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Resumen

En el 2018, la incidencia del cancer de piel no melanoma supero el millén de casos en el
mundo, lo que corresponde al 5,8% de todos casos de cancer a nivel mundial. De acuerdo
a la Organizacion Mundial de la Salud, son los canceres de piel no melanoma —carcinoma
de células escamosas (SCC) y carcinoma de células basales (BCC)- los que presentan
mayor incidencia, con tasas de mortalidad semejantes a las del melanoma cuténeo. Este
tipo de tumores suelen presentarse en zonas de la piel que se encuentran en constante
exposicion al sol, como la cara, las orejas, el cuero cabelludo y las manos, y su tratamiento
consiste, en la mayoria de los casos, en la escision quirurgica. Por lo que no solo se trata
de tratamientos invasivos, sino que pueden dejar rastros que generan un fuerte impacto
emocional en el paciente que se suma al de la propia enfermedad. Si bien existen algunos
agentes quimioterapéuticos topicos, como el 5-fluorouracilo (5-FU) e imiquimod, su uso esta
restringido a lesiones precancerosas, como la queratosis actinica —la cual puede progresar
a SCC—, o a algunos casos puntuales de BCC y de SCC detectados precozmente, donde
las lesiones son localizadas y muy superficiales. Cuando estos tumores avanzan las
posibilidades de lograr un tratamiento efectivo disminuyen. Estos canceres pueden causar
destruccién local, producir deformidad grave y extenderse a zonas préximas
comprometiendo 6rganos sensoriales. Ambos canceres pueden generar metastasis en otras
regiones del cuerpo y ser mortales.

Esta tesis presenta la obtencién y caracterizacion de dos nanoformulaciones con el potencial
de poder ser utilizadas para el tratamiento de lesiones relacionadas al SCC y BCC, no solo
en estadios tempranos sino también mas avanzados (no metastasicos). Estas
nanoformulaciones contienen, por un lado, el agente quimioterapéutico tradicional 5-FU, y
por otro, la droga de ultima generacion Vismodegib. La principal novedad es que se propone
la via topica cutanea para la administracion de ambos principios activos, mediante el
transporte y entrega a estratos profundos de la piel, donde se desarrollan los BCC y SCC,

con un sistema nanoestructurado. Esto permitiria en el caso del 5-FU mejorar su penetracién
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cutdnea y cambiar la ruta de administracién en el caso del Vismodegib. Lo que se buscé de
esta manera fue reducir los efectos secundarios relacionados a la administracion sistémica,
aumentar la eficacia de accion mediante tratamientos sitio-especificos, y proponer una
terapia menos invasiva para el paciente. El nanosistema de delivery elegido fueron los
liposomas ultradeformables (UDL), un tipo particular de nanoliposomas unilamelares
capaces de atravesar el estrato corneo de la piel, la principal barrera a vencer en la
administraciéon cutanea, y transportar a las células de la epidermis viable diversos activos.
Por lo tanto, se desarrollaron dos formulaciones: UDL con 5-FU (UDL-5FU) y UDL con
Vismodegib (UDL-Vis), las cuales fueron caracterizadas fisicoquimicamente, mostrando en
ambos casos una buena estabilidad coloidal a diferentes temperaturas (ambiente, de
almacenamiento y corporal), y con una elevada eficiencia de encapsulacion en el caso de
los UDL-Vis. Se pudo determinar como es que la droga interactia con la membrana
liposomal y cédmo esta interaccion afecto la elasticidad de las vesiculas, disminuyendo (para
el caso de los UDL-5FU) o aumentando (UDL-Vis) dicha propiedad fundamental para que
sean capaces de atravesar la piel. La caracterizacion implicoé la combinaciéon de mudltiples
técnicas experimentales —espectroscopicas, de fluorescencia, calorimetria— y tedricas, para
poder obtener una idea acerca de como se estabilizan ambos sistemas. En el caso del
Vismodegib, dada la poca informacién molecular disponible, se llevé a cabo en paralelo una
caracterizacién quimica tedrica de la molécula, la cual se compard y ajustdé con mediciones
obtenidas por espectroscopia Raman e infrarrojo.

