensidad de fluorescencia.
Esto indica que, poco después de la administracidn, las NCs ya han sido capaces de
transportar su carga de Nile Red a los pdlipos. El transporte de Nile Red efectuado por
las NCs es extremadamente rapido en comparacidon con muchos otros nanomateriales
investigados en Hydra vulgaris hasta el momento [104-106].

5 15’

0.3 mg/ml
NR-CNCs
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NR-CNCs

Figura 18. Internalizacion de NCs cargadas de Nile Red (NR-CNCs, rojo) en Hydra vulgaris tras 5, 15y 30
min de incubacién a 0.3 y 0.6 mg/mL. Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia. Escalas:
100 um (arriba) y 50 um (abajo). Reproducido con permiso de Ambrosone et al. [107].
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Para descartar que la tinciéon del animal se debiera a que el fluoréforo se estuviera
escapando prematuramente de las NCs al medio antes de entrar en contacto con los
pdlipos, se llevd a cabo un estudio de liberacidon del fluoréforo como parte del trabajo
realizado en el marco de esta tesis. Se incubaron las NR-NCs en agua, medio fresco de
Hydra vulgaris y medio que habia sido previamente incubado con Hydra vulgaris (para
evaluar el efecto de las posibles enzimas y sustancias quimicas secretadas por Hydra
vulgaris) durante 5 min, 30 min y 24 h a 18 °C (temperatura de mantenimiento de las
Hydras). Las NCs fueron separadas del medio mediante filtracién y el fluoréforo de su
interior fue extraido en MeOH y cuantificado mediante espectrofotometria UV-Vis a 555
nm para determinar la cantidad de Nile Red que permanecia en el interior de las NCs
(Figura 19).
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Figura 19. Ensayo de liberacion de Nile Red en agua y medios de Hydra vulgaris. El fluoréforo retenido
dentro de las NCs se expresa como porcentaje respecto a la cantidad de fluoréforo inicialmente
encapsulado. Los datos corresponden a la media y desviacion estandar de dos réplicas experimentales.
Adaptado con permiso de Ambrosone et al. [107].

Las NCs mantenian el 90-100 % de su carga inicial de Nile Red en todos los medios y a
todos los tiempos, lo que descarta la hipotesis de una liberacién de fluoréforo indeseada
fuera del animal y remarca el potencial de las NCs como nanotransportadores para la
administracién de farmacos in vivo.

Para visualizar mdas de cerca las interacciones entre las NCs y la capa externa de la
Hydra vulgaris y evaluar la integridad de las NCs, se realizd un analisis mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) de los animales tratados con NR-NCs (Figura
20). Los pdlipos se incubaron 5 y 15 minutos con NR-NCs, se lavaron extensamente, se
fijaron y se inspeccionaron individualmente.
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Magnificacion creciente

No tratadas

Figura 20. Imagenes de SEM de Hydra vulgaris no tratada (A-C) y tratada con NCs cargadas con Nile Red
(NR-NCs) durante 5 min (D-F) o 15 min (G-1). Adaptado con permiso de Ambrosone et al. [107].

Las imagenes de SEM muestran una gran cantidad de NCs adheridas a la capa
ectodérmica del animal (Figura 20D-1), lo que confirma que la interaccién entre NCs e
Hydra vulgaris ocurre en unos pocos minutos. La interaccion electrostatica entre las NCs
cargadas positivamente y las envolturas de la capa celular externa de Hydra vulgaris
podria ser responsable de la rapida adhesién. La literatura reline muchos ejemplos
donde se describen interacciones entre nanomateriales cargados positivamente y
superficies celulares, tanto en cultivos celulares como en otros modelos animales [108—
110].

Por ultimo, con el fin de evaluar si la carga fluorescente de las NCs llega al interior de
las células tras interaccionar con la zona externa de Hydra vulgaris, se maceré el cuerpo
de los pdlipos para obtener células monodispersas con su morfologia intacta y se
observaron mediante microscopia de fluorescencia (Figura 21).
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Figura 21. Internalizacion de NCs cargadas de Nile Red (NR-CNCs, rojo) en Hydra vulgaris tras 5y 15 min
de incubacion a 0.3 mg/mL y posterior maceracion de los pdlipos en células individuales. Los ntcleos
de las células se tifieron con DAPI (azul). Imagenes adquiridas con un microscopio de fluorescencia.
Adaptado con permiso de Ambrosone et al. [107].

El fluoréforo Nile Red se pudo detectar dentro de grandes vesiculas citoplasmicas tras
incubaciones de 5 y 15 minutos, lo que confirma que las NCs transportan su carga al
interior de las células de Hydra vulgaris de una forma muy rapida.

2.7. Biodistribucion de las NCs marcadas fluorescentemente en ratones

Una vez demostrada la interaccion e internalizacidn de las NCs en cultivos celulares y
organismos simples (Hydra vulgaris), se paso a estudiar la biodistribucién en animales
mas complejos, en este caso ratones. Este estudio fue llevado a cabo por lainvestigadora
predoctoral Laura Comas Calmet, perteneciente al grupo de investigacion del Dr. Julian
Pardo Jimeno, en el Centro de Investigacién Biomédica de Aragén (CIBA), como parte de
una colaboracion en el marco del proyecto NanoGram.

Para este estudio preliminar in vivo se sintetizaron NCs vacias y se marcaron
fluorescentemente con DY-780 a 1 nmol/mg NC siguiendo el protocolo de
funcionalizacién optimizado y previamente descrito. La ruta de administracién
seleccionada fue la via oral ya que, a diferencia de muchos otros tipos de
nanomateriales, las NCs de quitosano presentan propiedades muy ventajosas para el
transporte oral de farmacos: el quitosano es mucoadhesivo y esta descrita su capacidad
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para abrir las uniones estrechas entre las células del intestino, lo que aumenta el tiempo
de retencién y la absorcion intestinal [21,111,112].

Se administraron 500 pg de NCs_DY780 a 4 ratones C57BL6 y se utilizaron 2 ratones
sin tratar como control. Tras 4 h, los animales fueron sacrificados y se rastred la
fluorescencia de las NCs para averiguar su localizacidon en el tracto gastrointestinal.
Después, se extrajo el aparato digestivo de cada ratdn para examinarlo ex vivo (Figura
22).
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Figura 22. Biodistribucidon de las NCs marcadas con DY-780 en ratones a las 4 h de ser administradas
oralmente.

A pesar de la variabilidad entre ratones debida a las distintas velocidades de transito
intestinal, en los ratones tratados en general se observa acumulacién de fluorescencia
en el estdmago, algunas zonas del intestino delgado, ciego, colon y heces. Las heces
fluorescentes de las imagenes indican que gran cantidad de NCs es excretada, aunque
la fluorescencia en el intestino sugiere, como se esperaba, que parte de las NCs podria
guedarse adherida y retenida alli durante mas tiempo.
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Los ratones control no dan fluorescencia de fondo, por lo que toda la fluorescencia
observada proviene del marcaje de las NCs. Ademas, puesto que el DY-780 esta unido
covalentemente a la superficie de las NCs, es menos probable que se haya liberado que
si hubiera estado encapsulado en el interior. Para comprobar si la fluorescencia del
fluoréforo se detectaria en el hipotético caso de que se hubiera roto el enlace covalente
y el fluoréforo estuviera libre en el lumen del tracto gastrointestinal, se realizé un
control administrando el fluordforo libre. Tras administrar la misma cantidad de
fluoréforo libre que la utilizada para funcionalizar las NCs, no se detectd fluorescencia,
y solo al administrar una cantidad de fluoréforo 10 veces mayor se detectd
fluorescencia. Cuando el fluoréforo esta libre, es probable que se encuentre mas
disperso en el espacio y que por eso la fluorescencia emitida no sea tan intensa como si
esta unido a las NCs, ya que en este ultimo caso hay varias moléculas de fluoréforo
concentradas en un mismo punto. Otra hipdtesis podria ser que el fluoréforo libre no
resista las condiciones gastrointestinales y pierda su funcionalidad durante el transito,
mientras que la NC es capaz de protegerlo cuando esta unido a ella. No obstante, si asi
fuera no deberia haberse observado fluorescencia al administrar el fluoréforo libre a
mayor concentracion, por lo que la primera hipdtesis es mas probable. Estos resultados
indican que la fluorescencia observada en la Figura 22 realmente proviene del fluoréforo
unido a las NCs y no al hipotético fluoréforo libre. Aunque se trata de experimentos
preliminares, los resultados obtenidos son prometedores y revelan el potencial de las
NCs como nanotransportadores para administraciéon oral.

3. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha llevado a cabo la sintesis y caracterizacidn fisico-quimica de NCs
de quitosano para su aplicacion como nanotransportadores de farmacos. El método de
sintesis establecido ha sido optimizado con el objetivo de simplificarlo al maximo y
facilitar una posible produccion a escala industrial en el futuro. El proceso de gelificaciéon
idnica resultd ser imprescindible para obtener las NCs con un recubrimiento de
quitosano adecuado. Sin embargo, se consiguid eliminar la sonicacién durante la
gelificacion ionica sin perjudicar la calidad de las NCs obtenidas, lo que supone una
ventaja de cara a la viabilidad del proceso para una futura produccion industrial.

Ademads, se ha desarrollado un método de liofilizacion mediante el uso de
crioprotectores para preservar las NCs en estado sélido y mantener asi su estabilidad a
largo plazo, lo que permite su almacenaje durante periodos largos de tiempo. Entre los
agentes crioprotectores evaluados, el manitol ha demostrado ser el mas efectivo en la
estabilizacidn y proteccion de las NCs durante el proceso de congelacién y liofilizacion y
se ha optimizado el ratio NCs:manitol para evitar la agregacion de las NCs tras la
resuspension.

Por otro lado, se han desarrollado distintos métodos para marcar fluorescentemente
las NCs y poder rastrearlas in vitro e in vivo. La gran versatilidad de las NCs ha posibilitado
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tanto la encapsulacion de fluordforos en el interior de la NC como su conjugacién a la
superficie, asi como el doble marcaje de una misma NC con un fluoréforo encapsulado
y otro unido a la superficie, obteniendo NCs multifuncionales con propiedades
fluorescentes 6ptimas tanto para aplicaciones in vitro como in vivo. Por ultimo, se han
investigado las interacciones de las NCs con sistemas biolégicos de distinta complejidad
(cultivos celulares y, en colaboracidén con otros grupos, Hydra vulgaris y ratones). El
estudio de citotoxicidad de las NCs ha permitido determinar el rango de concentraciones
no citotdxicas en células Vero, para a continuacién estudiar la internalizacion celular. Las
NCs han demostrado una gran capacidad de internalizacidn in vitro, tanto en células
Vero como en células dendriticas. También se ha confirmado in vivo que las NCs
transportan su carga al interior de las células de Hydra vulgaris en cuestion de minutos.
Estos resultados demuestran el potencial de estas nanocapsulas para su aplicacion como
nanotransportadores.

4. MATERIALES Y METODOS

Tween® 20 (polioxietilen(20)sorbitanmonolaurato), etanol absoluto, acido acético,
sulfato de sodio anhidrido (99-100.5 %), cloruro de sodio (99 %), se compraron en
Panreac. Span® 85 (trioleato de sorbitan), acido oleico (90 %), quitosano (peso molecular
intermedio, deacetilacion 75-85 %), Orange |l sal de sodio y el agua (doblemente
procesada para cultivo celular) utilizada para la sintesis de las NCs se adquirieron en
Sigma-Aldrich. Suberato de bis(sulfosuccinimidil) (BS?®) se obtuvo de Pierce
Biotechnology Millipore. Los fluoréforos Nile Red, BODIPY 493/503 y Cardiogreen fueron
adquiridos en Sigma, el DiD en ThermoFisher y el DY-780 amino-modificado en
DYOMICS.

Las lineas celulares Vero (células epiteliales de rindon de mono) y THP-1
(monocitos humanos de leucemia aguda) fueron adquiridos de la “American Type
Culture Collection” (ATCC, USA). Los medios de cultivo celular DMEM y RPMI 1640, el
tampon fosfato salino (PBS) sin Ca?* y Mg?* y el tampdn fosfato salino Dulbecco (DPBS)
con Ca?* y Mg?* se compraron en Lonza. El MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazolil-2]-
2,5-difeniltetrazolio), |la penicilina, la estreptomicina, la glutamina y el 4',6-diamidino-2-
fenilindolfenilindol (DAPI) se obtuvieron de Invitrogen.

4.1. Sintesis de NCs de quitosano

Se siguid el método de sintesis de NCs mediante nanoemulsidn de Bouchemal et al.
[5], con algunas modificaciones.

Para la sintesis de NCs se prepard una solucion acuosa homogénea con 13.6 mg del
surfactante hidrofilico Tween® 20 en 8 mL de agua desionizada en un matraz. Se utilizé
agua desionizada y estéril adquirida en Sigma para garantizar la reproducibilidad de las
sintesis con respecto a las propiedades de los reactivos. Para generar la nanoemulsion,
sobre la solucién acuosa bajo agitacidon magnética a 250 rpm se afiadié gota a gota una
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solucion organica homogénea con 8.6 mg del surfactante hidrofébico Span® 85y 40 mg
de acido oleico disueltos en 4 mL de etanol absoluto. Se dejé 15 minutos bajo agitacion
para que el sistema alcanzara el equilibrio y se afiadieron 500 pL de quitosano 5 mg/mL
en acido acético al 1 % (v/v). Se dejé otros 15 minutos bajo agitacion para que se
dispersara homogéneamente y se trasvaso la nanoemulsion a un Erlenmeyer con 15 mL
de Na;S04 50 mM bajo sonicacion (antes de la optimizacion del protocolo de sintesis) o
bajo agitacidn (después de la optimizacidn) para obtener el tratamiento de gelificacion
i6nica. Para eliminar la sal y el etanol, se ultracentrifugd (Beckman Coulter Avanti J-26
XPI1) a 70000 G a 10 °C durante 30 min y se elimind el sobrenadante. Se lavé con 10 mL
de H;0 y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones. Se retird el agua de lavado y
se resuspendieron las NCs en 2 mL de agua. Para determinar la concentracion de cada
muestra sintetizada se congelaron 200-500 plL en un congelador a -80 °C (Ultra-low
Temperature Freezer MDF-U52V, SANYO), se liofilizaron (TELSTAR Cryodos) y se pesaron
(Sartorius CP225D).

La sintesis se llevé a cabo en condiciones de esterilidad cuando las NCs iban a ser
posteriormente testadas in vitro o in vivo. Para conseguir condiciones de esterilidad se
trabajé en una campana de flujo laminar vertical de nivel | (TELSTAR PV-30/70) y todas
las disoluciones fueron previamente filtradas con filtros de PVDF 0.22 um (Millex®,
Merck Millipore®). El material de vidrio fue esterilizado en la estufa a 180 °C durante 2
horas. Los tubos de centrifuga se esterilizaron mediante lavados con etanol 70 %.

4.2. Caracterizacion fisico-quimica de las NCs de quitosano

La composicidn de las nanocapsulas se analizd6 mediante andlisis de espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) utilizando un equipo JASCO FT/IR-4100
en un rango de frecuencia de 600-4000 cm™ con una resolucion de 2 cm™ y un ndmero
de escaneo de 32.

El didmetro hidrodindmico y el indice de polidispersidad (PDI) de las NCs fue medido
mediante la técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS) utilizando un equipo
Brookhaven 90Plus. Las muestras fueron medidas a 0.15 mg/mL en H,0 MilliQ a 25 °Cy
los datos fueron analizados segun la aproximacién de distribucion numeérica. Se
realizaron al menos 8 medidas de 2 minutos de cada muestra.

El potencial zeta de las muestras fue medido a 25 °C en KCI 10 mM pH 6.5 a una
concentracion de 0.01 mg/mL utilizando el aparato Brookhaven 90Plus Particle Size
Analyzer. Se caracterizaron varios lotes de cada tipo de nanocdpsula y se realizaron al
menos 5 medidas de cada muestra.

Las imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido Ambiental (ESEM) fueron
obtenidas usando un microscopio QUANTA-FEG 250 en modo de Microscopia
Electrénica de Transmision de Barrido (STEM). El andlisis por Microscopia Electrénica de
Transmisién de Campo Claro (BF-TEM) se llevd a cabo en un microscopio FEI Tecnai T20
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operando a 200 kV. Debido a la naturaleza sensible de la muestra, fue necesaria la previa
fijacidn, deshidratacidn e inclusion en resina epoxi para ambas técnicas. Este proceso
puede resumirse brevemente de la siguiente manera. Se sintetizé una muestra fresca 'y
se fijé con glutaraldehido al 0.25 % en tampdn fosfato 10 mM a pH 7.4 durante 2 horas.
Se lavo tres veces con tampon y se incubd con tetroxido de osmio al 1 % en PBS para su
posterior fijacion y tincién. Finalmente, la muestra fue lavada con cuidado con agua y
resuspendida en gelatina al 5 %. La muestra se centrifugd para obtener un precipitado y
se incubd durante la noche a 4 °C. La muestra solida obtenida se cortd en trozos muy
pequefios antes de pasar por los siguientes pasos. La deshidratacion de las muestras se
llevé a cabo siguiendo los siguientes pasos: incubacion en etanol 30 %, etanol 50 % e
incubacidn nocturna en etanol 70 %; incubacion en etanol 90 % durante 1 h y finalmente
incubacion durante tres veces en etanol absoluto. Después, las muestras se incubaron
durante la noche en una mezcla 1:1 de etanol absoluto/resina epoxi (temperatura
ambiente). A continuacion, se retird la mezcla, se cambid por resina epoxi absoluta y se
dejaron las muestras para su impregnacién durante 8 horas a temperatura ambiente.
Después de otro cambio de medio, la incubacion final en resina epoxi se llevd a cabo
durante la noche a 60 °C para obtener la polimerizacién.

A partir de diferentes imagenes ESEM, se ha obtenido una estimacién de la
distribucién de diametros utilizando los softwares Digital Micrograph® y OriginLab® para
medir los didmetros de mas de 100 nanocapsulas y para el analisis estadistico del
recuento de frecuencias, respectivamente.

4 3. Liofilizacién de las NCs de quitosano

Se prepararon suspensiones de 1.2 mL de NCs a 5y 10 mg/mL mezcladas con trehalosa,
lactosa o manitol al 5 6 10 % (w/v). Se congelaron vy liofilizaron utilizando un liofilizador
Epsilon 2-4 LSC (Kihner), programado con los siguientes pardmetros para las 3 etapas
del proceso:

1) Congelacién: 2 h-40°C

2) Primera deshidratacidon (sublimacion del agua congelada): 0.2 mbar, aumento de
5 °C cada 90 minutos desde -35 °C hasta +20 °C.

3) Segunda deshidratacidon (vaporizacion del agua de solvatacién no congelada):
0.001 mbar, 1 h +20 °C.

Tras la liofilizacidn, las muestras fueron reconstituidas afiadiendo el volumen inicial de
agua y se dejaron bajo agitacidon 20 h. Se determind el diametro medio, el potencial zeta
y la osmolaridad de cada muestra antes de la liofilizacion y después de la reconstitucion.
El tamafio y el potencial zeta de las muestras se caracterizaron mediante las técnicas de
DLS y potenzial zeta utilizando un equipo Zetasizer nano (Malvern Instruments). Para el
analisis por DLS se diluyeron las muestras a 0.1 mg/mL en H,O Milli-Q. Para el analisis
del potencial zeta se diluyeron a 0.01-0.02 mg/mL en KCl 10 mM. Se realizaron 3 medidas
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de cada muestra y se calculd la media. Para medir la osmolaridad se utilizdé un equipo
Turbiscan Osmometer MA 2000.

4.4. Toxicidad de las NCs de quitosano

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular in vitro para determinar la
citotoxicidad de las NCs utilizando el ensayo colorimétrico de bromuro de 3- [4,5-
dimetiltiazol-2] -2,5-difeniltetrazolio (MTT). Las células Vero se cultivaron a 37 °Cen una
atmodsfera humidificada y con CO; al 5 % en medio DMEM suplementado con suero fetal
bovino (FBS) al 10 %, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y glutamina (2
mM). Se sembraron 7500 células por pocillo utilizando una placa estandar de 96 pocillos
(5 réplicas por muestra). Después de 24 h, el medio se reemplazd con un nuevo medio
que contenia 5 concentraciones diferentes de NCs y un control negativo que no contenia
capsulas (células no tratadas). Después de otras 24 h de incubacién, el medio se
reemplazé con la solucién de MTT (0.5 mg/mL en DMEM). Después de 2 h de incubacidn,
se elimind el medio y los cristales formados se disolvieron en 200 pL de DMSO. La
absorbancia a 570 nm se midid en un lector de placas ThermoScientific Multiskan GO
TM. La viabilidad celular relativa (%) se calculé utilizando la relacidon porcentual entre la
absorbancia de la muestra y la absorbancia del control, tras la sustraccion del blanco de
DMSO. Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, cada uno con 5 repeticiones
por cada muestra.

4.5. Marcaje fluorescente de las NCs

4.5.1. Encapsulacion de fluoréforos

Para encapsular el fluoréforo en el ndcleo de la capsula, se afadié el fluoréforo
disuelto en etanol a la fase orgénica justo antes de formar la nanoemulsidon y se continud
la sintesis de las NCs siguiendo el protocolo estandar. La cantidad de fluordforo afiadida
se optimizd para cada fluoréforo segun los requerimientos de los experimentos
posteriores (Nile Red 50 ug, BODIPY 200 pgy DiD 100 pg).

Las NCs se introdujeron en una cubeta de cuarzo Suprasil® de tres ventanas (QS-3 mm,
45 L, ultra Micro Hellma®) a una concentracién de 100-500 pg/mL. El espectro de
fluorescencia se registré con un fluorimetro (Perkin-Elmer LS-55, 120 V) utilizando las

siguientes longitudes de onda:

Fluoréforo A excitacion A emision
Nile Red 555 500-800
BODIPY 480 450-650

DiD 650 600-800
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Cardiogreen 775 700-900

DY-780 780 700-900

4.5.2. Doble marcaje: encapsulaciéon y funcionalizacién de la superficie

Se sintetizaron NCs con 200 ug de BODIPY segun el protocolo descrito en el apartado
anterior y se determind su concentracion. Posteriormente, para funcionalizar su
superficie, se mezclaron 10 mg de NCs a una concentracidon de 2 mg/mL en tampdn
borato 10 mM pH 8.3 con 10 nmol/mg NC del enlazador bis(sulfosuccinimidil) suberato
(BS3) y se mantuvieron bajo agitacion durante 30 min. Después se afiadié 20 nmol/mg
NC de DY-780 disuelto en agua a 1 mg/mL (exceso de 2X con respecto a la BS?) y la mezcla
se mantuvo bajo agitacion y protegida de la luz durante 2 h a 37 °C. Finalmente, se
agregaron 5 mL de tampon Tris-HCl 10 mM pH 8.0 para bloquear el enlazador BS? que
no hubiera reaccionado con el ligando. Las NCs funcionalizadas se filtraron usando un
dispositivo de filtracion por centrifugaciéon con membrana de celulosa regenerada
Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-15, Millipore®, 100 KDa) para separarlas del fluoréforo no
unido. Después de un lavado con agua, las NCs se concentraron hasta un volumen final
de 1-2 mL. La concentracién se determind después de obtener el peso seco liofilizando
una fraccién de la muestra.

La fluorescencia se detectd utilizando un espectrémetro de fluorescencia fijando en 5
nm las anchuras de banda de excitacién y de emisidn. Para los espectros de emision,
primero se excité a 480 nm para recoger la fluorescencia del BODIPY y después a 780
nm para recoger la fluorescencia del DY-780.

4.5.3. Optimizacion de la funcionalizacién con DY-780

La cantidad de grupos amino expuestos en la superficie de las NCs se midié mediante
el ensayo espectrofotométrico Orange Il [95,96]. Cada molécula de Orange Il se une a
un grupo amino de la superficie de la NC (cuando el pH es lo suficientemente acido para
que los grupos amino estén protonados e interaccionen con el Orange Il), por lo que la
medida de la absorbancia del Orange Il equivale a los grupos amino accesibles.

Se pusieron en contacto 0.2 mg de NCs con 1 mL de solucién acida de sal sédica de
Orange Il 2 mM (pH 3) y se mantuvieron bajo agitacion durante 30 min a 40 °C. La
suspensidn de las cdpsulas se pasé a través de un filtro de membrana adaptado para
jeringa (filtro de PVDF con poros de 0.22 um Millex®, Merck Millipore®) para adsorber
las NCs en la membrana y mantenerlas retenidas para separarlas de la solucién Orange
Il. Después, se paso una solucion acida (pH 3) varias veces a través del mismo filtro hasta
que se elimind todo el colorante no unido a las NCs (verificado mediante la medicidn
espectrofotométrica del sobrenadante). Después se lavaron con una soluciéon alcalina
(pH 12) para desorber el colorante unido a los grupos amino de las NCs. Se recogieron
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las fracciones de lavado, se ajustd a pH 3 y se midid la cantidad de colorante no
absorbido y desorbido a 480 nm con un espectrofotometro Varian Cary 50 UV/Vis
después de realizar una curva de calibrado.

Para la funcionalizacion de la superficie de las NCs, se siguio el protocolo descrito en
el apartado anterior, pero afiadiendo 1, 5, 10 6 15 nmol/mg NC de BS® y después una
cantidad doble de fluoréforo en cada muestra. Una vez funcionalizadas, se midid la
intensidad de fluorescencia de cada tipo de NC a cuatro concentraciones diferentes (3.4,
1.7, 0.85 y 0.43 mg/mL) utilizando un espectrofluorimetro. Para los espectros de
emision, se excitd a 780 nm y se recogid la emisién en el rango de 700-900 nm.

4.6. Internalizacion en células

4.6.1. Células Vero

Las células Vero se mantuvieron en medio DMEM suplementado con un 10 % de FBS,
penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y glutamina (2 mM), en una
incubadora humidificada (37 °C/5 % COx).

Para el estudio preliminar de internalizacion de las NCs no marcadas
fluorescentemente, se sembraron 3 x 10* células sobre cubreobjetos de vidrio en una
placa de 24 pocillos a 37 °C. Después de 24 h, se afiadieron NCs a 50 pg/mL en DMEM y
se incubaron durante 24 h a 37 °C. Las NCs no internalizadas se eliminaron lavando con
DPBS dos veces. Las células se fijaron con paraformaldehido al 4 % (EMS) durante 20
min a 4 °C, se lavaron dos veces con DPBS y se incubaron durante 10 min a temperatura
ambiente con 4', 6-diamidino-2-fenilindolfenilindol (DAPI) para el marcaje del ntcleo.
Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio para microscopia utilizando
ProLong® Gold Antifade (Invitrogen). La microscopia se realizé6 con un microscopio de
fluorescencia invertido (Nikon Eclipse Ti-E) y las imagenes se analizaron con el software
NIS-Elements Advanced Research.

Para el andlisis de la internalizacion de NCs marcadas fluorescentemente, se
sembraron 3 x 10* células Vero por pocillo sobre cubreobjetos de vidrio en una placa de
24 pocillos (NUNC) y se mantuvieron en la estufa a 37 °C durante 24 h. Después se
afiadieron NCs cargadas de Nile Red (NCs NR) a 50 pug/mL. Se mantuvieron a 37 °Cen la
estufa y se realizaron fotos 1 y 4 h después de afadir las NCs con un microscopio de
fluorescencia Nikon Eclipse Ti-E. A las 24 h se lavaron las células con DPBS, se fijaron con
paraformaldehido (PFA) 4 %y se tifieron los nucleos con DAPI y los filamentos de actina
con faloidina conjugada con Alexa Fluor 488 (Invitrogen). Los cubreobjetos se montaron
en portaobjetos y se realizaron fotos con el mismo microscopio de fluorescencia en
campo claro y con los filtros de fluorescencia roja (excitacion 531/46 y emisién 593/40).
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4.6.2. Células dendriticas diferenciadas a partir de células THP-1

Las células THP-1 se mantuvieron en medio RPMI 1640 suplementado con un 10 % de
FBS, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y glutamina (2 mM), en una
incubadora humidificada (37 °C/5 % COx). Las células se mantuvieron a una densidad de
3-10 x 10° células/mL.

Tras sembrar 2 x 10° células/mL por pocillo en placas de 24 pocillos en las que se
habian introducido cubreobjetos de vidrio esterilizados, las células THP-1 fueron
diferenciadas a células dendriticas mediante adicién de los factores de diferenciacién IL-
4 (Peprotech) a 25 ng/mLy PMA (Sigma) a 100 ng/mL al medio de cultivo durante 5 dias.
Una vez diferenciadas, las células fueron incubadas con 100 pg/mL de NCs cargadas de
Nile Red. Después de 1, 3 y 6 h de incubacidn, se lavaron las NCs no internalizadas con
DPBS vy se fijaron las células con PFA 4 %. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI y los
cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos. Las imagenes fueron adquiridas en un
microscopio confocal Olympus Fluoview FV10i.

4.7. Internalizacion en Hydra vulgaris

Las Hydra vulgaris se cultivaron en medio de Hydra (cloruro de calcio 1 mM, hidrégeno
carbonato de sodio 0.1 mM, pH 7) a 18 °C con un régimen de luz:oscuridad de 12:12 h.
Los pdlipos se alimentaron en dias alternos con nauplios de Artemia salina recién
nacidos. Se seleccionaron padlipos adultos sin brotes para las pruebas in vivo. Todas las
pruebas se llevaron a cabo con podlipos que habian estado sin comer 1 dia.

Para monitorizar la internalizacién de las NCs, se administraron NCs cargadas de Nile
Red a los animales a distintas concentraciones durante 5, 15 6 30 min. Posteriormente,
se lavaron los padlipos de Hydra vulgaris con medio fresco para eliminar el exceso de NCs
e inmediatamente se tomaron imagenes mediante microscopia de fluorescencia. Para
obtener imagenes de fluorescencia in vivo, se usé un microscopio invertido (Axiovert
100, Zeiss) equipado con una cdmara de color digital (Olympus, DP70) y un conjunto de
filtros de fluorescencia (BP 450-490/FT510/LP515). Las imagenes fueron adquiridas y
analizadas con el sistema de software Cell F (Olympus).

Para investigar la internalizacidn celular de las NCs cargadas de Nile Red, los pdlipos
tratados se maceraron en una suspensién de células individuales fijadas, de acuerdo con
los procedimientos estandar [113]. Los macerados se tifieron con DAPI durante 2 miny
se lavaron tres veces, 10 min cada vez, con PBS. Las muestras se observaron mediante
microscopia de contraste de fases y de fluorescencia.

Con el fin de detectar una posible liberacién prematura del fluoréforo encapsulado,
las NCs cargadas con Nile Red se diluyeron en agua o medio de cultivo Hydra, recién
preparado o previamente incubado con animales, a una concentracion de 0.75 mg/mL
de NCs. Las muestras se analizaron después de 5 min, 30 min y 24 h de incubacién a 18
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°C, separando las NCs por filtracion y extrayendo el farmaco retenido con 600 plL de
metanol. La concentracion de Nile Red en metanol se midid por analisis
espectrofotométrico a 555 nm y la cantidad de fluoréforo retenido en el interior de las
NCs se expresd como porcentaje respecto a la cantidad inicialmente encapsulada. Las
muestras fueron preparadas y analizadas por duplicado.

Se usé microscopia electrénica de barrido (SEM) para analizar las interacciones
tempranas de las NCs de quitosano con la Hydra. Los pélipos fueron incubados con NCs
cargadas de Nile Red durante 5 é 15 minutos, se lavaron vigorosamente mediante
pipeteo en medio Hydra para eliminar el exceso de NCs, se relajaron con uretano al 2 %
en medio Hydra y se fijaron durante 1 h en glutaraldehido al 2 % en medio Hydra. Las
muestras se lavaron (3 x 10 min) con medio Hydra y se fijaron durante 45 min con OsO4
tamponado al 1 %. Después de una serie de lavados adicionales, los animales se
deshidrataron en una serie gradual de etanol (30—-50-70-90-100 %). Las imagenes de
los pdlipos con microscopia electrénica de barrido ambiental (ESEM) se recolectaron
utilizando un microscopio Quanta FE6-250 (FEI Company) para obtener imagenes de alta
resolucién en modo vacio.

4.8. Biodistribucion en ratones

Los procedimientos experimentales con ratones se realizaron en las instalaciones del
animalario del CIBA y fueron aprobados por el comité ético de investigacion animal de
la Universidad de Zaragoza, bajo el nimero P164/17.

Se administraron 500 pg de NCs_DY780 (100 uL de una suspension de NCs_DY780 a 5
mg/mL) a 4 ratones mediante via oral utilizando una canula. Como control se utilizaron
2 ratones a los que se les administré agua para que pasaran por el mismo proceso de
manipulacion. Tras 4 h, los animales fueron sacrificados con una dosis letal de anestésico
DOLETHAL (pentobarbital sédico) inyectado de forma intraperitoneal. Tras ser rasurados
para que su pelaje oscuro no interfiriera con la sefal, los ratones fueron examinados
utilizando un equipo IVIS Lumina Il. A continuacion, se extrajo su aparato digestivo y se
tomaron imagenes de los drganos ex vivo con el mismo equipo.
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Capitulo 3

Funcionalizacion de la superficie de NCs de
guitosano

1. INTRODUCCION

El desarrollo de un nanotransportador inteligente esta estrictamente relacionado con
el control de sus propiedades superficiales, ya que son las responsables de su interaccién
con los sistemas bioldgicos, por ejemplo, del reconocimiento especifico de los sitios
diana o de la adsorcidn inespecifica de proteinas séricas [1].

Gracias a que el quitosano presenta grupos amino reactivos, la superficie del
nanotransportador obtenido en este trabajo de tesis y descrito en el capitulo 2 puede
ser funcionalizada con moléculas de interés con el fin de modular la carga superficial,
introducir grupos funcionales especificos y/o mejorar la estabilidad del
nanotransportador en medios bioldgicos y soluciones fisioldgicas [2-5]. La naturaleza
guimica de los ligandos unidos a la superficie del nanotransportador, asi como la
densidad de cobertura de la superficie, juegan un papel muy importante en el destino
del nanotransportador después de su administracién [6].

En este capitulo, la superficie de las nanocapsulas de quitosano ha sido funcionalizada
covalentemente con moléculas de PEG o de trimandsido a través de una aproximacion
sencilla y reproducible basada en el uso de un reactivo de acoplamiento
homobifuncional, bis(sulfosuccinimidil) suberato (BS3).

1.1. Método de funcionalizacion

La alta nucleofilia de los grupos amino, junto con su abundante presencia en varias
biomoléculas (como en los aminodcidos y las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos)
y en muchos polimeros (entre ellos algunos polisacéridos como el quitosano) hacen de
las aminas uno de los grupos funcionales mas "explotados" para la funcionalizacion de
los nanotransportadores de farmacos y otros nanomateriales y superficies [7]. Entre los
multiples métodos y estrategias desarrolladas durante décadas para la unidon de
moléculas a través de grupos amino, el método seleccionado para la funcionalizacién de
las NCs de esta tesis se basa en el uso del reactivo de acoplamiento homobifuncional
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BS3, que une las moléculas aminadas de ligando a los grupos amino de la superficie de
la nanocépsula. La Figura 1 muestra la estructura quimica de la BS>.

o
o) I § O'Na*
0 .N =O'Na
+Na'o_'s. N MO 8
5 0 0

Figura 1. Estructura quimica de una molécula de bis(sulfosuccinimidil) suberato (BS3).

La mayoria de los reactivos homobifuncionales tienen un disefio simétrico con una
cadena de carbono espaciadora que conecta dos extremos reactivos idénticos [8]. En el
caso de la BS3, los grupos reactivos son carboxilos activados con ésteres de N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), altamente reactivos con las aminas nucledfilas.
Ademas, el éster sulfo-NHS a menudo confiere suficiente carga y polaridad al reactivo
de acoplamiento como para proporcionar solubilidad en agua y eliminar asi la necesidad
de usar disolventes orgdanicos [9]. Cuando la BS? reacciona con el nucledfilo (en nuestro
caso un grupo amino del quitosano o del ligando que se desea unir), se libera el grupo
saliente sulfo-NHS para dar lugar a un enlace amida estable e irreversible. Sin embargo,
en entornos acuosos los grupos sulfo-NHS pueden ser hidrolizados, impidiendo la unién
del reactivo de acoplamiento a los grupos amino. Para minimizar los efectos de la
hidroélisis y maximizar la unién a las aminas, es importante mantener una alta
concentracidn de las moléculas que se desea unir a la BS. Ajustando la proporcién molar
entre el reactivo de acoplamiento y las moléculas diana, se puede controlar el grado de
funcionalizacién para obtener el producto deseado. El pH también es un factor
importante para la efectividad de la reaccién, siendo un pH de entre 7 y 9 el rango
Optimo para favorecer la reactividad de las aminas [9].

La principal desventaja, sin embargo, del uso de reactivos homobifuncionales es la
posibilidad de obtener conjugados no deseados, por ejemplo, si los dos grupos reactivos
del reactivo de acoplamiento reaccionan con dos grupos funcionales dentro de la misma
molécula, en lugar de unir dos moléculas distintas, o si se entrecruzan grupos de varias
moléculas, lo que puede ocasionar la aparicion de agregados que pueden llegar a
precipitar [10]. Esto ocurre especialmente en procedimientos de una Unica etapa, donde
todos los reactivos se anaden a la vez a la mezcla de reaccidén, mientras que la reaccion
secuencial en varias etapas permite eliminar el exceso de reactivo de acoplamiento que
no haya reaccionado durante la primera etapa para minimizar los productos no
deseados. El método de funcionalizacién utilizado en este capitulo consiste en varias
etapas: en la primera etapa, los grupos amino de la superficie de las NCs reaccionan con
uno de los extremos éster sulfo-NHS de la BS3; en la segunda etapa, el ligando reacciona
con el otro extremo éster sulfo-NHS de la BS3; en la tercera etapa, se bloquean con
tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris) los grupos reactivos de la BS® que no han
reaccionado previamente; en la cuarta y Ultima etapa, se lava el exceso de reactivos.
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Por un lado, en esta tesis se han funcionalizado capsulas de quitosano con
polietilenglicol (PEG). Para ello se ha empleado un PEG debidamente derivatizado con
grupos amino, obtenido de manera comercial. El polietilenglicol (PEG) es un polimero
ampliamente utilizado en nanomedicina para recubrir la superficie de las nanoparticulas
durante mas de cuatro décadas [5,11-13]. Ha sido especialmente utilizado para mejorar
la estabilidad de nanoparticulas, reducir su toxicidad y aumentar su tiempo de
circulacion en sangre [14—-19]. Los recubrimientos de PEG son conocidos por prevenir la
agregacion y la adsorcidn de proteinas séricas mediante repulsiones estéricas y de
hidratacion, lo que conduce a suspensiones coloidales mas estables de las nanocapsulas
en medios fisiolégicos [5,11,14]. La resistencia a la unién inespecifica de proteinas
plasmaticas depende de la conformacién de las cadenas de PEG y se consigue
normalmente usando coberturas con alta densidad [5]. Muchos estudios se han
centrado en incrementar la densidad del recubrimiento de PEG, por ejemplo utilizando
PEGs ramificados [20], incluyendo una capa hidrofébica como espaciadora [15] o
incubando las nanoparticulas con una cantidad en exceso de PEG [21]. El aumento de la
densidad de recubrimiento del PEG o el espesor de la capa afecta también a la
internalizacion celular de las nanoparticulas aportandoles un “efecto sigilo” [22].

Por otro lado, en esta tesis doctoral se ha trabajado también en la funcionalizacién de
las NCs con moléculas de trimandsido (concretamente, 4-aminobutilo 2-O-(a-D-
manopiranosil) 2-O-(a-D-manopiranosil) a-D-manopirandsido). Se ha seleccionado este
trimandsido como ligando porque se une especificamente a determinados receptores
de macrdéfagos, que son las células diana de este estudio.

1.2. Funcionalizacién con trimandsido

Los carbohidratos poseen un gran potencial como ligandos para que los
nanotransportadores lleven el farmaco especificamente a las células que expresan
receptores de carbohidratos. Durante mucho tiempo, la estrategia preferida para dirigir
las nanoparticulas a su destino ha sido la funcionalizacidon con ligandos peptidicos y
anticuerpos. No obstante, estrategias alternativas basadas en carbohidratos han atraido
cada vez mas la atencién entre la comunidad cientifica.[23]

La funcionalizacién con moléculas pequeias (es decir, con un tamaifo molecular
inferior a 1500 Da), como es el caso de un trimandsido, posee varias ventajas sobre otros
tipos de conjugados, como los peptidicos: 1) suelen ser estables en cuanto a su
conformacion; 2) no provocan impedimentos estéricos al interaccionar con el receptor;
3) pueden ser unidos a las nanoparticulas mediante procedimientos quimicos sencillos,
y los compuestos obtenidos pueden caracterizarse mds facilmente; 4) son mas faciles y
menos costosos de producir [6,23].

Algunos carbohidratos, como la manosa y sus derivados, se encuentran
frecuentemente en la superficie de bacterias, virus, y hongos [24]. Determinadas células
del sistema inmunitario, que incluyen los macrofagos y las células dendriticas, expresan
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receptores de membrana especificos para reconocer estos carbohidratos antigénicos
[24,25], que les permiten distinguir entre antigenos inofensivos y antigenos derivados
de patdgenos, contra los cuales deben activar la respuesta inmunitaria [26]. Una de las
familias mds importantes de receptores para la captacion e internalizacién de antigenos
es la familia de los receptores de lectina tipo C (CLR). Los CLRs se caracterizan por ser
moléculas de unién a carbohidratos que se unen a los ligandos de una manera
dependiente de Ca?* [27]. Los CLRs expresados por macrofagos y células dendriticas
reconocen principalmente ligandos de tipo manosa o de tipo galactosa, y entre los mas
estudiados se encuentran el DC-SIGN, la dectina-2, el receptor de manosa (MR) y el DEC-
205 [6,28,29]. Aunque muchos CLRs presentan afinidad por las manosas, pequefias
diferencias en la disposicion de los monosacaridos del ligando y las moléculas que los
rodean influyen mucho en el proceso de reconocimiento, por lo que cada receptor tiene
un perfil de reconocimiento de carbohidratos Unico [24].

Este reconocimiento ligando-receptor ha sido aprovechado por muchos
investigadores para dirigir diferentes nanoparticulas a estas células de forma especifica
mediante la unién de residuos de manosa a la superficie de las nanoparticulas, no sélo
para el transporte de farmacos, sino también para modular su actividad celular [25,30—
33]. Aungque en general las nanoparticulas tienden a ser captadas de forma pasiva por
los macrofagos, la inclusidn de ligandos especificos puede regular la velocidad y el grado
de internalizacidn en los macréfagos, asi como el destino de la nanoparticula en su
interior [30,34]. En este capitulo se ha llevado a cabo la funcionalizacion de las NCs con
trimandsido, a semejanza de los trimandsidos que exhibe Mycobacterium tuberculosis
en su superficie, que le permiten infectar los macréfagos.

La tuberculosis (TB), causada por Mycobacterium tuberculosis, es la enfermedad mas
mortal causada por un solo agente infeccioso, por delante del VIH/SIDA y la malaria.
Segun el informe mas reciente de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [35], en
2017 se registraron 10 millones de casos de tuberculosis y la enfermedad causo la
muerte de 1.6 millones de personas. Aun mas preocupante es la aparicion mundial de
cepas bacterianas resistentes a los medicamentos, lo que pone en peligro la eficacia de
los antibidticos. Curar las infecciones bacterianas multirresistentes es muy dificil y
requiere tratamiento con medicamentos mas téxicos y costosos, a menudo con un éxito
limitado [36]. Por lo tanto, se necesitan urgentemente nuevas estrategias contra las
cepas resistentes para acortar la duracion del tratamiento y limitar los efectos
secundarios de los farmacos. La funcionalizacién de nanoparticulas con ligandos es una
prometedora estrategia para dirigir el tratamiento especificamente a la zona de
infeccion, reduciendo asi los efectos adversos en el resto del cuerpo. Ademas, la
interaccion del ligando con su receptor puede dar comienzo a una variedad de procesos
celulares dirigidos hacia la regulacién del sistema inmunolégico para curar la infeccién
[28].
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El lipoarabinomanano manosilado (ManLAM) es un glucolipido presente en la
envoltura de Mycobacterium tuberculosis que posee dominios terminales de dimanosa
y trimanosa y juega un papel muy importante en la inmunopatogénesis de la
tuberculosis ya que facilita la adhesion, penetracion y persistencia de la micobacteria en
los macréfagos [37—-39]. ManLAM interactia con los CLRs de macrofagos y células
dendriticas, entre ellos DC-SIGN y MR, para entrar en el huésped y sobrevivir
intracelularmente mediante el bloqueo de la fusidn de los fagolisosomas (en los que se
encuentra) con los lisosomas [38].

Imitando el mecanismo de entrada de M. tuberculosis a los macrofagos, las NCs
funcionalizadas con trimandsido pueden ser internalizadas en los macréfagos infectados
y modular su actividad metabdlica para favorecer la accidén del sistema inmunitario
contra la infeccion. Aunque este trabajo se ha centrado en la optimizacion de la
funcionalizacién con trimandsido para evaluar su efecto en la interaccién de las NCs con
los macréfagos, en un futuro las NCs podrian ademads ir cargadas de antibidtico para
destruir las bacterias alojadas en el interior de los macréfagos.

Para modificar la superficie de las NCs desarrolladas en esta tesis, se aprovecharon los
grupos amino del quitosano para unirlos covalentemente a la molécula de interés por
medio de un reactivo de acoplamiento. En primer lugar, se ha optimizado el proceso de
funcionalizacién utilizando PEG como molécula modelo y las NCs funcionalizadas han
sido caracterizadas en cuanto a carga superficial, tamafo, caracterizacidon quimica de la
superficie y estabilidad. Ademas, se han explorado algunas diferencias en la interaccion
con sistemas bioldgicos entre las NCs funcionalizadas y las NCs no funcionalizadas. Una
vez puesto a punto el método de funcionalizacion, se ha trabajado en el desarrollo de
NCs funcionalizadas con trimandsido y, en colaboracién con el Instituto Pasteur de Paris,
se ha estudiado su interaccion con células diana, en este caso macréfagos.

