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1. Datos referidos a la memoria
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abstract, pie de tablas o figuras y referencias.
Numero de palabras del resumen 188
Numero de palabras del abstract 162




2. Resumen

Las nanoparticulas hibridas lipido-poliméricas han supuesto un avance en la
administracion de distintos tipos de moléculas con fines terapéuticos, entre ellos, los
Gapmers. Sin embargo, la administracién de nanoparticulas por via sistémica presenta
limitaciones, por lo que, lo ideal es la administracion local, como, por ejemplo,
intratumoral. Para conseguir una administracion intratumoral incluso mas efectiva, la
superficie de las nanoparticulas hibridas se puede modificar con ligandos, consiguiendo

asi una distribucidon activa mediante la funcionalizacion.

En este trabajo, el principal objetivo fue la elaboracién, por el método de la
nanoprecipitacién, de nanoparticulas hibridas portadoras de Gapmer y la optimizacion
de sus caracteristicas, incluyendo la funcionalizacion con anti-CD24, para mejorar su

internalizacion en células.

Los resultados muestran que la incorporacién de un surfactante es necesaria
para la obtencién de nanoparticulas con caracteristicas fisicoquimicas apropiadas.
Independientemente del surfactante empleado (albumina o lipido-PEGilado), la
eficiencia de encapsulacion del Gapmer es alta. La funcionalizaciéon por conjugacion
quimica es mas reproducible y estable que por adsorcién, pero, por otro lado, la
funcionalizacién aumenta el tamafo de las nanoparticulas. No se obtuvo un mayor grado

de internalizacion de las nanoparticulas con la funcionalizacion con anti-CD24.




3. Abstract

Hybrid lipid-polymeric nanoparticles have been a breakthrough in the
administration of different types of molecules for therapeutic purposes, including
Gapmers. However, systemic delivery of nanoparticles has limitations, so local delivery,
such as intratumoral, is ideal. To achieve even more effective intratumoral delivery, the
surface of the hybrid nanoparticles can be modified with ligands, thus achieving active

distribution through functionalization.

In this work, the main objective was the elaboration, by the nanoprecipitation
method, of Gapmer-bearing hybrid nanoparticles and the optimization of their
characteristics, including functionalization with anti-CD24, to improve their internalization

in cells.

The results show that the incorporation of a surfactant is necessary to obtain
nanoparticles with appropriate physicochemical characteristics. Regardless of the
surfactant used (albumin or lipid-PEGylated), the encapsulation efficiency of Gapmer is
high. Functionalization by chemical conjugation is more reproducible and stable than by
adsorption, but, on the other hand, functionalization increases the size of the
nanoparticles. A higher degree of nanoparticle internalization was not obtained with

functionalization with anti-CD24.




4. Introduccion

Las nanoparticulas (NPs) son herramientas relevantes en el campo de la
medicina moderna, ya que mejoran la administracién de distintos tipos de moléculas con

fines terapéuticos (1,2).

Dadas las caracteristicas que presentan las NPs, como su tamafo nanométrico,
homogeneidad y carga superficial, son capaces de proteger a los farmacos, aumentar
su tiempo de residencia en la circulacién o permitir la administracion directamente en el
lugar a tratar. Por tanto, gracias al disefio de las NPs, se consigue mejorar el indice
terapéutico y las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de sustancias
activas, consiguiendo una liberacion controlada, proteccion contra la degradacion por el

sistema inmunitario y reduccion de los efectos secundarios (2,3).

Se han logrado grandes avances en el campo de la nanotecnologia donde una
gran cantidad de nanotransportadores como liposomas, nanoparticulas poliméricas,
nanoparticulas lipidicas, etc., han sido aceptados para su uso clinico. Actualmente, las
nanoformulaciones mas ampliamente estudiadas son las NPs poliméricas y los
liposomas, pero tras su uso, se han detectado ciertas limitaciones como la
desintegracion estructural, un tiempo de circulacion limitado, baja tasa de encapsulacion
y pérdida de accion debido a liberacion inespecifica del principio activo (2,3). Por lo
tanto, con el fin de superar dichas limitaciones y aprovechar sus ventajas, se han
desarrollado las nanoparticulas hibridas lipido-poliméricas (NPHLPs) (2). Las NPHLPs
estan constituidas por un nucleo polimérico que confiere buena estabilidad e integridad
fisica donde se encuentra encapsulado el principio activo, rodeado de una cubierta
lipidica que previene la liberacion del farmaco y facilita el transito de las NPs a través de

las membranas celulares (4,5).