2. RESULTADOS Y DISCUSION
2.1. Optimizacion de la funcionalizacién de la superficie

2.1.1. Método de funcionalizacion

La superficie de las NCs fue funcionalizada con un PEG aminado (a-metoxi-w-amino
polietilenglicol, 5000 Da) a través de una reaccion con el reactivo de acoplamiento
homobifuncional bis(sulfosuccinimidil)suberato (BS3) (Figura 2).
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Figura 2. Estrategia de funcionalizacién basada en el uso de BS®* como molécula enlazadora para la unién
de la molécula de interés (PEG). N6tese que la proporcionalidad entre los tamaiios de la NC y de las
moléculas unidas a ella no es la real, sino que ha sido modificada para facilitar la comprension de la
ilustracion.

Como se ha descrito anteriormente, este reactivo de acoplamiento se une por un
extremo a los grupos amino del quitosano de las NCs y por el otro al grupo amino con el
gue este PEG esta derivatizado. El proceso de funcionalizacion se dividid en tres pasos
clave. El primero fue la adicidn del reactivo de acoplamiento a las capsulas para dotar a
la superficie de grupos éster de sulfosuccinimidilo, sensibles a la union de moléculas
aminadas, como el PEG seleccionado. Durante el segundo paso se anadié el PEG para
gue reaccionara con el reactivo de acoplamiento. Finalmente, el tercer paso consistio
en la adicién de Tris a las NCs funcionalizadas para bloquear los grupos éster de
sulfosuccinimidilo libres que no hubieran reaccionado con ninguna molécula de PEG.
Este Ultimo paso es fundamental para evitar el entrecruzamiento entre las nanocapsulas
debido a la posible reaccién entre grupos éster de sulfosuccinimidilo libres y grupos
amino en una capsula diferente.

Algunos estudios indican que, segun el grado de densidad del recubrimiento, las
cadenas de PEG pueden adoptar distintos tipos de conformacién alrededor de la
nanoparticula y esto influye en la resistencia a la adsorcidén de proteinas en medios
fisioldgicos y en la internalizacion celular [5,22,40,41]. En muchos casos, los
recubrimientos de alta densidad han resultado ser mas efectivos [19,42,43], pero
también se ha reportado que, en liposomas, el recubrimiento con PEG de tan sélo un 10
% de la superficie fue suficiente para aumentar la vida media de las particulas en la
circulacidon sanguinea [44]. No existe todavia un consenso general sobre cual es la
combinacion dptima de densidad de recubrimiento, conformacion y masa molecular de
PEG para un nanotransportador y una aplicacién determinados, por lo que es necesario
determinarlo empiricamente para cada sistema [5]. Teniendo esto en cuenta, se
exploraron distintas densidades de cobertura para encontrar las condiciones dptimas de
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funcionalizacién en favor de la estabilidad coloidal de las NCs, de cara al objetivo final
de funcionalizar las NCs con trimandsido.

Sabiendo que el niumero de grupos amino reactivos en la superficie estd en torno a
200 nmol/mg NC (ver capitulo 2), se decidio utilizar como maximo la mitad de ellos para
la unién de ligandos, de forma que todavia quedaran libres suficientes grupos amino
para mantener las caracteristicas beneficiosas del quitosano que derivan de ellos.
Siguiendo esta pauta, se cred una cobertura de baja densidad de moléculas de PEG (5
nmol/mg, IdCS-NC) y otra de mayor densidad (100 nmol/mg, hdCS-NC), y se estudiaron
las propiedades finales de los materiales obtenidos.

2.1.2. Caracterizacion de las nanocapsulas funcionalizadas

La presencia de PEG en la superficie de las nanocapsulas ha sido evaluada mediante
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR), comparando los
espectros de las NCs antes, durante y después de ser funcionalizadas (Figura 3).
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Figura 3. Analisis FTIR de las NCs de quitosano antes de ser funcionalizadas (a), después de la union de
BS? (etapa intermedia) (b) y después de la funcionalizacién con distintas cantidades de PEG: 1dCS-NC (c)
y hdCS-NC (d).
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Para determinar si la funcionalizacion con PEG fue llevada a cabo con éxito, también
se estudid el espectro FTIR del estado intermedio de las nanocdapsulas después de la
incubacion con BS3 (Figura 3b). Hay que remarcar que, para poder obtener el espectro
en esta etapa intermedia, se afiadié Tris a las NCs después de la unidn de BS? para evitar
que sus grupos reactivos reaccionaran con grupos amino de otras nanocapsulas y
provocaran un entrecruzamiento entre ellas. En el caso de las muestras funcionalizadas
de forma completa, también se afiadio Tris al final del proceso (después de la incubacidn
con el PEG), por lo que en teoria la BS® no estd disponible para reaccionar con el Tris ya
que deberia haber reaccionado previamente con el PEG. Esto se confirmé comparando
los espectros FTIR de las NCs antes (Figura 3a) y después de la incubacién con BS? (Figura
3b) vy tras finalizar la funcionalizacién con PEG a baja y alta densidad (Figura 3c vy d,
respectivamente). Los picos a 3180 y 3100 cm?, asi como los picos a 1630 y 1550 cm’?,
caracteristicos del Tris, estan presentes en la etapa intermedia (y en IdCS-NC con
intensidades mucho mas bajas respecto a los picos adyacentes) pero desaparecen
completamente en el espectro de hdCS-NC. Ademas, en el espectro hdCS-NC el pico
correspondiente al grupo C-O-C (1105 cm™) presenta una mayor intensidad, en
comparacién con otros picos en la misma region, y se pierde el pico a 1055 cm, que
corresponde al grupo R-SO* que se libera de la BS® durante la reaccién de enlace.

El éxito de la funcionalizacion de la superficie de las NCs se demostré también
midiendo el potencial zeta de la superficie del material antes y después de la
modificacion con PEG. El potencial zeta de las NCs pasd de positivo antes de la
funcionalizacion (+27.1 mV) a negativo después de la funcionalizacién tanto a baja
densidad (-22.4 mV) como a alta densidad donde presenta un valor absoluto mucho
mayor (-34.2 mV). En otros trabajos también se han observado valores negativos en el
potencial zeta de nanoparticulas funcionalizadas con PEG [45,46]. Esta disminucion en
el potencial se relaciona con una disminucién de grupos amino libres.

Para confirmar la disminucion de grupos amino en la superficie tras la funcionalizacion
con PEG, se cuantificaron mediante el ensayo espectrofotométrico basado en la
interaccion con el compuesto Orange |l (los fundamentos del ensayo se explicaron en
detalle en el capitulo 2). La cantidad de grupos amino fue determinada en 100 y 80
nmol/mg para las NCs funcionalizadas a baja y alta densidad, respectivamente, lo que
corresponde al 50 % y 40 % de la cantidad de grupos amino en las NCs no funcionalizadas
(200 nmol/mg).

En el caso de la funcionalizacidn a baja densidad, esta importante disminucién en el
numero de grupos amino no puede ser debida en su totalidad a la reaccion del grupo
amino con la BS? ya que la cantidad de BS? afiadida fue muy baja (se ha detectado una
pérdida de 100 nmol/mg de grupos amino pero se afladieron sélo 5 nmol/mg de BS3).
Por lo tanto, este valor puede ser considerado como una desaparicion aparente de
grupos amino, probablemente debida a un efecto de enmascaramiento ocasionado por
las moléculas de PEG en la superficie, que impiden la completa deteccién de los grupos
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amino subyacentes. La interaccion de la molécula Orange Il con los grupos amino se
veria obstaculizada por la presencia de cadenas de polimero, ya que se puede suponer
que las moléculas de PEG estan en una conformacion similar a la denominada “tipo
champifién” [5,22]. En esta conformacion, las cadenas de PEG se pliegan de forma que
cubren parte de la superficie de las nanocapsulas e interaccionan con ella,
probablemente debido a posibles interacciones tipo puente de hidréogeno entre la
cadena de PEG y los grupos amino cargados positivamente en la superficie de la
nanocapsula (Figura 4).

PEG baja densidad PEG alta densidad
Conformacidn “champifion” Conformacion “cepillo”

‘ ® Grupo amino W BS3? === PEG ]

Figura 4. Esquema de las hipotéticas conformaciones que puede adoptar el PEG segun la densidad de
cobertura de la superficie de la nanocapsula.

La tendencia a formar tales interacciones podria ser responsable de una deteccién de
grupos amino inferior a la esperada en la muestra con cobertura a baja densidad. Sin
embargo, en el caso de la funcionalizacidn a alta densidad, donde se anadieron 100
nmol/mg de BS®y se ha detectado la pérdida de 120 nmol/mg de grupos amino, hay una
concordancia muy buena entre el nimero de grupos amino perdidos y el nimero de
moléculas de BS® presentes para reaccionar con ellos. En este caso, podria estar
alcanzandose la transicion de conformacién “tipo champiiidn” a “tipo cepillo”, asociada
con coberturas de alta densidad [5]. La mayor densidad de PEG permite que las cadenas
cercanas interaccionen entre ellas en vez de hacerlo con la superficie de la nanocapsula,
lo que produce la extension de las cadenas hacia el disolvente y facilita la interaccion de
la molécula Orange Il con los grupos amino, resultando en una deteccidon de grupos
amino que concuerda con lo esperado.

2.1.3. Efecto de la funcionalizacidn con PEG en sistemas bioldgicos

Aunque en este trabajo no se buscaba la aplicacidon directa de las NCs funcionalizadas
con PEG, sino que el objetivo principal era su utilizacion como modelo para investigar y
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optimizar los efectos de la funcionalizacion de cara a la posterior union de moléculas de
trimandsido, si que se llevd a cabo una primera aproximacion para evaluar el
comportamiento de las NCs funcionalizadas con PEG en medio fisiolégico, en presencia
de proteinas y en cultivos celulares, que ademas permitié confirmar la presencia de PEG
en la superficie de las NCs.

Las nanocapsulas no funcionalizadas son sensibles a la presencia de sales en el medio
y tienden a agregar durante la incubacidn en medios fisioldgicos como el PBS. Tanto los
iones fosfato como las proteinas pueden adsorberse sobre la superficie de las
nanocapsulas debido a la presencia de grupos amino, produciendo el entrecruzamiento
entre diferentes cdpsulas. La funcionalizacion con cadenas de PEG es una estrategia
comun para mejorar la estabilidad de las nanoparticulas en medios de cultivo celular y
fisioldgicos [5]. La presencia de PEG en la superficie de la nanocapsula apantallaria los
grupos amino en la superficie, como demostro previamente la disminucién del potencial
zeta de las NCs tras la funcionalizacion, impidiendo su interaccién con las sales y
proteinas del medio.

Aprovechandonos de este efecto de estabilizacidon del PEG, se evalud el grado de
agregacion de las nanocapsulas funcionalizadas y no funcionalizadas en agua y PBS para
determinar el éxito de la funcionalizacién. El efecto de la funcionalizacion con PEG sobre
el comportamiento de las nanocapsulas en medio fisiologico se analizd midiendo sus
didmetros hidrodinamicos mediante DLS (Figura 5).

Q
O
(@)

604 CH,0 60 E=1H,0 604 [CIH,0
50 I PBS 50 I PBS 50 I PBS
= S £
& 0] = 40 < 40
© s iS
‘S o o
c 30 S 304 S 304
[
3 3 3
g 204 @ 201 o 204
w w [N
10 10 10
L - " N T ER A m
75 100 125 300 400 500 600 60 80 100 400 450 500 60 80 100 120 450 475
Didmetro hidrodinamico (nm) Diametro hidrodinamico (nm) Diametro hidrodindmico (nm)

Figura 5. Tamaino hidrodinamico de NCs de quitosano en agua y PBS antes (a) y después de ser
funcionalizadas con diferentes cantidades de PEG: IdCS-NC (b) y hdCS-NC (c).

En cada grafica se reporta la distribucidn de diametros de una misma muestra en agua
y en PBS. En la Figura 5a se observa un fuerte efecto de agregacién en PBS de las NCs no
funcionalizadas. El diametro hidrodinamico medio pasd de 103 nm en agua a 471 nm en
PBS. Por el contrario, el didametro de las nanocapsulas funcionalizadas se mantiene en
PBS (Figura 5b y c), incluso en el caso de las IdCS-NC, lo que confirma que la
funcionalizacién se llevé a cabo con éxito y que en ambos casos fue eficaz para la
estabilizacion de las NCs. Esta mejora en la estabilidad coloidal se debe a que los
contraiones del medio fisiolégico (en este caso iones fosfato) son repelidos de forma
estérica por el PEG, lo que impide su interaccidén con la superficie de la nanocapsula.
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Este mismo efecto de estabilizacion coloidal fue observado por Cao y colaboradores al
incubar sus nanoparticulas funcionalizadas con PEG en medio salino, en comparacién
con la importante agregacion de las nanoparticulas no funcionalizadas [47].

Por otro lado, la alta densidad de grupos amino en la superficie de las NCs puede
considerarse responsable de la adsorcion de proteinas, lo que también provoca la
agregacion de las nanocdpsulas. EI PEG ha sido ampliamente utilizado como
recubrimiento de nanomateriales para evitar la adsorcion de proteinas séricas mediante
repulsiones estéricas y de hidratacion, dando lugar a suspensiones coloidales mas
estables [5]. Este efecto de proteccion del PEG frente a la adsorcion de proteinas fue
aprovechado para demostrar la efectividad de la funcionalizacién de las NCs. Para ello,
se realizaron ensayos de agregacién midiendo el diametro hidrodindmico de las NCs
funcionalizadas y no funcionalizadas en presencia de concentraciones crecientes de
proteina BSA en agua, seleccionada como proteina modelo por ser una de las mas
abundantes en sangre [48]. Ademas, dado que la densidad del recubrimiento estd
estrechamente relacionada con la capacidad para repeler las proteinas [40,41], se
comparo el efecto en la agregacion de NCs funcionalizadas con PEG a baja y alta
densidad. La comparacion de los comportamientos de las NCs sin funcionalizar, I[dCS-NC
y hdCS-NC se reporta en la Figura 6.
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Figura 6. Tamafo hidrodinamico de NCs de quitosano (CS-NC) en presencia de diferentes
concentraciones de BSA, antes y después de ser funcionalizadas a baja (IdCS-NC) o alta (hdCS-NC)
densidad de PEG.

Los datos mostrados en la grafica se refieren al diametro medio de las NCs
funcionalizadas y no funcionalizadas en presencia de concentraciones crecientes de BSA.
El gran efecto estabilizador observado tras la funcionalizaciéon con PEG demostro sin
lugar a dudas la presencia de PEG en la superficie de la nanocdapsula, y por tanto la
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disminucion de los grupos amino libres en la superficie. S6lo ante una concentracién
muy alta de BSA (superior a 100 pug/mL) se produjo un aumento significativo en el
didmetro hidrodindmico de IdCS-NC y hdCS-NC, por lo que ambas densidades de
recubrimiento resultaron ser suficientes para disminuir la adsorcién de proteinas,
aungue en mayor medida la de alta densidad. Por el contrario, una concentracion de
BSA una orden de magnitud menor es suficiente para producir el mismo aumento en el
didmetro de las NCs no funcionalizadas. En un trabajo similar se demostré que la
funcionalizacién con PEG era capaz de reducir en un 80 % la cantidad de BSA adsorbida
sobre nanoparticulas catidnicas y fue también atribuido a la disminucién de la carga
superficial positiva de la nanoparticula [47].

Por otro lado, en algunos trabajos la funcionalizacién con PEG de nanocdapsulas
cationicas recubiertas por poli-L-lisina y poli-L-glutamato ha sido asociada a una
reduccidn de la toxicidad [49,50]. Basandonos en estas observaciones, se decidié evaluar
la toxicidad de nuestras NCs antes y después de la funcionalizacién como herramienta
para caracterizar la presencia de PEG en la superficie de las NCs y determinar su efecto
sobre la interaccién de las NCs con las células. La citotoxicidad se testd en células Vero
mediante el ensayo espectrofotométrico MTT. Las células se incubaron 24 h con
diferentes concentraciones de NCs no funcionalizadas, funcionalizadas con PEG a baja
densidad (IdCS-NC) y a alta densidad (hdCS-NC). En la Figura 7 se compara el porcentaje
de viabilidad celular tras el tratamiento con las distintas muestras.
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Figura 7. Viabilidad celular de células Vero incubadas durante 24 h con NCs de quitosano (CS-NC) antes
y después de ser funcionalizadas a baja (IdCS-NC) o alta (hdCS-NC) densidad de PEG.

Se puede observar en la Figura 7 que la funcionalizacién mejord significativamente la
biocompatibilidad de las nanocapsulas, especialmente cuando se wusan altas
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concentraciones de NCs (mas de 0.15 mg/mL). Los dos tipos de NCs funcionalizadas
resultaron ser menos toxicas para las células a altas concentraciones, especialmente las
de alta densidad. Es posible que esta menor toxicidad de las NCs funcionalizadas
estuviera influenciada por la contribucién de las moléculas de PEG a su peso molecular,
pero se descartd que el efecto sobre la viabilidad celular se debiera Unicamente a este
factor, ya que el PEG unido a las IdCS-NCs representa menos de un 3 % de su peso
molecular y la diferencia de citotoxicidad con las NCs no funcionalizadas es muy
pronunciada. Estos resultados confirman la presencia de PEG y concuerdan con lo
esperado, ya que la disminucién del potencial zeta observada tras la funcionalizacién
indica que la cobertura de PEG esta apantallando la carga superficial positiva del
quitosano, lo que podria reducir sus interacciones con la membrana celular y su
toxicidad. Sin embargo, cabe remarcar que, en el caso de las NCs funcionalizadas con
PEG, la disminucidon de la citotoxicidad sigue asocidndose a un grado muy alto de
internalizacién celular (Figura 8). En la figura se incluyen imagenes de células Vero no
tratadas (Figura 8A) e incubadas durante 24 h con NCs sin funcionalizar (Figura 8B) o NCs
funcionalizadas con distintas cantidades de PEG (Figura 8C-D).

Figura 8. Imagenes de células Vero control (A) e incubadas durante 24 h con NCs sin funcionalizar (B) o
funcionalizadas con distintas cantidades de PEG: IdCS-NC (C) y hdCS-NC (D). Las células fueron fijadas y
se adquirieron las imagenes con un microscopio éptico. Escalas: 20 pm.
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Las imagenes de microscopia muestran la formacion de numerosas vesiculas
intracelulares tras incubar las células con las NCs, tanto funcionalizadas como sin
funcionalizar, a diferencia de las células no tratadas, lo que indica que la presencia de
PEG reduce la toxicidad de las NCs y sigue permitiendo su internalizacion.

En conjunto, todos estos ensayos demostraron no sélo que el PEG se unia a la
superficie de la nanocdpsula, sino también que la conformacion adoptada por las
cadenas de polimero mediante el método desarrollado para la funcionalizacion a altay
baja densidad es efectiva para mejorar significativamente la estabilidad coloidal y
citotoxicidad de las NCs de quitosano, manteniendo su gran capacidad de internalizaciéon
celular.

2.2. Funcionalizacién con trimandsido

Las NCs de quitosano fueron funcionalizadas con ligandos de trimandsido con el
objetivo final de explorar si la modificacion de la superficie de las NCs con un ligando
provoca una respuesta distinta en las células diana que expresan su receptor, ya sea
provocando un aumento de la internalizacién o modulando la respuesta celular.

Se siguié el mismo método de funcionalizacidon previamente puesto a punto con la
molécula modelo PEG, donde se demostrd que la adicion tanto de 5 como de 100
nmol/mg NC de BS? es suficiente para poder detectar los efectos de la funcionalizacién,
aunque el efecto se amplifica con 100 nmol/mg NC. Ademas, estas cantidades no sélo
no ocasionaban entrecruzamientos indeseados entre las NCs, sino que favorecian su
estabilidad coloidal. Sobre la base de estos resultados previos, se decidié unir el
trimandsido utilizando una cantidad intermedia de BS3: 50 nmol/mg NC. Esta cantidad
de BS® permitiria, por un lado, detectar mejor el efecto de la modificacién de la
superficie de las NCs al tratarse de una cantidad mayor que 5 nmol/mg NC, mientras
qgue, por otro lado, permitiria disponer de suficientes grupos amino libres (el 75 %,
considerando que hay un total de 200 nmol/mg NC de grupos amino disponibles en la
superficie) en la superficie de las NCs para una posible multifuncionalizacion con
diferentes moléculas de interés en el futuro.

En este caso, se utilizd la molécula homobifuncional BS® para hacer de puente entre
un grupo amino primario del quitosano y un grupo amino del trimandsido. El
trimandsido seleccionado para este estudio (4-aminobutilo 2-O-(a-D-manopiranosil) 2-
O-(a-D-manopiranosil) a-D-manopirandsido) habia sido derivatizado con una cadena
espaciadora alquilo terminada en un grupo amino para que pudiera reaccionar con la
BS3. La Figura 9 muestra las estructuras quimicas de la BS? y el trimandsido, asi como el
mecanismo de unién a las NCs.

96



Funcionalizacion de la superficie de NCs de quitosano

OH OH OH . sk
HO HO HO Trimanosido
1o -0 g -0 . -0
o o NH2
He o/\/\/
Ho—
HO, OH 7}% ) Grupo amino
OO OH ‘9’)0-&. w BS®
/¢
MO $0 ®®® Trimanésido
o)
o)
HO,

Figura 9. Estrategia de funcionalizacién basada en el uso de BS® como reactivo de acoplamiento para la
unién de trimandsido a la superficie de la NC de quitosano.

Tras unir el trimandsido a la superficie de las NCs, se evaluaron las propiedades
fisicoquimicas de las nanocdpsulas antes y después de la funcionalizacion. La

distribucién de tamafios de las NCs antes y después de ser funcionalizadas se reporta en
la Figura 10.
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Figura 10. Distribucion de tamafios de NCs funcionalizadas con trimandsido (NCs_TRI, rojo) y NCs no
funcionalizadas (NCs, azul), determinada mediante DLS.
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El tamafo de las nanocapsulas fue muy similar, observdndose una poblacién principal
(mayor del 85 %) con un didmetro de en torno a 100 nm y un pequefio porcentaje
(menor del 15 %) con un diametro cercano a 450 nm.

Por otro lado, la morfologia de las nanoparticulas es un factor clave para la
internalizacion celular, incluso mas determinante que el tamano [44]. La velocidad a la
que las células fagociticas internalizan las nanoparticulas cambia segun sus propiedades
geométricas [51]. Por ejemplo, Sharma et al. demostraron que las nanoparticulas de
poliestireno con forma elipsoidal se adherian mejor a los macréfagos que las de forma
esférica, pero eran fagocitadas con menor eficiencia [52]. También existen estudios en
animales que han asociado la forma esférica de las particulas con una eliminacién mas
rapida de la circulacidn sanguinea y menor efecto pro-inflamatorio, comparado con
particulas no esféricas (con forma de cilindro, disco o alambre) [53,54]. Por ello, se
analizé la morfologia de las NCs funcionalizadas mediante crio-microscopia electrénica
de transmisién (Cryo-TEM, Figura 11).

Figura 11. Imagenes de Cryo-TEM de NCs funcionalizadas con trimanésido.

Las NCs eran esféricas, lo que podria favorecer su internalizacidn en los macréfagos, y
su distribucion de tamafios coherente con los resultados obtenidos mediante DLS. La
superficie de las nanocdpsulas no mostré diferencias apreciables en la morfologia
mediante crio-microscopia electrénica de transmisién después de la unién del
trimandsido.

El resultado del proceso de funcionalizacién se analizé midiendo el potencial zeta de
las NCs antes y después de la modificacidon de su superficie. Como se expuso en el
capitulo 2, la superficie de las nanocdpsulas de quitosano no modificadas presenta altos
valores de potencial zeta positivo a pH ligeramente acido, debido a la presencia de
grupos amino protonados. Después de la funcionalizacién con el ligando trimandsido, el
efecto de enmascaramiento sobre los grupos amino en la superficie de las NCs dio lugar
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a valores negativos en el potencial zeta (-23.8 mV). Los altos valores absolutos también
indicaban una buena estabilidad coloidal de las muestras en las condiciones de
medicion. Este cambio en el potencial de superficie de las NCs demostraba que el
ligando habia sido unido correctamente a la superficie.

Para favorecer la accesibilidad del ligando para la interaccidn con su receptor, era
esencial conseguir que el ligando estuviese unido a la superficie de la NC en la
orientacién deseada, es decir, unido por el extremo con el grupo amino y con la cadena
extendida hacia el disolvente, como se ha representado en la Figura 9. Para demostrar
gue los ligandos de trimandsido en la superficie de la NC estaban disponibles para
interaccionar con moléculas bioldgicas, se evalud su capacidad de unidn a una proteina
capaz de reconocerlos: la concanavalina A (ConA). La ConA es una lectina que a pH
fisiolégico (7.4) presenta una estructura tetramérica, formada por cuatro subunidades
idénticas, cada una de las cuales posee un sitio de unién especifico para residuos
terminales de manosa y glucosa, incluyendo dimandsidos y trimandsidos [55]. Debido a
esta caracteristica, la ConA ha sido utilizada como puente para producir la agregacién
especifica de nanoparticulas funcionalizadas con estos carbohidratos [56,57]. La
formacién de interacciones multivalentes especificas entre la ConA y el trimandsido de
la superficie de las NCs da lugar al entrecruzamiento entre nanocapsulas distintas y, por
lo tanto, a la formacién de agregados, como se ha representado esquematicamente en
la Figura 12.
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Figura 12. Esquema de la agregacion que se produce en las NCs funcionalizadas con trimanésido al
interaccionar con la lectina Concanavalina A (ConA) de forma especifica y multivalente.

La formacion de estos agregados ha sido evaluada mediante DLS al incubar las NCs
funcionalizadas (NCs_TRI) y no funcionalizadas (como control) en presencia de
concentraciones crecientes de ConA (Figura 13).
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Figura 13. Ensayo de agregacion de NCs funcionalizadas (a) o no (b) con trimanésido incubadas en
tampon Tris-HCI pH 7.4 a varias concentraciones de Concanavalina A, evaluado mediante DLS.

En la Figura 13a se puede observar que el didmetro de las NCs_TRI se cuadruplica a
concentraciones superiores a 2 nmol/mg NC. El mismo experimento se llevd a cabo
utilizando NCs no funcionalizadas y no se detecté un aumento en la agregacion en
presencia de ConA (Figura 13b). En ausencia de ConA, las NCs no funcionalizadas
mostraron un comportamiento completamente diferente al ser diluidas en tampdn Tris-
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HCl pH 7.4, agregando debido a la presencia de sal en el tampdn. Por el contrario, en
ausencia de ConA las NCs_TRI se mantenian estables en este tampdn (Figura 12a), lo
que concuerda con el aumento de estabilidad observado en tampdn fosfato salino (PBS)
tras la funcionalizacién con PEG y confirma una vez mas la eficacia del proceso de
funcionalizacién. En presencia de ConA, se detectd un importante efecto de agregacion
en las NCs_TRI a partir de 2 nmol/mg NC de ConA, mientras que no se observé ninguna
modificacion del estado de agregacion de las NCs no funcionalizadas incluso a
concentraciones superiores de ConA. Esto demuestra que la elevada agregacién de las
NCs_TRI a bajas concentraciones de ConA se produce de forma especifica al
interaccionar el trimandsido con los sitios de unién de la lectina, lo que refleja que el
trimandsido se ha unido covalentemente y en la orientacién deseada a la superficie de
la NC, asegurando la disponibilidad de los ligandos en la superficie de las NCs para
interaccionar con sus receptores de lectina.

Para poder investigar el comportamiento de las NCs funcionalizadas en cultivos
celulares mediante técnicas de fluorescencia, se sintetizaron NCs marcadas con el
fluoréforo Nile Red (NR-NCs), encapsulado en el nucleo, y posteriormente se unid el
trimandsido a su superficie siguiendo el protocolo optimizado (NR-NCs_TRI). El éxito de
la funcionalizacion fue evidenciado mediante la disminucidn del potencial zeta, que pasé
de +21.5 +0.7 mV a -9.5 0.5 mV tras la unioén del trimandsido. Como era de esperar, la
distribucidén de tamanos fue similar antes y después de la funcionalizacion de las NR-NCs
(Figura 14), y los didmetros hidrodindmicos de las poblaciones fueron analogos a los
obtenidos con las NCs no marcadas fluorescentemente.
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Figura 14. Distribucion de tamaiios de NCs cargadas de Nile Red antes (NR-NCs, azul) y después (NR-
NCs_TRI, rojo) de ser funcionalizadas con trimanésido, determinada mediante DLS.

También se comprobd que las NCs antes y después de funcionalizar emitieran
fluorescencia en el mismo rango de intensidad mediante espectrometria de
fluorescencia (Figura 15) y se decidié fijar una concentracion de NCs de 100 pug/mL para
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los experimentos de internalizacion en macrofagos, ya que a esta concentracion la
intensidad de fluorescencia emitida por ambos tipos de NCs era practicamente idéntica.
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Figura 15. Intensidad de fluorescencia de las NCs cargadas de Nile Red antes (azul) y después (rojo) de
ser funcionalizadas con el trimanésido, medidas a distintas concentraciones de NCs mediante
espectrometria de fluorescencia.

2.2.1. Modulacion de la respuesta de macréfagos

El estudio in vitro sobre el comportamiento de macréfagos humanos al ser incubados
con estas NCs funcionalizadas con trimandsido fue llevado a cabo por el Dr. Juan Manuel
Coya, perteneciente al grupo de investigacién del Dr. Ludovic Tailleux del Instituto
Pasteur de Paris. Segun las necesidades especificas de cada experimento, se prepararon
para ello distintas NCs, marcadas fluorescentemente y funcionalizadas con trimandsido.

2.2.1.1. Internalizacién en macroéfagos

Primero se evalud si la adicion de ligandos de trimandsido a la superficie de las NCs
aumentaba su internalizacion en macréfagos, ya que este tipo de célula expresa varias
lectinas a altos niveles, incluyendo receptores de manosa (ver introduccidon de este
capitulo) [23,26]. Para cuantificar el grado de internalizacién, los macrofagos fueron
incubados con las NR-NCs y las NR-NCs_TRI a 100 pg/mL (tras comprobar mediante
ensayos MTT que esta concentracion no afectaba a la viabilidad celular) durante 1, 4 6
18 h y se midio la fluorescencia mediante citometria de flujo. La Figura 16 muestra la
intensidad de fluorescencia de los macrdéfagos tras distintos tiempos de incubacién con
las NCs.
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Figura 16. Internalizacion celular en macréfagos de NCs marcadas con Nile Red funcionalizadas con
trimandsido (NR-NCs_TRI) y no funcionalizadas (NR-NCs).

En concordancia con el estudio de internalizacidn en células Vero y células dendriticas
del capitulo 2, se observd un aumento de la internalizacion en macréfagos a lo largo del
tiempo, pero no hubo diferencias significativas entre las NCs con ligandos o sin ellos.

Debido a que las NCs de quitosano no funcionalizadas ya muestran una elevada tasa
de internalizacidn, es posible que la presencia del trimandsido no sea tan determinante
como para incrementar aun mas la internalizacidn. Algunos receptores de lectina tipo C
(CLRs) expresados por los macrofagos poseen motivos de union a distintos
carbohidratos, entre ellos manosa, N-acetilglucosamina, L-fucosa, glucosa o galactosa,
entre otros [27]. Por lo tanto, no sélo el trimandsido sino también el quitosano, que
contiene residuos de N-acetilglucosamina, podria estar siendo reconocido con gran
afinidad por los receptores de los macréfagos.

Actividad metabdlica de macréfagos infectados

Algunos receptores de lectina tipo C (CLRs) son capaces de activar determinadas vias
de senalizacion intracelular al unir el ligando [23,58]. Por ello, ademas de para el
transporte especifico de farmacos, los CLRs también pueden ser explotados para
modular las funciones y actividades metabdlicas de las células que los expresan, como
la activacion o la inhibiciéon de la respuesta inmune de los macréfagos [23,27].

Para comparar la respuesta a nivel de metabolismo celular de macroéfagos infectados
por M. tuberculosis ante las NCs y las NCs_TRI, se analizé el transcriptoma de los
macroéfagos tratados 18 h con los dos tipos de NCs mediante mRNAseq para identificar
los genes cuya expresion habia sido alterada con respecto a los macréfagos sin tratar.

Sorprendentemente, a pesar de no haber observado diferencias en la internalizacién,
el tratamiento con NCs_TRI indujo una remodelacién significativa del transcriptoma
celular de los macroéfagos. La Figura 17 muestra los genes diferencialmente expresados
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por los macréfagos infectados con M. tuberculosis tratados con NCs o NCs_TRI, respecto
al control no tratado (Figura 17a), asi como las rutas bioldgicas significativamente
moduladas por el tratamiento con NCs-TRI (Figura 17b).

a b VIAS SOBREACTIVADAS

Fosf. Oxidativa
Ribosoma

Via metabdlica
Fagosome

Via sefaliz. TLR

Via senaliz. PI3K-Akt
Via seiializ. esfingol.

I T T T T

1
0 2 4 6 8 10
-log (p-valor)

Genes regulados en macréfagos )
tratados con NCs VIAS INHIBIDAS

Repar. excisidn bases
Metab. aztcar amino/N
Via sefializ. fosfol. D
Metab. galactosa
Metab. fruct. y man.
Degradacion GAG
Replicacion DNA

I Genes regulados en macréfagos
tratados con NCs_TRI

-log (p-valor)

Figura 17. a) Diagrama de Venn que muestra los genes expresados diferencialmente, respecto al control
no tratado, por los macréfagos infectados con M. tuberculosis tratados con NCs sin funcionalizar o
funcionalizadas con trimandsido (NCs_TRI). b) Procesos bioldgicos significativamente enriquecidos
(analisis KEGG) por genes sobreexpresados (grafico de arriba) o subexpresados (grafico de abajo) por el
tratamiento con NCs_TRI en macréfagos infectados por M. tuberculosis. La linea gris indica -log de
p=0.05.

En total, se expresaron diferencialmente 958 genes en las células incubadas con
NCs_TRI, mientras que sélo 120 en las células tratadas con NCs sin funcionalizar. Entre
los 958 genes totales, 873 eran especificos de NCs_TRI y este conjunto estaba
enriquecido en genes implicados en la fosforilacién oxidativa (sobreexpresados), en
rutas metabdlicas y en el metabolismo del azucar (subexpresados). Estos resultados
sugieren que la funcionalizacion con trimandsido afecta a la maquinaria mitocondrial y
remodela el metabolismo celular.

La posibilidad de modular el metabolismo celular mediante la unién de ligandos en la
superficie de las nanoparticulas ofrece nuevas perspectivas. De hecho, muchas
enfermedades, incluidas las enfermedades infecciosas, estan asociadas a disfunciones
metabdlicas. La funcionalizacidon de nanoparticulas con moduladores metabdlicos como
complemento de los farmacos convencionales puede ser, por tanto, una estrategia
prometedora para tratar estas enfermedades.
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3. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha modificado la superficie de las NCs de quitosano con el objetivo
de modular algunas de sus propiedades, como la carga superficial, estabilidad,
especificidad e internalizacion celular. Para ello, se ha puesto a punto un método de
funcionalizacién basado en la reaccién de los grupos amino del quitosano y del ligando
con el reactivo de acoplamiento BS3.

En primer lugar, este método ha sido optimizado utilizando PEG como molécula
modelo. El éxito de la funcionalizacidon ha sido demostrado mediante FTIR, potencial
zeta y cuantificacidon de grupos amino en la superficie de las NCs. Ademas, se observo,
tal y como se esperaba, que la funcionalizacion con PEG aumentaba la estabilidad de las
NCs en medio fisiolégico (PBS) y en presencia de proteinas (BSA) y disminuia la
citotoxicidad de las NCs.

En segundo lugar, las NCs han sido funcionalizadas con un trimandsido para dirigir el
tratamiento a macréfagos. La disponibilidad del ligando en la superficie de las NCs para
interaccionar con sus receptores bioldgicos se confirmé mediante el reconocimiento
especifico por la lectina Concanavalina A. Aunque no se observaron diferencias en la
internalizacion celular entre las NCs funcionalizadas y no funcionalizadas, la
funcionalizacién de las NCs con trimandsido produjo una inesperada remodelacion de la
respuesta de los macréfagos ante la infeccidén por M. tuberculosis. Estos prometedores
resultados abren las puertas al uso de estas NCs como moduladores del metabolismo
celular y es necesario un estudio en profundidad sobre la manera por la que las NCs son
capaces de interaccionar con los macréfagos y modificar su respuesta. Una estrategia
que podria investigarse en el futuro para favorecer la disponibilidad del ligando de
trimandsido en la superficie de la NC y que pueda interaccionar mas facilmente con sus
receptores seria la utilizacion de una molécula de PEG como espaciador entre la
superficie de la NC vy el ligando.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

El 4cido bodrico, el Orange Il sal de sodio y la concanavalina A de Canavalia ensiformis
—Jack bean- tipo VI se adquirieron en Sigma-Aldrich. El suberato de bis(sulfosuccinimidil)
(BS3) se obtuvo de Pierce Biotechnology Millipore. El polietilenglicol (PEG) de 5000 Da
(MeO-PEG-NH;) se comprd en Iris Biotech. El trimandsido 4-aminobutilo 2-O-(a-D-
manopiranosil) 2-O-(a-D-manopiranosil) a-D-manopirandsido se adquirié en Omicron
Biochemicals Inc.

El medio de cultivo celular DMEM, el tampdn fosfato salino (PBS) sin Ca?*y Mg?* y el
tampon fosfato salino Dulbecco (DPBS) con Ca?* y Mg?* se compraron en Lonza. El MTT
(bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazolil-2]-2,5-difeniltetrazolio), la  penicilina, la
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estreptomicina, la glutamina y el 4',6-diamidino-2-fenilindolfenilindol (DAPI) se
obtuvieron de Invitrogen.

4.2. Lineas celulares y macréfagos

La linea celular Vero (células epiteliales de rifion de mono) fue adquirida de la
“American Type Culture Collection” (ATCC) y cultivada en las condiciones que se
especifican en el capitulo 2.

Las células mononucleares sanguineas fueron aisladas por centrifugacion Ficoll-Paque
(GE Healthcare Life Sciences). Los monocitos CD14* fueron aislados por seleccién
positiva usando microcdpsulas CD14 (Miltenyi Biotec) y diferenciados a macréfagos en
RPMI 1640 complementado con 10 % de suero bovino fetal, 2 mM de glutamina y factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) (20 ng/mL, R&D Systems)
durante 6 dias, cambiando el medio de cultivo cada dos dias.

Todos los cultivos se mantuvieron a 37 °Cen un 5 % de CO..

4.3. Método de funcionalizacién

Para la funcionalizacion de la superficie de las nanocapsulas, se partié de 20 mg de
nanocdpsulas a una concentraciéon de 2 mg/mL en tampdn borato 10 mM pH 8.3. Sobre
la suspension se afiadieron diferentes cantidades del reactivo de acoplamiento BS? (5 6
100 nmol/mg NC para la funcionalizacion con PEG y 50 nmol/mg NC para la
funcionalizacién con trimandsido) y se mantuvieron bajo agitacion durante 30 minutos.
Después, se anadié una cantidad doble de ligando: a-metoxi-w-amino polietilenglicol
(MeO-PEG-NH;) 6 4-aminobutilo 2-O-(a-D-manopiranosil) 2-O-(a-D-manopiranosil) a-D-
manopirandsido (trimandsido). La mezcla se mantuvo bajo agitacion durante 2 h a 37
°C. Finalmente, se afiadieron 20 mL de tampon Tris-HCI 10 mM pH 8.0 para bloquear el
reactivo de acoplamiento BS® que no hubiera reaccionado con el ligando. Las
nanocapsulas funcionalizadas se filtraron con una unidad de ultrafiltracion Amicon®
utilizando discos de ultrafiltracion Millipore® Biomax® de 300 kDa para separarlas del
PEG no unido o con un dispositivo de filtracion por centrifugacion con membrana de
celulosa regenerada Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-15, Millipore®, 100 KDa) para
separarlas del trimandsido no unido. Después de 2 lavados con agua, las nanocapsulas
se concentraron hasta un volumen final de 2 mL. La concentracién se determind después
de obtener el peso seco liofilizando una fraccion de la muestra (200-500 pL).

4.4, Cuantificacién de los grupos amino de la superficie

La cantidad de grupos amino expuestos en la superficie de las nanocapsulas se midid
mediante el ensayo espectrofotométrico con Orange Il [59,60]. Cada molécula de
Orange Il se une a un grupo amino de la superficie de la nanocdpsula (cuando el pH es
lo suficientemente acido para que los grupos amino estén protonados e interaccionen
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con el Orange 1), por lo que la medida del nimero de moléculas de Orange Il equivale a
los grupos amino accesibles.

Se pusieron en contacto 0.2 mg de nanocapsulas (correspondientes, por ejemplo, a un
volumen de 20 pL de suspension acuosa a la concentracion de 10 mg/mL) con 1 mL de
solucién acida de sal sédica de Orange Il 2 mM (pH 3) y se mantuvieron durante 30 min
a 40 °C. La suspensiéon de las capsulas se pasd a través de un filtro de membrana
adaptado para jeringa (filtro de PVDF con poros de 0.22 um Millex®, Merck Millipore®)
para adsorber las nanocapsulas en la membrana y mantenerlas retenidas para
separarlas de la solucion Orange Il. A continuacion, se pasd una solucién acida (pH 3)
varias veces a través del mismo filtro hasta que se eliminé todo el colorante no unido a
las nanocapsulas (verificado mediante la medicion espectrofotométrica del
sobrenadante y comparando con una curva de calibracién a pH 3). Después, se lavaron
con una solucién alcalina (pH 12) para desorber el colorante unido a los grupos amino
de las nanocapsulas. Se recogieron las fracciones de lavado y se midid la cantidad de
colorante no absorbido y desorbido a una longitud de onda de 480 nm con un
espectrofotémetro Varian Cary 50 UV/Vis después de realizar la curva de calibrado del
Orange Il a pH 12.

4.5. Andlisis de la composicidn quimica mediante FTIR

La composicién de las nanocapsulas se analizd a partir de la muestra liofilizada
mediante andlisis de espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)
utilizando un equipo JASCO FT/IR-4100 en un rango de frecuencia de 600-4000 cm™ con
una resolucién de 2 cm™ y un nimero de escaneo de 32.

4.6. Determinacion del diametro hidrodinamico

El didmetro hidrodinamico y el indice de polidispersidad (PDI) de las NCs fue medido
mediante la técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS) utilizando un equipo
Brookhaven 90Plus. Las muestras fueron medidas a 0.15 mg/mL en H,0 MilliQ a 25 °Cy
los datos fueron obtenidos segun la aproximacién de distribucion numérica. Se
realizaron al menos 8 medidas (runs) de 2 minutos de cada muestra.

4.7. Determinacion del potencial zeta

El potencial Z de las muestras fue medido a 25 °C en KCl 10 mM pH 6.5 a una
concentracién de 0.01 mg/mL utilizando el aparato Brookhaven 90Plus Particle Size
Analyzer. Se caracterizaron varios lotes de cada tipo de nanocdpsula y se realizaron al
menos 5 medidas (runs) de cada muestra limitando el error residual relativo a 0.02.

4.8. Estabilidad coloidal en medio fisioldgico

La resistencia de las nanocapsulas a la agregacidn en PBS se evalué midiendo las NCs
antes y después de ser funcionalizadas con PEG a baja y alta densidad en PBS y en agua
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a 0.15 mg/mL. El diametro hidrodinamico de las nanocapsulas se midié utilizando un
equipo Brookhaven 90Plus DLS.

4.9. Adsorcion de proteinas

La resistencia de las nanocapsulas a la adsorcidn de proteinas se determind mediante
la incubacion de las nanocapsulas antes y después de ser funcionalizadas con PEG a baja
y alta densidad (3 mL de una suspension a 0.15 mg/mL) a diferentes concentraciones de
albumina de suero bovino (BSA). El diametro hidrodindmico de las nanocdpsulas se
midio tras 10 minutos de incubacion utilizando un equipo Brookhaven 90Plus DLS.

4.10. Citotoxicidad de las NCs funcionalizadas con PEG

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular in vitro para determinar la
citotoxicidad de las nanocapsulas utilizando el ensayo colorimétrico de bromuro de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2] -2,5-difeniltetrazolio (MTT).

Se sembraron 7500 células por pocillo utilizando una placa estandar de 96 pocillos (5
réplicas por muestra). Después de 24 horas de incubacion, el medio se reemplazé con
un nuevo medio que contenia 5 concentraciones diferentes de NCs no funcionalizadas,
NCs funcionalizadas con PEG a baja densidad y NCs funcionalizadas con PEG a alta
densidad. También se incluyd un control negativo que no contenia capsulas (células no
tratadas). Después de otras 24 horas de incubacion, el medio se reemplazé con la
solucién de MTT (0,5 mg-mL?* en DMEM). Después de 2 horas de incubacion, se elimind
el medio y los cristales formados se disolvieron en 200 puL de DMSO. La absorbancia a
570 nm se midid en un lector de placas ThermoScientific Multiskan GO TM. La viabilidad
celular relativa (%) se calculd utilizando la relacién porcentual entre la absorbancia de la
muestra y la absorbancia del control. En cada ensayo se incluyeron 5 réplicas de cada
muestra y los experimentos se repitieron un minimo de tres veces.

4.11. Internalizacion celular de las NCs funcionalizadas con PEG

Para el andlisis de microscopia 6ptica, se sembraron 3 x 10* células Vero sobre
cubreobjetos de vidrio en una placa de 24 pocillos a 37 °C. Después de 24 h, se afiadieron
las nanocdpsulas a 50 pg/mL en DMEM vy se incubaron durante 24 h a 37 °C. Las
nanocapsulas no internalizadas se eliminaron lavando con DPBS dos veces. Las células
se fijaron con paraformaldehido al 4 % durante 20 min a 4 °C, se lavaron dos veces con
DPBS y se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente con DAPI para el marcaje
del nucleo. Los cubreobjetos se montaron en portaobjetos de vidrio para microscopia
utilizando ProLong® Gold Antifade (Invitrogen). La microscopia dptica se realizd con un
microscopio invertido (Nikon Eclipse Ti-E) y las imagenes se analizaron con el software
NIS-Elements Advanced Research.

108



Funcionalizacion de la superficie de NCs de quitosano

4.12. Crio-microscopia electrdnica de transmisién (cryoTEM).

Las NCs funcionalizadas con trimandsido fueron vitrificadas en etano liquido y
analizadas en un microscopio electronico de transmisién (TEM) a baja temperatura. El
proceso de vitrificacion se realizd en un FEI Vitrobot: una gota de 3 plL de una suspensién
acuosa del material se colocd en una rejilla de carbono TEM Quantifoil, el exceso de
agua se elimind en el Vitrobot con papel de filtro y la rejilla se congelé sumergiéndola
en etano liquido. A continuacidn, las muestras se transfirieron bajo una atmdsfera de
nitrogeno liquido a un porta-muestras de TEM Gatan® equipado con un depdsito de
nitrogeno liquido. Las imagenes TEM se obtuvieron en un Tecnai T20 (FEl), operado a
200 kV, acoplado a una camara CCD Veleta.

4.13. Ensayo de agregacidn con concanavalina A

Nanocapsulas de quitosano no funcionalizadas y funcionalizadas con trimandsido se
incubaron en tampdn Tris-HCI 10 mM pH 7.4 a una concentracion de 0.2 mg/mL y se
afiadié concanavalina A a distintas concentraciones (5-80 ug/mL). La mezcla se dejé
durante 120 min para que se produjera la interaccidn y el grado de agregacion se
determind posteriormente midiendo el diametro hidrodinamico de las NCs en un equipo
DLS Brookhaven 90Plus.

4.14. Citometria de flujo

Para analizar la internalizacion celular de las NCs, éstas fueron marcadas
fluorescentemente mediante encapsulaciéon de Nile Red (ver capitulo 2) y posterior
funcionalizacién con trimandsido siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
4.3,

Para determinar el grado de internalizacién a lo largo del tiempo, los macréfagos se
cultivaron a 4 x 10° células/mL en placas de 24 pocillos durante 24 h, seguidas de 1 a 18
h de tratamiento con varias concentraciones de NCs fluorescentes (con o sin
trimandsido). Después de la incubacién, las células fueron lavadas extensamente con
PBS para eliminar las NCs extracelulares, levantadas y fijadas en paraformaldehido al 4%
para su andlisis utilizando un citémetro de flujo CytoFLEX (Beckman Coulter).

4.15. Extraccion del ARN, preparacion de la libreria de ADNcy
secuenciacion

El ARN total de los macréfagos se extrajo utilizando reactivos QlAzol (Life
Technologies) y se purificd sobre columnas RNeasy (Qiagen). La calidad de todas las
muestras se evalud con un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies) para
verificar la integridad del ARN. Sdlo las muestras con un buen rendimiento de ARN y sin
degradacion del ARN (proporcién de 28S a 18S, > 1,7; numero de integridad del ARN >
9) se utilizaron para experimentos posteriores. Las librerias de ADN complementario
(ADNCc) se prepararon con el Kit de Preparacion de Muestras de ARN TruSeq v2 (Illumina)
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y se secuenciaron en un lllumina HiSeq 2500 en el Centro Hospitalario Universitario
Sainte-Justine de Gendmica Clinica Pediatrica (Montreal, Canada). STAR v2.5.0b [61] se
utilizé para mapear las secuencias de ARN al genoma de referencia hg38 y cuantificar la
expresion génica (opcidon quantMode GeneCounts) contando los fragmentos que
solapaban con los genes Ensembl (GRCh38 v. 83). El analisis de expresion diferencial se
realizé utilizando un modelo lineal generalizado con el paquete R Bioconductor edgeR
v3.16.5 [62] en los genes con mas de un conteo por millén (CPM) en al menos dos
muestras. La férmula modelo utilizada en edgeR (~ Donante + Infeccion +
Infeccion:Donante + Infeccion:Tratamiento + Donante:Tratamiento) contenia: los
principales efectos para el Donante y la Infeccidn, las interacciones del Donante con la
Infeccion y el Tratamiento para ajustar las diversas respuestas a la infeccidon y el
tratamiento entre donantes, y una interaccién anidada de la Infeccién con el
Tratamiento porque estdbamos interesados en los efectos del tratamiento especificos
de la infeccidn. Esto ultimo se utilizd para extraer genes expresados diferencialmente
entre muestras tratadas con NCs y muestras no tratadas bajo las condiciones infectadas
y no infectadas.

4.16. Infeccion de los macréfagos con micobacterias

Mycobacterium tuberculosis H37Rv fue cultivada a partir de una poblacién congelada
hasta la fase logaritmica intermedia en medio 7H9 (Becton-Dickinson), complementado
con albumina-dextrosa-catalasa (ADC, Difco), y la infeccidn de los macréfagos se llevd a
cabo segun el protocolo descrito anteriormente [63]. Antes de la infeccidn, las bacterias
se lavaron tres veces y se resuspendieron en 1 mL de PBS. Los aglomerados de bacterias
se disociaron mediante 30 pases a través de una aguja y luego se dejaron sedimentar
durante 5 minutos. La densidad de las bacterias en el sobrenadante se verificé midiendo
la DOeoo Y los volumenes de alicuotas fueron definidos para permitir infecciones de una
bacteria por cada dos células. Las células fueron infectadas en placas de 24 pocillos
donde cada pocillo contenia 0.5 x 108 células en 1 mL de medio con GM-CSF. Después
de 2 h de incubacién a 37 °C, las células infectadas se lavaron tres veces en PBS para
eliminar las bacterias extracelulares y se incubaron en medio fresco. La cepa H37Rv de
M. tuberculosis, que expresaba la proteina fluorescente verde (GFP) (GFP-M.
tuberculosis), llevaba el plasmido pEGFP (donado por G. Stewart, Imperial College,
Londres, Reino Unido), resistente a la higromicina y con el gen gfp bajo el control del
promotor constitutivo micobacteriano Phsp60.
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Capitulo 4

Transporte de TFDs en NCs de quitosano
para terapia antimicrobiana

1. INTRODUCCION

La resistencia a los antibidticos convencionales es una amenaza cada vez mas grave
para la salud publica mundial que requiere una accién urgente. Cada afo se producen
aproximadamente 23000 muertes en EE.UU. y 33000 en la UE como consecuencia
directa de una infeccidn resistente a los antibidticos [1,2], y se espera que la mortalidad
mundial aumente hasta alcanzar los 300 millones de muertes en 2050 [1]. Esto es
especialmente preocupante para los paises en desarrollo, ya que estudios recientes han
predicho una mayor tendencia a la resistencia en el Africa subsahariana y en algunas
zonas de América del Sur [3].

Para hacer frente a la creciente amenaza de la resistencia, se necesitan alternativas
eficaces al uso de antibidticos [4]. Existen diversas estrategias con un gran potencial
como alternativa a los antibidticos, tanto a nivel de prevenciéon como de tratamiento de
las infecciones bacterianas, aunque los avances terapéuticos logrados todavia no son
satisfactorios [5]. Entre las estrategias cuyo desarrollo se encuentra en fases mas
avanzadas estan las vacunas, probidticos, anticuerpos, lisinas, virus bacteriéfagos y
péptidos antimicrobianos [4,5]. También las terapias basadas en acidos nucleicos estan
mostrando un gran potencial para el tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo
las infecciones bacterianas [6—8]. Recientemente ha surgido un campo de investigacién
centrado en el desarrollo de un tipo de acido nucleico, denominado Transcription Factor
Decoy (TFD, traducido al espafiol como sefiuelo de factores de transcripcidn), que puede
ser explotado como una nueva terapia antimicrobiana, ya sea matando directamente a
la bacteria al inhibir sus genes esenciales o inactivando sus genes de resistencia para
sensibilizarla a los antibidticos convencionales.

Los TFDs son oligonucledtidos de DNA de doble cadena y corta longitud (10-80 pares
de bases) que reproducen la secuencia de union especifica de un determinado factor de
transcripcion [9,10]. Cuando una célula es transfectada con estas moléculas, los TFDs se
unen competitivamente a los factores de transcripcion diana, de forma que éstos
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guedan secuestrados y no pueden unirse de forma eficiente a la regiéon promotora del
gen que regulan [11]. Esto a su vez inhibe la produccién de RNA mensajero (mRNA), y
por consiguiente no se producen las proteinas diana (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismo de accion del TFD transportado por nanoparticulas en la inhibicion de la expresion
génica. A) Proceso normal de transcripcion mediante el cual (i) el factor de transcripcion se une a su
respectiva regidon promotora, lo que da como resultado (ii) la transcripcién de ARNm, que luego (iii) se
traduce en una proteina funcional. B) (i) Después de la administracion de nanoparticulas cargadas de
TFD, (ii) estas atraviesan la pared y membrana celular bacteriana y el TFD se libera. (iii) EI TFD inhibe
competitivamente la unién del factor de transcripcion a la region promotora del ADN vy, por lo tanto,
(iv) inhiben la transcripcion y (v) la traduccién de proteinas. Adaptado de Hibbitts et al. [12].

Aunque esta tecnologia se desarrolld para su uso en células eucariotas, también se
aplica a organismos procariotas [13,14]. Cuando se aplica como tratamiento
antibacteriano, se busca la inhibicion de proteinas diana esenciales para la supervivencia
de la bacteria o que estén implicadas en su mecanismo de resistencia.

La secuencia de TFD utilizada en este trabajo se une especificamente al factor de
transcripcion WalR, que es una proteina altamente conservada y esencial para la
viabilidad de Staphylococcus aureus (S. aureus) ya que desempeiia un papel clave en la
regulacién del metabolismo de la pared celular y en la formacion de biofilm [15]. Por
esta razon, la inhibicién de WalR podria producir la muerte de |la bacteria. De hecho, en
otro trabajo se identificaron varios inhibidores especificos de WalR que consiguen matar
con eficacia a S. aureus [16]. Ademas, se ha demostrado que WalR estd implicado en el
mecanismo de resistencia a la vancomicina [17]. Por lo tanto, aun en el caso de que no
se consiguiera una muerte bacteriana directa, la inhibicion de este factor de
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transcripcion podria producir beneficios adicionales como el aumento de la
susceptibilidad a la vancomicina en las bacterias S. aureus resistentes tratadas con TFD.

S. aureus es un patégeno humano Gram-positivo que habita comunmente en la piel,
tracto respiratorio y tracto urinario, entre otros, y puede dar lugar a infecciones que
varian en gravedad, desde infecciones de la piel y los tejidos blandos relativamente leves
hasta sepsis potencialmente mortales, como el sindrome de shock téxico [18]. La
aparicion de cepas resistentes a la meticilina y a otros agentes antimicrobianos,
conocidas como Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA, por sus siglas en
inglés), ha aumentado el coste y la duracién del tratamiento, lo que ha generado una
preocupacion creciente entre los profesionales de la medicina [19]. Actualmente en
Europa, las tasas de infeccién por MRSA han llegado a alcanzar el 24 % de los pacientes
hospitalizados y a constituir el 54 % de todas las cepas de S. aureus detectadas [20,21].
La Organizacién Mundial de la Salud ha publicado recientemente que el desarrollo de
nuevos antimicrobianos contra el MRSA tiene una alta prioridad [22].

La tecnologia de los TFDs presenta una nueva via potencial para mejorar el tratamiento
de MRSA. En las infecciones bacterianas extracelulares, como las producidas por S.
aureus, las bacterias patogénicas se encuentran presentes principalmente en la sangre,
linfa y/o fluidos intersticiales [8]. Para tratar estos patégenos, los TFDs deben mantener
una estabilidad adecuada en la circulacién sanguinea antes de entrar en las células
bacterianas. Sin embargo, la presencia de nucleasas y proteinas plasmaticas en la sangre
da lugar a una rapida degradacion y eliminacién de estos acidos nucleicos [10]. Ademas,
la naturaleza hidrofilica, el tamafo y la carga electrostatica negativa de estas moléculas
dificulta su paso a través de la pared bacteriana y de la membrana plasmatica, también
cargadas negativamente [23,24].

La vehiculizacion de los TFDs a través de nanotransportadores es una estrategia
prometedora para favorecer su estabilidad, protecciéon e internalizacion celular,
requisitos esenciales para lograr un efecto terapéutico eficiente [8,13]. Por ello, en este
estudio se ha investigado la capacidad de las NCs de quitosano para atrapar y
transportar los TFDs a la bacteria S. aureus. La naturaleza cationica de las NCs permitié
un atrapamiento eficiente del TFD. Se analizaron la estabilidad y los cambios en las
caracteristicas fisico-quimicas de las NCs cargadas de TFD en medios bioldgicos
relevantes. Ademas, se realizaron ensayos in vitro para evaluar la actividad
antimicrobiana de las NCs cargadas de TFD contra S. aureus y se evalué un posible efecto
de sinergia con antibidtico.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Sintesis de nanocapsulas de quitosano cargadas con TFD

Debido al caracter anidnico de los TFDs, la capa polimérica de las NCs desarrolladas en
esta tesis resulta muy adecuada para atrapar este acido nucleico gracias a las
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interacciones electrostaticas y a los puentes de hidrégeno que se pueden establecer
entre los grupos fosfato del TFD y los grupos amino del quitosano.

La incorporacién del TFD en el nanotransportador de quitosano requirid una
modificacion apropiada del procedimiento de sintesis de NCs detallado en el capitulo 2
de esta tesis y que se resume brevemente aqui [25]. El nucleo interior de las NCs se
formdé mediante nanoemulsién siguiendo el procedimiento habitual (ver capitulo 2).
Sobre esta nanoemulsién se anadié una mezcla de quitosano y TFD, previamente
preparada, para obtener la cubierta estabilizadora de las NCs, en la que se deseaba el
atrapamiento de la molécula de acido nucleico. La suspensidn se afiadié a una solucion
de sulfato de sodio para la formacion de la estructura de hidrogel mediante gelificacion
idnica del quitosano adsorbido sobre los nicleos de nanoemulsién. De esta manera, y a
diferencia de otros trabajos donde el TFD es adsorbido sobre la superficie del
nanotransportador previamente sintetizado [12,13,24,26], en nuestro caso el TFD es
atrapado en el hidrogel de quitosano durante la formaciéon de las propias NCs. Marin-
Menéndez vy colaboradores observaron que el TFD adsorbido sobre su
nanotransportador era degradado por la enzima DNAsa | en tan sélo una hora [9]. En
comparacion con los 15 minutos que tardaba en degradarse el TFD en ausencia de
nanotransportador, su incorporacion en el nanotransportador aumentaba su proteccién
durante mas tiempo, pero una hora sigue siendo un tiempo de proteccion muy limitado
para una posible aplicacién in vivo. Comparado con la adsorcion, el atrapamiento del
TFD dentro de la matriz polimérica de quitosano puede mejorar su proteccion frente a
la degradacién en medios bioldgicos al evitar que quede expuesto en la superficie.

2.2. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion y carga de TFD

Una vez sintetizadas las NCs cargadas de TFD, se buscé un método de andlisis
apropiado para cuantificar el TFD atrapado en las NCs. En primer lugar, se investigaron
métodos indirectos basados en la cuantificacion del TFD no atrapado durante el proceso
de sintesis de las NCs. Para ello, se traté de cuantificar la cantidad de TFD perdida en los
sobrenadantes tras las centrifugaciones para sustraerla de la cantidad anadida
inicialmente y estimar asi la cantidad atrapada. La espectrofotometria UV es un método
ampliamente utilizado para la cuantificacién de los acidos nucleicos debido a su
caracteristica absorbancia a 260 nm, aunque tiene desventajas como una limitada
sensibilidad o que puede verse sesgado por la presencia de contaminantes [27,28]. De
hecho, algunos reactivos presentes en los sobrenadantes, principalmente los
surfactantes, exhibian absorbancia en el mismo rango que el TFD, lo que impidio la
cuantificacién del TFD mediante espectrofotometria UV.

También fue problematica la cuantificacion mediante espectrometria de fluorescencia
utilizando un intercalante de DNA (naranja de acridina), ya que los surfactantes
interferian con la fluorescencia del propio intercalante. Para superar este problema, con
el objetivo de separar los surfactantes del sobrenadante y purificar el TFD, se utilizaron
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columnas de exclusidon molecular de sefarosa especiales para la purificacién de
oligonucledtidos. Desafortunadamente, este método no permitié eliminar
completamente los surfactantes.

Finalmente, se consiguid separar los surfactantes del TFD mediante electroforesis en
gel de agarosa tefiido con el intercalante GelRed®. Sin embargo, no se detectd TFD en
los sobrenadantes, ni siquiera tras concentrarlos 10 veces mediante evaporacién o
liofilizacion, lo que a priori conduciria a pensar que el 100 % del TFD se encontraba
atrapado en las NCs. No obstante, hay que tener en cuenta que los métodos de analisis
indirectos pueden dar lugar a una sobreestimacion de la carga de TFD, por ejemplo, si el
TFD no se detecta porque se ha degradado o desnaturalizado o por falta de sensibilidad
de la técnica de deteccion.

Por ello, finalmente se aplicé un método directo para cuantificar el TFD que se
encontraba realmente atrapado en las NCs mediante electroforesis en gel de agarosa
tefiido con GelRed® y posterior cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de las
bandas analizando la intensidad de los pixeles de la imagen del gel con el software
Imagel (Figura 2). De entre todos los métodos explorados, este era el que mejor
resultado proporcionaba debido a las caracteristicas de este tipo de nanotransportador.
Aun asi, los métodos de cuantificacién basados en electroforesis seguida de andlisis de
imagen tienen algunas limitaciones en su reproducibilidad y precision [29], por lo que
los resultados obtenidos mediante el método desarrollado deben considerarse una
estimacion. Las NCs con el TFD atrapado (TFD-NCs) fueron cargadas en el gel a una
dilucién adecuada sin tratamiento previo y se llevd a cabo la electroforesis para separar
el TFD de las NCs. El pH alcalino del tampdn de electroforesis (pH 8.5) en este caso
favorece la desprotonacién de los grupos amino del quitosano y, por lo tanto, la
liberacion del oligonucleétido atrapado, debido a la disminucion de las fuerzas
electrostaticas que lo retienen [30]. La Figura 2 muestra imagenes obtenidas en un
transiluminador de los geles de agarosa, tras la electroforesis, para la cuantificacion del
TFD.
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A )

Figura 2. Cuantificacion del TFD atrapado en las NCs de quitosano (TFD-NCs) mediante electroforesis en
gel de agarosa. A) Adicion de 50 pg TFD. 1, NCs vacias; 2-7, calibrado de TFD libre; 8, nada; 9-12, TFD-
NCs diluidas 1:2; 13, filtrado de TFD-NCs. B) Adicion de 100 pg TFD. 1-4, calibrado de TFD libre; 5-6, NCs
vacias; 7-9, TFD-NCs diluidas 1:5; 10-12, TFD-NCs diluidas 1:10; 13, filtrado de TFD-NCs. C) Adicion de
200 pg TFD. 1, NCs vacias; 2-7, calibrado de TFD libre; 8-11, TFD-NCs diluidas 1:8; 12, filtrado de TFD-
NCs.

El TFD libre se cargd también en el gel para obtener la banda de referencia. Con el fin
de obtener una curva de calibrado para interpolar la intensidad de fluorescencia de la
banda de TFD, se incluyeron varias cantidades de TFD libre en cada gel. La obtencion de
esta recta de calibrado en cada gel permitié mejorar la precision de la cuantificacién, en
comparacion con el método utilizado en algunas publicaciones donde Unicamente se
carga una cantidad de TFD libre que se toma como 100 % [9,31].

En los carriles correspondiente a las NCs cargadas con TFD aparece una banda a la
altura del TFD, lo que significa que el TFD atrapado ha sido liberado de las NCs.

La idoneidad de este método para este tipo de nanotransportador se basa en la
evidencia de que se logrd una separacion adecuada entre el TFD y las NCs. La ligera
fluorescencia residual detectada en los pocillos correspondia a las NCs, que quedaron
retenidas alli debido a su tamafio y no migraron a través de los poros del gel. Para
confirmar que todo el TFD habia migrado a través del gel y no estaba parcialmente
retenido por las NCs en los pocillos, se utilizaron como control negativo NCs vacias a la
misma concentracién que las cargadas de TFD. De esta forma, se podia comparar
directamente la intensidad de fluorescencia residual en los pocillos con TFD-NCs con la
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del pocillo de NCs vacias. Una mayor intensidad de los pocillos con TFD-NCs hubiera
indicado que algunas moléculas de TFD no habrian conseguido liberarse de las NCs y que
se habrian quedado retenidas en el pocillo. Sin embargo, las TFD-NCs y las NCs vacias
mostraron una intensidad de fluorescencia similar en los pocillos, demostrando que esta
fluorescencia estaba relacionada Unicamente con el nanotransportador y no con el TFD.
Esto permitid concluir que todo el TFD habia sido liberado durante la electroforesis y no
se estaba subestimando su cuantificacién o, al menos, que si quedaba cierta cantidad
de TFD retenida en los pocillos junto a las NCs ésta podia considerarse despreciable.

Como control para verificar que el TFD estaba retenido establemente en las NCs y sélo
era liberado durante la electroforesis, también se cargd en el gel una suspensién de las
TFD-NCs (en su medio acuoso inicial) filtrada con un filtro de 0.2 um capaz de retener
las NCs y dejar pasar solo las posibles moléculas de TFD que estuvieran libres. La
ausencia de banda correspondiente al TFD libre en este control confirmé que todas las
moléculas de TFD en la muestra estaban asociadas al nanotransportador y no existian
como moléculas libres en la suspension, corroborando la estabilidad de la carga de TFD
en las NCs.

Dado que estas NCs de quitosano han sido concebidas como nanotransportadores de
farmacos, la eficiencia de encapsulacidn (EE, porcentaje de farmaco atrapado respecto
a la cantidad inicialmente afadida) y la carga final de farmaco (DL, porcentaje de
farmaco encapsulado respecto al peso del material final obtenido) son factores
importantes que deben optimizarse en vistas a la aplicacion biomédica de los
nanotransportadores desarrollados [32]. De hecho, estos factores se utilizan
frecuentemente para evaluar la calidad, utilidad vy efectividad de los
nanotransportadores [33]. Un alto valor de EE es importante para que el proceso de
fabricacién sea rentable, mientras que un alto valor de DL permite transportar una
mayor cantidad de farmaco utilizando una menor cantidad de nanotransportador, y asi
alcanzar mas facilmente las concentraciones terapéuticas disminuyendo los posibles
efectos toxicos del nanotransportador.

La EE y el DL fueron optimizados aumentando la cantidad de TFD inicialmente afadida
a la sintesis (Figura 2 y Figura 3). Los valores numéricos de la EE y el DL se detallan en la
Tabla 1, asi como los valores de potencial zeta de las TFD-NCs obtenidas.

Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de las TFD-NCs obtenidos al afadir 50, 100 o 200 pg de TFD. Los
errores de la tabla corresponden a la desviacion estandar de varios pocillos del gel cargados con la
misma muestra, en el caso de la eficiencia de encapsulacion (EE) y la carga de TFD (DL), o a la desviacién
estandar de varias medidas (runs), en el caso del potencial zeta.

TFD inicial, pg EE, % DL, % Potencial zeta, mV
50 42 4 0.071 £0.007 +17.5 0.3
100 44 15 0.138 +0.016 -11.3 0.9
200 24 +6 0.190 +0.049 -16.1+1.4
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Figura 3. Eficiencia de encapsulacion (EE) y carga de TFD (DL) obtenidos al afiadir 50, 100 o 200 pg de
TFD durante la sintesis de las NCs. Los datos representados corresponden a la media y desviacion
estandar de las muestras cargadas por cuadriplicado en el gel.

La Tabla 1 muestra los datos de caracterizacion de las NCs obtenidas tras la adicién de
50, 100 0 200 pg de TFD y en la Figura 3 se representa la variacién de EE y DL en funcién
de la cantidad inicial afladida de TFD. La adicidn de 50 pg de TFD dio como resultado un
DLdel 0.071 %y una EE del 42 %. Al duplicar la cantidad de TFD a 100 ug, el DL se duplicé
mientras que la EE fue similar. Sin embargo, al continuar duplicando la cantidad de TFD
a 200 pg, el DL estuvo lejos de ser duplicado y la EE disminuyd.

La variacion obtenida en el potencial zeta concuerda con la del DL, mostrando una
pronunciada disminucién al pasar de 50 a 100 pug de TFD y una menor disminucién al
pasar de 100 a 200 pg. Esto podria significar que al afiadir 200 ug de TFD a la sintesis se
estaba alcanzando la saturacién del sistema y el nanotransportador no era capaz de
atrapar tal cantidad de TFD tan eficientemente. En vista de estos resultados, las NCs
sintetizadas mediante la adicion de 100 pug TFD fueron elegidas como las mejores
candidatas para los estudios adicionales de este capitulo, ya que presentaron un alto
valor de DL sin comprometer la EE.

2.3. Estabilidad de las NCs cargadas con TFD en medios biolégicos

Tras la sintesis de las nanocdpsulas cargadas de TFD y antes de la evaluacién de su
actividad antibacteriana, sus propiedades fisico-quimicas se caracterizaron analizando
su diametro hidrodinamico, polidispersidad y potencial zeta al ser incubadas en
diferentes medios bioldgicos durante un periodo de 72 h. El objetivo era predecir el
comportamiento de las TFD-NCs en condiciones fisioldgicas, ya que es bien sabido que
las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas pueden dictar las interacciones y
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respuestas bioldgicas [34]. Por ejemplo, la agregacion de las nanoparticulas puede
alterar su toxicidad e internalizacidn en las células bacterianas, ya que afecta al nimero
de particulas libres en suspensiéon y a la superficie total disponible para interaccionar
con las células [35].

Para el estudio de la estabilidad de las TFD-NCs se utilizaron tres medios diferentes:
agua MilliQ, tampdn fosfato salino (PBS) y medio de cultivo Mueller Hinton Il (MHII). Se
eligié el agua como control por ser el medio de almacenamiento de las NCs de quitosano.
El PBS es una solucién salina tamponada isoténica comunmente utilizada para la
inyeccidn intravenosa. El MHIl es el medio que se ha utilizado para realizar los ensayos
de susceptibilidad al TFD y a antibidticos con cepas de Staphylococcus aureus.

Los datos referentes al tamafio de las TFD-NCs en funcién del tiempo de incubacién en
diferentes medios se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Tamafio de las NCs cargadas con TFD (TFD-NCs) en diferentes medios. Las TFD-NCs fueron
incubadas en agua, PBS y medio de cultivo MHII durante 0, 24 0 72 h y su didametro hidrodindamico medio
fue determinado mediante DLS.

Las TFD-NCs a tiempo cero en agua presentaban un didametro hidrodinamico medio de
372.5 nm y éste no cambio de forma relevante al poner las NCs en contacto con PBS o
MHII. Después de 72 h, las TFD-NCs en agua mantenian un didmetro medio similar,
demostrando la elevada estabilidad coloidal en este medio, pero las TFD-NCs incubadas
en PBS y MHII mostraron una marcada disminuciéon de su tamano, con didametros medios
de 250 nm. Esta disminucidn podria ser debida a un efecto de estabilizacion causado por
los componentes del medio, que consistiria en cierta desagregacion tras la interaccidon
con iones y proteinas y que conduciria a una disminuciéon general del didametro
hidrodindmico medio. Rohiwal y colaboradores también observaron disminuciones en
el tamafio de sus nanoparticulas de BSA en medio salino y medio de cultivo y las
relacionaron con una disminucién de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas
entre las nanoparticulas y con procesos de adsorcion y desorcion de los componentes
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del medio [36]. Ademas, en otros trabajos demostraron que la adicién de proteinas al
medio de cultivo disminuia la agregacion debido a la repulsidon electrostérica que se
generaba entre las nanoparticulas al adsorberse las proteinas sobre su superficie
[34,35]. La estabilidad de las TFD-NCs después de los tiempos de incubacion evaluados
resulté ser adecuada para la realizacion de los ensayos de actividad antibacteriana,
donde el tiempo de incubacion en el medio de cultivo bacteriano es de 20 h.

Al examinar los cambios en el potencial zeta, los resultados evidenciaron un
comportamiento distinto en agua y en los medios biolégicos (Figura 5).
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Figura 5. Analisis del potencial zeta de las NCs cargadas con TFD (TFD-NCs) tras ser incubadas en agua,
PBS y medio de cultivo MHII durante 0, 24 0 72 h.

Concretamente, las nanocapsulas dispersas en agua presentaron un potencial zeta
ligeramente negativo (alrededor de -10 mV) durante la incubacién de 72 horas, mientras
que el potencial zeta de las nanocdpsulas en los medios bioldgicos se encontraba en
torno a -40 mV en MHIl y -60 mV en PBS. El mayor pH de los medios fisiolégicos (pH 7.4)
favorece la desprotonacion de los grupos amino del quitosano (pKa 6-6.5) [37], lo que
influye en la disminucion del potencial zeta. Este cambio en el valor del potencial zeta
va también acorde con la elevada fuerza idnica de los medios bioldgicos probados en
comparacion con el agua. Cuando las nanoparticulas se afiaden a un medio complejo, el
potencial zeta esta influido no sdélo por la carga de la superficie de la particula, sino
también por el medio que la rodea [34]. Algunos iones y proteinas presentes en estos
medios, como los iones fosfato del PBS, podrian estar interaccionando con la superficie
de las NCs, dando lugar a un potencial zeta mas negativo que el observado en agua. El
potencial zeta permanecid estable durante las 72 horas de incubacion en los tres
medios.

En conjunto, estos resultados confirmaron la interaccion de los componentes de los
medios bioldgicos con la superficie de las NCs, lo que ocasiona un impacto importante
en el tamaiio y la carga superficial de las nanoparticulas. El efecto de esta interaccién
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fue inmediato e invariable en el tiempo en el caso del potencial zeta, mientras que el
tamafio mostré una disminucién dependiente del tiempo de incubacion tanto en PBS
como en medio de cultivo.

2.4. Actividad in vitro de las TFD-NCs contra S. aureus

Los ensayos con bacterias fueron llevados a cabo por la Dra. Ainhoa Lucia Quintana en
el Departamento de Microbiologia de la Universidad de Zaragoza, como parte de una
colaboracién con el grupo de José Antonio Ainsa Claver dentro del proyecto europeo
NAREB. La doctoranda aprendid a realizar los ensayos de susceptibilidad a farmacos
junto a la Dra. Ainhoa Lucia Quintana.

Para determinar la capacidad antimicrobiana de las TFD-NCs, se utilizo la cepa de S.
aureus sensible a la meticilina de referencia CECT794, indicada en la guia CLSI como
estandar para ensayos de susceptibilidad a farmacos.

Las bacterias fueron incubadas con las NCs cargadas de TFD y con TFD libre durante
24 h a concentraciones de TFD de 0.5-250 nM vy se analizaron los cambios en su
crecimiento tras la adicidon de resazurina. La resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona
10-6xido) tiene color azul, pero pasa a ser rosa cuando se reduce a resorufina (7-hidroxi-
3H-fenoxazin-3-ona) durante la respiracién aerdbica de células metabdlicamente
activas, por lo que es comunmente utilizada como indicador de viabilidad celular en
ensayos microbioldgicos. Los resultados se analizaron cualitativamente de forma visual,
monitorizando un cambio de color de azul a rosa cuando habia crecimiento bacteriano.
La concentracién minima inhibitoria (MIC) se considerd como la concentracién mas baja
de antimicrobiano capaz de prevenir el crecimiento (y como resultado el cambio de
color).

En primer lugar, se determind la MIC de 4 lotes de NCs vacias (>1 mg/mL) vy la
concentracion de nanotransportador en los posteriores ensayos con las TFD-NCs se
mantuvo por debajo de este limite, ya que de lo contrario el efecto antibacteriano no
seria especifico del TFD.

Las TFD-NCs no provocaron ninguna alteracion en el crecimiento de las bacterias a
ninguna de las concentraciones testadas, pero hay que remarcar que el TFD libre
tampoco mostro actividad antimicrobiana por si solo, a diferencia de otros inhibidores
de WalR descritos en literatura [16]. Es posible que el TFD estuviera ejerciendo su
actividad bioldgica pero que ésta fuera insuficiente para eliminar las bacterias por si sola,
guizas porque no consigue secuestrar de forma eficaz al factor de transcripcién WalR o
porque la bacteria encuentra un mecanismo bioldgico alternativo para suplir la
inactividad de WalR. No obstante, aunque este TFD no provocara la muerte directa de
las bacterias si que podia estar debilitando su pared celular, y esta hipotesis podia ser
demostrada y aprovechada combinando la accion del TFD con la de un antibidtico que
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también atacara la pared celular, como la vancomicina, para evaluar si el TFD era capaz
de mejorar la eficacia del antibidtico mediante un efecto sinérgico.

Aprobada por primera vez en 1958 por la FDA, la vancomicina es un antibiotico eficaz
contra las infecciones bacterianas Gram-positivas a través de la inhibicidn de la sintesis
de la pared celular bacteriana [38]. Aunque la vancomicina se ha utilizado durante mas
de 60 anos, sigue siendo el tratamiento estandar para las infecciones causadas por
MRSA, con los peligros obvios que conlleva esta excesiva dependencia y que ahora se
estan haciendo evidentes [39]. Concretamente, se han publicado informes describiendo
fallos clinicos durante el tratamiento con vancomicina debido a la aparicién de cepas de
S. aureus con menor susceptibilidad a la vancomicina [40—43]. La combinacion de TFD
con vancomicina podria ser una estrategia prometedora para incrementar la
susceptibilidad de S. aureus a este antibidtico.

Se probaron simultdaneamente el TFD (incorporado en las NCs o libre) y la vancomicina
en un ensayo de sinergia y se estudiaron los cambios en la concentracién minima
inhibitoria (MIC) de la vancomicina. Como control se incluyeron también NCs vacias a la
misma concentracion de nanotransportador que en las TFD-NCs para comprobar que el
nanotransportador no provocara toxicidad en las bacterias. Los primeros ensayos de
sinergia se realizaron utilizando la metodologia de microdilucidn por tablero de ajedrez
(Checkerboard), y después se seleccionaron dos concentraciones representativas de TFD
para el resto de experimentos: 125 nM y 8 nM. Esto permitié usar un nimero reducido
de muestras y, en consecuencia, disminuir el gasto de TFDs. Estas dos concentraciones
de TFD-NCs se probaron en combinacion con diluciones seriadas de vancomicina de 2.5
a 0.16 pg/mL. Desafortunadamente, el valor MIC de la vancomicina se mantuvo
constante en todos los casos (0.6 pg/mL), indicando que no se estaba produciendo el
efecto de sinergia esperado, ni con el TFD libre ni con el TFD cargado en el
nanotransportador.

Aunque es una tecnologia prometedora, la terapia basada en oligonucleétidos como
los TFDs todavia se enfrenta a obstaculos importantes como la baja eficacia [26]. De
hecho, la eficacia demostrada en modelos in vitro e in vivo requiere de concentraciones
relativamente altas y repetidas dosis, lo que dificulta su aplicacion clinica [24,44]. Como
reportan Hecker y colaboradores, los dos Unicos sistemas terapéuticos basados en TFD
que han llegado en la ultima década a la fase 3 de ensayos clinicos han fracasado debido
a la falta de eficacia clinica [10]. En nuestro caso, es posible que la falta de eficacia se
debiera a que las concentraciones de TFD alcanzadas no fueran suficientes para
demostrar su efecto antimicrobiano.

3. CONCLUSIONES

En este capitulo las NCs de quitosano han sido cargadas con TFD mediante su
incorporacion en la cubierta de quitosano. Se ha desarrollado un método para
cuantificar la cantidad de TFD incorporada al nanotransportador, que incluye la
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verificacion de que el TFD es retenido de forma estable por las NCs. Aumentando la
cantidad de TFD afiadida inicialmente a la sintesis se ha optimizado la carga de TFD hasta
alcanzar la saturacion del nanotransportador, con el fin de maximizar su efecto
terapéutico. El analisis de las propiedades fisico-quimicas de las TFD-NCs incubadas en
medios bioldgicos reveld que la interaccion con los componentes del medio produce un
impacto importante en la superficie de las NCs, pero su estabilidad coloidal demostré
ser satisfactoria para efectuar los ensayos de actividad antibacteriana.

Desafortunadamente, ni el TFD libre ni las TFD-NCs lograron inhibir el crecimiento de
bacterias S. aureus, ni tampoco mejoraron la eficacia de la vancomicina mediante un
efecto sinérgico. Teniendo en cuenta que la baja eficacia es una de las principales
limitaciones de la terapia basada en oligonucledtidos, posiblemente la ausencia de
actividad antimicrobiana del TFD se deba a que las concentraciones alcanzadas son
insuficientes para lograr una eficacia adecuada.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

Los materiales utilizados en este capitulo para la sintesis de las NCs fueron descritos
previamente en el capitulo 2. La agarosa y el tampdn fosfato salino (PBS) se adquirieron
en Lonza. El tampén TBE UltraPure™ 10X se comprd a Invitrogen y la resazurina
(resazurin sodium salt) a Sigma. El intercalante GelRed® (Gelred Nucleic Acid Gel Stain,
10000X) fue adquirido en Biotium.

El TFD WalR fue fabricado y purificado por HPLC en AxoLabs (Kulmbach). Con un peso
molecular de 12902 Da, consiste en 40 nucledtidos formando la siguiente secuencia:
5'-TGTAATGACAATGTAATGTTTTCATTACATTGTCATTACA-3'. Contiene los dos hexameros
TGTAAT separados por cinco nucledtidos, secuencia que es especifica de los sitios de
union del factor de transcripcion WalR al promotor lytM de S. aureus [15]. Al tratarse de
una secuencia palindromica, ésta se pliega para formar una horquilla de doble hebra con
un bucle o “loop”. Los nucleétidos fueron resuspendidos en agua MilliQ a una
concentracién de trabajo de 1 mg/mL.

4.2. Nanocapsulas de quitosano cargadas de TFD

Para la preparacion de las nanocdpsulas de quitosano, se siguid el procedimiento
general descrito en detalle en el capitulo 2, el cual se basa en la formacién de un nucleo
de nanoemulsion recubierto por una capa de quitosano. El TFD fue atrapado en el
recubrimiento de quitosano durante el proceso de formacion de las NCs.

El primer paso de la sintesis de nanocapsulas es idéntico al procedimiento general
(capitulo 2). Después de la formacién de la nanoemulsion, a esta se afiadieron 0.5 mL de
una solucidn de quitosano 5 mg/mL, que contenia la cantidad deseada de TFD (50, 100
0 200 pg de la solucion de TFD a 1 mg/mL). La mezcla se dejé 15 minutos mas bajo
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agitacion y finalmente fue afiadida sobre 15 mL de Na>SO4 50 mM para la gelificacion
ionotrdpica del recubrimiento polimérico. Como en el caso de las nanocapsulas sin TFD,
el sélido fue separado por ultracentrifugacion (30 min, 69673 G, 10 °C), lavado con 10
mL de agua MilliQ, centrifugado nuevamente y resuspendido en agua. La concentracién
de las nanocapsulas en suspension acuosa se determind midiendo el peso de la muestra
tras ser liofilizada.

Las nanocépsulas estériles fueron preparadas en una campana de flujo laminar vertical
y todos los reactivos y materiales utilizados habian sido previamente esterilizados
mediante irradiacién UV, lavado con etanol al 70 %, filtracion a través de filtros PVDF de
0.22 um (Millex® Millipore®) o tratamiento térmico en seco (180 °C).

4.3. Determinacién de la eficiencia de encapsulacion y carga de TFD

La eficiencia de encapsulacién (EE) se entiende aqui como el porcentaje de TFD
atrapado respecto a la cantidad afadida inicialmente para la preparacion de los
nanotransportadores. La carga de farmaco (DL) se entiende como el porcentaje de la
relacion entre el peso de TFD atrapado por peso del nanotransportador.

Para determinar la EE y el DL se realizaron pruebas iniciales utilizando columnas
illustra™ NAP™ Columns, NAP-5 (GE Healthcare) para purificar el TFD, siguiendo el
protocolo indicado por la casa comercial. Las muestras se analizaron mediante
espectrometria de fluorescencia afiadiendo el intercalante Acridine Orange
Hydrochloride hydrate (Sigma) a una concentracion final de 0.05 pg/mL.

El método seleccionado definitivamente para cuantificar la EE y el DL fue la
electroforesis en gel de agarosa con tinciéon de GelRed® y posterior estimacion de la
intensidad de la fluorescencia. Las muestras se cargaron en el gel a una diluciéon
adecuada después de mezclarlas con el tampdn de carga glicerol:TBE 25 % en una
proporcion de volumen de 10:3 (muestra:tampdn de carga). Con el fin de obtener una
curva de calibrado para interpolar la intensidad de la fluorescencia de la banda de TFD,
se incluyeron varias cantidades de TFD libre en cada gel. Ademds, como controles se
cargaron NCs vacias a la misma concentracion que las TFD-NCs y también la solucién
recogida tras filtrar las nanocapsulas cargadas de TFD con una unidad de filtraciéon
Millex-GV (membrana de PVDF, poro de 0.22 um y didmetro de 13 mm) para separar las
posibles moléculas de TFD libre de las NCs retenidas en el filtro. La electroforesis se llevd
a cabo durante 20 min a 90 V utilizando geles de agarosa al 1 % y tampdn TBE 0.5X pH
8.5. Después se adquirio una imagen del gel utilizando un transiluminador Gene Genius
Bio Imaging System (Syngene) y con el software Imagel se midid la intensidad de la
fluorescencia de la banda de TFD que migré a través del gel.
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4.4, Estabilidad de las NCs cargadas con TFD en medios biolégicos

La caracterizaciéon del material obtenido se realizd mediante andlisis de dispersion
dindmica de luz (DLS) con un instrumento DLS Brookhaven 90Plus a una concentracion
de nanocdpsulas de 0.15 mg/mL. El analisis del potencial zeta se llevé a cabo utilizando
un analizador Plus Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation). En este
caso se midieron nanocapsulas a una concentracion de 5 pg/mL en KCl 1mM.

La estabilidad de las nanocapsulas cargadas de TFD frente a la agregacion en diferentes
medios de interés bioldgico fue determinada mediante analisis de DLS y potencial zeta
como se acaba de explicar. Las NCs cargadas con TFD se incubaron previamente a 2
mg/mL y 37 °C en tampon fosfato salino (PBS), medio de cultivo de bacterias Mueller-
Hinton Il (MHII) y agua pura para la comparacion. Se midieron en términos de tamafio
(DLS) y potencial zeta inmediatamente después de entrar en contacto con el medio y
después de 24 y 72 h de incubacién.

4.5. Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

La cepa de referencia de Staphylococcus aureus CECT-794 (S. aureus sensible a la
meticilina, ATCC 29213) fue comprada a la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT) y
conservada en caldo de soja de tripticasa BBL en stocks de glicerol al 15-17 % a -80 °C.
Para cada experimento, las bacterias se transfirieron desde el caldo congelado a una
placa de Agar Columbia con 5 % de sangre de oveja (BD), incubada durante la noche, y
una colonia de esa placa fue transferida a 5 mL de caldo de soja de tripticasa BBL, luego
incubada 20 h a 37 °Cy utilizado como pre-inéculo para los experimentos.

Los ensayos MIC se realizaron con caldo BBL Mueller Hinton Il con ajuste de cationes
segun lo recomendado por los estandares CLSI para pruebas de susceptibilidad a los
antimicrobianos.

4.6. Actividad in vitro de las TFD-NCs y la vancomicina contra S. aureus

Los efectos antimicrobianos de la vancomicina y las TFD-NCs se probaron por separado
y en combinacién mediante un ensayo en placa de 96 pocillos como el descrito
anteriormente por Palomino et al. y Ramon-Garcia et al. [45,46]. La prueba de sinergia
en tablero de ajedrez (Checkerboard) se utilizd para estudiar la interaccién entre la
vancomicina y las TFD-NCs contra S. aureus. Brevemente, antes de la adicién de las
bacterias, se pipetearon diluciones seriadas de vancomicina en los pocillos a lo largo del
eje vertical y diluciones seriadas de TFD-NCs en los pocillos a lo largo del eje horizontal.
Esto permitid testar el efecto antimicrobiano de la vancomicina y las TFD-NCs tanto
separadas como combinadas. Concretamente, las TFD-NCs se probaron utilizando
concentraciones de vancomicina entre 2.5 ug/mLy 0.04 ug/mL frente a concentraciones
de TFD de 250-0.5 nM. Las bacterias se afiadieron a una concentracion final de 10°
ufc/mL, y las placas se incubaron durante 20 h a 37 °C. En este punto, la inhibicidn
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bacteriana fue evaluada usando resazurina y registrando un cambio en el color de azul
(sin crecimiento) a rosa (crecimiento bacteriano). La concentracion mas baja de
antimicrobiano capaz de prevenir el crecimiento (y como resultado el cambio de color)
se registré como la MIC.

Después de los ensayos de sinergia en tableros de ajedrez, se seleccionaron dos
concentraciones representativas de TFD para el resto de experimentos: 125 nM y 8 nM.
Estas dos concentraciones de TFD-NCs se probaron en combinacién con diluciones
seriadas de vancomicina de 2.5 a 0.16 ug/mL. Cada una de estas concentraciones se
testd por duplicado en 6 experimentos independientes.
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Capitulo 5

Transporte de siRNA en NCs y evaluacion in
vitro del silenciamiento génico y la
localizacion intracelular

1. INTRODUCCION

1.1. Mecanismo y retos del RNA de interferencia para silenciamiento
génico

La interferencia por RNA (RNAI) es un proceso bioldgico, altamente conservado desde
el punto de vista evolutivo, que regula la expresién génica mediante el silenciamiento
especifico de genes a nivel postranscripcional, es decir, evitando la traduccion a
proteinas de sus transcritos de RNA mensajero (mRNA) gracias a la interferencia de RNA
de doble cadena (dsRNA, por sus siglas en inglés). En 1998, Fire y Mello detectaron por
primera vez una interferencia de RNA después de inyectar dsRNA exdégeno en
Caenorhabditis elegans [1]. Tres afios mas tarde, la tecnologia RNAi se adapto a las
células de mamiferos [2]. Aunque la via de interferencia del RNA puede ser
desencadenada por diferentes dsRNA (microRNA (miRNA), RNA interferente pequefio
(siRNA, conocido asi por sus siglas en inglés), RNA en horquilla (shRNA) y RNA asociado
a PIWI (piRNA)), la estructura mas comun utilizada en las formulaciones terapéuticas
basadas en RNAi es el siRNA [3,4].