Entre los métodos mas sencillos utilizados para la preparacion de NPHLPs esta
la nanoprecipitacion. Este método consiste en disolver la sustancia activa junto al
polimero en un disolvente organico miscible en agua y disolver los lipidos en un
disolvente acuoso. A continuacién, se afade el polimero a los lipidos bajo agitacién
continua para la formacion del nucleo polimérico con autoensamblaje de los lipidos a su
alrededor, obteniendo asi las NPHLPs (2,6).
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Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de una nanoparticula hibrida
lipidico-polimérica. Se observa el nucleo polimérico con el principio activo envuelto por la
cubierta lipidica cuya superficie se puede decorar de multiples maneras para la orientacion activa
de las NPHLPs. Obtenida de Mukherjee et al., 2019 (2).

La terapia génica consiste en la administraciéon de oligonucle6tidos de ADN o
ARN para la modulacién de la expresién génica que se encuentra alterada o
desregulada en un gran numero de enfermedades (8,11). Este tipo de terapia ha
mejorado tras el desarrollo de nuevos tipos de acidos nucleicos sintéticos, como los
oligonucledétidos antisentido monocatenarios (ASO), en concreto los “Gapmers”. Los
Gapmers consisten en una region central de nucleétidos de ADN capaz de resistir la
actividad de la RNasa H, flanqueada por regiones de ARN modificadas quimicamente

que promueven la union a su objetivo y degradacion del mismo (8,9).

La administracion de oligonucleétidos por via sistémica supone un problema
porque, para que alcancen de forma efectiva su lugar de accion y sean captados
intracelularmente, deben resistir tanto la degradacion por parte de nucleasas como el
aclaramiento renal y la eliminacién por el sistema inmunitario (8,9). El uso de las
NPHLPs en la terapia génica ofrece una posible solucién, ya que actian como sistemas
de administracion seguros y eficaces siendo capaces de determinar la distribucion tisular
de los oligonucleétidos, protegerlos de la degradacion y facilitar su internalizacion celular
en los sitios de accion (8,11). Como consecuencia, los avances de las NPHLPs en la
terapia génica han mostrado enormes posibilidades de tratamiento para diversos
trastornos genéticos hereditarios, enfermedades cronicas y tumores benignos, pero

sobre todo malignos (5,10).




Al igual que la administracion de los oligonucleétidos, la administracién de
NPHLPs por via sistémica tampoco es la mejor opcion, debido a que interactuan con los
componentes sanguineos pudiendo ser eliminadas del organismo antes de llegar a su
sitio de accion. Por tanto, lo ideal es la administracién local como podria ser la
administracion intratumoral, ya que implica una mayor acumulacién en el tumor, por
tanto, mejores resultados terapéuticos y reducen de los efectos téxicos sistémicos.
Como modelo de tumor se propone el mioma uterino, por ser un tumor localizado y
limitado en el utero (13,14). El tratamiento farmacoldgico disponible para el mioma
uterino se basa en un tratamiento hormonal que provoca importantes efectos
secundarios, por ello el abordaje quirtrgico es la soluciéon mas frecuente, pero conlleva
un coste sanitario importante, asi como incomodidad y pérdida o disminucién de la
fertilidad para las pacientes. Por consiguiente, el desarrollo de una nueva estrategia de
tratamiento no quirdrgico y localizado beneficiaria a un gran nimero de mujeres,
pudiendo ser la terapia intratumoral una alternativa viable para mejorar su calidad de
vida (14,15,16).
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Figura 2. Representacion esquemadtica de Ila administracion intratumoral de
nanoparticulas hibridas lipidico-poliméricas. Se pueden administrar distintos tipos de NPs
por via intratumoral para diferentes opciones terapéuticas. Obtenida de Su Yun et al., 2023 (13).