El siRNA es un dsRNA de aproximadamente 21-23 pares de bases de longitud, con 2
nucledtidos que sobresalen de forma caracteristica en ambos extremos 3' y con una
secuencia totalmente complementaria al mRNA diana [5]. El término siRNA en
organismos superiores es ahora cominmente reservado para el dsRNA sintetizado
exogenamente [4]. Sin embargo, su origen puede ser endégeno (entonces denominado
endo-siRNA) [6,7], cuando se sintetiza en el nucleo celular y posteriormente se transloca
al citoplasma, o exdgeno, cuando se sintetiza fuera de la célula diana y se introduce en
el citoplasma [8,9]. Una vez en el citoplasma, el siRNA participa en la formacién de un
complejo multiproteico, el complejo silenciador inducido por el RNA (en inglés RISC,
RNA-induced silencing complex), responsable de la degradacion de la hebra pasajera (es
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decir, la hebra sentido) y de la incorporacion de la hebra guia (es decir, la hebra
antisentido). Esta hebra es utilizada como guia para reconocer y cortar el mRNA
complementario, impidiendo la sintesis de la proteina codificada para asi silenciar
selectivamente su expresion génica [10,11]. La Figura 1 ilustra el mecanismo del RNA de
interferencia mediado por siRNA.
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Figura 1. Mecanismo del RNA de interferencia mediado por siRNA.

Aparte de ser una tecnologia util para el estudio funcional de genes y proteinas, el
siRNA sintético ha atraido mucha atencion como herramienta terapéutica prometedora
[12]. Puede disefiarse y adaptarse facilmente para el silenciamiento eficaz y especifico
de, tedricamente, cualquier gen diana. La alta especificidad puede incluso permitir la
seleccidn de los alelos especificos de la enfermedad que difieren del alelo normal en
solo una o pocas sustituciones de nucledtidos. Muchas terapias basadas en siRNA estan
en desarrollo para el tratamiento de enfermedades que van desde infecciones virales
hasta enfermedades genéticas y cancer. [13]

Sin embargo, el éxito terapéutico de las formulaciones basadas en siRNA se ha visto
obstaculizado por los retos que implica la administracién in vivo de siRNA. El siRNA es
rapidamente degradado por las nucleasas enddgenas e induce la respuesta inmune
innata. La modificacidn quimica de la estructura del siRNA ha resultado ser una posible
estrategia para prevenir tanto la vulnerabilidad a las enzimas como la inmunogenicidad,
asi como para reducir los efectos inespecificos [14]. No obstante, hay otros problemas
que tales modificaciones no pueden resolver: la rdpida eliminacion por los rifiones
después de la administracion sistémica, debido al tamafio relativamente pequefio del
siRNA (comparado con el tamafio efectivo de los poros glomerulares), y la incapacidad
del siRNA para cruzar la membrana celular hidrofdbica, debido a su hidrofilicidad, carga
negativa y peso molecular demasiado alto. El desarrollo de sistemas de transporte
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seguros y eficaces que puedan proteger el siRNA y facilitar su transporte al citoplasma
de las células diana puede ser decisivo para obtener una aplicacion mas exitosa de las
terapias basadas en el siRNA [15].

Un sistema de transporte ideal para la administracion de siRNA debe reunir una serie
de propiedades fundamentales. En primer lugar, debe ser capaz de unirse
eficientemente al siRNA, para mantener su estabilidad en medios fisiolégicos y para
proporcionar proteccion contra la degradacién enzimdatica. La asociaciéon con un
transportador también puede ayudar a evitar la eliminacion del siRNA por el sistema
fagocitico mononuclear (SFM), antes llamado sistema reticulo-endotelial (SRE), y a
mejorar su internalizacion en las células. Finalmente, el complejo transportador-siRNA
deberia ser capaz de escapar de los endolisosomas al citosol y producir una liberacién
sostenida de siRNA sin causar toxicidad o activar el sistema inmunoldgico [16]. En la
Figura 2 se resumen esquematicamente los problemas relacionados con la
administracion in vivo de siRNA y las soluciones que puede proporcionar el uso de
sistemas de transporte.
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Figura 2. Problemas relacionados con la administracién in vivo de siRNA y soluciones que puede
proporcionar el uso de sistemas de transporte.
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1.2. Nanotransportadores de siRNA basados en polisacaridos naturales:
quitosano y xantano

Los recientes avances en la ciencia de los biomateriales y la nanotecnologia han
llevado al desarrollo de nanomateriales no virales como una alternativa atractiva para
la administracién de siRNA. Los sistemas de administracion basados en la
nanotecnologia ofrecen ventajas Unicas, como la proteccidon contra la degradacién
prematura y la mejora de la interaccidn con el entorno biolégico. También ofrecen la
posibilidad de mejorar la absorcion en un tejido seleccionado, extender el tiempo de
retencion del siRNA y mejorar la internalizacidn celular [17].

Las aproximaciones nanotecnolégicas para la administracion de siRNA incluyen una
amplia variedad de nanotransportadores con distinta composicion, incluyendo los
inorganicos, lipidicos y poliméricos [18]. Entre los nanotransportadores basados en
polimeros, los que se obtienen utilizando polisacaridos naturales son especialmente
prometedores ya que se consideran altamente biocompatibles, no inmunogénicos y
biodegradables [11,19].

La utilidad de los polisacaridos para producir nanotransportadores para la
administracion efectiva de siRNA depende en gran medida de sus propiedades. Al mismo
tiempo, sus propiedades funcionales también pueden ser optimizadas mediante
modificaciones quimicas [19,20]. En cuanto a la carga electrostatica, los polisacaridos
naturales pueden ser neutros (por ejemplo, celulosa, pululano, almiddn, dextrano),
negativos (por ejemplo, xantano, acido hialurdnico, alginato, sulfato de condroitina,
pectina) o positivos (por ejemplo, quitosano).

En este capitulo se han utilizado nanocapsulas basadas en dos polisacaridos naturales:
quitosano y xantano. Ademads de las NCs recubiertas de quitosano que aparecen en los
capitulos anteriores de esta tesis, en este capitulo se ha desarrollado una variante de
NCs con una cubierta estabilizante de xantano en sustitucién del quitosano. Estos dos
polisacaridos presentan una carga electrostatica diferente a pH fisioldgico y esta
propiedad de su estructura puede afectar en gran medida su uso para la administracién
de acidos nucleicos. La Figura 3 representa las estructuras quimicas del quitosano y del
xantano.
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Figura 3. Estructuras quimicas del quitosano y del xantano.

El hecho de ser un polisacarido natural con carga positiva ha llevado al uso extensivo
del quitosano para la administracién de acidos nucleicos [21]. Una de sus principales
ventajas es que su naturaleza catidnica mejora la interaccidn electrostatica con el RNA
cargado negativamente, favoreciendo la formacién de policomplejos estables. En
general, los nanotransportadores con carga positiva logran transfectar con mayor
eficiencia los acidos nucleicos. Esto puede explicarse por dos razones: en primer lugar,
la fuerte interaccion fisica con el acido nucleico cargado negativamente lo protege de la
degradacion de la nucleasa; en segundo lugar, la carga positiva mejora la interaccién del
complejo con la superficie anidnica de las células [22]. Sin embargo, después de la
internalizacion en las células, el desensamblado del complejo es necesario para permitir
gue el siRNA interactie con componentes citosdlicos como el RISC y llevar a cabo el
silenciamiento del gen [23], y esto puede ser dificil cuando la interaccién entre el
polimero y el acido nucleico es muy fuerte. Se necesita un equilibrio adecuado entre la
proteccion y la liberacién del siRNA para obtener una eficiencia de silenciamiento
Optima [16].

Los polisacaridos anidnicos, como el xantano, pueden permitir una liberacion mas facil
y proporcionar este equilibrio al interaccionar de forma mas débil con el siRNA, pero al
mismo tiempo las repulsiones electrostaticas pueden dificultar la carga de 4cido
nucleico en el nanotransportador. Aunque la mayoria de los nanotransportadores de
siRNA incluyen algin componente catiénico para favorecer la carga de siRNA mediante
atraccion electrostatica, algunos estudios demuestran que polisacaridos aniénicos como
el acido hialurdnico son capaces de atrapar las moléculas de siRNA en la matriz de
polisacarido al establecer puentes de hidrégeno e interacciones de Van der Waals con
ellas, sin necesidad de incorporar un catién, y lograr eficiencias de silenciamiento de
hasta el 60 % en el caso de transportadores basados en acido hialurénico [24-26].

El xantano (XN) es un polisacarido extracelular producido por la bacteria Xanthomonas
campestris [27]. Estda compuesto por una cadena principal de (1,4)-B-D-glucano con
cadenas laterales de trisacaridos formados por manosa-(1,4)-B-acido glucurénico-(1,2)-
B-manosa unidas a residuos de glucosa alternados en la cadena principal. La presencia
de residuos de acido acético y pirdvico en las cadenas laterales hace del XN un
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polielectrolito anidnico. Desde hace mads de 50 afios, este polisacarido natural ha sido
ampliamente utilizado en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, y esta
aprobado por la FDA para su aplicacidn en la industria alimentaria y farmacéutica desde
1968 [28,29]. Por lo tanto, el XN se considera un candidato ideal para el desarrollo de
sistemas de administracion de farmacos, especialmente como estabilizador de
emulsiones [30]. Aunque todavia no existen publicaciones sobre el uso de
nanoparticulas de XN para la administracion de siRNA, Fernandez-Pifieiro y
colaboradores demostraron recientemente en un estudio prometedor la capacidad de
sus nanoparticulas lipidicas recubiertas de xantano para transfectar con éxito plasmidos
de DNA tanto in vitro como in vivo [27].

En este capitulo se han utilizado las NCs recubiertas de quitosano descritas en el
capitulo 2 para encapsular el siRNA y se ha optimizado el proceso mediante distintas
estrategias. Ademas, las NCs recubiertas de quitosano han sido comparadas con NCs
basadas en el mismo nucleo de nanoemulsién pero recubiertas de xantano para evaluar
el efecto que ejerce la distinta naturaleza quimica y carga electrostatica de cada
polisacarido sobre la eficiencia de encapsulacion del siRNA y su funcionalidad bioldgica.
Para estudiar esto ultimo, se ha seleccionado el gen de la proteina verde fluorescente
(GFP, por sus siglas en inglés) como diana del silenciamiento génico y se han utilizado
células Hela modificadas genéticamente para expresar la proteina GFP (Hela-GFP)
como linea celular modelo. El gen de la GFP es una diana ampliamente utilizada en
investigacion para la optimizacién de la metodologia durante las primeras etapas de
desarrollo de un nuevo nanomaterial con aplicacién en terapia génica debido a que es
un modelo sencillo que permite detectar el silenciamiento utilizando técnicas basadas
en fluorescencia, como la citometria de flujo. Ademas, se han utilizado las técnicas de
Western Blot (o inmunoblot) y RT-gPCR (reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa con transcripcion inversa) para verificar los resultados a nivel de expresion
proteica y de mRNA, respectivamente, asi como la microscopia confocal para realizar
estudios de colocalizacién en distintos orgdnulos subcelulares que han permitido
conocer la distribucién intracelular del siRNA.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

2.1. Encapsulacion de siRNA en NCs recubiertas de quitosano

Las NCs fueron sintetizadas siguiendo el método estandar descrito en el capitulo 2,
basado en una nanoemulsidn seguida de un proceso de gelificacion idnica, con algunas
adaptaciones para cargar el siRNA en las NCs. Las NCs fueron cargadas con el siRNA
durante el proceso de sintesis, obteniendo el siRNA incorporado en las NCs, con el fin
de proporcionar una mayor proteccion al siRNA frente a la degradacién en medios
bioldgicos al evitar su exposicidon [23,31].
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Para cargar el siRNA en las NCs durante la sintesis se siguieron dos estrategias
diferentes para evaluar cual era la mejor: 1) adicion del siRNA en la fase acuosa antes
del proceso de formacion de la nanoemulsién, pretendiendo que el siRNA quede
encapsulado en la interfase entre el ndcleo y la cubierta tras la adicion del quitosano 6
2) adicion del siRNA en la fase de quitosano después de la nanoemulsién para la
formacién de la cubierta de las NCs con el siRNA atrapado entre las cadenas del
polimero.

En primer lugar, se demostré que era posible cargar el siRNA dentro de las NCs durante
el proceso de sintesis, tanto mediante adicion a la fase acuosa como al quitosano. Al
tratarse de oligonucleétidos con caracteristicas similares, la cuantificacion del siRNA se
llevd a cabo siguiendo el mismo método de anadlisis directo optimizado para la
cuantificacion de los TFDs y reportado en el capitulo 4. Las NCs con el siRNA atrapado
(siRNA-NCs) fueron cargadas en el gel de agarosa a una diluciéon adecuada sin
tratamiento previo ya que el siRNA encapsulado se libera en el gel debido al pH basico
del tampdn de electroforesis (pH 8.5) [31]. Para cada gel, se representé una curva de
calibrado con siRNA libre basada en las intensidades de fluorescencia correspondientes
a las diferentes concentraciones de siRNA cargadas en el gel. La cuantificacion del siRNA
encapsulado se determind interpolando la intensidad obtenida en la curva de calibrado.
Ademas, para verificar que el siRNA encapsulado se libera en el gel [31] y no antes, se
filtré una alicuota de las mismas siRNA-NCs con el objetivo de separar las NCs retenidas
en el filtro del posible siRNA libre recogido en el filtrado. Para cada muestra, la
suspension filtrada se cargd en el gel y no se detectd fluorescencia a la altura del siRNA
libre, lo que significa que en agua todo el siRNA esta interaccionando con las NCs o que
la cantidad eventualmente libre es despreciable.

La Tabla 1 muestra la caracterizacion mediante potencial zeta de las muestras
obtenidas con las dos estrategias, asi como la carga de siRNA obtenida (DL, nmol de
siRNA encapsulado respecto al peso del material final obtenido) y la eficiencia de
encapsulacion (EE, porcentaje de siRNA encapsulado respecto a la cantidad inicialmente
afiadida), determinadas mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 1. Caracterizacion fisico-quimica de las NCs cargadas de siRNA, en funcion de su encapsulacion en
la fase acuosa o en el quitosano. Los errores de la tabla corresponden a la desviacién estandar de varios
pocillos del gel cargados con la misma muestra, en el caso de la EE y el DL, o a la desviacion estandar de
varias medidas (runs), en el caso del potencial zeta.

Estrategia de | siRNA anadido, DL, Potencial zeta,
adicién nmol nmol/mg NC mV
Fase acuosa 1 25 15 0.005 £0.001 +28.8 £1.2
Quitosano 1 41 +2 0.010 £0.001 +16.8 £1.0
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En la Tabla 1 se puede apreciar que tanto la EE como la carga de siRNA resulté ser
aproximadamente el doble cuando el siRNA se mezcld con el quitosano en vez de ser
afiadido a la fase acuosa. Es probable que las interacciones electrostaticas que el siRNA
es capaz de establecer con el quitosano antes de su adicién a la nanoemulsién
favorezcan su atrapamiento en la nanocdpsula. Ademas, la mayor carga de siRNA
también se reflejé en la disminucidn del potencial zeta (+16.8 mV), con respecto a la
muestra con el siRNA encapsulado en la fase acuosa (+28.8 mV). Raemdonck y
colaboradores también observaron una clara dependencia del potencial zeta con la
carga de siRNA en sus nanogeles catidnicos, registrando menores valores de potencial
zeta conforme aumentaba la carga de siRNA [32]. En cuanto al tamario, los didmetros
hidrodinamicos medios de ambas muestras estaban comprendidos entre 175 y 200 nm.
La mayor EE y carga de siRNA de la muestra con el siRNA atrapado en el hidrogel de
quitosano demostrd ser el método de carga mas eficiente, por lo que se decidio
continuar con esta estrategia de encapsulacion a la hora de evaluar si era posible
aumentar la carga de siRNA en las NCs.

La carga o cantidad de farmaco que un nanotransportador es capaz de acarrear es un
parametro muy importante que hay que tratar de maximizar ya que cuanto mayor sea,
menor es la cantidad de nanotransportador necesaria para alcanzar las concentraciones
terapéuticas, por lo que se minimiza la posible toxicidad derivada del propio
nanotransportador [33,34]. Ademads, se ha demostrado que un nanotransportador con
una alta carga de farmaco es mas efectivo que con una carga baja, incluso cuando se
comparan a la misma concentracion de farmaco, debido a que el nimero de
nanoparticulas que puede entrar en las células es limitado [33]. Con la finalidad de
maximizar la carga de siRNA, se incrementd la cantidad de siRNA afiadida a la solucién
de quitosano (de 1 a 25y 125 nmol) y se compard la carga de las NCs obtenidas.

Tal y como se esperaba, al incrementar la cantidad de siRNA afiadida durante la
sintesis, aumento la carga de las NCs. Se obtuvieron valores de DL de 0.63 nmol/mg NC
tras la adicion de 25 nmol siRNA y 1.88 nmol/mg NC tras la adicidon de 125 nmol siRNA.
Estos valores indicaban que las NCs recubiertas de quitosano tenian mucha capacidad
para incorporar grandes cantidades de siRNA. La EE se mantuvo en un rango de 40-55 %.
A partir de 25 nmol de siRNA, el potencial zeta paso a ser negativo (-4.04 mV tras afiadir
25 nmol siRNA y -14.66 mV tras afiadir 125 nmol siRNA), probablemente debido a que
el sistema estaba alcanzando la saturacién y el siRNA podria estar quedando
parcialmente expuesto en la superficie de las NCs.

En comparacion con las concentraciones utilizadas en otros trabajos para conseguir
silenciamiento génico mediante nanotransportadores (10-200 nM) [35—-37], la carga de
SiRNA conseguida tras la adicion de 25 y 125 nmol permitia alcanzar concentraciones
altas de siRNA in vitro (hasta 300 nM), utilizando concentraciones moderadas de NCs
(inferiores a 150 ug/mL), por lo que se decidid seleccionar estas muestras para evaluar
su efecto de silenciamiento génico en cultivos celulares.
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2.2. Encapsulacion de siRNA en NCs recubiertas de xantano

La elevada capacidad de unidn al siRNA del quitosano se debe a su naturaleza
catidnica, que le otorga la ventaja de poder interaccionar electrostaticamente con el
SiRNA cargado negativamente. No obstante, esta ventaja puede convertirse en un
impedimento si el nanotransportador no permite que el siRNA sea posteriormente
liberado para ejercer su funcidn bioldgica [38]. Para evaluar el efecto de la carga
electrostatica del polimero sobre la liberacién del siRNA, se explord también una nueva
aproximacion: sustituir el recubrimiento de quitosano de las NCs por un recubrimiento
de xantano. Como se ha indicado en la introduccién, el xantano es un polisacdrido
anidnico, por lo que no atrae electrostaticamente a las moléculas de siRNA, pero si
puede establecer puentes de hidrégeno e interacciones de Van der Waals con ellas,
permitiendo su retencion dentro de la matriz de polisacarido. Esta capacidad de unién
de los polisacdridos anidnicos a los acidos nucleicos ha sido demostrada en otros
trabajos [25] y recientemente se ha reportado un silenciamiento génico del 60 % logrado
por un nanotransportador de siRNA basado Unicamente en acido hialurdnico [26].

Las NCs de xantano se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento que para las NCs
de quitosano, con la excepcion de que los nucleos de nanoemulsion fueron recubiertos
por una capa de xantano. De la misma forma que se hizo con las NCs recubiertas de
quitosano, el siRNA fue afiadido a la solucién de xantano antes de entrar en contacto
con la nanoemulsién y las NCs obtenidas finalmente fueron lavadas mediante
ultracentrifugacion. La adicién de 25 nmol de siRNA dio lugar a una carga de siRNA en
las NCs de 0.06 nmol/mg NC y una EE del 7 %. La carga de siRNA es aproximadamente
10 veces inferior a la obtenida tras la encapsulacion de 25 nmol siRNA en las NCs
recubiertas de quitosano, lo que concuerda con las diferencias supuestas inicialmente
en la capacidad de unién del siRNA entre ambos polisacaridos.

Posteriormente, la EE y la carga de siRNA se consiguieron optimizar modificando el
método de lavado de las NCs durante la sintesis. Tras la ultracentrifugacion, los pellets
de NCs formados no eran compactos y parte del material se perdia en el sobrenadante.
Esta diferencia con las NCs recubiertas de quitosano posiblemente fuera debida a la
ausencia de sal en el caso de las NCs recubiertas de xantano, ya que ésta favorece la
sedimentacién de las nanoparticulas poliméricas [39]. Por ello, la ultracentrifugacion fue
sustituida por filtracidn utilizando dispositivos de filtracidn por centrifugacion. Con esta
modificacion del protocolo de sintesis, se obtuvieron EE y cargas de siRNA muy
superiores (EE del 80-90 %y DL de 0.4-0.5 nmol/mg NC). En cuanto al tamafio y potencial
de superficie de las NCs recubiertas de xantano cargadas con siRNA, el diametro
hidrodindmico medio fue de 196.5 nm y el potencial zeta de -44.8 mV.

2.3. Evaluacion del silenciamiento génico en células HelLa-GFP

Los dos tipos de NCs cargadas con siRNA, recubiertas de quitosano o de xantano,
fueron testadas in vitro para evaluar si el tipo de recubrimiento afectaba a su capacidad
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para silenciar la expresion de la proteina GFP en células HeLa-GFP. Las células HeLa-GFP
fueron adquiridas comercialmente y habian sido genéticamente modificadas para
expresar constitutivamente la proteina GFP. Para analizar |la expresion de GFP en estas
células, se utilizaron tres técnicas distintas: citometria de flujo, Western Blot y RT-gPCR.

2.3.1. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica biofisica de alta precision que permite analizar
cuantitativamente determinadas caracteristicas de una poblacién celular [40,41]. Cada
célula esirradiada de forma individual con un |asery las sefiales recogidas dan indicaciéon
de su tamafio (FSC), complejidad (SSC) y fluorescencia. En este caso, se utilizé la
citometria con un triple objetivo. En primer lugar, analizar la viabilidad celular para
verificar que las concentraciones de NCs utilizadas no provocaran una elevada
citotoxicidad. En segundo lugar, este analisis de la viabilidad celular permitia excluir la
poblacién de células muertas durante el tratamiento posterior de los datos, ya que las
células muertas pierden la fluorescencia de la GFP [42,43] y podrian confundirse con el
efecto de silenciamiento génico. En tercer lugar, cuantificar la fluorescencia emitida por
la proteina GFP, que en teoria deberia ser directamente proporcional a la cantidad de
proteina GFP expresada por las células, para determinar el nivel de silenciamiento
génico obtenido.

Sobre la base de datos previos de citotoxicidad y teniendo en cuenta que la eficiencia
del silenciamiento génico es dependiente de la concentracién de siRNA [44], las NCs
recubiertas de quitosano fueron testadas a dos concentraciones finales de NCs, 25y 150
ug/mL, que corresponden a 50 y 300 nM de siRNA. Debido a su menor carga de siRNA,
las NCs recubiertas de xantano sélo fueron testadas a la concentracion mas alta (150
ug/mL) de NCs, que suponia una concentracion de siRNA de 10 nM. También se evalué
la citotoxicidad de otro agente de transfeccidn, la Lipofectamina® 2000, ya que se utilizd
como control positivo para el posterior analisis del silenciamiento génico. La
Lipofectamina® 2000 es un reactivo basado en liposomas catidonicos cominmente
utilizado para transfectar acidos nucleicos en cultivos celulares ya que proporciona una
elevada eficiencia de transfeccidon [45,46]. Como control negativo, se utilizaron células
no tratadas, es decir, que no habian estado en contacto con siRNA, NCs ni ningln otro
agente de transfeccion.

Las células fueron sembradasy, 24 h después, fueron transfectadas durante 4 h con el
SiRNA, ya sea utilizando Lipofectamina® o NCs como agente de transfeccidon. Después,
se lavaron con DPBS para eliminar el exceso de NCs y Lipofectamina® que no hubieran
sido internalizadas y se mantuvieron en la estufa con medio de cultivo fresco durante
24, 48 6 72 h. En ese momento, las células se levantaron, se lavaron, se tifieron con
anexina-V y yoduro de propidio (Pl) (para evaluar la viabilidad celular durante el propio
experimento y poder excluir las células muertas durante el tratamiento posterior de los
datos) y se analizaron mediante citometria de flujo. El rango de tiempo de analisis (24-
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72 h) se seleccioné en base a la literatura existente sobre la cinética del silenciamiento
génico [47-49], teniendo en cuenta la importancia de evaluar multiples tiempos ya que
la vida media de cada proteina diana es distinta y la duracién del silenciamiento depende
de la linea celular y el sistema de transfeccion utilizados.

La Figura 4 muestra la viabilidad de las células 24, 48 y 72 h después de la transfeccion.
El error debido al levantamiento y preparacion de las células para la citometria a
distintos tiempos fue inferior al 6 %, y el error entre réplicas en el mismo experimento
estuvo siempre comprendido entre 0.1y 5 %.
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Figura 4. Viabilidad de células HeLa-GFP no tratadas o tratadas con NCs recubiertas de quitosano o de

xantano, vacias o cargadas con siRNA, y Lipofectamina® con siRNA (control positivo). Las células fueron

incubadas con las muestras durante 4 h y su viabilidad se analizé 24, 48 o 72 h después del inicio de la
incubacidn. Los datos corresponden a la media y desviacion estandar de dos réplicas experimentales.

148



Transporte de siRNA en NCs y evaluacién in vitro del silenciamiento génico y la localizaciéon
intracelular

La viabilidad celular se mantuvo por encima del 80 % en todas las muestras y a todos
los tiempos, excepto en las células tratadas con las NCs vacias a 150 pg/mL a las 24 h,
donde disminuyé al 71 % en el caso de las NCs recubiertas de quitosano y al 61 % en el
caso de las NCs recubiertas de xantano. Estos datos corroboran que las concentraciones
de siRNA-NCs utilizadas no eran toxicas a ninguno de los tiempos, mientras que las NCs
vacias generaban cierta toxicidad a 24 h, pero tras tiempos mas largos la viabilidad
recuperaba valores superiores al 80 %.

Una vez descartada la poblacion de células muertas, se analizd la intensidad de
fluorescencia de la GFP en las células vivas para determinar el grado de silenciamiento
conseguido. Sorprendentemente, se observé que las siRNA-NCs de quitosano a 150
ug/mL, en vez de disminuirla, aumentaban la intensidad de fluorescencia de las células
en el canal de la GFP. En comparacién con las células no tratadas, este aumento en la
intensidad de fluorescencia era de un 110-150 % a las 48 h y fue corroborado con
distintos lotes de nanocapsulas en 5 experimentos independientes. Este efecto también
era producido por las NCs vacias a 150 pg/mL, e incluso en mayor medida, con aumentos
en la intensidad de fluorescencia del 130-230 % a las 48 h. Ademas, se comprobd que
las NCs recubiertas de xantano provocaban el mismo efecto, por lo que éste era
independiente del tipo de polisacarido de la cubierta. También se descartéd que esa
fluorescencia fuera emitida por las propias NCs, ya que al incubar células no
fluorescentes con las NCs no se observé fluorescencia en el canal de la GFP mas alla de
la tenue autofluorescencia de las propias células.

Era importante esclarecer si el aumento de la intensidad de fluorescencia provenia de
una sobreexpresién de GFP o de alguna interferencia en el propio método de medida.
Se plantearon dos hipdtesis para explicar este aumento de fluorescencia: 1) las NCs
estaban alterando el metabolismo celular haciendo que las células sobreexpresaran
proteina GFP o 2) alguno de los componentes de las NCs podia estar interfiriendo con la
fluorescencia de la GFP, posiblemente los surfactantes de la nanoemulsidn, ya que esta
ampliamente descrito que los surfactantes pueden afectar a las propiedades de
fluorescencia de fluoroforos y proteinas [50-52]. La primera hipdtesis fue
posteriormente descartada mediante Western Blot y gPCR (ver apartados 2.3.2y 2.3.3.
de este capitulo), por lo que prevalecid la idea de que el aumento de fluorescencia era
debido a una interferencia de las NCs que podia estar compensando y enmascarando el
posible efecto de silenciamiento.

Debido a esta interferencia, la fluorescencia de las células tratadas con siRNA-NCs no
podia ser directamente comparada con la de las células no tratadas. Por ello, se
utilizaron células tratadas con NCs vacias a idéntica concentracion como control del
efecto provocado por el propio nanotransportador en la fluorescencia, y su intensidad
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de fluorescencia se tomé como 100 % para normalizar la fluorescencia de las células
tratadas con siRNA-NCs.

La Figura 5 y la Figura 6 muestran el analisis de |la expresién de GFP en las células
tratadas con NCs de quitosano y de xantano, respectivamente. Las NCs recubiertas de
quitosano fueron testadas a 25y 150 pug/mL, que corresponden a 50 y 300 nM de siRNA.
Debido a su menor carga de siRNA, las NCs recubiertas de xantano sdélo fueron testadas
a la concentraciéon mas alta (150 pg/mL) de NCs, que suponia una concentracion de
siRNA de 10 nM. La mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de las células viables
de cada muestra ha sido normalizada en relacién a su respectivo control (células
tratadas con NCs vacias a idéntica concentracion en el caso de las siRNA-NCs y células
no tratadas en el caso de la siRNA-Lipofectamina®) y se representa como porcentaje de
expresion de GFP.

120+

BN 24h
B BN 48h
80- B 72h

H
o
1

Expresion de GFP (%)
N [=2]
e e

o D Vv el Vv \g
¢ & A SO RN
QO Q§ 0‘1' () '\6 S
O\ 6\ ‘\’b 66 D @0 QQ
® < & " 2 4>
P S 2 \@\’ ,;\'b v
D ) o N
A N QQ
Vv S
& N
N &
&S v
9\ é\q.é

Figura 5. Expresion de GFP de células HelLa-GFP tratadas con NCs recubiertas de quitosano, analizada
mediante citometria de flujo. Los datos corresponden a la media y desviacion estandar de dos réplicas
experimentales.

En la Figura 5 se puede observar una notable disminucion de la expresion de GFP de
casi el 50 % en las células tratadas con siRNA-NCs de quitosano a alta concentracion, y
una disminucién menos acentuada (hasta un 15 %) a baja concentracién. Resultados
similares fueron observados con las siRNA-NCs de xantano a alta concentracion de NCs,

150



Transporte de siRNA en NCs y evaluacion in vitro del silenciamiento génico y la localizacién
intracelular

correspondiente a una menor concentracién de siRNA, con un silenciamiento de hasta
el 60 % a las 48 h (Figura 6).
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Figura 6. Expresion de GFP de células HeLa-GFP tratadas con NCs recubiertas de xantano, analizada
mediante citometria de flujo. Los datos corresponden a la media tdesviacion estandar de dos réplicas
experimentales.

A pesar de que el uso de las NCs vacias como control proporcionaba resultados
prometedores, existia la posibilidad de que el efecto de interferencia en la fluorescencia
provocado por las NCs vacias no fuera exactamente igual que el provocado por las
siRNA-NCs. La ausencia o presencia de siRNA en el nanotransportador hace que las
propiedades fisico-quimicas de las NCs sean distintas y estas influyen en su interaccién
con las células.

Por ejemplo, la diferencia en la carga superficial (las NCs de quitosano vacias exhibian
un potencial zeta positivo, mientras que éste era negativo en las NCs cargadas con
siRNA) podria afectar a la internalizacion celular y la toxicidad. En un interesante trabajo,
Yue y colaboradores utilizaron nanoparticulas de quitosano con distinta carga superficial
(positiva, neutra o negativa, modulada mediante grupos carboximetil) pero uniformes
en cuanto al resto de propiedades fisico-quimicas para evaluar la influencia de la carga
superficial sobre la internalizacién en ocho lineas celulares [53]. Demostraron que,
efectivamente, la carga positiva aumentaba la velocidad y el grado de internalizacion en
las células.
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En nuestro caso, si las NCs vacias habian sido internalizadas en mayor cantidad que las
SiRNA-NCs y esta era la causa de su mayor interferencia en la fluorescencia,
probablemente esto iria acompafiado de un aumento en la toxicidad. Efectivamente, la
tincion de las células con anexina V y yoduro de propidio durante el propio experimento
reveld una mayor toxicidad de las NCs vacias en comparacién con las siRNA-NCs, como
se describié previamente en la Figura 4. Esto sugeria que cada tipo de nanocapsula
ejercia un efecto distinto sobre el comportamiento celular, en funcién de si iban
cargadas o no con siRNA. Del mismo modo, la interferencia de las NCs con la
fluorescencia de las células también podria ser distinta y esto podria haber afectado al
analisis del silenciamiento génico, al haberse utilizado la fluorescencia de las células
tratadas con NCs vacias como referencia.

Con el objetivo de encontrar un control mas adecuado para el analisis del
silenciamiento génico, se sustituyd el control de NCs vacias por un control de NCs
cargadas con un siRNA de secuencia aleatoria que no silenciara la GFP (C- siRNA). De
esta forma, la estructura molecular y las propiedades fisico-quimicas del control se
asemejaban lo maximo posible a las de las siRNA-NCs dirigidas contra GFP, ya que ambos
tipos de NCs iban cargadas de siRNA, ya sea dirigido contra GFP (GFP siRNA-NCs) o sin
diana especifica (C- siRNA-NCs), y exhibian un potencial zeta negativo.

La Figura 7a y la Figura 7b muestran el efecto de silenciamiento obtenido por las GFP
SiRNA-NCs de quitosano y de xantano, respectivamente, al normalizar la MFI de las
células viables respecto al control C- siRNA-NCs. Tras haber confirmado en los
experimentos anteriores que la concentracion mas alta de siRNA-NCs (150 pg/mL) no
generaba toxicidad, se selecciond esta concentracién para favorecer el efecto de
silenciamiento. Ademas, el andlisis del silenciamiento se realizé 48 h después de la
transfeccion. En la bibliografia frecuentemente se realiza el analisis a 48 h por ser un
tiempo 6ptimo para detectar el silenciamiento producido por otros
nanotransportadores cargados con siRNA [32,35,54,55]. Ademas, en los experimentos
anteriores se corroboré que nuestras siRNA-NCs provocaban la maxima disminucion de
la sefal de fluorescencia a este tiempo.
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Figura 7. Expresion de GFP en células HeLa-GFP tratadas con NCs recubiertas de quitosano (a) o de
xantano (b) a 150 pg/mL, analizada mediante citometria de flujo a las 48 h. El GFP siRNA fue
transfectado a 50 nM (a) o 10 nM (b) en el control positivo de Lipofectamina®, a 300 nM con las NCs de
quitosano (a) y a 80 nM con las NCs de xantano (b). Los datos corresponden a la media y desviacion
estandar de dos réplicas experimentales y son representativos de varios experimentos independientes.

En la Figura 7a se puede apreciar cdmo la expresion de la GFP desciende al 79 % tras
el tratamiento con GFP siRNA-NCs de quitosano. Este dato fue corroborado en varios
experimentos independientes. Al contrario que con las NCs recubiertas de quitosano,
en el caso de las NCs recubiertas de xantano no se detecté una diferencia significativa
en el nivel de expresion de la GFP (Figura 7b), quiza debido a que la concentracién
alcanzable de siRNA no es suficiente para provocar un silenciamiento detectable. La
eficiencia de silenciamiento alcanzada por las siRNA-NCs es mucho menor que la del
control positivo de Lipofectamina® (LPF), que consigue un silenciamiento del 20-40 % a
las 48 h. Gran parte de los nanotransportadores de siRNA presentados en literatura
también muestran un silenciamiento inferior y mas lento que la LPF, incluso a
concentraciones de siRNA 10-20 veces mayores [32,49].

Para evitar los problemas que causaban las NCs al interferir con la fluorescencia de la
GFP cuando se media el silenciamiento por citometria de flujo y poder validar estos
resultados, se utilizaron otras técnicas (Western Blot y qPCR) que no miden la
fluorescencia intracelular de la GFP directamente, sino que conllevan la extraccién
celular de la proteina, o su mRNA en el caso de la qPCR, y su separacién del resto de
componentes intracelulares. De esta forma se evitaron los problemas de interferencia
con las NCs.

2.3.2. Western Blot

El Western Blot, también llamado inmunoblot, es una de las técnicas de laboratorio
mas utilizadas para la identificacién y cuantificacion de proteinas en células o tejidos
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[56,57]. Su selectividad y especificidad permiten la identificacidn de proteinas dentro de
extractos proteicos muy complejos, como es el lisado celular, gracias a la utilizacion de
anticuerpos especificos de la proteina de interés. En este caso, se utilizd esta técnica
para determinar y comparar la expresion de la proteina GFP en células HelLa-GFP tras el
tratamiento con siRNA cargado en nanocapsulas poliméricas.

Las mismas muestras fueron analizadas en paralelo mediante citometria de flujo
(datos reportados en el apartado anterior Figura 6 y Figura 7) y mediante Western Blot
para confirmar los resultados. Las células fueron transfectadas con NCs recubiertas de
quitosano o de xantano cargadas de siRNA especifico para GFP (GFP siRNA) siguiendo el
mismo procedimiento descrito anteriormente. Como control positivo, las células se
transfectaron con GFP siRNA utilizando Lipofectamina®. Como control negativo, las
células se trataron con NCs vacias o cargadas de siRNA no especifico (C- siRNA)
incubadas a la misma concentracion de nanotransportador (150 pg/mL). Alas48 672 h
después de la transfeccion, las células fueron lisadas para extraer las proteinas
citoplasmaticas y se realizd una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) para separar las proteinas segun su tamafio. Después, las proteinas fueron
transferidas a una membrana e hibridadas con un anticuerpo primario especifico de GFP
y otro especifico de actina (proteina elegida como control “housekeeping” por tener un
nivel de expresion constante). Tras la hibridacién de un anticuerpo secundario
conjugado a un fluoréforo NIR, la membrana fue revelada utilizando un detector de
fluorescencia infrarroja y la intensidad de fluorescencia de las bandas cuantificada
mediante analisis de imagen.

La Figura 8 muestra las membranas de los Western Blots llevados a cabo a partir de las
células tratadas con las NCs de quitosano y de xantano a 150 pg/mL.

Quitosano Xantano
1 2 3 4 1 2 3 4
48 h
GFP
Actina
72 h

GFP

Actina

Figura 8. Expresion de GFP en células HeLa-GFP evaluada mediante Western Blot. NCs quitosano (izqda):
carril 1, control no tratado; carril 2, Lipofectamina® + GFP siRNA 50 nM; carril 3, C- siRNA-NCs 150
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ug/mL; carril 4, GFP siRNA-NCs 150 pug/mL (= 300 nM siRNA). NCs xantano (dcha): carril 1, control no
tratado; carril 2, Lipofectamina®+ GFP siRNA 10 nM; carril 3, NCs vacias 150 pg/mL; carril 4, GFP siRNA-
NCs 150 pg/mL (= 10 nM siRNA).

La ausencia de interferencia de las NCs en este tipo de ensayo, a diferencia de la
citometria de flujo, permitié que las muestras tratadas con GFP siRNA-NCs pudieran ser
directamente comparadas con el control no tratado (carril 1). Ademas, se confirmé que
el tratamiento con las NCs y con la Lipofectamina® no alteraba la expresion de la actina,
por lo que ésta pudo ser utilizada como control interno.

En las cuatro membranas se puede observar una intensa disminucion en la expresidn
de GFP después de la transfeccion de siRNA con Lipofectamina® (LPF, carril 2), que
corresponde a una expresion del 20-50 %, confirmando la validez del control positivo y
del método. Por el contrario, no se aprecia esta disminucion en las bandas de GFP tras
el tratamiento con GFP siRNA-NCs (carril 4) y la cuantificacion demostré que no se
detectaba un efecto de silenciamiento relevante, ni con las NCs de quitosano ni con las
de xantano.

Por otro lado, los controles negativos de NCs vacias o cargadas con siRNA no especifico
(C- siRNA) no alteraron la expresién de la GFP (carril 3), quedando evidenciado que el
tratamiento con las nanocdpsulas de quitosano y de xantano no provoca la
sobreexpresién de la GFP. Esto supuso un hallazgo importante para confirmar que el
aumento en la intensidad de fluorescencia observado mediante citometria de flujo era
debido a una interferencia o un artefacto propio de la técnica en si y no a un posible
estrés celular que acelerara la sintesis de GFP. Los resultados obtenidos para las NCs
recubiertas de xantano mediante Western Blot son consistentes con los obtenidos
mediante citometria de flujo. Sin embargo, el pequefio efecto de silenciamiento
producido por las NCs de quitosano que se registro mediante citometria de flujo no se
aprecia mediante Western Blot. Hay que sefialar que el Western Blot es una técnica
semi-cuantitativa y que la multitud de pasos en el protocolo hasta obtener los resultados
finales es una gran fuente de variabilidad, lo que dificulta la obtencion de datos robustos
y precisos [56—58]. Por ello, es importante utilizar técnicas complementarias adicionales
para verificar los datos generados mediante Western Blot [59]. Como técnica
complementaria para cuantificar la expresion de la GFP, esta vez a nivel de RNA, se uso
la g-PCR.

2.3.3. RT-gPCR

Una de las multiples aplicaciones de la técnica qPCR consiste en la determinacion del
numero de copias de RNA presentes en una muestra de células o tejido (a través del
cDNA) para analizar el nivel de expresidn génica [60]. Para ello, se utiliza una variante
de la gPCR, la gPCR de transcripcion inversa (RT-qPCR), que permite utilizar el RNA como
molde [61].
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Las células fueron transfectadas durante 4 h con el siRNA, utilizando Lipofectamina®
(LPF) o NCs a 150 pg/mL como agente de transfeccion, y fueron lisadas para extraer el
RNA 48 h después de la transfeccion. Después de ser cuantificado, el RNA se
retrotranscribié a DNA complementario (cDNA) y se llevd a cabo la amplificaciéon
mediante gPCR. Durante los ensayos preliminares para poner a punto la técnica, se
seleccioné la dilucion dptima de cDNA para obtener una amplificacién eficiente y se
confirmé que la expresion del gen housekeeping elegido como control interno
(hipoxantina-guanina-fosforribosil-transferasa, HPRT) no variaba tras el tratamiento con
las NCs. Para cada muestra, los datos de expresién de GFP fueron normalizados respecto
a HPRT y después todas las muestras fueron referidas al control no tratado, que se tomo
como 100 % de expresidn. El analisis de RT-gPCR se repitid tres veces y en cada analisis
las muestras fueron preparadas y analizadas por triplicado. Los datos de la media y
desviacidn estandar de los tres analisis se representan en la Figura 9.
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Figura 9. Expresion de GFP en células HelLa-GFP evaluada mediante RT-qPCR. El GFP siRNA fue
transfectado a 10 nM en el control positivo de Lipofectamina® (LPF + siRNA) y con las NCs recubiertas
de xantano (XN), y a 300 nM con las NCs recubiertas de quitosano (CS). Los datos corresponden a la
media y desviacion estandar de tres analisis de RT-qPCR independientes.

En consonancia con los resultados obtenidos por Western Blot, se demostré mediante
RT-gPCR que el tratamiento con NCs recubiertas de quitosano (NCs CS) y xantano (NCs
XN) vacias no altera la expresion de la GFP a nivel de RNA (los valores medios son de 97
y 95 %, respectivamente). Esto confirma una vez mds que los aumentos en la
fluorescencia de GFP que se observaban durante la citometria de flujo no se debian a
una sobreexpresion de GFP, sino a la interferencia de las NCs con la fluorescencia. El
tratamiento con las NCs cargadas con siRNA dirigido contra GFP (siRNA-NCs) da lugar a
una leve disminucién de la expresion de GFP (91 % en el caso de las NCs recubiertas de
quitosano y 87 % en el de las NCs recubiertas de xantano).
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Como conclusion global de la cuantificacién del silenciamiento génico efectuada
mediante las tres técnicas distintas reportadas, es evidente que la GFP no esta siendo
silenciada de forma notoria tras la transfecciéon del siRNA con las NCs. Ragelle y
colaboradores también obtuvieron bajos niveles de silenciamiento de GFP (10-30 %) con
sus nanoparticulas de quitosano, a pesar de la alta concentracion intracelular de siRNA,
por lo que atribuyeron estos resultados a que las nanoparticulas no conseguian liberar
el siRNA al citosol [62]. Ademas, observaron que al unir un ligando RGD a su superficie
se duplicaba su internalizacion celular y aumentaba la eficiencia de silenciamiento. Esto
demuestra que la eficiencia de silenciamiento depende en gran medida de la
internalizacion y el destino final del siRNA dentro de la célula. Por lo tanto, es importante
estudiar estos aspectos para adquirir una mayor comprensiéon del mecanismo de
transporte del siRNA y poder asi mejorar la eficiencia de los nanotransportadores en el
futuro.

2.4. Internalizacion de siRNA-NCs en células Hela

Algunos estudios afirman que las propiedades superficiales de las nanoparticulas
pueden influir en su internalizacidn celular y en su distribucién intracelular, y que es
posible dirigir las nanoparticulas a objetivos intracelulares especificos (lisosomas,
mitocondrias, citosol, etc.) modificando sus propiedades superficiales [63-65]. La
elevada capacidad de internalizacion de las NCs recubiertas de quitosano ya ha sido
puesta de manifiesto en otros capitulos de esta tesis, pero aqui se explord también la
internalizacion y distribucidn intracelular de las NCs recubiertas de xantano, analizando
la influencia de las distintas cubiertas en el destino de las NCs y su carga de siRNA una
vez dentro de la célula.

Para descartar la posibilidad de que el siRNA estuviera siendo liberado de las NCs en
el medio de cultivo y las NCs estuvieran entrando en las células sin su carga, tanto las
NCs como el siRNA fueron marcados fluorescentemente y rastreados en cultivos
celulares. El objetivo era investigar si el siRNA permanece encapsulado una vez que las
NCs entran en contacto con el medio de cultivo y si durante el proceso de internalizacién
se localiza en el mismo compartimento celular que las nanocdpsulas (en este caso, las
NCs y el siRNA marcados fluorescentemente deberian colocalizar) o, por el contrario, se
libera de las NCs y se dirige a un compartimento celular distinto. He y colaboradores
también utilizaron nanoparticulas poliméricas y siRNA marcados fluorescentemente
para evaluar mediante microscopia de fluorescencia la internalizacién celular y
disociacion del siRNA de su nanotransportador [48].