Para conseguir que la administracién intratumoral de NPHLPs sea mas efectiva,
la superficie de las NPs se puede modificar con ligandos como péptidos, anticuerpos
monoclonales, aptameros y moléculas pequefias, consiguiendo asi orientar las NPs
hacia las células diana y mejorar la eficiencia del tratamiento. La union de los ligandos
a la superficie de las NPs se puede realizar por adsorcién fisica, a través de
interacciones débiles no covalentes, o por conjugacion quimica, mediante la formacion
de enlaces covalentes (17,18). Como ligando nos centraremos en el anti-CD24, un
anticuerpo contra la glicoproteina de membrana CD24 que esta sobreexpresada en un

gran numero de canceres (5,12)




5. Objetivos

Este trabajo se engloba en un proyecto presentado para la obtencion de la beca
de colaboracién que, a su vez, es parte de un proyecto de investigacion financiado
(PID2021-1274930B-C21).

El objetivo general del trabajo es elaborar nanoparticulas hibridas lipido-poliméricas por
el método de la nanoprecipitacion optimizando sus caracteristicas para una
administracion local de Gapmers.

Mas detalladamente, los objetivos son:

1. Estudiar el efecto de la mezcla de lipidos usada en la fase acuosa externa, asi
como de la relaciéon de fases organica/acuosa y ratio lipido/polimero sobre las
caracteristicas fisicoquimicas y estabilidad de las nanopatrticulas elaboradas.

2. Estudiar el efecto de la adicion de albumina en la fase acuosa externa y
evaluacion de su funcién como surfactante.

3. Evaluar la encapsulacion del Gapmer condensado con protamina en las
nanoparticulas.

Funcionalizar de las nanoparticulas con anti-CD24.

Estudiar la internalizacion celular de las nanoparticulas.




6. Material y métodos

6.1. Materiales

Las NPHLPs se elaboran utilizando los siguientes reactivos y disolventes: acido
poli(lactico-co-glicolico) (PLGA) 50:50 (Resomer® RG 502, peso molecular (PM): 7000-
17000 g/mol) (Boehringer Ingelheim, Alemania); sulfato de protamina (PM: 5000 g/mol),
albumina sérica bovina (PM: 66400 g/mol) y cumarina (PM: 146 g/mol) (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos); clorhidrato de 3B-[N-(Dimetilaminoetano)carbamoil] colesterol
(colesterol-DC) (PM: 537,3 g/mol) y L-a-fosfatidilcolina (lecitina o fosfatidilcolina de soja)
(PM: 775 g/mol) (Avanti Polar Lipids, Estados Unidos); colesterol-(polietilenglicol-2000)
(colesterol-PEG2000) (PM: 2386,7 g/mol) (BroadPharm, Estados Unidos); colesterol-
[succinimidil(polietilenglicol)-2000] (colesterol-PEG2000-NHS) (PM: 2501,8 g/mol) y 1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[succinimidil(polietilengicol)-2000]  (DSPE-
PEG2000-NHS) (PM: 2923,8 g/mol) (Nanosoft Polymers, Estados Unidos); Gapmer
control (5’-56/FAM/AAC ACG TCT ATA CGC-3’) (PM: 5456,5 g/mol) (Integrated DNA
Technologies, Estados Unidos); anti-CD24-Alexa Fluor 594 (PM: 35000-45000 g/mol)
(Santa Cruz biotechnology, Estados Unidos); suero bovino fetal (FBS) y tampdn fosfato
salino (PBS) (Corning, Estados Unidos); éter polietilenglicol terc-octilfeni (Tryton X-100)
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos); células mesenquimales primarias (linea celular
C3H10T1/2) y mioblastos (linea celular C2C12) murinas (ATCC, Estados Unidos); etanol
absoluto (PanReac Quimica SA, Espana); acetonitrilo (Merck Millipore, Alemania) y
agua Milli-Q®.

6.2. Elaboracion de las nanoparticulas

Las NPs fueron elaboradas por el método de nanoprecipitacién, que consiste en
afiadir una fase organica conteniendo el polimero y donde esta incorporado el Gapmer,
a una disolucién acuosa de lipidos bajo agitacién magnética.
Los pasos para desarrollar este método son los siguientes:

1. Condensacién del Gapmer con protamina. Se prepara una disolucion
conteniendo 1 pug de Gapmer y 2,5 ug de protamina en 30 ul de agua libre de
ARNasa y se incuba durante 40 minutos a temperatura ambiente, para que la
protamina (péptido catiénico) por interaccién iénica, condense el Gapmer
facilitando asi su posterior incorporacion en la NPs.

2. Preparacion de la fase organica. Se disuelven 2,5 mg de PLGA en 1 ml de
acetonitrilo.

3. Preparacion de la fase acuosa externa. Esta fase esta formada por los lipidos y

deméas componentes de la cubierta de las NPs disueltos en una solucién acuosa
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de etanol al 4% (v/v). Las mezclas de componentes de la cubierta evaluadas
fueron las siguientes:

i. Lecitinay colesterol-DC con y sin albamina: las disoluciones de lecitina y
colesterol-DC se preparan por separado y se mezclan a temperatura
ambiente en el momento de su uso. La disolucién de lecitina se prepara a
65°C en un vaso de precipitado tapado para evitar la evaporacion del etanol
bajo agitacion magnética. Para la formulacién conteniendo albamina (0,5%),
ésta se aflade al final y se disuelve mediante agitacion en vortex. Estas
mezclas se usaron manteniendo un ratio lipido/polimero del 25% (w/w) y
variando la relacion de fases organica/acuosa al modificar el volumen de la
fase externa acuosa y, por tanto, la concentracion de lipidos en dicha fase.
En la Tabla 1 se detalla la composicion usada en las distintas formulaciones
con estos componentes.

ii. Colesterol-DC y colesterol-PEG: en este caso las disoluciones de cada
lipido se preparan por separado y se mezclan en el momento de su uso. Con
esta mezcla de lipidos se fijo la relacion de fases organica/acuosa en 1:5y
se evaluaron diferentes ratios lipido/polimero y distintas proporciones de
colesterol-PEG2o00. En la Tabla 2 se detalla la composicion usada en distintas
formulaciones con estos componentes.

4. Elaboracion de las NPHLPs. Se incorporan 25 pl de la disolucién acuosa de
Gapmer-protamina (833 ng de Gapmer) en la solucién de PLGA y se agita en
vortex. Luego, esta fase organica se vierte sobre la fase acuosa externa bajo
agitacion magnética en campana de extraccion y se deja durante 2 horas para
completar la evaporacién del acetonitrilo y la formacién de las NPHLPs.
Finalmente, las NPs se separan por filtracion (filtros Amicon Ultra-15, 100 kDa,
Merk Millipore, Alemania) en centrifuga (5 minutos, 8.000 rpm, temperatura

ambiente) y se resuspenden en un volumen final de 400 pl.
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Ratio lipido/polimero 25% (w/w)

Fase acuosa externa

Relacion
» Volumen
Formulacién @ de fases Lecitina | Colesterol-DC | AlbUumina
etanol 4%
(o/w) (mg) (mg) (mg)
(ml)
1 1.5 5 0,3 0,33 --
2 1:10 10 0,3 0,33 --
3 1:20 20 0,3 0,33 --
4 1:5 5 0,3 0,33 25

Tabla 1. Composicion de la fase acuosa externay relacion de fases (organica/acuosa, v/v)
de las formulaciones elaboradas con lecitina y colesterol-DC, con y sin albimina y
manteniendo el ratio lipido/polimero en 25% (w/w). Composiciéon de la fase organica: 2,5
mg de PLGA en 1 mL de acetonitrilo.

Relacién de fases (o/w) 1:5

Fase acuosa externa

Ratio
o ) Colesterol-PEGz000  Colesterol-
Formulacion | lipido/polimero Colesterol -DC
(% molar) PEG2000
(%, wiw) (mg)
(mg)
5 25 10 0,21 0,41
6 15 10 0,12 0,26
7 25 15 0,29 0,34
8 15 15 0,17 0,2
9 25 25 0,38 0,24
10 15 25 0,23 0,15

Tabla 2. Composicién de lafase acuosa externa, ratio lipido/polimero y proporcion de PEG
de las formulaciones elaboradas con colesterol-DCy colesterol-PEG200, manteniendo una
relacion de fases organica/acuosa 1:5. Composiciéon de la fase orgénica: 2,5 mg de PLGA
en 1 mL de acetonitrilo.
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6.3. Caracterizacién fisicoquimica de las nanoparticulas

Las NPHLPs se caracterizaron en términos de tamafio medio de particula, indice
de polidispersion (pdl) y carga superficial (potencial zeta, PZ). Para ello, se usé el equipo
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Reino Unido), el cual utiliza la técnica de
dispersion dinamica de la luz para determinar el tamafio medio e indice de
polidispersion, y la técnica de dispersion electroforética de luz para determinar el PZ.