El atrapamiento y la degradacion de las nanomedicinas en los compartimentos
endolisosomales son las principales barreras para el transporte eficiente de los acidos
nucleicos al citosol y son, en gran medida, responsables de la baja eficiencia de
transfeccidon de los nanotransportadores no virales en comparacion con los vectores
virales [66]. Para profundizar en este estudio, las vesiculas intracelulares implicadas en
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la endocitosis (endosomas tempranos, endosomas tardios y lisosomas) también se
marcaron fluorescentemente para descubrir cual era el destino de las NCs y el siRNA en
el interior de las células y si conseguian escapar de los endolisosomas para poder llevar
a cabo el silenciamiento génico. Para favorecer que el siRNA alcance su diana subcelular,
es esencial obtener una mejor comprension de la distribucion intracelular de los
nanotransportadores a través del marcaje fluorescente tanto del nanotransportador y
su carga como de los organulos celulares en los que se encuentran para su estudio
mediante microscopia de fluorescencia.

2.4.1. Marcaje fluorescente de las NCs y el siRNA

Para poder rastrear el siRNA, se utilizd la misma secuencia de siRNA, especifica de GFP,
marcada con el fluoréforo Cy3 en uno de sus extremos (excitacion a 550 nm, emision a
575 nm). Para rastrear las NCs, se decidio encapsular el fluoréforo DiD (excitacion a 650
nm, emisidén a 675 nm) para minimizar el solapamiento de su fluorescencia con el resto
de los fluoréforos (teniendo en cuenta que las vesiculas intracelulares iban a ser
marcadas con proteinas o sondas con emision a 509 nm).

Para evaluar si las NCs admitian el marcaje simultdaneo con ambas moléculas
fluorescentes, se sintetizaron NCs recubiertas de quitosano y de xantano cargadas con
siRNA-Cy3 y DiD. Las NCs obtenidas fueron caracterizadas a la misma concentracién (100
ug/mL) mediante espectrofotometria de fluorescencia (Figura 10).
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Figura 10. Espectros de fluorescencia de NCs recubiertas de quitosano (a) y de xantano (b) cargadas
simultaneamente con siRNA-Cy3 (rojo) y DiD (azul).

Los espectros de fluorescencia de la Figura 10 muestran que ambas moléculas
fluorescentes fueron encapsuladas con éxito. El siRNA-Cy3 encapsulado muestra un pico
de emisidn a 575 nm y el DiD encapsulado muestra un pico de emisién alrededor de los
675 nm. El marcaje simultaneo proporciona la ventaja de poder rastrear el siRNA y las
NCs a partir de la misma muestra en vez de utilizar dos muestras distintas, una con el
siRNA marcado y otra con las NCs marcadas, que podrian interaccionar de forma
diferente con las células. Gracias al éxito del marcaje simultaneo, se pudo estudiar la
localizacion de las NCs y el siRNA en cultivos celulares.
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2.4.2. Colocalizacion en células Hela

El objetivo de este estudio era saber si tanto el siRNA como las NCs internalizaban en
las células y si se ubicaban en el mismo compartimento celular durante el proceso. La
asociacion entre una molécula y un compartimento celular especifico es habitualmente
determinada comparando la distribucion de la molécula marcada fluorescentemente
con la distribucion de una sonda fluorescente que marque el compartimento de interés
[67].

Para ello, ademds de disponer de las siRNA-NCs con el doble marcaje (NCs marcadas
con DiD y siRNA marcado con Cy3), fue necesario marcar los compartimentos celulares
en los que podrian encontrarse las NCs y el siRNA. Se esperaba que estos
compartimentos fueran los endosomas y los lisosomas (denominados en su conjunto
como endolisosomas), ya que son vesiculas intracelulares que juegan un papel
fundamental en la endocitosis. Sin embargo, las primeras observaciones de la
distribucién intracelular del siRNA nos hicieron sospechar que también podria estar
acumulandose en las mitocondrias, por lo que se decidi6 marcar también este
compartimento intracelular.

Para marcar los endosomas, se utilizaron plasmidos que expresan proteinas
especificas de endosomas tempranos (Rab5a) y endosomas tardios (Rab7a) fusionadas
a una proteina GFP. Hay que sefalar que a pesar de la gran especificidad en el marcaje
gue proporcionan estos plasmidos, una de sus limitaciones es que su eficiencia de
transfeccion no es del 100 % y por ello no todas las células quedan marcadas. Durante
las pruebas preliminares se determind la cantidad 6ptima de plasmido para conseguir
un marcaje intenso, pero sin llegar a la saturacién, en el mayor niumero de células
posible. Los lisosomas fueron marcados utilizando LysoTracker® Green, una sonda
fluorescente que marca en verde los compartimentos acidos de la célula. Por ultimo, se
marcaron también las mitocondrias utilizando MitoTracker® Green. Debido a que los
marcajes de los compartimentos celulares emitian fluorescencia en el canal verde, se
utilizaron células Hela (en lugar de las Hela-GFP utilizadas para cuantificar el
silenciamiento) y el marcaje de cada compartimento fue realizado en paralelo.

En el campo de la microscopia de fluorescencia, la colocalizacién es comunmente
entendida como la presencia de dos o mas fluoréforos en la misma localizacién. La
colocalizacion de dos fluoréforos puede ser identificada por la deteccion de estructuras
cuyo color refleja la contribucién combinada de ambos fluoréforos cuando las imagenes
de cada uno de ellos se superponen [67]. Para el tratamiento de las imagenes de este
apartado, a cada fluordforo se le asignd un color, de forma que el producto de la
combinacion de varios colores indica que existe colocalizacién. Los colores usados en el
analisis y su correspondencia con compartimentos celulares, nanotransportadores y
acidos nucleicos se resumen esquematicamente en la Figura 11, junto con los colores
gue indican su colocalizacién.
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Figura 11. Esquema que representa la combinacion de colores utilizados en el estudio de colocalizacion.

Ademads, el nivel de colocalizacion fue cuantificado utilizando el Coeficiente de
Correlacion de Pearson (PCC), que indica el grado de correlacion entre la intensidad de
los pixeles de dos canales [68]. El valor del PCC puede oscilar entre-1y 1. Un valorde 1
significaria que los patrones de fluorescencia son totalmente similares (colocalizaciéon
perfecta), un valor de -1 significaria que los patrones son totalmente opuestos (exclusién
perfecta), mientras que un valor cercano a 0 indica que no hay ninguna correlacién en
los patrones entre ambos canales (localizacién aleatoria), lo que también implica
ausencia de colocalizacién [67,69]. Por lo tanto, el grado de colocalizacion aumenta
conforme el PCC se aproxima a 1.

Las células Hela fueron incubadas con NCs cargadas de DiD y siRNA-Cy3 a una
concentracién de nanotransportador de 150 pg/mL durante 4 horas, reproduciendo las
condiciones de los experimentos de silenciamiento realizados anteriormente. Como
control positivo, se utilizé Lipofectamina® para transfectar el siRNA. Después de las 4
horas de transfeccion, las células fueron lavadas para eliminar todos los reactivos que
guedaran en suspension y se tomaron imagenes de las células vivas mediante
microscopia confocal. Para el marcaje de los endosomas tempranos y tardios (en
paralelo, es decir, cada tipo de marcaje en una muestra distinta), los plasmidos fueron
transfectados al menos 16 h antes de realizar la microscopia, es decir, el dia anterior a
la transfeccion del siRNA. Para el marcaje con LysoTracker® y MitoTracker® (en paralelo
también), estos reactivos fueron afadidos justo después de la transfeccién del siRNA.
En este estudio se evitd la fijacidn celular puesto que este proceso puede generar
artefactos, por ejemplo autofluorescencia, y alterar la localizacion intracelular de las
nanoparticulas [66,70]. Por lo tanto, no es aconsejable fijar las células cuando se realizan
estudios de colocalizacién. Ademads, algunos marcadores fluorescentes, como el
LysoTracker®, no son compatibles con la fijacién celular [70]. Por estas razones, las
células fueron observadas directamente sin fijar después de la transfeccidn del siRNA.
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Para comprobar que las muestras no generaban autofluorescencia, se tomaron
imdagenes de células no tratadas (Figura 12).

Campo claro

Figura 12. Células Hela no tratadas (control negativo). Imagenes adquiridas en campo claro y en los
canales de fluorescencia verde, rojo y rojo lejano (a cuya fluorescencia se le asigné el color azul)
mediante microscopia confocal. Las escalas corresponden a 20 um.

Las células no mostraron fluorescencia en ninguno de los canales de fluorescencia
utilizados, confirmando la ausencia de artefactos de autofluorescencia.

Las Figuras 13-18 muestran imdagenes de microscopia representativas del analisis de
colocalizacion de las NCs de quitosano y de xantano, asi como del siRNA transportado
por ellas, con endosomas tempranos, endosomas tardios y lisosomas.
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NCs de quitosano, endosomas tempranos

SiRNA-Cy3 NCs-DiD

SiRNA-Cy3 + NCs-DiD NCs-DiD + + siRNA-Cy3

siRNA-Cy3 + NCs-DiD +

Figura 13. Colocalizacién de
NCs recubiertas de
quitosano marcadas con
DiD (azul) y cargadas de
siRNA-Cy3 (rojo) con

endosomas tempranos
marcados con Rab5-GFP
(verde). Imagenes
adquiridas mediante

microscopia confocal. Las
escalas corresponden a 20
um.
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NCs de xantano, endosomas tempranos

siRNA-Cy3

siRNA-Cy3 + NCs-DiD NCs-DiD +

+ siRNA-Cy3

SiRNA-Cy3 + NCs-DiD +

164

Figura 14. Colocalizacion de
NCs recubiertas de xantano
marcadas con DiD (azul) y
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo)
con endosomas tempranos
marcados con Rab5-GFP
(verde). Imagenes adquiridas
mediante microscopia
confocal. Las escalas
corresponden a 20 um.
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NCs de quitosano, endosomas tardios

SiRNA-Cy3 NCs-DiD

SiRNA-Cy3 + NCs-DiD NCs-DiD + + siRNA-Cy3

SiRNA-Cy3 + NCs-DiD +

Figura 15. Colocalizacion de
NCs recubiertas de quitosano
marcadas con DiD (azul) y
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo)
con endosomas tardios
marcados con Rab7-GFP
(verde). Imagenes adquiridas
mediante microscopia
confocal. Las escalas
corresponden a 20 um.
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NCs de xantano, endosomas tardios

siRNA-Cy3

NCs-DiD

siRNA-Cy3 + NCs-DiD

NCs-DiD +

+ siRNA-Cy3
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SiRNA-Cy3 + NCs-DiD +

Figura 16. Colocalizacion de
NCs recubiertas de xantano
marcadas con DiD (azul) y
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo)
con endosomas tardios
marcados con Rab7-GFP
(verde). Imagenes adquiridas
mediante microscopia
confocal. Las escalas
corresponden a 20 um.
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NCs de quitosano, lisosomas

SiRNA-Cy3 NCs-DiD

SiRNA-Cy3 + NCs-DiD NCsDiD + + siRNA-Cy3

siRNA-Cy3 + NCs-DiD +

Figura 17. Colocalizacion de
NCs recubiertas de quitosano
marcadas con DiD (azul) y
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo)
con lisosomas marcados con
LysoTracker (verde). Imagenes
adquiridas mediante
microscopia confocal. Las
escalas corresponden a 20 um.
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NCs de xantano, lisosomas

SiRNA-Cy3 NCs-DiD

SiRNA-Cy3 + NCs-DiD NCs-DiD +

+ siRNA-Cy3

168

Figura 18. Colocalizacion de
NCs recubiertas de xantano
marcadas con DiD (azul) y
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo)
con lisosomas marcados con
LysoTracker (verde). Imagenes
adquiridas mediante
microscopia confocal. Las
escalas corresponden a 20 um.
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Como se puede apreciar en las imagenes de microscopia, el siRNA (rojo) estaba siendo
claramente internalizado en las células, lo que permitié descartar la hipdtesis de que
éste pudiera ser liberado de las NCs en el medio de cultivo y que las NCs estuvieran
entrando en las células sin su carga.

Ademas, todas las muestras tratadas con NCs muestran colocalizacién parcial entre
NCs y siRNA (magenta), correspondiente a un PCC de 0.52 +0.06. Existe una mayor
proporciéon de NCs colocalizadas con el siRNA (la mayoria de los puntos azules
colocalizan con puntos rojos) en comparacion con una menor proporcion de siRNA
colocalizado con las NCs (sélo algunos puntos rojos colocalizan con puntos azules, el
resto de fluorescencia roja no), lo que sugiere que gran parte del siRNA ha sido liberado
de las NCs y tan s6lo queda una pequefia parte del siRNA atrapada en las NCs. Este hecho
resulta muy favorable para conseguir un silenciamiento génico adecuado, ya que es un
requisito clave que el siRNA se disocie de la NC una vez dentro de la célula para que
pueda interactuar sin impedimentos con el complejo RISC. Wang y colaboradores
observaron un patrén de fluorescencia similar, donde parte del siRNA no colocalizaba
con su nanotransportador, y también lo atribuyeron a la liberacién del siRNA, que
constituye un paso fundamental para lograr el silenciamiento génico [71].

Por otro lado, se analizé la colocalizacion de las NCs recubiertas de quitosano o de
xantano, asi como del siRNA transportado por ellas, con los endolisosomas. En las
imagenes de microscopia se puede constatar que apenas hay colocalizacién en los
endosomas tempranos, ni por parte del siRNA ni de las NCs, independientemente de
gue las NCs estuvieran recubiertas de quitosano o de xantano (Figura 13 y Figura 14).
Sin embargo, se puede apreciar una leve colocalizacién en endosomas tardios (Figura 15
y Figura 16) y algo mas en el caso de lisosomas (Figura 17 y Figura 18), tanto del siRNA
como de las NCs. Estas observaciones fueron confirmadas mediante el andlisis
cuantitativo de la colocalizacion de las imagenes de microscopia. La Figura 19 muestra
el PCC obtenido al cuantificar el grado de colocalizacion entre las NCs marcadas con DiD
(a) o el siRNA-Cy3 (b) con los endolisosomas.
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Figura 19. Colocalizacién de NCs recubiertas de quitosano (CS) o de xantano (XN) marcadas con DiD (a)
o del siRNA-Cy3 transportado por ellas (b) con endosomas tempranos, endosomas tardios o lisosomas.
El andlisis cuantitativo de la colocalizaciéon se realiz6 mediante determinacion del Coeficiente de
correlacion de Pearson (PCC). Los valores representados son el promedio y desviacion estandar del PCC
calculado a partir del analisis de 10-20 células por muestra. Los asteriscos sefialan las diferencias
estadisticamente significativas (ns, no significativo; **, P < 0.01; ***, P < 0.001;**** P < 0.0001, prueba
t de Student desapareada).

En cuanto a la posibilidad de que el tipo de recubrimiento de la nanocapsula afectara
a su localizacién intracelular o a la de su carga, ninguna de las graficas muestra una
diferencia significativa en la colocalizacién de las NCs o el siRNA con cada uno de los
compartimentos celulares segun si se han utilizado NCs recubiertas de quitosano o de
xantano. Esto indica que la distribucidn intracelular tanto del siRNA transportado como
de la propia NC es similar independientemente del tipo de polimero utilizado para
recubrir las NCs.

Ademas, se observa una tendencia muy parecida en el nivel de colocalizacion de las
NCs (Figura 19a) y el siRNA (Figura 19b) entre los distintos organulos, obteniendo valores
crecientes del PCC, y por tanto, de colocalizacién, en el siguiente orden: endosomas
tempranos < endosomas tardios < lisosomas.

Los valores del PCC obtenidos para los endosomas tempranos (0.15-0.20) se
encuentran cercanos a 0, lo que indica que el grado de colocalizacién es muy bajo. Es
posible que debido a que las células se observaron 4 h después del inicio de la
transfeccion, los endosomas tempranos que hubieran albergado NCs y/o siRNA
hubieran madurado ya a endosomas tardios o lisosomas. Vercauteren y colaboradores
observaron una fuerte colocalizacién de sus nanotransportadores poliméricos con
endosomas tempranos (mediante marcaje de la proteina Rab5, igual que en nuestro
caso) durante los primeros 30 minutos tras el inicio de la transfeccién, que fue
progresivamente sustituida por una colocalizacién mayoritaria con endosomas tardios y
lisosomas tras 2 h [66]. Sin embargo, al repetir el ensayo de colocalizacidon observando
las células 30 min después del inicio de la transfeccidn, tampoco se obtuvo una
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colocalizacidn remarcable con endosomas tempranos. Una posibilidad es que la
maduracion de los endosomas tempranos que contienen las siRNA-NCs a endosomas
tardios sea tan rapida en este caso que no haya permitido la deteccion de colocalizacion
en endosomas tempranos. Otra posibilidad es que la ruta de endocitosis de las siRNA-
NCs sea independiente de Rab5 vy, por ende, de endosomas tempranos. Los endosomas
tempranos estan generalmente asociados a endocitosis mediada por clatrina, por lo que
su ausencia puede considerarse un indicio de que las NCs no son internalizadas por esta
ruta [72]. No obstante, existen otras vias endociticas en las que no intervienen los
endosomas tempranos y las vesiculas se fusionan directamente con lisosomas, como la
fagocitosis, la macropinocitosis, la endocitosis mediada por caveolina o la endocitosis
independiente de clatrina y caveolina [73].

La colocalizacidon en endosomas tardios (PCC 0.30-0.55) fue mayor que en endosomas
tempranos (PCC 0.15-0.20), como puede observarse también en las imagenes de
microscopia (Figura 15 y Figura 16). Parte de las NCs se encuentran en el interior de los
endosomas tardios (color cian en la imagen combinada de los canales verde y azul), asi
como una cierta proporcién del siRNA (color amarillo en la imagen combinada de los
canales verde y rojo), precisamente la que se encuentra todavia encapsulada ya que a
la vez colocaliza con las NCs (color magenta en la imagen combinada de los canales azul
y rojo, color blanco en la imagen combinada de los tres canales). Sin embargo, también
se observa una elevada proporcion de siRNA que no colocaliza ni con las vesiculas ni con
las NCs (color rojo en las imagenes que combinan este canal con cualquier otro). Tanto
las NCs de quitosano como las de xantano presentan la misma distribucidn intracelular.

La colocalizacidn de las NCs y el siRNA en los lisosomas (Figura 17 y Figura 18) sigue un
patron similar al de los endosomas tardios, pero con mayor nivel de colocalizacién (PCC
0.45-0.70).

Por otro lado, también se analizd la distribucion intracelular del siRNA transfectado
con Lipofectamina® (LPF, Figura 20), con la intencidn de identificar posibles diferencias
que pudieran ser las causantes de su mayor efecto de silenciamiento con respecto al
siRNA transfectado con las NCs. Si el siRNA transfectado con LPF conseguia interferir con
su mRNA diana, tenia que haber conseguido escapar de las vesiculas endolisosomales y
encontrarse en el citoplasma de la célula.
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Figura 20. Colocalizacion de siRNA-Cy3 (rojo) transfectado con Lipofectamina® con endosomas
tempranos marcados con Rab5-GFP (verde) o lisosomas marcados con LysoTracker (verde). a) Imagenes
adquiridas mediante microscopia confocal. b) Andlisis cuantitativo mediante determinaciéon del
Coeficiente de correlacion de Pearson (PCC). Los valores representados son el promedio y desviacion
estandar del PCC calculado a partir del analisis de 10-20 células por muestra. Los asteriscos sefialan las
diferencias estadisticamente significativas (****, P < 0.0001, prueba t de Student desapareada). Las
escalas corresponden a 20 um.

Sorprendentemente, el siRNA no sélo no se encontraba en el citoplasma, sino que
ademas presentaba una distribucién en las vesiculas endociticas muy similar a la
observada con las NCs: la colocalizacién con endosomas tempranos era minima (PCC
0.11), mientras que la colocalizacién con lisosomas era mucho mayor (PCC 0.78), como
demuestran cualitativamente las imagenes de microscopia (Figura 20a) vy
cuantitativamente los valores del PCC en la Figura 20b.

No obstante, se observaron diferencias importantes en comparacion con las muestras
tratadas con NCs: la fluorescencia roja del siRNA transfectado con LPF aparecia
principalmente con forma de puntos, no de fibras, y practicamente todo el siRNA
colocalizaba con lisosomas.

Por el contrario, en las células tratadas con NCs, la fluorescencia roja que no colocaliza
con la fluorescencia azul, es decir, el siRNA libre, tiende a encontrarse distribuida por la
célula en forma de estructuras fibrosas, muy distinta de la fluorescencia punteada que
se observa cuando colocaliza con las vesiculas y las NCs (Figuras 13-18). Esto parece
indicar que el siRNA que ha sido liberado de la NC no se encuentra dentro de vesiculas
esféricas, como son las vesiculas endociticas, sino en compartimentos mas alargados.
Hay que remarcar que este hecho sdlo fue observado tras el tratamiento con NCs, tanto
de quitosano como de xantano, pero no tras el tratamiento con Lipofectamina®, donde
la fluorescencia roja es principalmente punteada, lo que sugiere que este
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comportamiento del siRNA esta relacionado con su medio de transporte y no con su
secuencia. Ademas, dado que ocurre lo mismo con las NCs recubiertas de quitosano y
de xantano, es posible que sea el ndcleo de nanoemulsién de las NCs el que esté jugando
un papel importante en el destino intracelular del siRNA. Uno de los compartimentos
celulares con forma alargada son las mitocondrias, y precisamente el tipo de distribucién
de la fluorescencia roja se asemeja al obtenido en otros trabajos donde han realizado
un marcaje mitocondrial [74,75]. Por esta razén, se decidié marcar las mitocondrias y
evaluar si el siRNA liberado se encontraba alli. En primer lugar, como control se utilizaron
células no tratadas con NCs ni con siRNA para comprobar que el marcaje de las
mitocondrias con MitoTracker® no produjera artefactos en la fluorescencia (Figura 21).
Para reducir al maximo el cruce entre los espectros de fluorescencia de los distintos
fluordforos, estos fueron excitados en modo secuencial y sus sefiales de emision fueron
recogidas con filtros de emisidon de banda estrecha.

Campo claro Rojo

Verde (MitoTracker) Azul

Figura 21. Células Hela tratadas solamente con MitoTracker para marcar las mitocondrias. Imagenes
adquiridas en campo claro y en los canales de fluorescencia verde, rojo y rojo lejano (a cuya
fluorescencia se le asignoé el color azul) mediante microscopia confocal. Las escalas corresponden a
20 pm.

En las imagenes se puede constatar que la fluorescencia del MitoTracker® sélo aparece
en el canal verde y no invade el resto de canales utilizados, evitando asi posibles
interferencias entre canales. También se puede observar el patréon de fluorescencia con
forma alargada caracteristico del marcaje mitocondrial.

A continuacion, se tomaron imdagenes de células tratadas con siRNA-NCs y marcadas
con MitoTracker (Figuras 22-23) y se analizé cuantitativamente la colocalizacién (Figura
24).
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NCs de quitosano, mitocondrias

siRNA-Cy3 NCs-DiD

siRNA-Cy3 + NCs-DiD  NCs-DiD + + siRNA-Cy3

SsiRNA-Cy3 + NCs-DiD +

Figura 22. Colocalizacion de
NCs recubiertas de quitosano
marcadas con DiD (azul) y
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo)
con mitocondrias marcados
con MitoTracker (verde).
Imagenes adquiridas mediante
microscopia confocal.
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NCs de xantano, mitocondrias

SiRNA-Cy3 NCs-DiD

siRNA-Cy3 + NCs-DiD ~ NCs-DiD + + siRNA-Cy3

siRNA-Cy3 + NCs-DiD +

Figura 23. Colocalizacion de
NCs recubiertas de xantano
marcadas con DiD (azul) y
cargadas de siRNA-Cy3 (rojo)
con mitocondrias marcados
con MitoTracker (verde).
Imagenes adquiridas mediante
microscopia confocal.
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Figura 24. Analisis cuantitativo de la colocalizacion de NCs recubiertas de quitosano o de xantano
marcadas con DiD (b) o del siRNA-Cy3 transportado por ellas (a) con mitocondrias. Los valores
representados son el promedio y desviacion estandar del Coeficiente de correlacion de Pearson (PCC)
calculado a partir del analisis de 10-20 células por muestra.

Efectivamente, el alto grado de colocalizacion entre el siRNA transfectado con NCs
(tanto quitosano como xantano) y las mitocondrias demostré que el siRNA se
encontraba principalmente en este compartimento celular, como puede observarse
tanto en la grafica de la Figura 24, que muestra los elevados valores del PCC obtenidos
en estas muestras (PCC 0.83 para el quitosano y 0.76 para el xantano), como en las
imagenes de confocal (Figura 22 y Figura 23). No obstante, hay que remarcar que el
grado de colocalizacidon en mitocondrias no es total, ya que el PCC es inferiora 1y en las
imagenes también se puede observar fluorescencia roja punteada que no colocaliza con
las mitocondrias. En base a los resultados del estudio anterior, esta fluorescencia
punteada probablemente corresponde a la proporcion de siRNA que se encuentra en
los endosomas tardios y lisosomas. Curiosamente, las NCs marcadas con DiD no
colocalizan con las mitocondrias (fluorescencia azul en vez de cian, PCC 0.20-0.25), sino
que colocalizan parcialmente con endosomas tardios y lisosomas (previamente
demostrado en este apartado), lo que indica que gran parte del siRNA encapsulado ha
sido liberado de las NCs en el interior de la célula y se dirige hacia las mitocondrias. Para
demostrar que la localizacion mitocondrial sélo se da cuando el siRNA ha sido
transfectado por las NCs, se marcaron las mitocondrias de células que habian sido
transfectadas con siRNA utilizando Lipofectamina® y células que habian sido incubadas
con la misma concentracidn de siRNA sin usar ningun agente de transfeccidn (Figura 25).
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siRNA-Cy3 MitoTracker Superposicion

Sin agente de
transfeccion

Lipofectamina

Figura 25. Colocalizacién de siRNA-Cy3 (rojo) internalizado sin agente de transfeccion o transfectado
con Lipofectamina® con mitocondrias marcadas con MitoTracker (verde). Imagenes adquiridas
mediante microscopia confocal.

En la Figura 25 se puede apreciar que, en ausencia de agente de transfeccion, el siRNA
apenas entra en las células, tal y como se esperaba ya que esta es una de las principales
limitaciones de la tecnologia del RNA interferente [76]. En cambio, la fluorescencia del
siRNA dentro de las células es mucho mayor cuando este ha sido transfectado mediante
Lipofectamina® o mediante NCs (Figuras 22-23), lo que revela la gran capacidad de estos
vectores para transportar el siRNA al interior de las células. En cuanto a las células
transfectadas con Lipofectamina®, nuevamente se observa la fluorescencia roja de
forma punteada y no colocaliza de forma notoria con las mitocondrias (PCC 0.29, frente
al PCC de 0.75-0.85 de las NCs).

Una hipdtesis para explicar la localizacién del siRNA en las mitocondrias
exclusivamente al utilizar NCs como agente de transfeccion podria ser que el siRNA, al
liberarse de las NCs, esté arrastrando con él alguno de los componentes de las NCs y que
sea este componente el que lo dirija a las mitocondrias. Actualmente se estan utilizando
moléculas catidnicas y anfifilicas para transportar acidos nucleicos a las mitocondrias,
aprovechando la carga negativa de la matriz mitocondrial, incluyendo el fluoréforo
rodamina 123, surfactantes, lipidos y péptidos catidnicos [77]. El quitosano es una
molécula catidnica, pero en este caso el efecto no puede ser especifico del quitosano ya
gue también se produce con las NCs recubiertas de xantano. Es mas probable que sea
alguno de los componentes del nucleo de las NCs, comunes a ambos tipos de NCs, el
gue esta arrastrando al siRNA a las mitocondrias. Los surfactantes utilizados son no-
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idnicos, pero su anfifilicidad intrinseca podria favorecer su fusidon con las membranas
mitocondriales. Por ultimo, pero no menos importante, las NCs estdan compuestas
también por acido oleico, que es un acido graso muy importante para el metabolismo
celular. De hecho, estda ampliamente estudiado y confirmado el transporte de los acidos
grasos al interior de las mitocondrias porque es alli donde se realiza su B-oxidacion
[78,79], por lo que este podria ser el responsable de que el siRNA entre en las
mitocondrias. Ademas, esta hipodtesis estaria de acuerdo también con el bajo efecto de
silenciamiento provocado por las NCs, ya que este componente de las NCs estaria
“secuestrando” gran parte del siRNA en las mitocondrias, y ademas podria estar todavia
unido a las pocas moléculas de siRNA que consiguen llegar al citoplasma y podria impedir
que se incorporaran correctamente al complejo RISC, dificultando su hibridacion con el
mRNA y, en consecuencia, el silenciamiento del gen correspondiente.

3. CONCLUSIONES

Se ha conseguido encapsular satisfactoriamente moléculas de siRNA en NCs
recubiertas de quitosano y en NCs recubiertas de xantano. La encapsulacion ha sido
optimizada hasta conseguir aumentar la carga de siRNA, lo que ha permitido alcanzar
concentraciones elevadas de siRNA a concentraciones no citotdxicas de
nanotransportador durante los estudios in vitro. Sin embargo, el nivel de silenciamiento
génico de la GFP producido por las NCs cargadas de siRNA en cultivos celulares ha sido
bajo, en el caso de las NCs de quitosano, o nulo, en el caso de las NCs de xantano.

Para adquirir una mayor comprension del mecanismo de transporte del siRNA y poder
asi facilitar una optimizacion racional de estos nanotransportadores en el futuro, se ha
estudiado la internalizacion y el trafico intracelular de las NCs y el siRNA. El marcaje
fluorescente de las NCs y el siRNA que transportan ha permitido verificar una excelente
internalizacion celular, tanto para las NCs de quitosano como para las de xantano,
demostrando la capacidad de ambos sistemas para facilitar la entrada del siRNA en las
células. Sin embargo, los estudios de distribucion intracelular han revelado que las NCs
se encuentran principalmente atrapadas en los endolisosomas, junto a una parte del
siRNA, mientras que gran parte del siRNA consigue escapar de ellos y se dirige a las
mitocondrias. En consecuencia, la baja eficiencia de silenciamiento obtenida podria
deberse a la ausencia de siRNA en su sitio de accidn, el citosol, al encontrarse atrapado
en otros compartimentos celulares.

Con el objetivo de liberar el siRNA de estos compartimentos celulares, en el siguiente
capitulo se investiga el uso de la tecnologia de internalizacién fotoquimica (PCl), basada
en el uso de fotosensibilizadores y luz.

4. MATERIALES Y METODOS

Los reactivos utilizados para la sintesis de las nanocapsulas son los mismos que
aparecen referenciados en el capitulo 2, salvo que se indique lo contrario.
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El xantano (Xanthan from Xanthomonas campestris) y los fluoréforos Nile Red, Bodipy
493/503 y Caediogreen fueron adquiridos en Sigma. El fluoréforo DiD fue adquirido en
Thermo Fisher Scientific. La Lipofectamina® 2000 fue adquirida en Invitrogen® y el
CFBlue Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI en Immunostep®. El reactivo
Coomassie Plus-The Better Bradford® Assay Reagent fue adquirido en Fisher Scientific,
los geles de poliacrilamida 4-15 % Mini-PROTEAN™ TGX Stain-Free™ Protein Gels en Bio-
Rad® y el patron de peso molecular para los geles de poliacrilamida PageRuler™
Prestained NIR Protein Ladder en Thermo Fisher Scientific.

Todas las secuencias de siRNA fueron sintetizadas y purificadas mediante HPLC por
Dharmacon® y adquiridas a través de Cultek: siRNA contra GFP (GFP Duplex |, hebra
sentido: 5' GCAAGCUGACCCUGAAGUUCUU 3",  hebra antisentido: 5'-
GAACUUCAGGGUCAGCUUGCUU 3'), siRNA control negativo (hebra sentido: 5’'-
AAUUCUCCGAACGUGUCACGU(UU)-3’, hebra antisentido: 5’-
ACGUGACACGUUCGGAGAAUU(UU)-3’; y siGENOME Non-Targeting siRNA #4), siRNA
contra GFP marcado con Cy3 (hebra sentido: Cy3 5' GCAAGCUGACCCUGAAGUUCUU 3/,
hebra antisentido: 5'- GAACUUCAGGGUCAGCUUGCUU 3'). Los siRNA fueron
suspendidos en agua libre de RNAasas (Sigma®) a una concentracion de trabajo de 100
UM,

4.1. Cultivo celular

La linea celular estable HelLa (adenocarcinoma de cérvix) con expresion constitutiva de
GFP vy resistencia a puromicina fue adquirida a Amsbio®. La linea celular Hela fue
adquirida a la ATCC. Las células se mantuvieron en medio de cultivo DMEM
suplementado con un 10 % de FBS, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y
glutamina (2 mM), en una incubadora humidificada (37 °C / 5% COx).

4.2. Encapsulacidn de siRNA en NCs recubiertas de quitosano y de xantano

Para la preparacién de las NCs recubiertas de quitosano, se siguid el procedimiento
general descrito en detalle en el capitulo 2, el cual se basa en la formacidn de un nucleo
de nanoemulsién recubierto por una capa de quitosano. Brevemente, se afadié una
solucion organica que contenia 40 mg de 4cido oleico y 8.6 mg de Span® 85 disueltos en
4 mL de etanol absoluto bajo agitacion magnética sobre una solucién acuosa que
contenia 13.6 mg de Tween® 20 en 8 mL de agua. La mezcla se dejé en agitacion durante
15 minutos a temperatura ambiente para la formacidon de la nanoemulsién. En este
punto, se afiadié a la nanoemulsiéon 0.5 mL de una solucién de quitosano 5 mg/mL
preparada con agua libre de RNAasas y acido acético 1 %. La suspension se dejo 15
minutos mas bajo agitacion y finalmente fue afiadida sobre 15 mL de Na;SOs 50 mM
para la gelificacion ionotrépica del recubrimiento polimérico. El sélido fue separado por
ultracentrifugacion (30 minutos, 69673 G, 10 °C), lavado con 10 mL de agua libre de
RNAasas, centrifugado nuevamente y resuspendido en 1-2 mL de agua libre de RNAasas.
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El siRNA (1, 25 6 125 nmol) fue afiadido para su encapsulacién durante el proceso de
sintesis de las NCs (mezclado con la fase acuosa o con el quitosano). La concentracién
de las NCs en suspensidn acuosa se determind después de obtener el peso seco
liofilizando una fraccion (200 uL) de la muestra. Las NCs estériles fueron preparadas en
una campana de flujo laminar vertical y todos los reactivos y materiales utilizados habian
sido previamente esterilizados mediante irradiacion UV, lavado con etanol 70%,
filtracion a través de filtros PVDF de 0.22 um (Millex® Millipore®) o tratamiento térmico
en seco (180 °C).

Para la preparacion de las NCs recubiertas de xantano, se siguié el mismo
procedimiento que para las NCs recubiertas de quitosano con algunas modificaciones.
La formacién de la nanoemulsion se realizé6 de forma idéntica. Una vez formada la
nanoemulsidn, se afiadié 0.5 mL de una solucion de xantano 5 mg/mL preparada con
agua libre de RNAasas y mezclada con la cantidad deseada de siRNA (25 nmol). La
suspension se dejo 15 minutos mas bajo agitacién y se lavd con agua libre de RNAasas
mediante ultracentrifugacién (30 minutos, 69673 G, 10 °C), en las primeras sintesis, o
utilizando un dispositivo de filtracion por centrifugacién con membrana de celulosa
regenerada Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-15, Millipore®, 100 KDa) como optimizacién
del protocolo de sintesis. Después de dos lavados con agua, las nanocdpsulas se
concentraron hasta un volumen final de 1-2 mL.

4.3. Caracterizacion fisico-quimica de las nanocapsulas cargadas de siRNA

La eficiencia de encapsulacién (EE) se entiende aqui como el porcentaje de siRNA
encapsulado sobre la cantidad afiadida inicialmente para la preparacion de los
nanotransportadores. La carga de farmaco (DL) se entiende como el porcentaje de siRNA
encapsulado por peso del nanotransportador. La eficiencia de encapsulacién (EE) y la
cantidad de siRNA encapsulada se han determinado mediante electroforesis en gel de
agarosa con tincion de Gel Red y posterior estimacion de la intensidad de la
fluorescencia utilizando el transiluminador Gene Genius Syngene vy el software Imagel.
La electroforesis se llevd a cabo durante 20 minutos a 90 V utilizando geles de agarosa
al 1 % y tampdn TBE 0.5x pH 8.5. Las muestras se cargaron en el gel después de
mezclarlas con el tampdn de carga glicerol:TBE 25 % en una proporcién de volumen de
10:3 (muestra:tampdn de carga). Se cargaron varias réplicas de cada muestra de siRNA-
NCs para poder calcular la desviacién estandar del método y se midio la intensidad de la
fluorescencia de la banda de siRNA que migré a través del gel. Con el fin de obtener una
curva de calibrado parainterpolar la intensidad de la fluorescencia de la banda de siRNA,
se incluyeron varias cantidades de siRNA libre en cada gel, comprendidas entre 0.25y 1
UM. Ademds, como controles se cargaron nanocdpsulas vacias y el eluido tras la
filtracion de nanocapsulas cargadas con siRNA. Para filtrar las NCs de quitosano se
utilizaron filtros de PVDF de 0.22 um (Millex® Millipore®) y para las de xantano un
dispositivo de filtracion por centrifugaciéon con membrana de celulosa regenerada
Ultracel® 100 (Amicon® Ultra-0.5 mL, Millipore®, 50 KDa).
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El tamafio del material obtenido se midié mediante andlisis de dispersién dindmica de
luz (DLS) con un instrumento DLS Brookhaven 90Plus a una concentracién de NCs de
0.15 mg/mL. El andlisis del potencial zeta se llevé a cabo utilizando un analizador Plus
Particle Size Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation). En este caso se midieron
las NCs a una concentracion de 10 pg/mL en KCl ImM.

4.4, Evaluacion del silenciamiento génico en células HeLa-GFP

4.4.1. Cuantificacion de la expresién de GFP y de |a viabilidad celular
mediante citometria de flujo

El silenciamiento génico producido por las siRNA-NCs se evalué midiendo la intensidad
de fluorescencia de GFP en células Hela-GFP (que expresan constitutivamente GFP),
después de haber sido incubadas con las NCs, y comparandola con la fluorescencia de
GFP de las células no tratadas (considerada como el 100 % de intensidad de
fluorescencia).

Se sembraron 20 000 células HeLa-GFP por pocillo en placas de 24 pocillos. Después
de 24 horas, el medio fue sustituido por medio nuevo que contenia las NCs cargadas de
siRNA o vacias a 25 6 150 pg/mL (150 pg/mL de nanotransportador corresponden a 300
nM GFP siRNA y 445 nM C- siRNA en los lotes de NCs de quitosano utilizados y a 10 6 80
nNM GFP siRNA y 70 nM C- siRNA en los lotes de NCs de xantano), asi como un control
negativo sin NCs (células no tratadas). Como control positivo, las células fueron
transfectadas con siRNA 10-50 nM utilizando Lipofectamina® 2000, siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. Después de 4 horas de incubacion en la estufa, las
células fueron lavadas 2 veces con DPBS para eliminar los reactivos que no hubieran sido
internalizados y se afiadié medio de cultivo nuevo. Se mantuvieron las células en la
estufa hasta el momento de ser analizadas.

Transcurridas 24, 48 y 72 h desde la transfeccidn, se trasvasé el medio de cultivo de
los pocillos a tubos de citometria, se levantaron las células con 100 pL de tripsina y se
neutralizé con el medio recogido anteriormente. Las células fueron centrifugadas en los
tubos de citometria 2 minutos a 3500 G. Se descarto el sobrenadante por decantaciény
se lavaron con 500 pL PBS. Se volvieron a centrifugar bajo las mismas condiciones y se
resuspendieron en 100 pL de tampdn Anexina que contenia 2 pL de Anexina V CF Blue y
3 pL de yoduro de propidio (CFBlue Annexin V Apoptosis Detection Kit with PI),
previamente mezclados en un mix para asegurar una tincion homogénea entre las
muestras. Tras 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, se afiadié 300 pL de
tampdn Anexina 1X a cada tubo y se analizaron en un citometro de flujo Gallios
(Beckman Coulter®). Se registraron 10.000 eventos por muestra y los datos se
interpretaron utilizando el software Kaluza 1.5a (Beckman Coulter®). Para el analisis de
expresion de GFP se obtuvo la mediana de la intensidad de fluorescencia (MFI) de las
células vivas de cada muestra, descartando las células muertas con marcaje positivo
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para Anexina y/o yoduro de propidio. Todas las muestras se prepararon y analizaron por
duplicado.

4.4.2. Cuantificacion de la expresion de GFP mediante Western Blot

Se sembraron 40 000 células HeLa-GFP por pocillo en placas de 12 pocillos. Después
de 24 horas, el medio fue sustituido por medio nuevo que contenia las NCs cargadas de
siRNA o vacias a 150 pug/mL (correspondiendo a concentraciones de GFP siRNA de 300
nM para las NCs de quitosano y 10 nM para las de xantano, y de C- siRNA de 445 nM),
asi como un control negativo sin NCs (células no tratadas). Como control positivo, las
células fueron transfectadas con siRNA 10 nM utilizando Lipofectamina® 2000,
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Después de 4 horas de incubacién en
la estufa, las células fueron lavadas 2 veces con DPBS y se ainadié medio de cultivo nuevo.
Se mantuvieron las células en la estufa hasta el momento de ser analizadas.

Transcurridas 48 y 72 h desde el tratamiento con el siRNA, las células fueron
levantadas con tripsina y lavadas dos veces con PBS mediante centrifugaciones de 2
minutos a 100 G. El sobrenadante fue retirado con micropipeta y se dejaron los pellets
de células en hielo durante al menos 2 minutos. Se extrajeron las proteinas
citoplasmaticas resuspendiendo cada pellet en 20 pL de tampdn de lisis (Tritdn X-100 al
1% (v/v), NaCl 150 mM, Tris HCl 50 mM pH 7.6, glicerol 10 % (v/v), EDTA 1 mM,
ortovanadato sédico 1 mM, pirofosfato sédico 10 mM, leupeptina 10 pug/mL, fluoruro
de sodio 10 mM, PMSF 1 mM, inhibidores de proteasas) y se mantuvieron en hielo
durante 15 minutos. Se centrifugaron las muestras durante 10 minutos a 4 °C y maxima
potencia (24 500 G), se recogieron los sobrenadantes y se descartaron los pellets.

Antes de realizar la electroforesis, la concentracion de proteinas de los lisados fue
determinada mediante el método de Bradford para poder cargar una cantidad
apropiada de proteina y asegurar la carga de una cantidad similar de proteina en cada
carril. Se utilizé el reactivo Coomassie Plus-The Better Bradford® Assay Reagent y se
cargaron 10 pg de proteina por pocillo en geles de poliacrilamida 4-15 %, incluyendo un
patrén de peso molecular. Se llevé a cabo la electroforesis a 100 V, 0.02 A (por cada gel)
durante 1 h.

Las proteinas fueron transferidas del gel a una membrana de nitrocelulosa (Trans-
Blot® Turbo™ Mini Nitrocellulose Transfer Packs, Bio-Rad®) utilizando un equipo de
transferencia TransBlot Turbo Transfer System (Bio-Rad®). Se sumergid la membrana en
tampodn de bloqueo (SEA BLOCK Blocking Buffer, ThermoFisher®) durante 60 minutos a
temperatura ambiente con agitacion suave y se hibridé con los anticuerpos primarios
monoclonales (anti-GFP B-2, Santa Cruz Biotechnology®; anti-B-actin, Sigma®, como
control interno) a 4 °C durante la noche. Las membranas fueron lavadas 3 veces con
TBST 1X (solucién salina con TRIS 20 mM, NaCl 150 mM y Tween® 20 al 0.1 %) durante
5 minutos en agitacion a temperatura ambiente. A continuacion, las membranas se
hibridaron con el anticuerpo secundario durante 60 minutos en agitacién a temperatura
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ambiente, se lavaron 3 veces con TBST 1X y se cubrieron con TBS 1X (solucion salina con
TRIS 20 mM y NaCl 150 mM) hasta el momento del revelado.

Las membranas fueron reveladas en un equipo de escaneo Li-Cor Odyssey®, utilizando
el software Image Studio 5.0, y posteriormente analizadas con el software Imagel. El
control interno de actina permite normalizar la cuantificacion de GFP respecto a la
cantidad de actina para disminuir el error de la técnica.

4.4.3. Cuantificacion de la expresiéon de GFP mediante RT-qPCR

Se sembraron 80 000 células HeLa-GFP por pocillo en placas de 6 pocillos. Después de
24 horas, el medio fue sustituido por medio nuevo que contenia NCs cargadas de siRNA
o vacias a 150 pg/mL (correspondiendo a concentraciones de siRNA de 300 nM para las
NCs de quitosano y 10 nM para las de xantano), asi como un control negativo sin NCs
(células no tratadas). Como control positivo, las células fueron transfectadas con siRNA
10 nM utilizando Lipofectamina® 2000, siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.
Después de 4 horas de incubacién en la estufa, las células fueron lavadas 2 veces con
DPBS y se afiadié medio de cultivo nuevo. Se mantuvieron las células en la estufa hasta
el momento de ser analizadas.

Transcurridas 48 h desde el tratamiento con el siRNA, el RNA total fue extraido usando
el Total RNA Purification Kit (Norgen Biotek®), siguiendo las instrucciones del fabricante
y eliminando el DNA durante el proceso de extraccion mediante tratamiento con
DNAasa | (kit de Promega®). La concentracidon y pureza del RNA fue analizada mediante
espectrofotometria UV (Thermo Scientific® Multiskan GO UV/Vis) a 260 y 280 nm y
mediante electroforesis en gel de agarosa teflido con Gel Red (Biotium®). El cDNA fue
sintetizado a partir de 1.5 pg de RNA utilizando el kit SuperScript VILO cDNA Synthesis
(Invitrogen®) segun las instrucciones del fabricante.