Las NPs se caracterizaron antes y después de concentrarse, haciendo una
dilucién 1:10 y 1:100 con agua Milli-Q®, respectivamente.

6.4. Ensayo de estabilidad de las nanoparticulas

Se estudi6 la estabilidad de las nanoparticulas incubandolas durante 2, 16 y 24
horas en PBS pH 7,4, a 4°C, asi como en PBS pH 7,4, conteniendo FBS al 2% y al 10%,
a 37°C, para simular las condiciones del cultivo celular. Se afladen 100 pl de cada lote
de NPs (resuspendidas en un volumen final de 400 pl) a 900 pl de cada medio y se
procede a su incubacion. A los tiempos preestablecidos se determinan sus

caracteristicas fisicoquimicas como se describe en el apartado 6.3.

6.5. Ensayo de encapsulacion y liberacion del Gapmer

Para este ensayo, las NPs son elaboradas con el Gapmer marcado
fluorescentemente. Para determinar el rendimiento de encapsulacion, tras centrifugar
las NPs, el Gapmer no encapsulado se cuantific6 en el subnadante midiendo la
fluorescencia en un lector de microplacas (Bioteck, Estados Unidos) a una longitud de
onda de excitacion y emision de 485/20 y 528/20 nm, respectivamente. La concentracion
de Gapmer no encapsulado se determindé mediante la recta de calibrado elaborada con
concentraciones de Gapmer en un intervalo de 12-413 ng/ml cuyo diluyente fue el
subnadante de NPs blancas (sin Gapmer). El subnadante de NPs blancas también es
utilizado para restar la fluorescencia de fondo en las muestras a determinar. El
rendimiento de encapsulacién se obtiene, por diferencia, a partir de la cantidad de
Gapmer no encapsulado en relacion a la cantidad de Gapmer afiadido.

Se determind la liberacién del Gapmer desde las NPs al cabo de 24 horas de
almacenamiento a 4°C. El lote de NPs se resuspende en un volumen final de 400 ul con
PBS y se repite el mismo procedimiento para medir en el subnadante por fluorescencia

el Gapmer liberado.
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6.6. Funcionalizacién de las nanoparticulas con anti-CD24

Las NPHLPs se funcionalizaron utilizando dos estrategias diferentes, adsorcion
fisica que se realiza incubando las NPs con el anti-CD24 y conjugacion quimica, donde
en la elaboracion de las NPs es necesario sustituir un 5% del colesterol-PEGz00 por
colesterol-PEG2000-NHS 0 un 5% de lecitina por DSPE-PEG2000-NHS, segun los lipidos
de la formulacién de NPs a funcionalizar, cuyo objetivo es promover la reaccién entre
los grupos NHS presentes en la superficie de las NPHLPs con los grupos amino de los
anticuerpos, dando lugar a un enlace covalente. En ambos casos, las NPs concentradas
se resuspenden en 383 pul de agua Milli-Q®, ajustando el pH a 7,4 con 100 ul PBS 5X,
pH 6ptimo para que tenga lugar la reaccion covalente. Posteriormente, las dispersiones
de NPs se incubaron con 17 pl de la solucién anti-CD24 marcado fluorescentemente (5
mg/ml) a temperatura ambiente durante 1 hora. Transcurrido este tiempo, se determina
la eficiencia de asociacion (EA). Para ello, las NPs se centrifugaron para separar la
fraccion de anticuerpo no incorporada en el subnadante y midiendo la fluorescencia en
un lector de microplacas a una longitud de onda de excitacion y emision de 590/20 y
645/40 nm. Las nanoparticulas se resuspenden nuevamente en un volumen final de 500
pl con agua Milli-Q® conservandolas a 4°C para repetir el mismo procedimiento a las 24

horas y evaluar la estabilidad de asociacion.

6.7. Ensayo de internalizacion de nanoparticulas en células

Se cultivan las células mesenquimales (C3H10T1/2) y mioblastos (C2C12) hasta
una confluencia del 80% en medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco’s (DMEM)
suplementado y se siembran a una densidad de 1x10* células/pocillo para C3H10T1/2
y 5x102 células/pocillo para C2C12 en placas 96 pocillos, dejando adherirse durante 24
horas. A continuacién, se sigue el siguiente protocolo:

1. Elaboracién de las NPHLPs incorporando cumarina en la fase organica (10 pl),
sustancia fluorescente que permite analizar el porcentaje de internalizacion.
Ademas, se preparan NPs blancas (no funcionalizadas) y funcionalizadas.
Retirar el medio de cultivo de las células y lavar dos veces con PBS.

Afadir las NPs (2 mg/ml) diluidas en medio de cultivo suplementado a los pocillos
(5 pocillos por lote producido) y medir la fluorescencia inicial en un lector de
microplacas a una longitud de onda de excitacion y emisién de 485/528 nm.

4. Transcurridas 2 horas de incubacion, se retiran las NPs y el medio de cultivo, se
lavan las placas con PBS para eliminar aquellas NPs no internalizadas y luego
se afiade Tryton X-100 para lisar las células y poder medir la fluorescencia,

determinando el porcentaje de internalizacion por diferencia.
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7. Resultados y discusién

Todos los ensayos y lotes de nanoparticulas estan hechos por triplicado, por lo

gue los resultados corresponden al valor medio y su desviacién estandar.

7.1. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

En la Tabla 3, estdn recogidos los caracteristicas fisicoquimicas de las
formulaciones elaboradas con lecitina y colesterol-DC, con y sin albumina, y, en base a
los resultados obtenidos, se procedid a caracterizar solamente la formulacion 1 y 4 tras
su concentracion por centrifugacion.

cormulacion Relacion de Tamafio poliir:joi”scpee?seién Potencial
fases (o/w) medio (nm) (pd) zeta (mV)
1 15 171,5+16,01 0,17+0,04 5045,43
1 concentrada 1:5 251,02+32,78 0,3+0,074 37,21+15,83
2 1:10 270,83+3,94 0,28+0,01 40,6+2,62
3 1:20 227,1845,1 0,23+0,01 53,54+7,12
4 1:5 111,8149,47 0,340,038 -22,8143,32
4 concentrada 1.5 110,2+6,83 0,22+0,02 -14,71+1,10

Tabla 3. Tamafio medio, indice de polidispersion y potencial zeta de las nanoparticulas
elaboradas con lecitina y colesterol-DC, con albumina (formulacién 4) y sin albimina y
manteniendo el ratio lipido/polimero en 25% (w/w).

En las NPs elaboradas con lecitina y colesterol-DC (Tablas 1 y 3, formulaciones
1-3) se observa que al aumentar la relacién de fases organica/acuosa, y, por tanto,
disminuir la concentracién de lipidos, aumenta el tamafio y pdl. Sin embargo, el PZ no
se ve modificado, manteniéndose en un valor positivo gracias a la presencia del lipido
cationico (colesterol-DC) en la superficie de las NPs. Por tanto, la formulacién con menor
tamafo y pdl es la elaborada con una relacién de fases 1:5, por lo que se procedi6 a su
centrifugacion, observandose un notable aumento del tamafio y pdl, consecuencia de la

agregacion de las NPs por no incluir ningun surfactante en su composicion.
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Por ello, sobre esta formulacion se prob6 la adicion de albumina como

surfactante (Tablas 1 y 3, formulacion 4). Con la incorporacion de albumina se obtienen

NPs con un tamafio bastante pequefio, que, en este caso, se mantiene tras su

purificacién. No obstante, las NPs presentan un PZ negativo, acorde con el punto

isoeléctrico (4,9) de la albumina, lo cual puede limitar su internalizacion en las células.

La siguiente estrategia fue incorporar un lipido pegilado (colesterol-PEG2g00) €n

la composicion de las NPs, elaborando NPs con distintos ratios lipido/polimero y

proporciones de colesterol-PEG2o00 (Tabla 2, formulaciones 5-10) para determinar el

ipidos y proporcion de PEGilacién que permite obtener NPs con

porcentaje minimo de |

caracteristicas 6ptimas. En la Gréfica 1 se recogen los resultados de las caracteristicas

fisicoquimicas de las NPs elaboradas con PEG.
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Grafica 1. Tamafo medio (barras) e indice de polidispersion (simbolos) (A) y potencial zeta
(B) de las nanoparticulas elaboradas con colesterol-DC y colesterol-PEG2q00, manteniendo
unarelacién de fases orgénica/acuosa 1:5.