La RT-gPCR se realizd en 20 pL de mezcla de reaccion, que consistia en 1x iTaq
Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad®), diluciones seriadas de cDNA y 0.25 uM de
cada primer (primer GFP directo: 5" GAC TCG GAA GTT CAT CTG CAC CAC AGG C 3/,
primer GFP reverso: 5° ACT CGC GTT CTT CTG CTT GTC GGC CA 3/, sintetizados por
Thermo Fisher®). Las reacciones se llevaron a cabo en un equipo BioRad CFX-96 Real
Time PCR System siguiendo las siguientes etapas: 1) desnaturalizacion inicial: 20
segundos a 95 °C, 2) 39 ciclos de extensién: 3 segundos a 95 °Cy 30 segundos a 58 °C, 3)
curva de melting o curva de disociacion (para evaluar si se han formado productos de
amplificacién indeseados): 15 segundos a 95 °C, 5 segundos a 65 °C y rampa de
temperatura con incrementos de 0.5 °C hasta llegar a los 95 °C. La expresién del gen de
la GFP se normalizé a la expresion del gen housekeeping HPRT (primer HPRT directo: 5’
CTGGTGAAAAGGACCTCTCGAA 3, primer HPRT reverso: 5
CTGAAGTACTCATTATAGTCAAGGGCAT 3’). Cada reacciéon de RT-gPCR fue realizada por
triplicado. Ademas, se llevaron a cabo 3 repeticiones técnicas a partir de las mismas
muestras bioldgicas, repitiendo el proceso desde la transcripcion inversa a cDNA
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durnate la segunda repeticion o desde la mezcla de reactivos para la RT-gPCR durante
la tercera repeticion. El andlisis de datos se realizod utilizando el programa Bio-Rad CFX
Manager.

4.5. Marcaje fluorescente de las NCs y el siRNA

El nucleo de las nanocapsulas de xantano y de quitosano fue marcado con el fluoréforo
DiD y el siRNA encapsulado dentro de la cubierta polimérica de las NCs iba marcado con
el fluordforo Cy3 mediante union covalente a uno de sus extremos 5.

Se siguié el procedimiento estandar de sintesis de NCs, afadiendo 100 pg del
fluoréforo DiD disuelto en etanol a la fase organica justo antes de formar la
nanoemulsién y, después, 25 6 125 nmol de siRNA-Cy3 previamente mezclados con el
polimero (xantano o quitosano).

El espectro de fluorescencia se registré con un fluorimetro (Perkin-Elmer LS-55, 120 V)
excitando secuencialmente el Cy3 a 550 nm y el DiD a 650 nm. Las NCs se introdujeron
en una cubeta de cuarzo Suprasil® de tres ventanas (QS-3 mm, 45 L, ultra Micro
Hellma®) a una concentracién de 100 pg/mL.

4.6. Estudios de colocalizacion mediante microscopia confocal

4.6.1. Transfeccidon con siRNA

Se sembraron 20000 células por pocillo en portaobjetos de 8 pocillos (Ibidi®). Después
de 24 horas, se afiadieron NCs de quitosano y de xantano cargadas con DiD y siRNA-Cy3
a 150 pg/mL de nanotransportador (equivalente a una concentracion de siRNA de 549
1+43 nM en el caso de las NCs de quitosano y de 93 £8 nM en el caso de las NCs de
xantano, estimada mediante electroforesis). Como control negativo, se dejo un pocillo
con células sin transfectar, y como control positivo, en otro pocillo las células fueron
transfectadas con siRNA 75 nM utilizando Lipofectamina® 2000 (Invitrogen®). También
se incluyd un control afiadiendo siRNA 75 nM sin agente de transfeccidn. Después de 4
horas de incubacién en la estufa, las células fueron lavadas 2 veces con DPBS. Los
reactivos para marcar los organulos fueron afiadidos antes o después de la transfeccién,
segun el tipo de reactivo, tal y como se especifica en el siguiente apartado.

4.6.2. Marcaje de los organulos intracelulares

Endosomas tempranos y tardios: 5-6 h después de sembrar las células (una vez que

estaban adheridas a la superficie del pocillo) se afiadieron los marcadores de endosomas
tempranos y tardios (CellLight™ Early Endosomes-GFP BacMam 2.0 y CellLight™ Late
Endosomes-GFP BacMam 2.0, ThermoFischer®) a una concentracién de 10 particulas
por célula sembrada y se mantuvieron las células en el incubador como minimo 16 h.
Los reactivos de marcaje fueron retirados y las células fueron lavadas con DPBS justo
antes de realizar la transfeccidén con siRNA.
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Lisosomas y mitocondrias: los reactivos para marcar los lisosomas (LysoTracker® Green
DND-26, ThermoFisher®) y las mitocondrias (MitoTracker® Green FM, ThermoFisher®)
fueron anadidos después de la transfeccion con siRNA y del lavado de las células. Las

células fueron incubadas con LysoTracker® a 100 nM o MitoTracker® a 50 nM durante
30 minutos en el incubador y después observadas en el microscopio confocal sin retirar
el reactivo de marcaje.

La especificidad de los marcajes y la ausencia de cruce de sefiales se comprobd
examinando muestras control con un Unico marcaje, sin presencia de siRNA-Cy3.

4.6.3. Microscopia confocal

Las células vivas, previamente transfectadas con siRNA y con los organulos marcados,
se mantuvieron en una cadmara termostatizada a 37 °C durante la adquisicién de
imagenes. Se utilizd un microscopio confocal Zeiss LSM 880. las imagenes fueron
adquiridas con un objetivo 63X/1.40 Plan Apochromat y aceite de inmersion. Los
fluoréforos fueron excitados en modo secuencial para minimizar el cruce de sefales
(GFP a 488 nm, Cy3 a 561 nm y DiD a 633 nm). Para cada experimento, la configuracién
del microscopio se mantuvo constante, incluyendo la potencia y ganancia del laser y el
tamarfio del pinhole. Las imagenes fueron procesadas utilizando Imagel.

4.6.4. Andlisis de la colocalizacion

Para cuantificar el grado de colocalizacion de los pixeles entre varios canales, se utilizd
la herramienta Coloc2 de Imagel. Los canales de cada imagen fueron separados y se
seleccionaron regiones de interés ROIs en 10-20 células. La colocalizaciéon fue
cuantificada utilizando el Coeficiente de Correlacién de Pearson (PCC), que indica el
grado de correlacion entre la intensidad de los pixeles de dos canales. El valor del PCC
puede oscilar entre -1y 1. Un valor de 1 significa que los patrones de fluorescencia son
totalmente similares (colocalizacion perfecta), un valor de -1 significa que los patrones
son totalmente opuestos (exclusién perfecta), mientras que un valor cercano a 0 indica
que no hay ninguna correlacidon en los patrones entre ambos canales (localizaciéon
aleatoria), lo que implica ausencia de colocalizacién. Los resultados se representaron
como la media y desviacién estandar del PCC obtenido del conjunto de células
analizadas. Para analizar la significancia estadistica de los datos obtenidos, se realizé el
test “t” de Student’s utilizando el software GraphPad Prism v7.00, con un intervalo de
confianza del 95 %.
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Capitulo 6

Aplicacion de la tecnologia de
internalizacion fotoquimica para el
silenciamiento génico

1. INTRODUCCION

Los nanotransportadores son generalmente internalizados por las células mediante
endocitosis. Durante este proceso, el material internalizado es transportado en el
interior de vesiculas endociticas, incluyendo endosomas y lisosomas [1]. Sin embargo,
en ocasiones la molécula activa transportada debe llegar al citosol de la célula para
poder ejercer su funcidn bioldgica, como en el caso del siRNA [2-5]. Si el siRNA no
consigue escapar al citosol a tiempo, puede terminar siendo exocitado o degradado en
el ambiente 4cido de los lisosomas [1,4]. De hecho, el atrapamiento endosomal es una
de las principales barreras del transporte de farmacos [6]. Para facilitar el escape
endosomal, se han desarrollado numerosas estrategias, como el uso de péptidos y
polimeros capaces de desestabilizar la membrana endosomal por si mismos, actuando
como una “esponja de protones” [7-11], o el método de internalizacion fotoquimica
[12-14].

La internalizacion fotoquimica (PCI, por sus siglas en inglés) fue presentada por
primera vez en 1999 [15] como un método basado en la luz para la liberacion al citosol
de moléculas terapéuticas atrapadas en vesiculas endociticas. Se basa en los mismos
principios que la terapia fotodindmica (PDT, en inglés), que implican la activacién por luz
de un fotosensibilizador (una molécula sensible a la luz) que, después de ser excitado,
transfiere su energia al oxigeno molecular, lo que conduce a la formacién de especies
reactivas de oxigeno (ROS), principalmente oxigeno singlete [16,17]. Este intermediario
es altamente reactivo y puede dafiar las estructuras celulares mds préximas. No
obstante, a diferencia de la PDT, la PCl no pretende generar muerte celular por si misma,
por lo que las dosis requeridas de luz y fotosensibilizador son mucho menores [18].
Ademas, el corto rango de alcance (10-100 nm) y la corta vida media del oxigeno singlete
limitan el efecto dafiino a las estructuras que se encuentran muy préximas al sitio donde
se produce, mientras que las moléculas menos cercanas no se ven afectadas [14,19]. En
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consecuencia, si el fotosensibilizador se acumula en un punto muy concreto de la célula
y se irradia durante un tiempo corto, se produce un dafio muy localizado que no afecta
al resto de componentes celulares.

Los fotosensibilizadores utilizados para PCl son compuestos anfifilicos que se localizan
en las membranas de las vesiculas endolisosomales después de la endocitosis [20]. La
activacion por luz del fotosensibilizador produce dafio mediado por ROS en las
membranas de estas vesiculas, con la subsiguiente liberacion del farmaco al citosol. Se
ha demostrado que la liberacion de macromoléculas inducida por la PCI tiene lugar en
un intervalo de 0.01-4 segundos desde la aplicacion de la luz, dependiendo de la
naturaleza de la macromolécula [21]. La Figura 1 esquematiza el mecanismo en el que
se basa la internalizacion fotoquimica.

Internalizacion fotoquimica (PCl)

Fotosensibilizador )
4 B ) ®
@
® @) Endosoma ¢\
A < | 3 “\ Liberacién al
citoplasma
[
Farmaco

Lisosoma
(degradacion)

Figura 1. Mecanismo de internalizacién fotoquimica.

El uso de PCl y PDT esta limitado por la profundidad de penetracién de la luz en los
tejidos. Se considera que la profundidad maxima de penetracion de la luz infrarroja
cercana (NIR), por ejemplo, es de 2 cm en tejidos poco pigmentados [22]. Sin embargo,
esto también proporciona la ventaja de ser un tratamiento muy especifico del tejido que
se expone a la luz, muy poco invasivo y con leves efectos secundarios. Ademas, las bajas
dosis de farmaco y luz necesarias, junto a la sencillez y accesibilidad del equipo necesario
(un laser o ldmpara con filtro) podrian reducir el coste por paciente y el tiempo de
hospitalizacion. Aunque todavia no ha sido aprobada para uso clinico, la PCl esta siendo
evaluada en ensayos clinicos con resultados prometedores [23,24].

Si bien la mayoria de estudios sobre PCl se centran en la liberacién de farmacos
anticancerigenos, esta tecnologia también ha demostrado ser exitosa en la liberacién de
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otras moléculas, como proteinas, plasmidos y oligonucledtidos [14,15,25]. Por ejemplo,
la eficiencia de silenciamiento del siRNA ha sido mejorada tanto in vitro como in vivo
[5,14]. Sin embargo, aunque una fraccion significativa de las moléculas secuestradas se
liberan al citosol después de la PCI, algunos de los farmacos también pueden
fotooxidarse debido a su localizacion cerca de las membranas de las vesiculas
endociticas donde se forma el oxigeno singlete [26]. Esto parece ser una limitacion en la
terapia génica cuando el transportador del gen es lipofilico y por eso se localiza cerca de
las membranas [27]. Sin embargo, con el uso de vectores mads hidrofilicos, el efecto de
la PClI parece ser mas consistente. Este es el caso de nanotransportadores poliméricos
catidnicos, como los basados en PEIl, poliarginina, dendrimeros de poliamidoamina
(PAMAM) y nanogeles de dextrano catiénicos [26,28]. No obstante, en algunos casos
concretos también se ha observado una mejora sustancial en el nivel de silenciamiento
al usar algunos agentes de transfeccion lipidicos como la Lipofectamina® 2000 [5,14] o
el jetSI® [29].

El estudio de colocalizacidn incluido en el capitulo 5 demostré que cuando las células
Hela son tratadas con nanocdpsulas cargadas de siRNA, este se encuentra
principalmente atrapado en lisosomas y mitocondrias y esta podria ser la razon por la
cual no se logra un efecto de silenciamiento génico notable. El objetivo de este capitulo
era combinar el tratamiento de las siRNA-NCs con la PCl para liberar el siRNA al citosol,
tratando de mejorar asi la eficacia del silenciamiento génico.

La meso-tetrafenilporfina disulfonada (TPPS2a) es el fotosensibilizador con destino
endolisosomal utilizado en estos experimentos y se ha usado frecuentemente para
estudios in vitro de PCl durante los ultimos afios, demostrando una gran eficiencia
[18,26]. También, otro fotosensibilizador dirigido a las mitocondrias, llamado BPD-MA
por ser un derivado de la benzoporfirina, ha sido utilizado en este estudio para tratar de
liberar el siRNA de las mitocondrias al citosol. Este enfoque es muy innovador ya que el
uso de BPD-MA sélo ha sido descrito para la terapia fotodindamica (PDT), pero nunca
para la internalizacién fotoquimica (PCl). Todavia no esta claro el mecanismo por el cual
las reacciones fotoquimicas provocan la ruptura de la membrana endolisosomal [18],
por lo que se hipotetizd que el dafio ocasionado por el BPD-MA en la mitocondria
también podria conllevar la desestabilizacion de la membrana mitocondrial y la
liberacion de su contenido al citosol, lo que constituiria una variante del tratamiento PCI
estandar. La Figura 2 muestra las estructuras quimicas de los fotosensibilizadores
utilizados.
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Figura 2. Estructuras quimicas de los fotosensibilizadores TTPS2a (izquierda) y BPD-MA (derecha).

Como ya se explicd, el uso de fotosensibilizadores va asociado a una alta citotoxicidad
debida a la produccion de especies ROS [29]. Sin embargo, el objetivo de la PCl es lograr
la liberacion sin causar una muerte significativa de células [14,18]. Por lo tanto, se
requiere una optimizacidn muy cuidadosa de las condiciones del tratamiento,
especialmente la cantidad de fotosensibilizador y |la dosis de luz. La dosis de luz hace
referencia a la cantidad de luz que recibe la muestra por unidad de superficie y depende
de la intensidad de la lampara y del tiempo de irradiacion.

Para el trabajo incluido en este capitulo se han utilizado las NCs de quitosano y de
xantano cargadas de siRNA descritas en el capitulo 5y se ha combinado su tratamiento
en células Hela con un tratamiento de PCI dirigido a la liberacion del siRNA de los
endolisosomas, por un lado, y de las mitocondrias, por otro lado. En primer lugar, se
optimizaron algunos parametros clave (dosis de luz, longitud de onda de la l[dmpara,
concentracion de fotosensibilizador (PS) y concentracion de NCs) para establecer unas
condiciones de tratamiento que no causaran una citotoxicidad elevada. El siguiente paso
fue evaluar mediante citometria de flujo si el tratamiento de PCI mejoraba la eficiencia
del silenciamiento génico, comparando muestras tratadas y no tratadas. Para un mejor
analisis de los resultados, se realizaron estudios de microscopia confocal para analizar si
el siRNA habia sido liberado de los lisosomas y las mitocondrias después del
fototratamiento.

Este trabajo ha sido realizado bajo la supervisidn de la Dra. Pilar Acedo Nufiez durante
una estancia de tres meses en el Institute for Liver and Digestive Health del University
College London.
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2. RESULTADOS Y DISCUSION
2.1. Tratamiento de PCI dirigido a endolisosomas

2.1.1. Citotoxicidad del fotosensibilizador TPPS2a

Como se explico en el capitulo 5, el gen que se pretende silenciar en este trabajo es el
gen de la proteina verde fluorescente (GFP, por sus siglas en inglés) y por ello se han
utilizado células Hela (adenocarcinoma de cérvix) modificadas genéticamente para
expresar la proteina GFP (HelLa-GFP) como linea celular modelo.

Con el fin de seleccionar una concentracién apropiada para los siguientes
experimentos, se sembraron células Hela-GFP y, 24 horas después, se incubaron
durante 18 horas con el fotosensibilizador TPPS2a en un rango de concentraciones de
entre 0.025 y 0.4 ug/mL. Tras un lavado para eliminar el exceso de TPPS2a, las células se
mantuvieron en el incubador durante 4 horas (en medio de cultivo sin
fotosensibilizador), antes de ser irradiadas con luz azul a 435 nm. Este procedimiento
asegura que una baja cantidad de fotosensibilizador (PS) se localice en la membrana
plasmatica en el momento de la exposicidn a la luz y que una cantidad mayor se localice
en las vesiculas endociticas [19]. Se aplicaron diferentes tiempos de irradiacion para
evaluar también la influencia de |la dosis de luz. Irradiaciones de 3,5 6 7 minutos con la
ldmpara utilizada corresponden a dosis de luz de 1.3, 2.1y 2.9 J/cm?, respectivamente.
Se utilizaron células HelLa-GFP no irradiadas como control negativo para comprobar que
el PS no afecta a la viabilidad celular cuando no se combina con la luz. En la Figura 3 se
reporta la viabilidad celular evaluada mediante MTT 48 h después del tratamiento con
distintas concentraciones de PS y distintos tiempos de irradiacion.
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Figura 3. Viabilidad de células HeLa-GFP tras ser tratadas con TPPS2a e irradiadas durante distintos
tiempos.
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Como se esperaba, sélo cuando las células que han internalizado el PS son irradiadas
se activa la generacion de ROS y se produce citotoxicidad. Una desventaja de la
tecnologia PCl es que es mas efectiva con dosis de luz elevadas que resultan ser mas
citotoxicas [25,30], lo cual es favorable cuando el objetivo es matar células tumorales
pero no para otras aplicaciones en las que no se desea la muerte celular, como en este
caso. En la grafica se puede apreciar que el grado de citotoxicidad en este caso depende
mas de la concentracién de TPPS2a que del tiempo de iluminacidn, lo que permite fijar
la concentracion no citotéxica mas alta posible y variar el tiempo de iluminacion hasta
maximizar el efecto del tratamiento. La concentracién de TPPS2a seleccionada para los
siguientes experimentos fue de 0.1 ug/mL porque a esta concentracion, después de la
irradiacion, la viabilidad celular se encontraba entre el 70 y el 80 %, lo que significaba
que el fototratamiento estaba ejerciendo efecto sobre las células sin causar demasiada
toxicidad.

2.1.2. Citotoxicidad de TPPS2a combinado con NCs

Para verificar que la concentracién de TPPS2a y dosis de luz seleccionadas no
resultaban demasiado téxicas cuando se combinaba la PCl con el tratamiento de NCs, se
incubaron las células con NCs de quitosano (CS) y de xantano (XN) cargadas de siRNA
(siRNA-NCs) a una concentracién alta de nanocdpsulas (150 pg/mL) y a una
concentracion baja (25 pg/mL) y se compard la viabilidad celular a las 48 h, con y sin el
tratamiento de PCl de 3 min é de 7 min (Figura 4). Las células se dejaron en contacto
con las NCs durante 4 h (el mismo tiempo de incubacidn que en todos los experimentos
de silenciamiento anteriores, ver capitulo 5), aprovechando el lapso de tiempo desde la
retirada del TPPS2a del medio hasta el momento de la irradiacién, tal y como
recomiendan Berg (uno de los inventores de la tecnologia PCl) y colaboradores [19]. Las
NCs no internalizadas fueron retiradas del medio a través de lavados con PBS justo antes
de la irradiacién. Como control se incluyeron células no incubadas con NCs, tratadas o
no con PCI.
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Figura 4. Viabilidad de células HeLa-GFP tras ser incubadas con NCs de quitosano (CS) o de xantano (XN)
cargadas de siRNA y tratadas o no con PCI. El tratamiento de PCl consistié en la adicién de TPPS2a e
irradiacion durante 3 min (a) o 7 min (b).

Como se puede apreciar en las graficas, la adicion de las NCs no altera de forma
importante la citotoxicidad generada por el fototratamiento.

En el caso del fototratamiento de 3 minutos, en ausencia de NCs no se observa
citotoxicidad debida a la PCl ya que la viabilidad celular de las muestras tratadas con PCI
(90-100 %) es similar a la del control no tratado ni con PCl ni con NCs. Esta elevada
viabilidad celular se mantiene también en presencia de NCs a baja concentracién, con o
sin tratamiento de PCl. Cuando se afnaden NCs a alta concentracion y se aplica la PCl, Ia
viabilidad disminuye ligeramente hasta un 80-85 % (83 % para las NCs de xantano y 82
% para las NCs de quitosano), pero esta leve disminucion no se debe a la combinacion
de NCs y fototratamiento, ya que sin el fototratamiento también esta cerca de este valor
(85-90 %). Estos datos confirman una vez mas que las concentraciones de NCs
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seleccionadas no generan citotoxicidad en este sistema y son apropiadas para continuar
este estudio.

Por otro lado, después de 7 minutos de irradiacion la viabilidad celular disminuye hasta
el 60 %, pero esto ocurre tanto en el control sin NCs como en todas las muestras
incubadas con NCs, lo que indica que en este caso tampoco aumenta la citotoxicidad al
combinar el tratamiento de PCl con el de NCs.

La diferencia de viabilidad obtenida al aumentar el tiempo de irradiacion de 3 min (90
% viabilidad) a 7 min (60 % viabilidad) refleja el aumento de especies ROS producidas
por el PSy es clave porque va a permitir modular la intensidad del tratamiento segun las
necesidades. En consecuencia, para los siguientes experimentos se priorizaron las
irradiaciones de 3 minutos para minimizar la citotoxicidad y se aumenté el tiempo hasta
7 minutos sdlo cuando fue necesario. Sobre la base de estos resultados, se selecciond la
concentracién mas alta de NCs (150 ug/mL) para asi reproducir las concentraciones de
los experimentos de silenciamiento realizados anteriormente (capitulo 5) y se decidié
mantener la concentracién de PS seleccionada (0.1 pg/mL).

2.1.3. Silenciamiento de GFP tras el tratamiento con NCs y PCl

Una vez establecidas las condiciones para los experimentos, se analizd si el
tratamiento de PCI con el fotosensibilizador TPPS2a, dirigido a endolisosomas, producia
la liberacion del siRNA de estas vesiculas celulares y mejoraba el silenciamiento génico
de la GFP.

Se siguid el mismo procedimiento que durante los ensayos de silenciamiento llevados
a cabo en el apartado 2.3.1. del capitulo 5, con la diferencia de que en este caso el
tratamiento con siRNA-NCs se combind con la PCI. Las células tratadas mediante PCI
fueron incubadas con 0.1 ug/mL de TPPS2a e irradiadas durante 3 minutos. Las células
no tratadas con PCl no se incubaron con el fotosensibilizador y no se irradiaron, pero si
fueron incubadas con siRNA-NCs de quitosano y xantano a 150 pg/mL para confirmar
los resultados obtenidos en el laboratorio de Zaragoza y evaluar la potencial mejoria tras
la combinacién de tratamientos. Como control se incluyeron células no incubadas con
NCs, y se trataron o no con PCl (0.1 pg/mL de TPPS2a e irradiacion de 3 minutos). El
silenciamiento de GFP se analizé 48 y 72 h después del tratamiento con NCs mediante
citometria de flujo (Figura 5).
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Figura 5. Silenciamiento de GFP 48h (a) o 72h (b) después de la incubacién con NCs de quitosano (CS) o
de xantano (XN) cargadas de siRNA dirigido contra GFP (GFP) o sin diana especifica (C-) y el tratamiento
de PCl con irradiacién de 3 minutos.

Las graficas representan el porcentaje de GFP expresada por las células. La intensidad
de fluorescencia de las NCs cargadas de siRNA inespecifico (C- siRNA-NCs) fue tomada
como 100 % para normalizar la intensidad de fluorescencia de las NCs cargadas de siRNA
especifico de GFP (GFP siRNA-NCs). En el caso de las NCs de xantano (XN) no se detecta
nada de silenciamiento génico, ya que se mantiene el 100 % de expresion de GFP con y
sin fototratamiento. En el caso de las NCs de quitosano (CS), se observa un pequefio
efecto de silenciamiento (89 % a las 48 h y 91 % a las 72 h). Estos datos concuerdan con
el rango de expresion de GFP detectado en los estudios previos llevados a cabo en
Zaragoza (70-90 %). Sin embargo, el fototratamiento de 3 min no consigue mejorar la
eficiencia de silenciamiento. Los resultados a las 48 h y 72 h fueron muy similares. Por
ello, se decidié aumentar el tiempo de irradiacion a 7 minutos para llevar al maximo la
intensidad del tratamiento y se evalud el silenciamiento a las 48 h (Figura 6).
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Figura 6. Silenciamiento de GFP 48h después de la incubacién con NCs de quitosano (CS) o de xantano
(XN) cargadas de siRNA dirigido contra GFP (GFP) o sin diana especifica (C-) y el tratamiento de PCI con
irradiacion de 7 minutos

Debido a la variabilidad entre experimentos asociada al uso de cultivos celulares,
ademas de las muestras tratadas con PCl se volvieron a analizar las muestras no tratadas
para que todas las muestras sufrieran el mismo proceso experimental en paralelo.
Aunque las NCs de xantano seguian sin provocar ningun efecto de silenciamiento, en las
células tratadas con NCs de quitosano se obtuvieron valores de expresion de GFP algo
mas bajos (75 %) que en el experimento anterior. Sin embargo, el tratamiento de PCl no
mejord la eficiencia del silenciamiento tras aumentar la irradiacién a 7 minutos. Es
importante sefialar que tampoco en el caso de la transfeccion del siRNA con
Lipofectamina® (LPF, control positivo) mejoré el silenciamiento al aplicar el
fototratamiento. La expresion de GFP disminuye hasta el 40 %, pero no hay una
diferencia considerable entre las muestras tratadas con PCl y las no tratadas.

En conclusidn, el tratamiento de PCl con TPPS2a estaba ejerciendo cierto efecto sobre
las células porque la viabilidad celular después de la irradiacion disminuia hasta un 60 %
al irradiar 7 minutos, pero este efecto no disminuyod la expresion de GFP. Teniendo en
cuenta estos resultados, la cuestion clave era averiguar si el fototratamiento era capaz
de mejorar la liberacidon del contenido endolisosomal al citosol pero la funcionalidad del
siRNA estaba dafiada y por eso no disminuia la expresién de GFP, o si directamente no
se producia la liberacién del siRNA de las vesiculas. Esta cuestion fue investigada
mediante microscopia confocal para evaluar si el siRNA seguia colocalizando o no con
los lisosomas después del tratamiento de PCI.

2.1.4. Colocalizacion del siRNA con lisosomas tras el fototratamiento

Para observar si el siRNA realmente estaba siendo liberado de los lisosomas, se realizé
un analisis mediante microscopia confocal. Como en el estudio anterior de
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colocalizacion (capitulo 5), se utilizaron células Hela (que no expresaban GFP) para dejar
el canal verde disponible para el marcaje de los lisosomas con LysoTracker® Green. En
este caso, el estudio se centrd en la localizacién del siRNA y no de las NCs, ya que el
objetivo principal es conseguir que la molécula activa llegue a su sitio de accién, con o
sin su transportador.

Las células fueron tratadas con el fotosensibilizador, incubadas durante 4 h con las NCs
recubiertas de quitosano y xantano cargadas con el siRNA-Cy3 (rojo) e irradiadas
durante 7 minutos. Después, se marcaron los lisosomas y se tomaron imagenes en un
microscopio confocal (Figura 7 y Figura 8). A modo de comparativa, se utilizaron células
incubadas con NCs pero que no habian sido tratadas con PCl. Ademas, se comprobé que
el PS no emitia fluorescencia detectable con los lasers y filtros utilizados y que el patrén
de fluorescencia de las células incubadas con NCs no variaba cuando sélo se les aplicaba
una de las partes del tratamiento de PCI (luz o PS).

NCs quitosano
No tratadas Tratadas con TPPS2a y luz

Superposicion Superposicion

Figura 7. Colocalizacion del siRNA-Cy3 (rojo) transfectado en células HeLa por NCs de quitosano con los
lisosomas marcados con LysoTracker® Green (verde), tras la aplicacién o no del tratamiento de PCl con
TPPS2a y luz. Imagenes adquiridas mediante microscopia confocal.
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NCs xantano
No tratadas Tratadas con TPPS2a y luz

Superposicion Superposicion

Figura 8. Colocalizacion del siRNA-Cy3 (rojo) transfectado en células HelLa por NCs de xantano con los
lisosomas marcados con LysoTracker® Green (verde), tras la aplicacién o no del tratamiento de PCl con
TPPS2ay luz. Imagenes adquiridas mediante microscopia confocal.

En las células no tratadas con PCl de la Figura 7 y Figura 8 se pueden observar puntos
amarillos de colocalizacién, que indican que parte del siRNA transfectado por las NCs de
guitosano y de xantano se encuentra en los lisosomas, lo que corrobora los resultados
del estudio anterior de colocalizacidn, incluido en el apartado 2.4.2. del capitulo 5. Por
el contrario, después del tratamiento de PCl todos los lisosomas aparecen marcados en
verde en vez de amarillo, lo que sugiere que el siRNA que se encontraba en lisosomas
ha sido liberado. Estas observaciones fueron corroboradas mediante analisis
cuantitativo de la colocalizacion (Figura 9).
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Figura 9. Andlisis cuantitativo de la colocalizacion mediante determinacion del Coeficiente de
correlacion de Pearson (PCC) entre los lisosomas marcados con LysoTracker® Green y el siRNA-Cy3
transfectado con NCs de quitosano o de xantano en células Hela, después de ser sometidas o no al
tratamiento de PCl. Los valores representados son el promedio y desviacién estandar del PCC calculado
a partir del analisis de 15-20 células por muestra. Los asteriscos seiialan las diferencias estadisticamente
significativas (****, P < 0.0001, prueba t de Student desapareada).

La grafica representa el coeficiente de correlacion de Pearson (PCC) entre los
lisosomas y el siRNA transfectado con NCs de quitosano y de xantano. Las muestras no
tratadas con PCl, poseen un PCC relativamente elevado (0.68 para el siRNA transfectado
con NCs de quitosano y 0.74 para el transfectado con NCs de xantano), reproduciendo
con gran similitud los valores obtenidos en el estudio de colocalizacion realizado en la
Universidad de Zaragoza. Tras el tratamiento con PCl, el PCC disminuye
significativamente (0.37 para el siRNA transfectado con NCs de quitosano y 0.38 para el
transfectado con NCs de xantano), lo que demuestra la efectividad de este tratamiento
para liberar el siRNA de los lisosomas.

Estos resultados permiten concluir que el fototratamiento estd aumentando la
liberacion de siRNA de los lisosomas, tal y como se esperaba, por lo que debe haber otra
razon que explique por qué no mejora la eficiencia del silenciamiento génico. Es posible
que las especies ROS generadas por el fotosensibilizador reaccionen con el siRNA
afectando su funcionalidad. De hecho, esta es una de las limitaciones actuales de la
tecnologia PCl en terapia génica y ocurre principalmente cuando el nanotransportador
es lipofilico y se sitla cerca de la membrana endosomal donde se forman las especies
ROS, provocando la fotoxidacion del farmaco transportado [26]. Teniendo en cuenta que
las NCs poseen componentes anfifilicos, esta podria ser la causa de la ineficacia del
tratamiento de PCl en este caso. Otra posibilidad es que la nanocapsula o alguno de sus
componentes permanezca asociado al siRNA, incluso tras ser liberado de los lisosomas,
y esté dificultando su incorporacién al complejo multiproteico RISC, un paso clave para
gue se produzca el silenciamiento génico.
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Este trabajo ha sido una primera aproximacion al uso de la tecnologia PCl para liberar
el siRNA de los lisosomas. No obstante, en trabajos futuros seria interesante profundizar
en aspectos relacionados con la localizacion del propio nanotransportador, para saber
si se sitla cerca de la membrana lisosomal, si también consigue escapar de los lisosomas
al aplicar la PCl y si continta asociado al siRNA o se separan para que este pueda ejercer
su funcién.

2.2. Tratamiento de PCI dirigido a mitocondrias

Como el tratamiento de PCl dirigido a endolisosomas no funciond como se esperaba,
y sabiendo que parte del siRNA se podia encontrar retenido en las mitocondrias, se
decidid intentar liberarlo utilizando un fotosensibilizador dirigido a mitocondrias. El
fotosensibilizador seleccionado fue el BPD-MA (del inglés Benzoporphyrin Derivative
Monoacid Ring A), también llamado verteporfina y comercializado en la Union Europea
bajo el nombre de Visudyne®© desde el afio 2000 para su uso en terapia fotodinamica
[31,32]. El uso de fotosensibilizadores dirigidos a mitocondria para liberar su contenido
al citosol mediante PCl representa una estrategia innovadora todavia no documentada.

2.2.1. Citotoxicidad del fotosensibilizador BPD-MA y combinacién con NCs

A diferencia del fotosensibilizador TPPS2a, el BPD-MA se activa con luz roja (600-700
nm). Dado que disponiamos de dos [dmparas que emitian luz roja a diferentes longitudes
de onda (630 nm y 670 nm), la primera optimizacién del tratamiento consistio en
seleccionar la longitud de onda mas efectiva y una concentracidn de PS que causara baja
citotoxicidad. Se sembraron células HelLa-GFP y al dia siguiente se incubaron durante 90
min con el fotosensibilizador BPD-MA en un rango de concentraciones entre 0.025y 0.4
MM. Tras un lavado para eliminar el exceso de BPD-MA, las células fueron irradiadas a
630 6 670 nm manteniendo constante la dosis de luz (2.5 J/cm?). Esta dosis de luz fue
seleccionada en base a estudios previos realizados por la Dra. Pilar Acedo y correspondia
a tiempos de irradiacion de 5 min 52 s con la lampara a 630 nm y 1 min 15 s con la
[dmpara a 670 nm (debido a las distintas intensidades de las lamparas). La viabilidad
celular fue evaluada mediante MTT 48 h después de la irradiacion (Figura 10).
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Figura 10. Viabilidad de células Hela-GFP tras ser tratadas con BPD-MA e irradiadas a distintas
longitudes de onda.

La irradiacién a 630 nm demostré ser ligeramente mas efectiva que a 670 nm. Se
selecciond una concentraciéon de 0.1 uM de BPD-MA y la [lampara a 630 nm para realizar
los siguientes experimentos. Estas condiciones garantizan que el fototratamiento sea
efectivo, pero sin llegar a ser demasiado toxico para las células (viabilidad del 80%).

De la misma forma que se hizo con el TPPS2a, para verificar que la concentracion de
BPD-MA y la dosis de luz seleccionada no resultaban demasiado téxicas cuando se
aplicaba la PCl en presencia de siRNA-NCs, se probaron una concentracién alta de 150
pug/mL y una concentracion mas baja de 25 pg/mL y se comparé la viabilidad celular
mediante MTT a las 48 h, con y sin el tratamiento de PCI (Figura 11). En este caso,
primero se efectud el tratamiento con las NCs durante 4 h y, después de retirar las NCs
no internalizadas, se incubd el BPD-MA durante 90 min, para irradiar las células después
de su retirada, ya que con el BPD-MA es importante que la irradiacién se lleve a cabo
justo al finalizar la incubacidn para asegurar la eficiencia 6ptima del fototratamiento.
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Figura 11. Viabilidad de células HeLa-GFP tras ser incubadas con NCs de quitosano (CS) o de xantano
(XN) cargadas de siRNA y tratadas o no con PCl utilizando el fotosensibilizador BPD-MA.

A diferencia del tratamiento con TPPS2a, la citotoxicidad aumenta cuando el
tratamiento con BPD-MA se combina con las NCs, pero la viabilidad se mantiene por
encima del 60 %, por lo que se utilizaron las mismas condiciones para los siguientes
experimentos (150 pg/mL de NCs, 0.1 uM BPD-MA e irradiacion de 5 min 52 seg a 630
nm).

2.2.2. Silenciamiento de GFP tras el tratamiento con NCs y PCl

En este caso, el objetivo de estos experimentos era analizar si el tratamiento de PCl
con el fotosensibilizador BPD-MA dirigido a mitocondrias mejoraba el silenciamiento
génico de las NCs, de forma que disminuyera la expresién de GFP. Las células fueron
tratadas con siRNA-NCs y PCI siguiendo el procedimiento descrito en el apartado
anterior (150 pg/mL de NCs, 0.1 uM BPD-MA e irradiacion de 5 min 52 seg a 630 nm).
Las células no tratadas con PCI, utilizadas como referencia de partida, no se incubaron
con el fotosensibilizador y no se irradiaron, pero si fueron tratadas con NCs para evaluar
la potencial mejoria tras la combinacién de los dos tratamientos (excepto el control no
transfectado). El silenciamiento de GFP se analizé 48 h después de los tratamientos
(Figura 12).
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Figura 12. Silenciamiento de GFP 48h después de la incubacion con NCs de quitosano (CS) o de xantano
(XN) cargadas de siRNA y el tratamiento de PCl con BPD-MA.

Los resultados fueron muy similares a los obtenidos con el tratamiento de PCl dirigido
a endolisosomas. En el caso de las NCs de quitosano, la expresion de GFP baja a un 76
%, lo que demuestra la reproducibilidad de los experimentos anteriores, llevados a cabo
tanto en Londres como en Zaragoza, pero el tratamiento con PCl no disminuye mas la
expresion de GFP. En el caso de las NCs de xantano no se observa ningun efecto de
silenciamiento génico, con o sin tratamiento.

De la misma forma que se hizo con el tratamiento dirigido a endolisosomas, para
completar el estudio de PCl dirigido a mitocondrias era importante saber si el
fototratamiento estaba siendo capaz de liberar el siRNA de las mitocondrias o
continuaba atrapado alliy por eso no mejoraba el silenciamiento génico. Para averiguar
si el siRNA seguia colocalizando o no con las mitocondrias después del tratamiento de
PCI, se utilizé la microscopia confocal.

2.2.3. Colocalizacion del siRNA con mitocondrias tras el fototratamiento

Como en el caso del estudio de liberacidn de los endolisosomas, para comprobar si el
siRNA conseguia escapar de las mitocondrias se realizé un andlisis mediante microscopia
confocal de las células sometidas al tratamiento. Como en los estudios anteriores de
colocalizacion, se utilizaron células Hela (sin GFP) para dejar el canal verde disponible
para el marcaje de las mitocondrias con MitoTracker® Green.

Las células fueron incubadas con las NCs de quitosano y xantano cargadas con el
siRNA-Cy3 durante 4 h, tratadas con el fotosensibilizador BPD-MA, e irradiadas. Después
del tratamiento, se marcaron las mitocondrias y se tomaron imagenes en un
microscopio confocal (Figura 13 y Figura 14). Como referencia, se utilizaron células
incubadas con NCs pero que no habian sido tratadas con PCI. La colocalizacién entre
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SiRNA y mitocondrias fue cuantificada utilizando el Coeficiente de Correlacién de
Pearson (PCC) (Figura 15).

NCs quitosano

No tratadas Tratadas con BPD y luz

Superposicion Superposicidn

Figura 13. Colocalizacién del siRNA-Cy3 (rojo), transfectado en células HelLa por NCs de quitosano, con
las mitocondrias marcados con MitoTracker® Green (verde), tras la aplicacion o no del tratamiento de
PCl con BPD-MA y luz. Imagenes adquiridas mediante microscopia confocal.
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NCs xantano

No tratadas Tratadas con BPD y luz

Superposicion

Figura 14. Colocalizacion del siRNA-Cy3 (rojo), transfectado en células HelLa por NCs de xantano, con las
mitocondrias marcados con MitoTracker® Green (verde), tras la aplicacion o no del tratamiento de PCI
con BPD-MA y luz. Imagenes adquiridas mediante microscopia confocal
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Figura 15. Analisis cuantitativo de la colocalizacion mediante determinacion del Coeficiente de
correlacion de Pearson (PCC) entre las mitocondrias marcadas con MitoTracker® Green (verde) y el
siRNA-Cy3 (rojo) transfectado con NCs de quitosano o de xantano en células Hela, después de ser
sometidas o no al tratamiento de PCI. Los valores representados son el promedio y desviacion estandar
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del PCC calculado a partir del anadlisis de 15-20 células por muestra. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas mediante la prueba t de Student desapareada (ns).

Como se ha comentado anteriormente, la fluorescencia roja del siRNA transportado
por las NCs presenta dos tipos de patrones de fluorescencia: en forma de puntos y en
forma de fibras. Durante los experimentos de colocalizacién anteriores (ver capitulo 5
apartado 2.4.2.) se demostré que la fluorescencia punteada corresponde
principalmente a los lisosomas y la fibrilada a las mitocondrias.

Sin el tratamiento de PCl, una moderada parte del siRNA (rojo) transfectado por las
NCs de quitosano y de xantano colocaliza con las mitocondrias (verde), como puede
observarse en la Figura 13 y la Figura 14. Sin embargo, después del tratamiento de PCI
se sigue observando colocalizacidn, lo que significa que todavia hay siRNA dentro de las
mitocondrias. A diferencia del fototratamiento de endolisomas, no se observa una
liberacion clara del siRNA de las mitocondrias al citosol.

Los valores del PCC (0.52 y 0.54 para las NCs de quitosano y de xantano,
respectivamente) representados en la Figura 15 verifican la colocalizacién parcial en las
mitocondrias, debida a que la fluorescencia del siRNA esta distribuida entre lisosomas y
mitocondrias. La ausencia de diferencias significativas entre el PCC de las muestras
tratadas y no tratadas indica que, en este caso, el tratamiento de PCl no esta
produciendo ningun cambio en la distribucién intracelular del siRNA, lo que explica por
gué no se observaban diferencias en la eficiencia de silenciamiento después del
tratamiento.

3. CONCLUSIONES

Los estudios de colocalizacion presentados en el capitulo 5 revelaron que el siRNA se
encuentra parcialmente atrapado en los lisosomas y las mitocondrias, lejos de su sitio
de accidn (el citosol). Para favorecer la liberacidon del siRNA de estos compartimentos
intracelulares al citosol se ha utilizado y optimizado la novedosa tecnologia de
internalizacion fotoquimica (PCl), basada en el uso de fotosensibilizadores. El
fotosensibilizador TPPS2a ha sido utilizado para liberar el siRNA de los endolisosomas y
se ha investigado una posible nueva aplicacién del fotosensibilizador BPD-MA para la
liberacion del siRNA de las mitocondrias. Se han optimizado las condiciones del
tratamiento combinado de siRNA-NCs y PCl para maximizar su efecto sin llegar a generar
una elevada citotoxicidad.

La eficiencia de silenciamiento obtenida con las NCs de quitosano y de xantano en el
laboratorio de Londres es consistente con los resultados obtenidos previamente en el
laboratorio de Zaragoza (capitulo 5), pero el tratamiento de PCl no la mejoré. En el caso
del tratamiento dirigido a mitocondrias, el analisis de colocalizacién del siRNA con las
mitocondrias revel6 que el siRNA continuaba estando atrapado en estos organulos tras
la PCl, lo que podria explicar la ausencia de efecto de este tratamiento. Sin embargo, en

212



Aplicacidon de la tecnologia de internalizacidén fotoquimica para el silenciamiento génico

el caso del tratamiento dirigido a endolisosomas, se detectd una notable liberacidn del
SiRNA de los lisosomas. El hecho de que la liberacidn del siRNA no se viera traducida en
una mayor eficiencia de silenciamiento podria deberse a la fotooxidacion del siRNA por
las especies ROS generadas durante la reaccion fotoquimica, que podria conducir a la
pérdida de su funcionalidad, como ha sido descrito con otras biomoléculas y farmacos
en la literatura. Sin embargo, también cabe la posibilidad de que la funcionalidad del
siRNA que llega al citosol esté impedida porque no consigue liberarse totalmente de la
nanocdapsula, lo que podria ser objeto de un interesante estudio futuro.

4. MATERIALES Y METODOS

Las secuencias de siRNA, la Lipofectamina®, el fluoréforo DiD, los marcadores de
lisosomas y mitocondrias y las lineas celulares utilizadas en este capitulo han sido
previamente referenciadas en el capitulo 5.

El fotosensibilizador TPPS2a  (meso-tetraphenylporphine disulphonic acid
dihydrochoride, TPPS2 adjacent isomer) fue adquirido a Frontier Scientific Inc y el
fotosensibilizador BPD-MA (comercializado como Visudyne) a Novartis pharma. El Sytox
Blue fue comprado a ThermoFisher®.

4.1.1. Tratamiento con NCs-siRNA, fotosensibilizadores y luz

Tratamiento dirigido a endolisosomas. Se sembraron células HeLa-GFP en placas de 96

pocillos a 5 000 células por pocillo (para analisis por MTT, 6 réplicas por muestra) o en
placas de 24 pocillos a 20 000 células por pocillo (para analisis por citometria, 2 réplicas
por muestra). Después de 24 horas, se afiadio el fotosensibilizador TPPS2a en un rango
de concentraciones de entre 0.025 y 0.4 ug/mL (en los experimentos de optimizacién) o
a 0.1 pg/mL (en los experimentos finales) y se incubd durante 18 h. Tras retirar el
TPPS2a, se afiadieron NCs-siRNA de quitosano y xantano a 25 6 150 pg/mL (la
concentracion de siRNA correspondiente a 150 pg/mL de nanotransportador era: 47 nM
(NCs CS GFP), 59 nM (NCs CS NT), 71 nM (NCs XN GFP) y 50 nM (NCs XN NT). Se anadié
un control positivo de siRNA 10 nM transfectado con Lipofectamina® siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tras 4 h de incubacion, las células fueron lavadas 2 veces
con PBS e iluminadas a 435 nm con una ldmpara LumiSource de 7 mW/cm? (PCI Biotech)
durante 0, 3, 5 6 7 minutos, correspondiendo a una dosis de luzde 0, 1.3, 2.1y 2.9J/cm?,
respectivamente. Se mantuvieron las células en el incubador hasta el momento de ser
analizadas.