En general, se observa que al aumentar la proporcion de PEG y con un ratio
lipido/polimero del 15%, en lugar del 25%, la tendencia es obtener NPs con un menor
tamano y pdl. Aun asi, en todos los casos el pdl es menor a 0,3 y PZ figura positivo (>35
mV). El mejor resultado se obtiene con un ratio lipido/polimero del 15% y 25% de PEG
(formulacién 10), por lo que se procedi6 al aislamiento de las NPs por centrifugacion,

resultados mostrados en la Tabla 4.

. acid Tamafio medio Indice de Potencial zeta
ormulacion polidispersion
nm mV
(nm) (od) (mV)
10 166,02+8,4 0,11+0,079 34,44+2,54

Tabla 4. Tamafio medio, indice de polidispersion y potencial zeta de la formulacién
elaborada con colesterol-DC y colesterol-PEG2o00 (25%) V ratio lipido/polimero 15%, antes
y después de separar por centrifugacion. Relacién de fases organica/acuosa 1:5.

Como se observa en la Tabla 4, la incorporacion de PEG en un 25% permite

separar y concentrar las NPs sin modificaciones en sus caracteristicas fisicoquimicas.

Finalmente, de todas las formulaciones se eligieron 2 para los posteriores
ensayos. La formulacién con lecitina, colesterol-DC y albimina con un ratio
lipido/polimero del 25% (w/w) y relacién de fases 1:5 (formulacion 4) y la formulacién
con colesterol-DC y colesterol-PEG2000 con un ratio lipido/polimero del 15%, 25% de

PEG y relacién de fases 1:5 (formulacion 10).

7.2. Estabilidad de las nanoparticulas
En las Gréficas 2 y 3 se muestra la evolucién de las caracteristicas fisicoquimicas

de las formulaciones 4 y 10, respectivamente.
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Gréfica 2. Estabilidad de la formulacién 4. Evolucién del tamafio medio (A) y potencial zeta
(B) durante su incubacién en PBS pH 7,4 a 4°C y en este medio conteniendo un 2% o un
10% de FBS a 37°C.
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Gréfica 3. Estabilidad de la formulacion 10. Evolucién del tamafio medio (A) y potencial
zeta (B) durante su incubaciéon en PBS pH 7,4 a 4°C y en este medio conteniendo un 2% o
un 10% de FBS a 37°C.

Se observa que la formulacion 4 es estable hasta las 24 horas en cualquiera de
las tres condiciones evaluadas. No obstante, la formulacién 10 pierde la estabilidad,
sobre todo en FBS al 10%, aumentando significativamente de tamafio a las 16 horas,
decidiendo finalizar el ensayo a ese tiempo. Este aumento de tamafio puede ser debido
tanto al incremento de la fuerza i6nica del medio, que neutraliza la carga superficial de
las nanoparticulas y hace que disminuya las fuerzas de repulsion entre ellas, como a la

adsorcion de las proteinas del medio dando lugar a la agregacién de las nanoparticulas.
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7.3. Evaluacion de la eficiencia de encapsulacion y liberacion del Gapmer
Como el ensayo se realiz6 con dos formulaciones de NPs distintas, se elaboraron
dos rectas de calibrado, ya que la composicion de la fase acuosa externa cambia.
Las ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas fueron las siguientes, donde
la y representa la fluorescencia y la x la concentracion de Gapmer en ng/ml.
e Formulacion 4 —» y = 11,686x r? = 0,995
e Formulaciéon 10 —» y = 11,58x 2 =0,942
En ambas rectas se obtiene un coeficiente de correlacion, r?, préximo a la unidad,

por lo que, el modelo lineal es adecuado.

Con cualquiera de las formulaciones seleccionadas, se obtiene una eficiencia de
encapsulacion alta (> 95%), sin embargo, con la formulacion conteniendo albumina se
libera un mayor porcentaje (80%) del Gapmer encapsulado, en comparacion con la que

contiene PEG (50%), lo que limita el tiempo de uso de la primera de ellas (Tabla 5).

» Eficiencia de )
Formulacion » %Gapmer liberado alas 24 h
encapsulacion (%EE)

4 95,27%+3,34 80%=+2,43

10 95%+2,63 50,5%=*2,4

Tabla 5. Resultados del ensayo de encapsulacion y liberacion del Gapmer.