Tratamiento dirigido a mitocondrias. Se sembraron células HeLa-GFP en placas de 96

pocillos a 5 000 células por pocillo (para analisis por MTT, 6 réplicas por muestra) o en
placas de 24 pocillos a 20 000 células por pocillo (para andlisis por citometria, 2 réplicas
por muestra). Después de 24 horas, se afiadieron NCs-siRNA de quitosano y xantano a
25 6 150 pg/mL (la concentracion de siRNA correspondiente a 150 pg/mL de
nanotransportador era: 47 nM (NCs CS GFP), 59 nM (NCs CS NT), 71 nM (NCs XN GFP) y
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50 nM (NCs XN NT)). Para el andlisis por citometria, se afiadié un control positivo de
SiRNA 10 nM transfectado con Lipofectamina® siguiendo las instrucciones del
fabricante. Tras 4 h de incubacidn, las células fueron lavadas 2 veces con PBS e incubadas
durante 90 min con el fotosensibilizador BPD-MA en un rango de concentraciones de
entre 0.025 y 0.4 uM (en los experimentos de optimizacion) o a 0.1 uM (en los
experimentos finales). Después, se retiré el BPD-MA, se lavaron las células una vez con
PBS y se irradiaron a 630 6 670 nm con una ldmpara LED Par 64 short (Showtec) o una
[dmpara LED Red 670 Device (Red Light Man), respectivamente, a una dosis de luz de 2.5
J/ecm?, correspondiendo a 5 min 52 seg y 1 min 15 seg, respectivamente. La irradiancia
se establecio utilizando un medidor PM100A (Thorlabs).

4.1.2. Ensayos MTT

Se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular para determinar la citotoxicidad del
tratamiento con las NCs, el fototratamiento, y la combinacion de ambos, utilizando el
ensayo colorimétrico de bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol-2] -2,5-difeniltetrazolio (MTT).
48 h después de que las células fueran tratadas con NCs y/o luz (ver apartado anterior),
el medio se reemplazo con la solucion de MTT (0.5 mg/mL en DMEM). Después de 1 h
de incubacidn, se elimind el medio y los cristales formados se disolvieron en 150 plL de
DMSO. La absorbancia a 570 nm se midié en un lector de placas Infinite 200PRO
(Tecan®). La viabilidad celular relativa (%) se calculé utilizando la relacién porcentual
entre la absorbancia de la muestra y la absorbancia del control.

4.1.3. Citometria de flujo

Para cuantificar el nivel de expresién de la GFP 48 h tras el tratamiento combinado de
NCs y luz, se siguié el mismo procedimiento descrito en el apartado 4.1.1. con las
variaciones indicadas a continuacion. Tras ser levantadas y lavadas con PBS, las células
fueron resuspendidas en 200 pL de PBS y marcadas con Sytox Blue. Las células se
analizaron en un citometro de flujo BD™ LSRII (BD Biosciences). Se registraron 10.000
eventos por muestra y los datos se interpretaron utilizando el programa FlowJo 7.6. Para
el analisis de expresidon de GFP se obtuvo la mediana de la intensidad de fluorescencia
(MFI) de las células vivas de cada muestra, descartando las células muertas con marcaje
positivo para Sytox. Todas las muestras se prepararon y analizaron por duplicado.

4.1.4. Microscopia confocal

Andlisis de colocalizacion con lisosomas. Se sembraron células Hela (sin GFP) en

portaobjetos de 8 pocillos (Ibidi®) a 10 000 células/pocillo. Después de 24 horas, se
afiadio el fotosensibilizador TPPS2a a 0.1 pug/mLy se incubd durante 18 h. Tras retirar el
TPPS2a, se afiadieron NCs de quitosano y xantano marcadas fluorescentemente con DiD
y cargadas con siRNA-Cy3 a 150 pg/mL (correspondiendo a 67 +10 nM siRNA-Cy3 en las
NCs de quitosano y a 79 £1 nM en las de xantano, estimado mediante electroforesis).
Tras 4 h de incubacidn, las células fueron lavadas 2 veces con PBS e iluminadas a 435 nm
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durante 7 minutos. Las células fueron incubadas con LysoTracker® a 100 nM durante 30
minutos en el incubador y después observadas en el microscopio confocal.

Andlisis de colocalizacion con mitocondrias. Se sembraron células Hela (sin GFP) en

portaobjetos de 8 pocillos (Ibidi®) a 20 000 células/pocillo. Después de 24 horas, se
afiadieron NCs-siRNA de quitosano y xantano marcadas fluorescentemente con DiD y
cargadas con siRNA-Cy3 a 150 pg/mL (correspondiendo a 67 nM siRNA-Cy3 en las NCs
de quitosano y a 79 nM en las de xantano). Tras 4 h de incubacién, las células fueron
lavadas 2 veces con PBS e incubadas durante 90 min con el fotosensibilizador BPD-MA
a 0.1 uM. Después, se retird el BPD-MA, se lavaron las células una vez con PBS y se
irradiaron a 630 nm con una dosis de luz de 2.5 J/cm? (5 min 52 seg). A modo de control,
se incluyeron muestras no tratadas, tratadas con NCs o con el fotosensibilizador pero
sin irradiar, tratadas con NCs y luz pero en ausencia de fotosensibilizador, y tratadas con
el fotosensibilizador y luz pero en ausencia de NCs.

A modo de control, se incluyeron muestras no tratadas, tratadas con NCs o con el
fotosensibilizador pero sin irradiar, tratadas con NCs y luz pero en ausencia de
fotosensibilizador, y tratadas con el fotosensibilizador y luz pero en ausencia de NCs.
Para la adquisicién de imagenes se utilizd un microscopio confocal Olympus IX 81, un
objetivo 60X con aceite de inmersion y laseres a 488, 559 y 635 nm para excitar el
Lysotracker® o MytoTracker®, el Cy3 y el DiD, respectivamente. Las imagenes fueron
procesadas utilizando Imagel y el analisis cuantitativo de la colocalizacién se realizd
como en el apartado 4.6.4.

5. AGRADECIMIENTOS

Agradecer especialmente a la Doctora Pilar Acedo (University College London) por el
acceso y soporte con los equipos de citometria y microscopia del Royal Free Hospital y
el UCL Cancer Institute.

6. REFERENCIAS

1. Canton, |.; Battaglia, G. Endocytosis at the nanoscale. Chem. Soc. Rev. 2012, 41,
2718.

2. Liang, W.; W. Lam, J.K. Endosomal Escape Pathways for Non-Viral Nucleic Acid
Delivery Systems. In Molecular Regulation of Endocytosis; InTech, 2012; pp. 429—
456.

3. He, C.; Yue, H.; Xu, L.; Liu, Y.; Song, Y.; Tang, C.; Yin, C. siRNA release kinetics from
polymeric nanoparticles correlate with RNAI efficiency and inflammation therapy
via oral delivery. Acta Biomater. 2020, 103, 213-222.

4, Serrano-Sevilla, I.; Artiga, A.; Mitchell, S.G.; De Matteis, L.; de la Fuente, J.M.
Natural Polysaccharides for siRNA Delivery: Nanocarriers Based on Chitosan,
Hyaluronic Acid, and Their Derivatives. Molecules 2019, 24, 2570.

5. Oliveira, S.; Hogset, A.; Storm, G. Delivery of siRNA to the Target Cell Cytoplasm:

215



Capitulo 6

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

216

Photochemical Internalization Facilitates Endosomal Escape and Improves
Silencing Efficiency, In Vitro and In Vivo. Curr. Pharm. Des. 2008, 14, 3686—3697.

Moros, M.; Mitchell, S.; Grazu, V.; Fuente, J.M. de The Fate of Nanocarriers As
Nanomedicines In Vivo: Important Considerations and Biological Barriers to
Overcome. Curr. Med. Chem. 2013, 20, 2759-2778.

Patil, S.; Bhatt, P.; Lalani, R.; Amrutiya, J.; Vhora, |.; Kolte, A.; Misra, A. Low
molecular weight chitosan—protamine conjugate for siRNA delivery with enhanced
stability and transfection efficiency. RSC Adv. 2016, 6, 110951-110963.

Howard, K.A.; Rahbek, U.L.; Liu, X.; Damgaard, C.K.; Glud, S.Z.; Andersen, M.;
Hovgaard, M.B.; Schmitz, A.; Nyengaard, J.R.; Besenbacher, F.; et al. RNA
Interference in Vitro and in Vivo Using a Novel Chitosan/siRNA Nanoparticle
System. Mol. Ther. 2006, 14, 476-484.

Sun, P.; Huang, W.; Kang, L.; Jin, M.; Fan, B.; Jin Hongyan; Wang, Q.-M.; Gao, Z.
Chitosan Nanoparticle With Enhanced Cell- Penetrating and Endosomal Escape
Capacities for Suppressing Breast Tumor Metastasis. Int. J. Nanomedicine 2017,
12,3221-3234.

Moreira, C.; Oliveira, H.; Pires, L.R.; Simdes, S.; Barbosa, M.A.; Pégo, A.P. Improving
chitosan-mediated gene transfer by the introduction of intracellular buffering
moieties into the chitosan backbone. Acta Biomater. 2009, 5, 2995-3006.

Kim, J.S.; Oh, M.H.; Park, J.Y.; Park, T.G.; Nam, Y.S. Protein-resistant, reductively
dissociable polyplexes for in vivo systemic delivery and tumor-targeting of siRNA.
Biomaterials 2013, 34, 2370-2379.

Yotsumoto, F.; Sanui, A.; Fukami, T.; Shirota, K.; Horiuchi, S.; Tsujioka, H.;
Yoshizato, T.; Kuroki, M.; Miyamoto, S. Endosomal Escape Pathways-Efficacy of
ligand-based targeting for the EGF system in cancer. Anticancer Res. 2009, 151,
220-228.

Ma, D. Enhancing endosomal escape for nanoparticle mediated siRNA delivery.
Nanoscale 2014, 6, 6415.

Oliveira, S.; Fretz, M.M.; Hggset, A.; Storm, G.; Schiffelers, R.M. Photochemical
internalization enhances silencing of epidermal growth factor receptor through
improved endosomal escape of siRNA. Biochim. Biophys. Acta - Biomembr. 2007,
1768, 1211-1217.

Berg, K.; Selbo, P.K.; Prasmickaite, L.; Tjelle, T.E.; Sandvig, K., Moan, J.;
Gaudernack, G.; Fodstad, @.; Kjglsrud, S.; Anholt, H.; et al. Photochemical
Internalization: A Novel Technology for Delivery of Macromolecules into Cytosol.
Cancer Res. 1999, 59, 1180-1183.

Selbo, P. Release of gelonin from endosomes and lysosomes to cytosol by
photochemical internalization. Biochim. Biophys. Acta - Gen. Subj. 2000, 1475,
307-313.

Henderson, B.W.; Dougherty, T.J. How does photodynamic therapy work?
Photochem. Photobiol. 1992, 55, 145-157.

Wang, J.; Woodhams, J.; MacRobert, A.; Bown, S.; Berg, K. Photodynamic Drug



Aplicacién de la tecnologia de internalizacion fotoquimica para el silenciamiento génico

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Delivery. In CRC Handbook of Organic Photochemistry and Photobiology, Third
Edition - Two Volume Set; CRC Press, 2012; pp. 1529-1540.

Berg, K.; Weyergang, A.; Prasmickaite, L.; Bonsted, A.; Hggset, A.; Strand, M.-T.R.;
Wagner, E.; Selbo, P.K. Photochemical Internalization (PCl): A Technology for Drug
Delivery. In Chapter 10. Photodynamic Therapy, Methods and Protocols; Gomer,
C.J., Ed.; Methods in Molecular Biology; Humana Press: Totowa, NJ, 2010; Vol. 635,
pp. 133-145 ISBN 978-1-60761-696-2.

Prasmickaite, L.; Hggset, A.; Berg, K. Evaluation of Different Photosensitizers for
Use in Photochemical Gene Transfection]. Photochem. Photobiol. 2001, 73, 388.

de Bruin, K.G; Fella, C.; Ogris, M.; Wagner, E.; Ruthardt, N.; Brauchle, C. Dynamics
of photoinduced endosomal release of polyplexes. J. Control. Release 2008, 130,
175-182.

Jori, G. Far-red-absorbing photosensitizers: their use in the photodynamic therapy
of tumours. J. Photochem. Photobiol. A Chem. 1992, 62, 371-378.

Sultan, A.A.; Jerjes, W.; Berg, K.; Hggset, A.; Mosse, C.A.; Hamoudi, R.; Hamdoon,
Z.; Simeon, C.; Carnell, D.; Forster, M.; et al. Disulfonated tetraphenyl chlorin
(TPCS2a)-induced photochemical internalisation of bleomycin in patients with
solid malignancies: a phase 1, dose-escalation, first-in-man trial. Lancet Oncol.
2016, 17,1217-1229.

Haug, M.; Brede, G.; Hakerud, M.; Nedberg, A.G.; Gederaas, O.A.; Flo, T.H,;
Edwards, V.T.; Selbo, P.K.; Hggset, A.; Halaas, @. Photochemical Internalization of
Peptide Antigens Provides a Novel Strategy to Realize Therapeutic Cancer
Vaccination. Front. Immunol. 2018, 9, 650.

Hggset, A.; Prasmickaite, L.; Tjelle, T.E.; Berg, K. Photochemical Transfection: A
New Technology for Light-Induced, Site-Directed Gene Delivery. Hum. Gene Ther.
2000, 11, 869-880.

Selbo, P.K.; Weyergang, A.; Hggset, A.; Norum, O.-).; Berstad, M.B.; Vikdal, M.;
Berg, K. Photochemical internalization provides time- and space-controlled
endolysosomal escape of therapeutic molecules. J. Control. Release 2010, 148, 2—
12.

Hellum, M.; Hggset, A.; Engeseeter, B.; Prasmickaite, L.; Stokke, T.; Wheeler, C.;
Berg, K. Photochemically enhanced gene delivery with cationic lipid formulations.
Photochem. Photobiol. Sci. 2003, 2, 407-411.

Raemdonck, K.; Naeye, B.; Hggset, A.; Demeester, J.; De Smedt, S.C. Prolonged
gene silencing by combining siRNA nanogels and photochemical internalization. J.
Control. Release 2010, 145, 281-288.

Bge, S.; Longva, A.S.; Hovig, E. Photochemically Induced Gene Silencing Using
Small Interfering RNA Molecules in Combination with Lipid Carriers.
Oligonucleotides 2007, 17, 166—173.

Hogset, A.; @vstebg Engeseeter, B.; Prasmickaite, L.; Berg, K.; Fodstad, @.;
Malandsmo, G.M. Light-induced adenovirus gene transfer, an efficient and
specific gene delivery technology for cancer gene therapy. Cancer Gene Ther.

217



Capitulo 6

31.

32.

218

2002, 9, 365-371.

VISUDYNE 15 mg powder for solution for infusion - Summary of Product
Characteristics (SmPC) - (emc) Available online:
https://www.medicines.org.uk/emc/product/1322/smpc#PRODUCTINFO
(accessed on Dec 19, 2019).

Visudyne | C41H42N408 - PubChem Available online:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Visudyne (accessed on Dec 19,
2019).



Capitulo 7

Encapsulacion de nanoparticulas de oro en
NCs de quitosano para administracion oral

1. INTRODUCCION

En los capitulos anteriores de esta tesis se ha investigado la encapsulacion directa de
acidos nucleicos y otras moléculas. Ademas, las nanocapsulas también ofrecen la
posibilidad de albergar en su interior nanoparticulas de menor tamafio, que pueden ir
conjugadas a un farmaco y actuar a su vez como nanotransportadores cuando sean
liberados en el lugar de interés. Este enfoque supone enfrentarse a un nivel superior en
cuanto a la complejidad del sistema de transporte con el fin de superar, a través de la
encapsulacion, algunas de las limitaciones de otros tipos de nanotransportadores.
Concretamente, los nanotransportadores encapsulados en este trabajo han sido
nanoparticulas de oro (AuNPs), con el objetivo a largo plazo de unirlas a siRNA para que
sean liberadas de la capsula junto con la biomolécula vy silencien el gen diana.

En este capitulo se ha optimizado la encapsulacién de AuNPs recubiertas de PEG (sin
siRNA) como primera etapa del futuro desarrollo de un nanotransportador hibrido
cargado con siRNA. La futura union del siRNA podria realizarse directamente sobre la
superficie de la AUNP mediante un enlace entre un &tomo S de una molécula tiolada de
siRNA y un atomo de Au de la superficie de la AuNP o bien al recubrimiento de PEG
mediante un enlace covalente entre un grupo funcional del extremo libre del PEG y otro
presente en uno de los extremos de la molécula de siRNA, por ejemplo PEG-COOH y
NH2-siRNA. Para unir el siRNA mediante el primer método, seria necesario que quedara
espacio libre en la superficie de la AuNP, por lo que un recubrimiento parcial de PEG
seria la condicion idonea, mientras que para unirlo mediante el segundo método seria
mas ventajoso un recubrimiento total de la superficie con PEG para asi disponer de mas
grupos funcionales. Por estas razones, en este trabajo se han estudiado recubrimientos
de PEG a distintas saturaciones de superficie y se ha evaluado cudl de ellas es mas
favorable para el proceso de encapsulacion, lo que servird como referencia para un
futuro estudio con AuNPs funcionalizadas con siRNA.
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Las AuNPs han mostrado un gran potencial en una variedad de aplicaciones
biomédicas, entre ellas la terapia fototérmica [1], la imagen optoacustica [2], la
espectroscopia Raman de superficie mejorada (SERS) [3] y la administracidon de farmacos
[4]. No obstante, todavia no se ha aprobado ningun tratamiento clinico con AuNPs e
incluso el nimero de ensayos clinicos con AuNPs es limitado [4]. Esta falta de traslacidon
de la investigacion a la clinica se debe principalmente a la escasez de conocimientos
sobre la biocompatibilidad de las AuNPs a largo plazo, junto con las numerosas
dificultades asociadas con su administracion [5].

A pesar de que la mayor parte de la investigacidn actual sobre AuNPs para aplicaciones
biomédicas esta enfocada hacia la administracién intravenosa, se han realizado algunos
estudios dirigidos hacia una administracion oral. La administracion oral suele ser
preferible a otras vias de administracion, porque al ser un tratamiento no invasivo suele
tener una alta aceptacién por parte del paciente, un buen grado de cumplimiento a largo
plazo y posibilita la comoda administracion de dosis multiples [6,7]. No obstante,
también existen desafios para lograr la administracién oral de los farmacos y sus
nanotransportadores, como la variacién del pH (muy 4cido en el estdmago y menos en
el intestino [8]), la presencia de enzimas y la barrera intestinal para la absorcion del
farmaco [9].

La mayoria de los estudios sobre AuNPs para administracion oral exploran la
biocompatibilidad, la absorcidn y la biodistribucion de las AuNPs tras la administracién
oral [3,7,10-12]. Es importante destacar que mediante esta via de administracion las
AuNPs no mostraron toxicidad aguda in vivo [13—-15], pero se describieron efectos
secundarios menores asociados con la activacién del sistema inmunolégico [16,17] y el
aumento de la actividad de la fosfatasa alcalina [14]. Desafortunadamente, también se
ha observado que las AuNPs administradas por via oral aparecen en gran medida en el
contenido fecal sin haber sido absorbidas por el intestino [18]. Ademas, la excrecién
fecal también es indicativa de la agregacién de las AuNPs y de la pérdida de
funcionalidad causada por el entorno géastrico durante la digestién. En consecuencia, es
crucial desarrollar estrategias novedosas para proteger y aumentar la absorcion de las
AuNPs vy asi facilitar su aplicacion como nanotransportadores mediante administracién
oral.

La encapsulacion de AuNPs en nanocapsulas de quitosano podria aumentar su
absorcion intestinal y a la vez mejorar su biocompatibilidad. Como se describié en el
capitulo 2, el quitosano es un polisacarido biocompatible [19-24] y estd actualmente
aprobado por la FDA para uso dietético [9,25]. El amplio éxito del quitosano en el campo
de la administracion oral se debe principalmente a sus propiedades mucoadhesivas,
derivadas de los grupos amino presentes en su estructura, que aumentan el tiempo de
retencion en el intestino y facilitan su absorcion [26]. Ademas, también se ha reportado
que el quitosano es capaz de abrir las uniones estrechas del epitelio intestinal,
facilitando el transporte paracelular de los farmacos [9].
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A menudo se utilizan recubrimientos poliméricos para mejorar la estabilidad,
biocompatibilidad y biodisponibilidad de las nanoparticulas inorganicas [27-31].
Algunos sistemas hibridos de AuNPs recubiertas con quitosano han sido previamente
empleados para aumentar la absorciéon intestinal de las AuNPs [7,12]. Sin embargo,
hasta donde sabemos sdélo dos articulos han reportado la posibilidad de encapsular
AuNPs en nanotransportadores basados en quitosano [32,33]. Aunque en la literatura
sobre nanoparticulas inorgdnicas a menudo se utiliza el término “encapsulacién” como
sinénimo de “recubrimiento”, es importante distinguir ambos conceptos. En este
capitulo la encapsulacién implica el atrapamiento de una o varias nanoparticulas dentro
de una misma capsula, a diferencia del recubrimiento entendido como modificacion de
la superficie de cada una de las nanoparticulas de forma individual. La encapsulacién de
AuNPs ofrece varias ventajas, como una mayor proteccion frente a la agregacién, una
mejor adhesion celular, una liberacidn sostenida y la posibilidad de co-encapsular varios
farmacos o componentes activos [24,34,35].

Ante la necesidad de desarrollar nuevos transportadores para proteger y aumentar la
absorcion de las AuNPs durante la administracién oral, en este trabajo se han disefiado
y comparado distintas estrategias sintéticas para la obtencion de NCs cargadas de AuNPs
(Figura 1).
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Figura 1. Optimizacion de la estrategia de encapsulacion de nanoparticulas de oro y ventajas clave del
nanomaterial hibrido final para la administracion oral.

En este capitulo se investigan varias aproximaciones para encapsular AUNPs de 14 nm
de diametro dentro de NCs de quitosano. Se ha analizado el efecto de la interaccién
entre los componentes de estas NCs y las AuNPs para optimizar la metodologia de
encapsulacion, concretamente la fase de encapsulacién a la que se pueden afadir las
AuNPs durante la sintesis de las NCs. La eficiencia de encapsulacion de las AuNPs se ha
evaluado en funcion del recubrimiento de la superficie de las AuNPs, incluyendo
diferentes saturaciones de recubrimiento y grupos funcionales. Después, las NCs
hibridas de oro-quitosano optimizadas mediante este enfoque han sido investigadas
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para determinar por una parte su estabilidad y capacidad para proteger a las AuNPs
frente a la agregacidn bajo condiciones gastrointestinales simuladas, y por otra su
biocompatibilidad y su internalizacidén en células colorrectales.

2. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo forma parte de una colaboracién con el investigador predoctoral Alvaro
Artiga Folch y el Dr. Scott Mitchell, en el marco del proyecto Nanogram. Alvaro llevé a
cabo la sintesis y funcionalizacién de las AuNPs utilizadas en este capitulo.

2.1. Optimizacion de la encapsulacion de AuNPs

Las nanoparticulas esféricas de oro de 14 nm de didmetro seleccionadas para este
estudio se eligieron porque pueden ser facilmente funcionalizadas con diferentes
moléculas y a diferentes densidades de cobertura. Esto las convierte en excelentes
modelos de las diferentes cargas superficiales y grupos funcionales que las AuNPs
podrian exhibir cuando se funcionalicen con PEG y siRNA en el futuro. En este apartado
se han utilizado AuNPs recubiertas Unicamente con PEG. La caracterizacion de las AUNPs
por microscopia electronica de transmisién (TEM) se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Imagen de TEM de las nanoparticulas de oro esféricas de 14 + 2 nm utilizadas para la
encapsulacion.

Las AuNPs han sido encapsuladas en nanotransportadores de quitosano para
protegerlas y aumentar su biodisponibilidad para una futura aplicacién oral. El proceso
sintético para la obtencion de las NCs, previamente desarrollado para la encapsulacion
de farmacos hidrofdbicos [35] y de acidos nucleicos, ha sido adaptado y optimizado para
la encapsulacién de nanoparticulas hidrofilicas de oro, lo que demuestra la gran
versatilidad de estas NCs para encapsular tanto moléculas simples como pequenas
nanoparticulas, ya sea con propiedades hidrofdbicas o hidrofilicas.
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Como se ha explicado en detalle en el capitulo 2, la sintesis de las NCs consta de dos
pasos (Figura 3): en el primer paso, se forma una nanoemulsién mediante la adicion de
una fase organica a una fase acuosa. En el segundo paso, se afiade una solucion de
guitosano (denominada en adelante "fase de quitosano" por comparacion con las fases
acuosa y organica) para recubrir los nucleos de nanoemulsion y se realiza la gelificaciéon
idnica con Na;S04. Las AuNPs se afadieron a la fase acuosa, organica o de quitosano
para evaluar cudl era el medio mas adecuado para su encapsulacion.

Opcidén C
AuNPs TN\
Fase de quitosano:
J Opcion B z
/"Opcién A pc
/ 1

Fase organica (EtOH):
> Span® 85
> Acido oleico

I
Paso 1: NANOEMULSION Paso 2: RECUBRIMIENTO CON QUITOSANO

Figura 3. Esquema del método de sintesis empleado para la encapsulacion de nanoparticulas de oro
(AuNPs), destacando las tres fases a las que se pueden anadir las AuNPs.

Las AuNPs poseen una caracteristica banda de resonancia del plasmdn de superficie
localizado (LSPR), que puede ser aprovechada para extraer informacion sobre su
estabilidad coloidal en funcién de su entorno. Cuando las AuNPs son estables, su pico
LSPR aparece a 524 nm, mientras que la agregacién provoca desplazamientos del LSPR
hacia longitudes de onda mayores.

Para estudiar cdmo interaccionan las AuNPs con los componentes de las tres posibles
fases de encapsulacion, las AuNPs fueron puestas en contacto con cada fase y se
registraron sus espectros de absorbancia UV-Vis (Figura 4a).
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Figura 4. a) Espectros de absorbancia UV-Vis de las AuNPs al interaccionar con los componentes de las
tres posibles fases de encapsulacion y en agua (como referencia). b) Carga de oro de las nanocéapsulas
en funcidn de la fase a la que se ailadieron las AuNPs, medida por ICP-AES.

La Figura 4a muestra el pico LSPR a 524 nm de las AuNPs en agua y como se mantiene
a esta longitud de onda cuando las AuNPs estdn inmersas en la fase acuosa o de
quitosano, lo que significa que son estables, pero se desplaza a 600 nm al ser afadidas
a la fase organica, reflejando el estado agregado de las AuNPs en este ambiente
hidrofébico (lo cual se esperaba dada su naturaleza hidrofilica).

Estas diferencias en la estabilidad nos llevaron a investigar mas a fondo si la fase de
adicion también podria afectar a la cantidad de AuNPs encapsuladas. La carga de oro de
las NCs (Figura 4b), determinada mediante ICP-AES y expresada como el porcentaje de
AuNPs encapsuladas sobre el peso final del material obtenido después de la
encapsulacion, fue 3-4 veces mayor cuando las AuNPs se afiadieron a la fase acuosa
(6.15 %) o a la fase de quitosano (4.31 %), en comparacion con la fase orgéanica (1.50 %).
Ademas, las adiciones en la fase acuosa o de quitosano dieron lugar a mayores
eficiencias de encapsulacion (consideradas como el porcentaje de AuNPs encapsuladas
respecto a la cantidad afadida inicialmente para la preparacién de las NCs), el 57 % y el
50 %, respectivamente, en comparacion con la fase orgdnica (29 %). La falta de datos
publicados que evallen la carga de oro de las AuNPs encapsuladas en otras
nanocapsulas poliméricas dificulta la contextualizacién de estos valores, sin embargo,
las eficiencias de encapsulacion reportadas por otras nanoestructuras de oro-quitosano
estdn en torno al 60 % [36]. Teniendo en cuenta estos resultados y que mediante
microscopia electrénica se observé que las NCs no se formaban correctamente tras
afadir las AuNPs a la fase orgdnica, se descartd la adicién de AuNPs a la fase organicay
para las siguientes encapsulaciones las AuNPs se afiadieron a la fase acuosa o a la fase
de quitosano.

A continuaciodn, la cantidad de AuNPs afiadida fue optimizada para maximizar la carga
de oro. En concordancia con algunos capitulos anteriores de esta tesis, donde el
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aumento de la cantidad inicial de TFD o siRNA dio lugar a un aumento en la carga de las
NCs (ver capitulos 4 y 5), en este caso se observé la misma tendencia, alcanzando una
mayor carga de oro conforme se incrementa la cantidad de AuNPs afiadida en cualquiera
de las dos fases (0.45-0.50 % al afiadir 0.25 mg de AuNPs, 1.6-2.1 % al afiadir 1 mg de
AuNPs y 3.2-3.3 % al afiadir 2 mg de AuNPs). Se selecciond una cantidad de 2 mg de
AuNPs para todos los experimentos sucesivos debido a la mayor carga de oro lograda
en comparacion con la adicién de 0.25y 1 mg.

El potencial zeta, tamafio y morfologia de las NCs candidatas seleccionadas, obtenidas
tras la adiciéon de 2 mg de AuNPs en la fase acuosa o de quitosano, se caracterizaron
mediante técnicas de potencial zeta, DLS (Figura 5) y microscopia electrénica (Figura 6).

Los grupos amino del quitosano expuestos en la superficie de las nanocapsulas les
confirieron un potencial zeta positivo con valores comparables entre ambas muestras
(+21.4 0.6 mV cuando se afiadieron a la fase acuosa y +17.0 0.6 mV cuando se
afiadieron a la fase de quitosano). Generalmente se considera que un potencial zeta
cercano a +20 mV o0 -20 mV es suficiente para obtener una estabilidad coloidal éptima,
especialmente cuando existe un recubrimiento polimérico que, ademas de conferir
estabilidad electrostatica, proporciona estabilidad estérica [37]. La carga positiva en la
superficie también promueve las interacciones electrostaticas de los
nanotransportadores con la mucosa del intestino cargada negativamente, mejorando su
absorcidén intestinal [37].
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Figura 5. Distribucion del tamaiio hidrodindmico de las nanocdapsulas cargadas con AuNPs afiadidos a la
fase acuosa (a) o a la fase de quitosano (b).

En la Figura 5 se muestra la distribucion de tamafios de las NCs cargadas con AuNPs en
la fase acuosa y en la de quitosano. La distribucion de tamafios también fue similar para
ambas muestras: una poblacion principal (87 % para las NCs de la fase acuosa 'y 82 %
para las de la fase de quitosano) con didametros hidrodindmicos de alrededor de 100 nm
y una poblacién minoritaria (13 6 18 %) de alrededor de 450 nm fueron registradas
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mediante DLS. Esta distribucion de tamanos concuerda bien con los analisis de
microscopia electréonica (algunas imdagenes representativas de cada tamafio de
poblacién se muestran en la Figura 6).

Figura 6. Imagenes de microscopia electronica de nanocapsulas cargadas con AuNPs en la fase acuosa
(fila superior) o en la fase de quitosano (fila inferior). a-b) Imagenes obtenidas por STEM; c-d,g-h)
Imagenes obtenidas por Cryo-TEM; e-f) imagenes obtenidas por SEM.

En la Figura 6 se pueden observar imagenes de microscopia electréonica de transmisién
en modo barrido (STEM, Figura 6a-b), microscopia electrdnica de transmisién criogénica
(Cryo-TEM, Figura 6¢-d,g-h) y de microscopia electrdnica de barrido (SEM, Figura 6e-f).
Las imagenes confirmaron la presencia de AuNPs en las NCs y mostraron la morfologia
esférica de las NCs, donde las AuNPs se encontraban atrapadas en el recubrimiento de
quitosano, independientemente de su adicidn a la fase acuosa o de quitosano. Luque-
Michel y colaboradores también observaron sus AuNPs hidrofilicas de 10 nm localizadas
cerca de la superficie de su nanotransportador polimérico basado en nanoemulsion,
embebidas en la cubierta de PLGA [38].

2.2. Influencia del recubrimiento de las AuNPs en su encapsulacion

Las AuNPs disefiadas para aplicaciones biomédicas habitualmente se funcionalizan
para mejorar su biocompatibilidad y su estabilidad en medios bioldgicos, para
incorporar grupos funcionales quimicos, para incluir ligandos que permitan su
vectorizacion o para unir farmacos a su superficie [39]. El recubrimiento superficial de
las nanoparticulas inorganicas puede influir en la eficiencia de encapsulacién en funcién
de las interacciones que es capaz de establecer con el material de encapsulacion [40].

Aplicando los pardmetros de sintesis optimizados en el apartado anterior (2 mg de
AuNPs afiadidas a la fase acuosa o de quitosano), se evalud si las NCs permiten la
encapsulacion de AuNPs con diferentes recubrimientos para analizar cudl de ellos es
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mas idéneo para la encapsulacién. Con este objetivo, se encapsularon AuNPs
funcionalizadas a diferentes niveles de saturacion de la superficie con dos tipos
diferentes de poli(etilenglicol) (PEG): un PEG con un grupo carboxilico en un extremo
(PEG-COOH) y/o un PEG con un grupo azida en un extremo (PEG-N3).

En primer lugar, se estudid la encapsulacién de AuNPs con diferente saturaciéon
superficial de PEG. Para ello, las AuNPs fueron funcionalizadas a una cobertura
superficial del 25 %, 40 % o 100 % y manteniendo un ratio de grupos funcionales fijo de
50/50 (PEG-COOH/PEG-N3), de acuerdo con un estudio de saturacion previamente
publicado por el grupo [41], tal y como muestra el esquema de la Figura 7.

Optimizacion I: saturacion de la superficie

™
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Figura 7. Esquema de la superficie de las AuNPs dependiendo de la saturacion del recubrimiento de PEG
(25, 40y 100 %).

Después de encapsular en paralelo AuNPs recubiertas de PEG a estas tres
saturaciones, la carga de oro de las NCs fue medida por ICP-AES. La carga de oro
aumenté ligeramente al incrementar la saturacion superficial del 25 % (3-3.5 % de carga)
al 40 % (3.5-4 % de carga) y no se observaron diferencias relevantes entre la adicién a la
fase acuosa o a la de quitosano. Por el contrario, se observa una diferencia notable con
una saturacién del 100 %, donde la carga de oro es mucho mayor para la adicién en la
fase acuosa (6.15 + 0.16 %) que para la adicion en la fase de quitosano (4.31 £ 0.11 %).
Ademas, es importante sefialar que una saturacién del 100 % garantiza una mayor
estabilidad de las AuNPs y proporciona mds grupos funcionales para unir otras
moléculas de interés en el futuro, por ejemplo, moléculas de siRNA aminadas que
podrian unirse a grupos carboxilo de la superficie. Del mismo modo, una mayor cantidad
de grupos funcionales de PEG incrementa las interacciones de las AuNPs con las NCs y
permitiria una mejor deteccidon y comprension, durante nuestro siguiente estudio, del
efecto que ejercen los grupos funcionales del recubrimiento sobre la encapsulacion. Por
estas razones, se seleccionaron las AuNPs recubiertas de PEG a una saturacion del 100
% anadidas a la fase acuosa como el método de encapsulacién mas adecuado para el
siguiente estudio.
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Una vez seleccionada la mejor saturacidn superficial para nuestros propésitos, el
siguiente paso fue evaluar si el grupo funcional de la superficie de las AuNPs juega un
papel importante durante el proceso de encapsulacién. Para ello, se utilizaron AuNPs
funcionalizadas con PEG-COOH y/o PEG-N3 a tres ratios diferentes: sdlo PEG-COOH; PEG-
COOH/PEG-N3 (50/50) y solo PEG-Ns (Figura 8).

Optimizacion II: grupo funcional

Figura 8. Esquema de la superficie de las AuNPs dependiendo de los grupos funcionales del
recubrimiento de PEG (-COOH y/o -Ns).

Los espectros de absorbancia de las AuUNPs en suspensidn acuosa o tras 15 minutos de
incubacidén en la fase acuosa se reportan en la Figura 9.
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Figura 9. Espectros de absorbancia UV-Vis de nanoparticulas de oro recubiertas con PEG con diferentes
grupos funcionales, en suspension acuosa (a) o 15 minutos después de ser afiadidas a la fase acuosa (b).

Cuando al menos la mitad de los grupos funcionales de PEG eran -COOH, el pico LSPR
de las AuNPs en agua (Figura 9a) se mantuvo en 522 nm. Sin embargo, el pico LSPR de
las AuNPs recubiertas sélo con PEG-N3 se desplazd a 569 nm, lo que indica la presencia
de agregacion y la menor estabilidad coloidal de esta muestra en agua.
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Cuando las AuNPs recubiertas de PEG fueron puestas en contacto con la fase acuosa
de la sintesis de las NCs, que contiene Tween® 20, el efecto de agregacion causado en
el caso de las particulas recubiertas con sdlo PEG-N3 fue ain mas evidente (Figura 9b).
Las AuNPs funcionalizadas sélo con PEG-COOH mantienen su estabilidad en este medio
(pico LSPR a 522 nm). Por el contrario, la inclusion de PEG-N3 en el recubrimiento
provoca un desplazamiento del LSPR de las AuNPs, indicativo de un estado mas
agregado en presencia de Tween® 20. En el caso de las AuNPs con PEG-COOH/PEG-N3,
el maximo de la banda LSPR aparecié aproximadamente a 580 nm, mostrando un pico
ancho, pero aun definido. Sin embargo, éste desaparecio casi por completo en el caso
de las AuNPs con recubrimiento de sélo PEG-N3, indicando la mayor agregacion de las
AuNPs.

Sin embargo, en esta primera etapa del trabajo todavia no descartamos las muestras
de PEG-N3, ya que la agregacion en fase acuosa podria ser un factor favorable para su
encapsulacion. Si las AuNPs estan mas cerca en el espacio es mas probable que queden
atrapadas en la misma nanocapsula, lo que aumentaria su carga de oro. Para investigar
esta hipotesis, se analizd mediante ICP-AES la carga de oro de las NCs obtenidas
encapsulando particulas recubiertas con PEG con distintos grupos funcionales. La carga
de oro obtenida con las AuNPs con PEG-COOH (5.98 + 0.10 %) y PEG-COOH/PEG-N3
(6.15 +0.16 %) fue muy superior a la de las AuNPs con PEG-N3 (0.65 +0.02%). Las
eficiencias de encapsulacién también fueron superiores para las dos primeras muestras
(51.5+0.8 % y 57.5 £1.5 %, respectivamente) que para la tercera (11.3 +0.3 %). Estos
resultados nos permitieron descartar la hipdtesis anterior y confirmar que los grupos
carboxilicos son esenciales para obtener altas cargas de oro, posiblemente porque son
capaces de establecer interacciones electrostaticas con los grupos amino del quitosano
cargados positivamente. Sin embargo, la presencia de cadenas de PEG-N3 en
combinacion con PEG-COOH no alterd la carga durante la encapsulacion y la presencia
de estos grupos funcionales podria ser interesante para aplicaciones bioldgicas ya que
el grupo azida se ha asociado con una mayor internalizacion celular [39]. Ademas, la
presencia de dos grupos funcionales diferentes en la superficie de las AuNPs podra
facilitar la funcionalizacion con un espectro mas amplio de farmacos u otras moléculas
en el futuro, a través de la reaccidn con carbodiimida en el caso de los grupos
carboxilicos [42] o a través de la quimica click utilizando los grupos azida [43].

Dado que el material hibrido desarrollado ha sido disefiado para el transporte de
farmacos mediante administracidn oral, debe ser capaz de proteger su carga durante el
transito por el tracto gastrointestinal y favorecer la absorcién en el intestino. Para
evaluar estas capacidades, se seleccionaron dos tipos de AuNPs: funcionalizadas con
PEG-COOH o con PEG-COOH/PEG-N3 (en lo sucesivo denominadas Au-COOH y Au-
COOH/Ns, respectivamente) y sus respectivas NCs cargadas con ellas (en lo sucesivo
denominadas Au-COOH@NC y Au-COOH/N3@NC, respectivamente).
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2.3. Proteccion ante fluidos gastrointestinales simulados

Uno de los principales desafios para la administracion oral de nanoparticulas y
farmacos es resistir el fuerte pH acido en el estémago sin dafiarse o degradarse [44]. Se
ha reportado que el estado de agregacion de las nanoparticulas de oro es muy
importante de cara a su absorcion intestinal ya que los aglomerados dificultan su
aproximacion a los tejidos donde se produce la absorcién [45].

La falta de estabilidad de las AuNPs a bajo pH y en presencia de sales nos llevd a
encapsularlas en NCs de quitosano con el fin de protegerlas de la agregacion en los
fluidos gastricos para una posible administracién oral. Como se ha indicado en la
introduccion, el quitosano es un polimero natural con excelentes cualidades para la
administracion oral y se ha utilizado como recubrimiento de muchos
nanotransportadores destinados a aplicaciones orales [26]. Por ejemplo, el quitosano
fue un elemento crucial para proteger las AuNPs funcionalizadas con toxoide tetanico
frente a la degradacion gastrica y para mantener su actividad después de la
administracion oral [46].

Para demostrar el efecto protector de las nanocapsulas de quitosano a pH acido, los
dos tipos de AuNPs seleccionados, encapsulados (Au-COOH@NC y Au-COOH/N3@NC) o
no encapsulados (Au-COOH y Au-COOH/N3s), fueron incubados durante 24 h a 37 °C en
fluido gastrico simulado (SGF) libre de enzimas y en agua como control de estabilidad y
sus picos LSPR fueron analizados mediante espectrofotometria UV-Vis (Figura 10).
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Encapsulada 530 537 Encapsulada 539 543

Figura 10. Espectros UV-Vis de AuNPs encapsuladas (lineas continuas) o no encapsuladas (lineas
discontinuas) incubadas en agua (azul) y fluido gastrico simulado (SGF, rojo) durante 24 horas a 37 °C.
a) AuNPs recubiertas con PEG-COOH (Au-COOH). b) AuNPs recubiertas con PEG-COOH y PEG-Nsal 50/50
(Au-COOH/Ns). Las tablas detallan la longitud de onda del maximo de absorcion de cada espectro.
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Ambas AuNPs no encapsuladas eran perfectamente estables después de la incubacion
en agua (pico LSPR a 524 nm), mientras que la incubacion en SGF les hacia perder casi
por completo su banda LSPR, dando lugar a un espectro UV-Vis practicamente plano,
indicativo de una alta agregacion e inestabilidad en este medio. Esta inestabilidad fue
corroborada mediante DLS, mostrando un pronunciado aumento en el didmetro
hidrodinamico de las AuNPs no encapsuladas, que pasé a ser de alrededor de 30 nm en
agua a mas de 400 nm (Au-COOH/Ns3) y 600 nm (Au-COOH) en SGF.

Por el contrario, las NCs cargadas con ambos tipos de AuNPs no mostraron casi ningun
cambio en su banda LSPR después de la incubacion en agua y SGF, validando asi la
mejora en la estabilidad de la particula de oro gracias a la encapsulacién. Au-COOH@NC
y Au-COOH/N3@NC presentaron bandas LSPR ligeramente desplazadas en agua
(absorbancia maxima a 530 y 539 nm, respectivamente), en comparacion con las AuNPs
libres, probablemente debido a que las AUNPs estan mas cerca unas de otras cuando se
encuentran dentro de las NCs que cuando se encuentran libres en suspension. La
diferencia de 9 nm entre los picos LSPR de Au-COOH@NC y Au-COOH/N3@NC también
se reflejaba en un cambio del tono de color de la suspensién.

La variacién de la longitud de onda en el maximo de la banda LSPR puede apreciarse
mejor en la Figura 11, donde se representan los desplazamientos del pico LSPR tras 0, 2,
4y 24 h de incubacion en agua, SGF y fluido intestinal simulado (SIF).
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Figura 11. Desplazamiento del pico LSPR en el tiempo durante la incubacién en agua, fluido gastrico
simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF) de (a) AuNPs no encapsuladas funcionalizadas con PEG-
COOH, (b) AuNPs no encapsulados funcionalizadas con PEG-COOH/PEG-N3, (c) AuNPs encapsuladas
funcionalizadas con PEG-COOH y (d) AuNPs encapsuladas funcionalizadas con PEG-COOH/PEG-Ns.

Las AuNPs libres (Figura 11a,b) agregan inmediatamente cuando entran en contacto
con el SGF y la agregacion se mantiene constante durante las siguientes 24 h, o incluso
aumenta en el caso de Au-COOH/Ns. Por otra parte, ambos tipos de AuNPs son estables
en el SIF. En el caso de las AuNPs encapsuladas (Figura 11c,d) no se observa ningln
desplazamiento relevante del pico LSPR en ninguno de los tiempos o medios probados,
lo que confirma que las nanocapsulas son capaces de proteger a las AuNPs durante al
menos 24 h.

Aunque la ausencia de desplazamiento de la banda LSPR sugeria que las AuNPs
encapsuladas no estaban siendo liberadas en agua, SGF o SIF, se utilizo la electroforesis
en gel de agarosa como confirmacidn (Figura 12).
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Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa para evaluar la liberacion de las AuNPs encapsuladas al ser
incubadas en agua, SGF y SIF, alas 0 h 6 24 h. AuNPs funcionalizadas con PEG-COOH (izquierda) y AuUNPs
funcionalizadas con PEG-COOH/Ns (derecha). Los pocillos consecutivos corresponden a AuNPs libres y
encapsuladas para comparar su capacidad de migracion.

Las AuNPs libres pudieron migrar a través del gel debido a su pequefio tamafo y carga
negativa, pero una vez encapsuladas, permanecieron retenidas en los pocillos debido al
mayor tamafo de las NCs. Esto demostrd que las fuertes interacciones entre las AUNPs
y la nanocapsula, incluso en condiciones gastrointestinales simuladas, evitaban la
liberacion de las AuNPs durante al menos 24 h.

Cuando un nanotransportador llega al intestino, existen dos opciones: que el farmaco
sea liberado del nanotransportador para su absorcién intestinal o que el conjunto
nanotransportador-farmaco sea internalizado por el epitelio intestinal. De lo contrario,
el farmaco sera inevitablemente expulsado del cuerpo a través de las heces [44]. En
contraste con los numerosos nanotransportadores basados en hidrogeles que liberan su
carga en el intestino debido al pH bdsico de éste [47,48], dejdndolos susceptibles a la
microflora intestinal y a la degradacion enzimatica [49], la gran estabilidad de este
nanotransportador podria asegurar y potenciar que su carga llegue al interior de las
células intestinales.

En conclusion, diferentes técnicas han demostrado que las NCs protegen a las AuNPs
de la agregacion y evitan su liberacion en condiciones gastrointestinales simuladas, lo
gue demuestra el potencial de este nanotransportador hibrido para la administraciéon
oral.

2.4. Biocompatibilidad e internalizacion en células epiteliales colorrectales

La biocompatibilidad de las AuNPs, libres o encapsuladas, se evalué in vitro con células
de adenocarcinoma colorrectal epitelial humano (células Caco-2/TC7). Las células Caco-
2 se incubaron con concentraciones crecientes de AUNPs o NCs cargadas con AuNPs, de
0.05 a 0.25 mg/mL, durante 24 h y la viabilidad de las células se evalué mediante
citometria de flujo (Figura 13). Se utilizé anexina V-CF Blue y yoduro de propidio para
marcar las células muertas y discriminarlas de las células vivas.

233



Capitulo 7

® Au-COOH@NC m Au-COOH/Ns;@NC 100 N Au-COOH Au-COOH/N3;
100

< 3 9 = I
] s ! - ! £ 70
5 /0 | \ ; w 3 60
3 60 ‘ E:
Y 50 “t ‘f = ‘ o 50
B 40 1 ‘ Ll | | T 40
g 30 H | ] | g 30
z M : 5
2 10 ‘ | =
> 0 ‘:‘ 4 | | | ) > 0

Control 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 Control 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Concentracion (mg/mL) Concentracién (mg/mL)

Figura 13. Viabilidad celular de células Caco-2 después de 24 h de incubacién con AuNPs encapsuladas
(grafico izquierdo) o no encapsuladas (grafico derecho) funcionalizadas con PEG-COOH o PEG-COOH/Ns,
determinada mediante citometria de flujo.

Como se puede observar en la Figura 13, las AuNPs no mostraron citotoxicidad a
ninguna de las concentraciones probadas, ni Au-COOOH ni Au-COOH/Ns, ya que la
viabilidad se mantuvo cerca de la del control (90 %, que es el porcentaje de viabilidad
estandar medido con esta técnica en los cultivos celulares no tratados). La incubacién
con Au-COOH/N3@NC indujo una citotoxicidad muy baja hasta 0.2 mg/mL (75-80 %, en
comparacion con el 88 % de las células control no tratadas) y sélo a la concentracién
mas alta (0.25 mg/mL) la viabilidad disminuy6 al 68 %. Las Au-COOH@NC no provocaron
citotoxicidad, ni siquiera a altas concentraciones.

Para utilizar una concentracion inocua de Au-NCs, que garantice un comportamiento
normal de las células, se eligié una concentracion de 0.1 mg/mL para ambos tipos de
NCs para los experimentos de internalizacién en células Caco-2.

Los grupos amino del quitosano expuestos en la superficie de las NCs les proporcionan
propiedades mucoadhesivas, que pueden favorecer la fijacién de las nanocapsulas a la
mucosa que recubre las paredes intestinales durante la administracidon oral,
aumentando el tiempo de retencién en el tracto gastrointestinal y facilitando su
absorcién por las células intestinales.

Las nanoparticulas de oro se han asociado a una escasa biodisponibilidad in vivo
después de la administracién oral, resultando absorbida menos del 1% de la dosis
administrada [45]. Sorprendentemente, Alalaiwe et al. han demostrado en ratas una
mejora de 25 veces en la biodisponibilidad de las AuNPs tras ser recubiertas por
quitosano [50]. Por esta razén, decidimos evaluar si la encapsulacién de las AuNPs en
las NCs basadas en quitosano aumentaba su absorcién por parte de las células
intestinales, asi como estudiar la cinética de internalizacién. Con este objetivo, las
células Caco-2 se incubaron con AuNPs encapsuladas y no encapsuladas a idénticas
concentraciones de oro durante 2 h, 6 h y 24 h, y se lavaron, contaron y digirieron para
medir su contenido de oro mediante ICP-MS. En la Figura 14 se reporta la cantidad de
oro internalizado por célula a lo largo del tiempo.
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Figura 14. Internalizacion de oro de AuNPs encapsuladas y no encapsuladas en células Caco-2 a tiempos
de incubacion crecientes (2, 6 6 24 horas). Los datos se representan como cantidad de oro internalizado
por célula y corresponden a la media y desviacién estandar de tres réplicas.

Coincidiendo con la hipdtesis planteada, la encapsulaciéon de AuNPs dentro de las NCs
mejoré drasticamente su internalizacion, en comparacién con las AuNPs no
encapsuladas. Las AuNPs libres presentaron una internalizacidén baja incluso tras 24 h de
incubacion, con 1.0 pg Au/célula en el caso de Au-COOH y 1.4 pg Au/célula en el caso de
Au-COOH/Ns. Sin embargo, estas leves diferencias en la internalizacion de las AuNPs
dependiendo del recubrimiento de PEG fueron insignificantes comparadas con la mejora
en la absorcién obtenida después de la encapsulacion. A las 24 h, se alcanzaron valores
de 22.4 y 20.1 pg de Au/célula en el caso de la encapsulacion de Au-COOH y Au-
COOH/Ns, respectivamente. Estos datos corresponden a un aumento de 20 veces en la
internalizacion con respecto a las AuNPs sin encapsular. En cuanto a la cinética de
internalizacion, se observa una marcada diferencia entre Au-COOH@NC y Au-
COOH/N3@NC: esta ultima internalizd sorprendentemente rapido, habiendo alcanzado
en tan sélo 2 h el nivel de saturacién de oro de las células (alrededor de 20 pg Au/célula),
gue se mantuvo después de 6 h y 24 h de incubacién. Au-COOH@NC internalizd a una
velocidad menor, con 6.5 pg Au/célula después de 2 h (casi 4 veces menos que Au-
COOH/N3@NC), pero también logrd la saturacion celular a partir de las 6 h. Estos
resultados sugieren que el grupo azida de las Au-COOH/N3@NC podria estar
desempeiiando un papel importante en la cinética de internalizacién del
nanotransportador.
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Para confirmar la internalizacién y observar la distribucién intracelular de las AuNPs
encapsuladas y no encapsuladas después de 2 y 24 horas de incubacién, se fijaron las
células con glutaraldehido, se embebieron en resina y se cortaron en secciones
ultrafinas de 0.08 um para el analisis por TEM (Figura 15 y Figura 16).

Au-COOH@NC Control Au-COOH/N;@NC

Au-COOH@NC Au-COOH/N;@NC

Figura 15. Imagenes TEM de células Caco-2 incubadas durante 24 horas con (a) Au-COOH@NC o (c) Au-
COOH/N3@NC vy (b) células control sin NCs. d-e) Imagenes TEM que muestran la interaccion de Au-
COOH@NC y Au-COOH/N3@NC con la membrana celular.
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Au-COOH 2 h

100 nm

Au-COOH@NC 2 h

Figura 16. Imagenes TEM de células Caco-2 incubadas durante 2 6 24 horas con Au-COOH y Au-COOH/N3
encapsuladas o no encapsuladas.

Las Au-NCs fueron facilmente identificadas dentro de las células Caco-2 gracias a la
presencia de las AuNPs, debido a su forma pseudo-esférica y a su elevado contraste por
la alta densidad electrénica del oro atémico. En la Figura 15 y la Figura 16 se puede
apreciar cdmo las NCs cargadas de AuNPs interactuan con las microvellosidades de las
células Caco-2 y la membrana celular forma invaginaciones y protuberancias alrededor
de las nanocapsulas para internalizarlas dentro de vesiculas intracelulares, lo que podria
asociarse a eventos de endocitosis mediada por receptores y macropinocitosis [51]. Una
vez dentro de la célula, algunas NCs aparecen rodeadas por una membrana, lo que
podria sugerir su localizacién dentro de vesiculas relacionadas con la via endo-lisosomal,
como los endosomas, cuerpos multivariantes y lisosomas [52]. De hecho, en el capitulo
5 se detectd mediante microscopia confocal una colocalizacién parcial de las NCs
cargadas con siRNA con endosomas tardios y lisosomas, mientras que otras se
encontraban fuera de estas vesiculas. En la Figura 15 se observan también algunas NCs
sin ninguna membrana que las rodee, por lo que podrian haber escapado de estas
vesiculas y encontrarse en el citoplasma. Esto no seria sorprendente, ya que existen
polimeros catidnicos, como el quitosano, que poseen la habilidad de escapar de los
endolisosomas gracias a su capacidad para tamponar el pH acido, mediante un proceso
de ruptura endosémica conocido como efecto "esponja de protones" [53]. Sin embargo,
algunas imagenes también muestran vesiculas intracelulares de doble membrana que
contienen NCs y que podrian corresponder a autofagosomas implicados en el
mecanismo celular de la autofagia, que ha sido descrito recientemente como un nuevo
mecanismo de proteccion de las células para reducir la citotoxicidad de las
nanoparticulas [54]. Con respecto a las AuNPs no encapsuladas, en la Figura 16 se
muestra como la presencia de AuNPs dentro de las células es muy inferior en
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comparacion con las AuNPs encapsuladas y eran mucho mas dificiles de localizar, lo que
es coherente con los datos obtenidos por ICP.

3. CONCLUSIONES

En este capitulo se ha desarrollado un nanotransportador hibrido de AuNPs y NCs de
quitosano con el objetivo de superar las limitaciones de la administracion oral de las
AuNPs. Para proteger las AuNPs del entorno gastrico y mejorar su absorcion en el
intestino, se han encapsulado nanoesferas de oro de 14 nm funcionalizadas con PEG en
las NCs de quitosano. El estudio de las interacciones entre las AUNPs y los componentes
de las NCs ha permitido optimizar la metodologia de encapsulacién y seleccionar la fase
mas apropiada para la adicion de las AuNPs. Las cargas de oro mas elevadas se
consiguieron mediante la adicién de 2 mg de AuNPs a la fase acuosa de la nanoemulsion.
También se ha evaluado la influencia del recubrimiento de la superficie de las AUNPs en
la eficiencia de encapsulacion, incluyendo diferentes grados de saturacion y grupos
funcionales. Los grupos carboxilicos en el recubrimiento de las AuNPs resultaron
esenciales para obtener altas cargas de oro, probablemente a través de su interaccion
con los grupos amino del quitosano, pudiendo ser combinados con grupos azida en un
ratio 50/50 sin disminuir la carga de las NCs. Las NCs han conseguido proteger a las
AuNPs de la agregacion y prevenir su liberacidon en condiciones gastrointestinales
simuladas. Ademas, han manifestado una biocompatibilidad excelente con células Caco-
2 y han aumentado drasticamente la internalizacién de las AuNPs en estas células
colorrectales. Estos prometedores resultados demuestran el gran potencial de este
nanotransportador hibrido para la administracion oral de farmacos en un estudio futuro.

4. MATERIALES Y METODOS

Los materiales utilizados en este capitulo para la sintesis de las NCs fueron descritos
previamente en el capitulo 2.

El a-tio-w-(acido propidnico) octa(etilenglicol) (HS-PEG-COOH) (458 g/mol) y el a-
amine-w-azido hepta(etilenglicol) (HS-PEG-N3) (350 g/mol) fueron adquiridos en lIris
Biotech GmbH. El hidrato de tetracloroaurato de hidrégeno (lIl) (HAuCl4) se compré a
Strem Chemicals.

El medio de cultivo celular DMEM, el tampdn fosfato salino (PBS) sin Ca?*y Mg?*y el
tampon fosfato salino Dulbecco (DPBS) con Ca?* y Mg?* se compraron en Lonza. La
penicilina, la estreptomicina y la glutamina se obtuvieron de Invitrogen. El kit de
deteccién de apoptosis Annexin V-FITC con Pl fue adquirido de Immunostep.

4.1. Sintesis de nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas esféricas de oro (AuNPs) con un didmetro de 14 nm y un pico
maximo de absorbancia LSPR a 523 nm fueron preparadas de acuerdo con la literatura
[42], con pequenas modificaciones. Brevemente, se calentaron 195 mL de acido
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tetraclorodurico acuoso (HAuCl4) 1.2 mM hasta que hirviera y se agregaron 5 mL de
citrato de sodio (aq) de 162 nM y se mantuvieron en el punto de ebullicién, protegidos
de la luz, durante 30 minutos. Las AuNPs se almacenaron a 4 °C protegidas de la luz.

4.2. Funcionalizacién de nanoparticulas de oro con PEG

La sintesis de N-(20-azido-3,6,9,12,15,18-hexaoxoicosano)-4-mercaptobutanamida
(HS-PEG-N3) se realizd como se describié anteriormente [55]. Brevemente, 0.6 mmol de
o-amino-w-azido hepta(etilenglicol) fueron disueltos en 12.5 mL de dimetilsulféxido
bajo atmdsfera inerte a 50 °C con agitacion continua y 0.63 mmol de y-tiobutirolactona
y 5.7 mmol de trietilamina fueron afiadidos. Después de 5 h, la mezcla se enfria y se
liofiliza obteniendo un aceite amarillo. El producto se caracterizdé mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) utilizando un equipo Jasco
FT-IR 4100. Para la funcionalizacién de las AuNPs con SH-PEG-COOH y/o SH-PEG-N3 se
mezclaron las AuNPs a 10 nM con 0.028 % de dodecilsulfato de sodio, NaOH 25 mM vy
diferentes cantidades de HS-PEG-COOH y/o HS-PEG-N3 (50 uM para la saturacion al 100
% de la superficie de la nanoparticula, 20 uM para la saturacién al 40 % y 12.5 uM para
la saturacion al 25 %)[41] y se incubaron durante 16 h bajo agitacion, a temperatura
ambiente y protegidas de la luz. Las nanoparticulas se lavaron 3 veces con agua ultrapura
mediante centrifugacién a 16000 rcf durante 30 minutos a 4 °C, se resuspendieron en
agua ultrapura y se almacenaron a 4 °C. El peso medio (g/mol) de cada AuNP se calculd
a partir del valor de densidad de oro (19,3 g/cm?3) y del didmetro obtenido a partir de
imagenes TEM. Se calculé el coeficiente de extincion (11.3 mL/mg-cm) correlacionando
el contenido de oro medido por ICP-AES con su absorbancia UV-vis a 450 nm. La
concentracion de AuNPs se calculé a partir de la absorbancia UV-Vis a 450 nm utilizando
el coeficiente de extincidn descrito anteriormente. El nUmero de moléculas de PEG
unidas a las nanoparticulas se calculé midiendo el PEG no unido en los sobrenadantes
mediante el ensayo de Ellman, tal como se describié anteriormente [41].

4.3. Sintesis de nanocapsulas para |la encapsulacion de nanoparticulas de
oro

Las nanocdpsulas de quitosano basadas en nanoemulsién (NCs) se sintetizaron
siguiendo el procedimiento descrito previamente en el capitulo 2 de esta tesis, el cual
se basa en la formacion de un nucleo de nanoemulsién recubierto por una capa de
guitosano. Brevemente, para la generacién de la nanoemulsion, se afiadio gota a gota
una fase organica compuesta de 8.6 mg de Span® 85 y 40 mg de acido oleico disueltos
en 4 mL de etanol absoluto sobre una fase acuosa que contenia 13.6 mg de Tween® 20
disuelto en 8 mL de agua. La nanoemulsidn se dejo bajo agitacion magnética durante 15
minutos. Posteriormente, la nanoemulsidn se recubrié con una cubierta de quitosano
mediante la adicién de 0.5 mL de una solucidn de quitosano a 5 mg/mL en acido acético
al 1 % (v/v). La solucidn se agitd durante 15 minutos y luego se afiadio sobre 15 mL de
Na>S04 50 mM bajo agitacion suave para que tuviera lugar la gelificacidn ionotrdpica de
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las cadenas de quitosano. Las nanocapsulas obtenidas se ultracentrifugaron a 69673 G
durante 30 minutos a 10 °C, se lavaron con 10 mL de agua, se centrifugaron nuevamente
en las mismas condiciones y se resuspendieron en agua. Se liofilizé una alicuota de la
suspension final de nanocapsulas para medir el peso seco y calcular la concentracion.
Para encapsular las AuNPs, éstas se mezclaron durante 1 minuto con la fase acuosa,
organica o de quitosano y se continud con el procedimiento general de sintesis de
nanocapsulas. Se optimizé la cantidad de AuNPs afiadidas (0.25, 1 6 2 mg en suspension
acuosa).

Las nanocapsulas utilizadas para los ensayos in vitro se sintetizaron utilizando el mismo
protocolo, pero en condiciones estériles en una campana de flujo laminar (Telstar PV-
30/70). Todas las soluciones, asi como las AuNPs, se esterilizaron mediante filtracion con
filtros de acetato de celulosa de 0.2 um (CHMLAB®) o de PVDF con poros de 0.22 um
(Millex®, Merck Millipore®). Antes de su uso, todo el material de vidrio fue esterilizado
en el horno a 180 °C durante 2 h. Los tubos de ultracentrifuga se esterilizaron con etanol
al 96 % (ac.).

4.4, Determinacion de la carga de oroy la eficiencia de encapsulacion

Se uso espectroscopia de emision atdomica de plasma acoplado inductivamente (ICP-
AES) para cuantificar la carga de oro y la eficiencia de encapsulacién tras la sintesis de
las NCs. Para la digestidn tanto del material organico como del inorganico, se mezclaron
100-350 pL de las muestras con 100 pL de una solucién 3:1 de &cido sulfarico (96
%)/peroxido de hidrogeno (33 %) y se dejaron a temperatura ambiente durante 15
minutos. Después, se afiadieron 300 pL de una solucién 1:3 de acido nitrico (65 %)/acido
clorhidrico (37 %) y las muestras se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y
durante 15 minutos a 60 °C. Finalmente, se afiadid agua Milli-Q para alcanzar un
volumen final exacto de 20 mL. Las muestras fueron analizadas mediante ICP-AES
utilizando un equipo Optima 8300 (Perkin Elmer®) por el Servicio Central de Analisis de
Bizkaia de SGlker de la Universidad del Pais Vasco (EHU). La carga de oro se refiere al
porcentaje de AuNPs encapsuladas respecto al peso del material final obtenido después
de la encapsulacién. La eficiencia de encapsulacidn se refiere al porcentaje de AuNP
encapsulados respecto a la cantidad afiadida inicialmente para la preparacién de las
NCs.

4.5. Interaccion de las AuNPs con los componentes de las NCs

Las AuNPs funcionalizadas con PEG-COOH/Ns3 al 25 % de saturacion de la superficie se
afladieron a la fase acuosa, fase organica o fase de quitosano y se registraron sus
espectros de absorbancia UV-vis empleando un espectrofotometro Cary 50 Probe®
(Varian) cada minuto durante 15 min para monitorear su agregacion durante el proceso
de encapsulacidn. Las AuNPs se afiadieron a la concentracion exacta para reproducir la
encapsulacion de 2 mg de AuNPs, excepto en el caso de la fase de quitosano, donde se
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las AuNPs se afiadieron a 0.15 mg/mL porque no se podian medir concentraciones mas
altas en el espectrofotémetro UV-Vis. La estabilidad coloidal de las AuNPs
funcionalizadas con diferentes moléculas de PEG (PEG-COOH, PEG-COOH/N3 o PEG-N3)
después de la adicidn a la fase acuosa se analizé midiendo sus espectros de absorbancia
UV-Vis cada minuto durante 15 minutos.

4.6. Determinacion del tamafio y potencial zeta de las AuNPs y las NCs
cargadas de AuNPs

El didmetro hidrodinamico y el indice de polidispersidad (PDI) de las AuNPs y las NCs
cargadas de AuNPs se determinaron mediante analisis de dispersién de luz dinamica
(DLS) utilizando un instrumento DLS Brookhaven 90Plus. Todas las muestras fueron
medidas en agua Milli-Q a 25 °C. Las AuNPs se midieron a una concentracién de 0.1
mg/mL y los datos se representaron en intensidad. Las NCs cargadas de AuNPs se
midieron a 0.15 mg/mL durante 8-10 medidas y los datos se representaron en nimero.
El analisis de potencial zeta se realizé utilizando un equipo Plus Particle Size Analyzer
(Brookhaven Instruments Corporation). Las AuNPs se midieron a 5 ug/mL y las NCs se
midieron a 10 pg/mL en KCI 1 mM.

4.7. Caracterizacion por microscopia electrénica de AuNPs y NCs cargadas
de AuNPs

Para la caracterizacién de AuNPs, el analisis de microscopia electréonica de transmisién
(TEM) se realizé en un microscopio FEI Tecnai T20 a 200 kV. Las NCs cargadas con AuNPs
se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia
electrénica de barrido ambiental (ESEM) en modo de microscopia electrénica de
transmision por barrido (STEM) y microscopia electrénica de transmision criogénica
(cryo-TEM). Las imagenes de SEM se adquirieron utilizando un SEM Inspect F50 de
emision de campo con un sistema EDX INCAPentaFETx3 (FEI Company, Eindhoven,
Paises Bajos) en un rango de energia de entre 5 y 15 kV. Las imagenes de ESEM se
obtuvieron usando un microscopio QUANTA-FEG 250 en modo STEM. Para las imagenes
de cryo-TEM, las muestras se vitrificaron y se observaron en el servicio del Laboratorio
de Microscopia Avanzada (LMA) del Instituto de Nanociencia de Aragén. El proceso de
vitrificacion se realizd en un Vitrobot FEl: se colocd una gota de 4 plL de una suspensién
acuosa del material en una rejilla de carbono TEM Quantifoil, el exceso de agua se secd
en el Vitrobot con papel de filtro y la rejilla se sumergid por congelacion en etano liquido.
Después, las muestras se transfirieron en atmodsfera de nitrégeno liquido a un
crioportador Gatan TEM equipado con un depdsito de nitrégeno liquido. De esa forma,
las muestras se manipularon y se observaron a -173 °C. Las imdagenes Cryo-TEM se
obtuvieron en un Tecnai T20 (Thermofisher Scientific, anteriormente FEIl) a un voltaje
de trabajo de 200 KV, y se acoplaron con una camara Veleta CCD.
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4.8. Andlisis del desplazamiento del pico SPR durante la incubacién en agua
o fluidos gastrointestinales simulados

Las AuNPs encapsuladas y no encapsuladas se incubaron en agua, fluido gastrico
simulado (SGF) y fluido intestinal simulado (SIF) bajo agitacidn orbital (250 rpm) y sus
espectros de absorbancia UV-vis se registraron de 450 nm a 700 nm (rango donde
aparece el pico SPR de las AuNPs) alas 0, 2, 4 y 24 h utilizando un espectrofotémetro de
microplacas Thermo Scientific™ Multiskan™ GO UV/Vis. Los fluidos gastricos e
intestinales simulados de humano se prepararon siguiendo el protocolo de Marques y
colaboradores [56] sin enzimas ni proteinas. Brevemente, el fluido gastrico simulado
(SGF) contenia 2 mg/mL de NaCl disuelto en aguay el pH se ajusté con HCl a 1.6. El fluido
intestinal simulado (SIF) fue una solucién acuosa que contenia KCI (0.20 mg/mL), NaCl
(8 mg/mL) y NaH2PO4 (0.24 mg/mL) con un pH ajustado de 7.

4.9. Estudios de liberacién en fluidos gastrointestinales simulados

Para analizar si las AuNPs se liberaban de las NCs bajo condiciones gastrointestinales,
se incubaron las AuNPs y las NCs cargadas con AuNPs en agua, SGF o SIF y se cargaron
en un gel de agarosa al 1 % justo después de la adicién a los medios o después de 24 h
de incubacion para comparar su capacidad de migrar a través del gel. Las AuNPs se
incubaron a 0.09 mg/mL y las NCs cargadas con AuNPs a 2 mg/mL (equivalente a 0.09
mg/mL de oro) a 37 °C, luego se mezclaron en una proporcién de 4: 1 con el tampdn de
carga TBE/glicerol 25 % vy se cargaron 20 pL en cada pocillo. La electroforesis se realizo
a 90 V durante 15 minutos en tampdén 0.5X pH 8.5 TBE usando una fuente de
alimentacion Bio-Rad PowerPac HC. Las bandas de AuNPs se detectan facilmente a
simple vista gracias a su color visible.

4.10. Cultivo de células Caco-2/TC7

Se cultivaron células Caco-2/TC7 (células de adenocarcinoma colorrectal epitelial
humano) en DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10 %, glutamax 2 mM y
penicilina y estreptomicina 100 U/mL (cDMEM). Las células se mantuvieron a 37 °C en
una atmoésfera humidificada con 5 % de CO..

4.11. Ensayos de viabilidad celular

Se sembraron las células Caco-2 a 5000 células/pocillo en placas de 96 pocillos.
Después de 24 h, se afiadieron AuNPs o NCs cargadas con AuNPs a los pocillos a
concentraciones finales comprendidas entre 0.05 y 0.25 mg/mL. Las diluciones de
nanoparticulas se prepararon a 10X en agua para afadir el mismo volumen de agua en
cada pocillo. Después de 24 h de incubacion con las nanoparticulas, las células se lavaron
dos veces con DPBS para eliminar el exceso de nanoparticulas y se levantaron con 100
pL de tripsina por pocillo. Después de neutralizar la tripsina con 500 pL de cDMEM, las
células se centrifugaron a 3500 G durante 2 minutos, se lavaron con PBS y se
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centrifugaron nuevamente. Las muestras se resuspendieron en 50 pL de tampodn de
uniéon de anexina 1X que contenia 2.5 uL de anexina V-FITC y 2.5 pL de yoduro de
propidio (el tampodn se mezcld previamente con los reactivos para asegurar una tinciéon
homogénea entre las muestras). Después de 20 minutos a temperatura ambiente
(protegidas de la luz), las muestras se diluyeron afiadiendo 350 pL de tampdn de unién
anexina 1X por tubo y se analizaron mediante citometria de flujo (FACS) en un citdmetro
de flujo Gallios (Beckman Coulter). Se registraron 10000 eventos por muestra y los datos
se interpretaron utilizando el software Kaluza 1.5a (Beckman Coulter). Todas las
muestras fueron preparadas y analizadas por triplicado.

4.12. Cuantificacion de las AuNPs internalizadas en células Caco-2/TC7

Las células Caco-2 se sembraron en placas de 24 pocillos a 30000 células/pocillo 24 h
antes de la adicion de las nanoparticulas. Después, se afiadieron las NCs cargadas de
AuNPs a 0.1 mg/mL y las AuNPs a la misma concentracién que en sus respectivas
muestras encapsuladas (4.3 pg/mL en el caso de Au-COOH y 4.9 ug/mL en el caso de Au-
COOH/Ns, de acuerdo con la carga de oro de estos lotes medidos por ICP). Las células se
incubaron con las nanoparticulas durante 2, 6 y 24 h, se lavaron dos veces con DPBS y
se levantaron con tripsina. Después de la neutralizacion de la tripsina con cDMEM, las
células se contaron en una cdmara de Neubauer. Las células se digirieron con soluciones
acidas siguiendo el mismo método que para la determinacion de la carga de oro y la
eficiencia de encapsulacion. La cantidad de oro internalizada por las células fue
analizada por ICP-MS. Todas las muestras fueron preparadas y analizadas por triplicado.

4.13. Estudio de la internalizaciéon celular mediante TEM

Las células se sembraron a 12600 células/pocillo en portaobjetos con pocillos
Permanox® Nunc® Lab-Tek® (Sigma-Aldrich) y se mantuvieron durante 24 h en la
incubadora. Después, se afiadieron las NCs cargadas de AuNPs a 0.1 mg/mLy las AuNPs
a la misma concentracién de oro que en sus respectivas muestras encapsuladas. Las
células se incubaron con las nanoparticulas durante 2 hy 24 h, se lavaron dos veces con
DPBS y se fijaron de la siguiente manera: se eliminé el DPBS y se afiadié glutaraldehido
al 3 % en tampdn fosfato (PB) 0.1 M a temperatura ambiente (RT). Después de 10
minutos de incubacidon a 37 °C, se elimind el glutaraldehido y se afadié nuevo
glutaraldehido al 3 %. Después de 2 h a temperatura ambiente, se retiré el
glutaraldehido nuevamente y las muestras se lavaron con PB 0.1 M, 5 veces durante 5
minutos cada vez. Finalmente, los pocillos se llenaron con PB 0.1 M y se mantuvieron a
4 °C. El resto de la preparacion fue realizada por el Servicio de Microscopia Electrdnica
del Centro de Investigacidn Principe Felipe (Valencia). Las muestras fueron fijadas en
Os0s al 2 % durante 1 hora a temperatura ambiente y se tifleron con acetato de uranilo
al 2 % en oscuridad durante 2 horas a 4 °C. Después, se enjuagaron con agua destilada,
se deshidrataron con etanol y se infiltraron durante la noche en resina Durcupan (Sigma-
Aldrich). Después de la polimerizacién, los cultivos embebidos se separaron de los
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pocillos y se pegaron a los bloques Durcupan. Finalmente, se cortaron secciones
ultrafinas (0.08 um) con un Ultracut UC-6 (Leica microsystems) y se tifieron con citrato
de plomo (solucidon de Reynolds). Las muestras se examinaron bajo un microscopio
electrénico de transmision FEI Tecnai T20 usando una cdmara Veleta CCD.
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General conclusions

Nanoparticles have a size range similar to that of some biological entities such as
proteins, DNA or viruses. This facilitates the interaction of nanoparticles with the
biomolecules and cells in the human body and has opened new possibilities for the use
of nanotechnology in the field of Medicine. In the area of Nanomedicine applied to the
treatment of diseases, this thesis has focused on the development of polysaccharide-
based nanocapsules (NCs) that serve as a vehicle for the delivery of drugs in the human
body.

The selected method for the synthesis of NCs consists of a nanoemulsion process
followed by a chitosan coating that allowed to obtain NCs with a spherical morphology
and a main population of 100 nm in diameter. The ionic gelation process proved to be
essential for the correct formation of the chitosan coating, while the sonication process
did not, and was therefore eliminated to favour the scalability of the synthesis in view
of possible industrial production in the future. Through this optimisation of the
synthesis, it was achieved a simple, easily scalable, inexpensive and completely soft
method that allows the encapsulation of molecules or small nanoparticles during the
formation of NCs without being damaged. The nanocarrier obtained has shown great
versatility and loading capacity as it is able of carrying molecules of interest with very
different physical-chemical properties and even simultaneously incorporating active
molecules and fluorescent markers, thus obtaining a multifunctional platform with great
potential for biomedical applications.

The functionalisation of the nanocapsules surface by binding the molecule of interest
to the chitosan amino groups was an effective strategy to precisely control the surface
properties of the NC. In accordance with the literature, the binding of biomolecules to
the surface of NCs allowed to demonstrate that the surface properties of the
nanocapsule strongly influence its interactions with biological systems. The binding of
poly(ethylene glycol) (PEG) to the surface of NCs provided them greater stability in
biological media and lower cytotoxicity. The functionalization of NCs with trimannoside
produced an unexpected remodelling of the metabolic response of macrophages to M.
tuberculosis infection. These promising results pave the way for the use of these NCs as
cell metabolism modulators in the future, although further studies are needed to obtain
information on the mechanisms and consequences of the modulation of cell
metabolism.
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General conclusions

In this thesis, it has been demonstrated that these nanocapsules can be efficiently and
stably loaded with a wide range of molecules or nanoparticles: oligonucleotides as
transcription factor decoy (TFD) or small interfering RNA (siRNA), fluorophores with
different properties and gold nanoparticles (AuNPs). In addition, to quantify the loading
it has been necessary to develop specific methods for each type of molecule or
nanoparticle incorporated into the nanocarrier. For example, interferences of the
nanocarrier during the quantification of loaded oligonucleotides were solved by finding
a method that guaranteed a correct separation between the nanocarrier and the loaded
molecule. Loading quantification has shown that certain parameters, such as the
amount of molecule added for encapsulation, the addition phase or the surface coating
in the case of gold nanoparticles, play a key role in increasing the loading of the
nanocapsule. The loading has been maximized in order to reach effective concentrations
of the carried molecule using a lower amount of nanocarrier, which allows to decrease
the possible toxicity derived from it.

Regarding the toxicity of nanocapsules, the determination of the range of non-
cytotoxic concentrations in different cell lines has allowed their in vitro application
under biocompatible conditions. In the future it would be interesting to carry out an
optimisation of the nanocapsules in order to extend their range of non-cytotoxic
concentrations and to be able to use higher doses, thus increasing the maximum
achievable concentration of the cargo at the target site. This approach could favour the
delivery of molecules that require high concentrations due to their low efficacy, such as
the TFD used in this thesis, which did not show in vitro antibacterial activity, neither in
its free form nor incorporated into the nanocarrier. To determine whether the low
efficacy could be due to the failure of TFD to reach the inside of the bacteria or to other
factors, it would be necessary to perform a bacterial internalisation study.

However, the great capacity of the NCs to deliver their cargo inside eukaryotic cells
quickly and efficiently was corroborated with other types of cargo (siRNA, fluorophores
or gold nanoparticles) in different cell lines and Hydra vulgaris. For example, the
nanocapsules delivered Nile Red fluorophore into the cells extremely quickly compared
to many other nanomaterials investigated so far. The speed and efficiency of delivery
are key advantages in a nanocarrier to reduce treatment times and thus reduce the
associated toxicity.

In the case of the AuNPs nanocarrier developed, besides dramatically increasing the
internalization of AuNPs in colorectal cells while exhibiting an excellent biocompatibility,
the NCs were able to protect AuNPs from aggregation and prevent their release in
simulated gastrointestinal conditions. These promising results demonstrate the great
potential of this hybrid nanocarrier to overcome the limitations of AuNPs in oral drug
delivery in a future study.
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General conclusions

In the case of siRNA, the excellent cellular internalization of siRNA when carried by
chitosan- or xanthan-coated NCs demonstrated the ability of both systems to facilitate
the entry of this oligonucleotide into cells. However, the level of gene silencing produced
by siRNA-loaded NCs was low or nil, depending on the quantification technique used
and the type of NC. The intracellular distribution of chitosan and xanthan NCs and the
SiRNA carried by them was very similar, so it was concluded that the presence of one or
another polymer in the NC shell does not influence the intracellular fate of the
nanocarrier or the transported molecule. The observation of siRNA trapped in
endolysosomes and mitochondria led us to postulate that the low silencing efficiency
obtained could be due to the absence of siRNA in its site of action, the cytosol. In order
to release the siRNA from endolysosomes and mitochondria, we investigated the use of
photochemical internalization (PCI) technology. In the case of mitochondria-targeting
treatment, no clear release of siRNA from these organelles was observed after PCI. On
the contrary, in the case of endolysosomes-targeting treatment, a remarkable release
of siRNA from lysosomes was detected although it was not translated into a higher
silencing efficiency. This could be due to the photooxidation of siRNA during the
photochemical reaction, which could lead to the loss of its functionality, as has been
described with other biomolecules and drugs in the literature. However, it is also
possible that the siRNA released to the cytosol is still associated with the nanocapsule
and this prevents it from exerting its biological activity, which could be the subject of an
interesting future study.
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Conclusiones generales

Las nanoparticulas poseen un rango de tamafo similar al de algunas entidades
biolégicas como las proteinas, el DNA o los virus. Esto facilita la interaccion de las
nanoparticulas con las biomoléculas y células del cuerpo humano y ha abierto nuevas
posibilidades para el uso de la nanotecnologia en el campo de la medicina. En el ambito
de la nanomedicina aplicada al tratamiento de enfermedades, esta tesis se ha centrado
en el desarrollo de nanocapsulas (NCs) basadas en polisacaridicas que sirvan como
vehiculo para transportar principios activos en el cuerpo humano.

El método seleccionado para la sintesis de las NCs consiste en un proceso de
nanoemulsién seguido de un recubrimiento de quitosano que permitio la obtencion de
NCs de morfologia esférica con una poblacion mayoritaria de 100 nm de didmetro. El
proceso de gelificacidn idnica resultd ser imprescindible para la correcta formacion del
recubrimiento de quitosano, mientras que el proceso de sonicacién no, y por ello fue
eliminado en favor de la escalabilidad de la sintesis en vistas a una posible produccién
industrial en el futuro. Mediante esta optimizacion de la sintesis se consiguié un método
simple, facilmente escalable, barato y completamente suave que permite la
encapsulacion de moléculas o pequefias nanoparticulas durante la formacién de las NCs
sin que resulten dafadas. El nanotransportador obtenido ha mostrado una gran
versatilidad y capacidad de carga al ser capaz de albergar moléculas de interés con
propiedades fisico-quimicas muy distintas e incluso incorporar simultaneamente
moléculas activas y marcadores fluorescentes, obteniendo asi una plataforma
multifuncional con gran potencial para aplicaciones biomédicas.

La funcionalizacién de la superficie de las nanocapsulas mediante la unién de la
molécula de interés a los grupos amino del quitosano fue una estrategia eficaz para
controlar de forma precisa las propiedades de la superficie de la NC. De acuerdo con la
literatura, la union de biomoléculas a la superficie de las NCs permitié demostrar que
las propiedades de superficie del nanotransportador influyen de forma notoria en sus
interacciones con los sistemas bioldgicos. La unién de poli(etilenglicol) (PEG) a la
superficie de las NCs les proporciond una mayor estabilidad en medios biolégicos y una
menor citotoxicidad. La funcionalizacién de las NCs con trimandsido produjo una
inesperada remodelacién de la respuesta metabdlica de los macréfagos ante la infeccidn
por M. tuberculosis. Estos prometedores resultados abren las puertas al uso de estas
NCs como moduladores del metabolismo celular en el futuro, aunque se necesitan mas
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estudios para obtener informacidén sobre los mecanismos y las consecuencias de la
modulacion del metabolismo celular.

En esta tesis, se ha demostrado que estas nanocapsulas pueden ser cargadas de forma
eficiente y estable con una gran diversidad de moléculas o nanoparticulas:
oligonucleétidos como sefiuelo de factores de transcripcion (TFD) o RNA interferente
pequeio (siRNA), fluoréforos con distintas propiedades y nanoparticulas de oro
(AuNPs). Ademas, para cuantificar la carga ha sido necesario desarrollar métodos
especificos de cada tipo de molécula o nanoparticula incorporada al nanotransportador.
Por ejemplo, las interferencias del nanotransportador durante la cuantificacién de los
oligonucledtidos cargados se solucionaron al encontrar un método que garantizara una
correcta separacidn entre nanotransportador y molécula cargada. La cuantificacion ha
permitido evidenciar que algunos pardmetros, como la cantidad de molécula afiadida
para su encapsulacion, la fase de adicion o el recubrimiento superficial en el caso de las
nanoparticulas de oro, juegan un papel fundamental para lograr incrementar la carga de
la nanocapsula. La carga ha sido maximizada con la finalidad de alcanzar
concentraciones efectivas de la molécula transportada utilizando una menor cantidad
de nanotransportador, lo que permite disminuir la posible toxicidad derivada de este.

En relacion a la toxicidad de las nanocapsulas, la determinacién del rango de
concentraciones no citotdxicas en distintas lineas celulares ha permitido su aplicacion in
vitro bajo condiciones biocompatibles. En el futuro seria interesante realizar una
optimizacion de las nanocapsulas para ampliar su rango de concentraciones no
citotoxicas y poder utilizar mayores dosis, aumentando asi la maxima concentracién
alcanzable de la molécula transportada en el sitio diana. Esta aproximacién podria
favorecer el transporte de moléculas que requieren de elevadas concentraciones debido
a su baja eficacia, como el TFD utilizado en esta tesis, que no mostré actividad
antibacteriana in vitro, ni en su forma libre ni incorporada al nanotransportador. Para
determinar si la baja eficacia podria ser debida a que el TFD no consigue llegar al interior
de la bacteria o a otros factores, seria necesario realizar un estudio de internalizacion
bacteriana.

No obstante, la gran capacidad de las NCs para transportar su carga al interior de
células eucariotas de forma rapida y eficaz fue corroborada con otros tipos de carga
(siRNA, fluoréforos o nanoparticulas de oro) en distintas lineas celulares e Hydra
vulgaris. Por ejemplo, las nanocapsulas transportaron el fluoréforo Nile Red al interior
de las células de manera extremadamente rapida en comparacion con muchos otros
nanomateriales investigados hasta el momento. La rapidez y eficacia en el transporte
constituyen ventajas clave en un nanotransportador para disminuir los tiempos del
tratamiento y reducir asi la toxicidad asociada.

En el caso del nanotransportador de nanoparticulas de oro desarrollado, ademas de
aumentar drasticamente la internalizacion de las AuNPs en células colorrectales
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exhibiendo una biocompatibilidad excelente, las NCs fueron capaces de proteger a las
AuNPs de la agregacion y prevenir su liberacion en condiciones gastrointestinales
simuladas. Estos prometedores resultados demuestran el gran potencial de este
nanotransportador hibrido para superar las limitaciones de las AuNPs en la
administracion oral de farmacos en un estudio futuro.

En el caso del siRNA, la excelente internalizacién celular del siRNA transportado por
las NCs recubiertas de quitosano o xantano demostro la capacidad de ambos sistemas
para facilitar la entrada de este oligonucledtido en las células. Sin embargo, el nivel de
silenciamiento génico producido por las NCs cargadas de siRNA fue bajo o nulo, segun
la técnica de cuantificacién utilizada y el tipo de NC. La distribucidn intracelular de las
NCs de quitosano y de xantano y del siRNA transportado por ellas fue muy similar, por
lo que se concluyd que la presencia de uno u otro polimero en la cubierta de la NC no
influye en el destino intracelular del nanotransportador ni de la molécula transportada.
La observacion del siRNA atrapado en endolisosomas y mitocondrias nos llevo a postular
que la baja eficiencia de silenciamiento obtenida podria deberse a la ausencia de siRNA
en su sitio de accidn, el citosol. Con el objetivo de liberar el siRNA de los endolisosomas
y las mitocondrias, se investigd el uso de la tecnologia de internalizacion fotoquimica
(PCI). En el caso del tratamiento dirigido a mitocondrias, no se observo una liberacion
clara del siRNA de estos organulos tras la PCI. Por el contrario, en el caso del tratamiento
dirigido a endolisosomas, se detectd una notable liberacion del siRNA de los lisosomas
pero no se vio traducida en una mayor eficiencia de silenciamiento. Esto podria deberse
a la fotooxidacién del siRNA durante la reaccidn fotoquimica, que podria conducir a la
pérdida de su funcionalidad, como ha sido descrito con otras biomoléculas y farmacos
en la literatura. No obstante, también es posible que el siRNA liberado al citosol esté
todavia asociado a la nanocdapsula y esto le impida ejercer su actividad bioldgica, lo que
podria ser objeto de un interesante estudio futuro.
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Abreviaturas

°C: grados centigrados

AuNPs: nanoparticulas de oro

BPD-MA: Benzoporphyrin Derivative Monoacid Ring A
BS3: bis(sulfosuccinimidil)suberato

BSA: albimina sérica bovina (Bovine Serum Albumin)
cDNA: DNA complementario (complementary DNA)

Cryo-TEM: microscopia electrénica de transmision criogénica (Cryogenic Transmission
Electron Microscopy)

CS: quitosano (Chitosan)

DL: carga de farmaco (Drug Loading)

DLS: dispersion dinamica de la luz (Dynamic Light Scattering)

DNA: 4cido desoxirribonucleico

dsRNA: RNA de doble cadena (double strand RNA)

EE: eficiencia de encapsulacion

EPR: efecto de permeabilizacidn y retencion (Enhanced Permeability and Retention)
ESF: Fundacion Europea de la Ciencia (European Science Fundation)

FDA: Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (U. S. Food and Drug
Administration)

FTIR: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Fourier-transform infrared
spectroscopy)

GFP: proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)
IRM: imagen por resonancia magnética (MRI: Magnetic Resonance Imaging)
LPF: Lipofectamina

LSPR: resonancia del plasmén de superficie localizado (Localized Surface Plasmon
Resonance)

MFI: mediana de la intensidad de fluorescencia (Median Fluorescence Intensity)
MHII: medio de cultivo Mueller Hinton Il

MIC: concentracién minima inhibitoria (Minimum Inhibitory Concentration)
mRNA: RNA mensajero (messenger RNA)

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (Methicillin resistant
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Staphylococcus aureus)
MTT: bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
NCs: nanocapsulas
NIR: region espectral del infrarrojo cercano (Near Infrared)
NPs: nanoparticulas
o/w: emulsién simple de aceite en agua (oil/water)
OMS: Organizacion Mundial de la Salud (WHO: World Health Organization)
PBS: tampdn fosfato salino (Phosphate Buffered Saline)
PCC: coeficiente de correlacién de Pearson (Pearson’s Correlation Coefficient)
PCl: tecnologia de internalizacién fotoquimica (Photochemical Internalization)
PDI: indice de polidispersidad (Polidispersity Index)
PDT: terapia fotodinamica (Photodynamic Therapy)
PEG: poli(etilenglicol)
PLGA: acido poli(lactico-co-glicélico)
PS: fotosensibilizador (Photosensitizer)
RISC: complejo silenciador inducido por el RNA (RNA-induced silencing complex)
RNA: acido ribonucleico
RNAi: interferencia por RNA (RNA interference)
ROS: especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen species)
ROS: especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)
rpm: revoluciones por minuto

RT-gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa
(Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction)

S. aureus: Staphylococcus aureus

SDS-PAGE: electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida

SEM: microscopia electrdnica de barrido (Scanning Electron Microscopy)

SFM o SRE: sistema fagocitico mononuclear o sistema reticulo-endotelial

SGF: fluido gastrico simulado (Simulated Gastric Fluid)

SIF: fluido intestinal simulado (Simulated Intestinal Fluid)

siRNA: RNA pequefio interferente (small interfering RNA)

SPR: resonancia de plasmdn superficial (Surface Plasmon Resonance)

Sulfo-NHS: N-hidroxisulfosuccinimida

TEM: microscopia electrénica de transmision (Transmission Electron Microscopy)

TFD: sefiuelo de factor de transcripcidn (Transcription Factor Decoy)
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TPPS2a: meso-tetrafenilporfina disulfonada
ufc: unidades formadoras de colonias
UV-Vis: ultravioleta-visible

XN: xantano (Xanthan)
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