7.4. Evaluacién de la eficiencia de la funcionalizacién con anti-CD24

Los porcentajes de funcionalizacion obtenidos en las formulaciones
seleccionadas (Tabla 6) son igual de buenos por adsorcidén que por conjugacioén quimica
(t =0 h). No obstante, hay que sefalar que la funcionalizacién por conjugaciéon quimica

es mas reproducible y, sobre todo, mas estable en el tiempo (t = 24 h).
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Formulacion Tipo de funcionalizacién t=0h t=24h

Adsorcion fisica 86,5%+2,47 66,73%+4,3
4
Conjugacion quimica 87,88%+0,1 85%=0,2
Adsorcion fisica 92%+2,83 76,13%+4,03
10
Conjugacion quimica 93,3%+0,8 91,55%=+0,5

Tabla 6. Porcentajes obtenidos del ensayo de funcionalizacion con anti-CD24 por
adsorcion fisica y conjugacion quimica, recién funcionalizados (t = 0 h) y tras 24 horas de
la funcionalizacion.

En la Gréfica 4 se muestran las caracteristicas fisicoquimicas de las
formulaciones seleccionadas antes y después de funcionalizar, la funcionalizacion
incrementa el tamafio de nanoparticula y pdl, mientras que el PZ se mantiene en el caso

de las NPs con albumina, y se hace menos positivo en el caso de las NPs con PEG.
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Gréfica 4. Tamafio medio e indice de polidispersion (A) y potencial zeta (B) de las
nanoparticulas con lipidos con grupo funcional y funcionalizadas.

7.5. Evaluacién de la internalizacion de nanoparticulas en células

Teniendo en cuenta los resultados del ensayo de funcionalizacion, en el ensayo

de internalizacion se usan las NPs funcionalizadas Gnicamente por conjugacién quimica.

Formulacién

Tipo de LPHNPs

Tipo de células

% internalizacion

C2C12 8,6+0,9
Blancas
C3H10T1/2 7,7+1,4
4
C2C12 7,6%0,95
Funcionalizadas
C3H10T1/2 6,4+0,08
C2C12 6,41+0,57
Blancas
C3H10T1/2 6,03+0,7
10
C2C12 6,4+0,41
Funcionalizadas
C3H10T1/2 6,3+1,01

Tabla 7. Resultados obtenidos del ensayo de internalizacion con nanoparticulas blancas

(no funcionalizadas) vy

funcionalizadas por

conjugacion

guimica para ambas

formulaciones (formulacidon 4 con albuminay formulacién 10 con PEG).
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Como se observa en la Tabla 7, los resultados de internalizacion obtenidos son
similares con ambas formulaciones y lineas celulares, no observdndose diferencias
entre las NPs blancas y funcionalizadas. Cabe decir que la funcionalizacion incrementa
el tamafio de las nanoparticulas y podria disminuir la eficiencia de internalizacion,
aungue los tamarios finales no superan los 200 nm en ninguno de los casos. Entre las
NPs sin funcionalizar, tampoco se observan diferencias en la internalizacion de NPs
conteniendo albumina (formulacion 4, PZ negativo) y las que contienen PEG
(formulacién 10, PZ positivo) a pesar de que inicialmente presentan una carga superficial
diferente, aunque las primeras presentan un tamafio de nanoparticula significativamente

menor.
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8. Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten concluir que:

1. La composicién de la cubierta lipidica afecta a las caracteristicas de las NPs y
es necesario incorporar un surfactante en su superficie para evitar que se
agreguen al separarlas del medio.

2. Las nanoparticulas con un tamafio ptimo se obtienen con una relacion de fases
1:5, incluyendo albumina en la fase acuosa externa o bien con ratio
lipido/polimero del 15% e incorporando un 25% de lipido-PEGilado.

3. El tipo de surfactante empleado no influye en la eficiencia de encapsulacion del
Gapmer. Ademas, la incorporacion del Gapmer no afecta a las caracteristicas de
las NPs.

4. La funcionalizacion por conjugaciéon quimica es mas reproducible y, sobre todo,
mas estable en el tiempo que la funcionalizacién por adsorcion fisica.

5. La funcionalizacién con anti-CD24 aumenta el tamafio de las nanopatrticulas.
No se han observado diferencias entre la internalizacién de nanoparticulas

funcionalizadas y sin funcionalizar.
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