Una vez obtenidos y caracterizados ambos nanosistemas, se estudio el perfil de penetracion
in vitro de los mismos en muestras de piel humana, las cuales consistieron en estrato cérneo,
epidermis viable y dermis. Para ello se emple6 el Método de Penetracién de Saarbriicken
(SPM), adaptado para llevar a cabo incubaciones no oclusivas, junto con técnicas de
remocion de las capas del estrato corneo, histoldgicas y de seccionamiento 6ptico mediante
microscopia confocal de fluorescencia. De esta manera se pudo obtener el perfil de
penetracion para las dos nanoformulaciones, observando en ambos casos que fueron
capaces de atravesar el estrato corneo y entregar el principio activo en la epidermis viable
en el rango de concentracion terapéutico. Hasta este momento, este fue el primer trabajo
que estabilizé en un nanosistema de transporte de activos, especificamente disefiado para
penetrar la barrera impermeable del estrato corneo de la piel, al Vismodegib, y que probd su
penetracion cutanea mediante el SPM.

Por otro lado, se estudid la citotoxicidad in vitro de las nanoformulaciones en dos lineas
celulares humanas ampliamente utilizadas para este tipo de estudios, HaCaT y SK-Mel-28,
comparando los efectos con la matriz liposomal sin droga y con la droga libre, mediante tres
ensayos bioquimicos diferentes. También se estudié la captura celular de los mismos y la
tasa de activacion de la via de muerte celular por apoptosis. En ambos casos la

encapsulacion de los principios activos incremento la citotoxicidad.
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Por ultimo, se realizaron estudios de toxicidad in vivo en larvas de pez cebra (Danio rerio),
un modelo de estudio intermedio entre los ensayos in vitro con células y los modelos
mamiferos, cada vez mas utilizado y aceptado. Para ello se llevaron a cabo diferentes tipos
de determinaciones de parametros indicadores de toxicidad y teratogénesis. En el caso de
los UDL-5FU estos resultaron ser mas toxicos para las larvas que el 5-FU libre, mientras

que con los UDL-Vis se observo lo contrario.
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El presente trabajo fue desarrollado por la doctoranda desde abril de 2015
hasta mayo de 2019 bajo la direccion del Dr. Jorge Martinetti Montanari y la co-
direccion de la Dra. Silvia del Valle Alonso, dentro del marco del Programa de Bio-
nanotecnologia de Lipidos y Proteinas de la Universidad Nacional de Quilmes
(UNQ) y del Proyecto de Investigacion Plurianual del CONICET (2014-2016)
“Nanosistemas de liberacion dirigida de drogas de accion antitumoral por via topica
para cancer de piel”. La mayor parte del trabajo de investigacion se desarrollé en el
Laboratorio de Bio-Nanotecnologia de la UNQ. Asimismo, se realizaron actividades

de investigacion en colaboracion con:

-Laboratorio de Expresion y Plegado de Proteinas de la UNQ.

-Laboratorio de Inmunologia y Virologia de la UNQ.

-INQUINOA-CONICET, Instituto de Quimica Fisica, Facultad de Bioquimica,
Quimica y Farmacia, Universidad Nacional de Tucuman.

-Centro de Investigacién en Ingenieria Molecular, Universidad Catodlica de Santa
Maria, Peru.

-Departamento de Bioquimica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de
Campinas, Brasil.

-Advanced Drug Delivery Systems Laboratory, Dipartimento di Medicina
Sperimentale e Clinica, Universita degli Studi Magna Graecia di Catanzaro, Italia.
-Institute of Materials Science and Nanotechnology, National Nanotechnology

Research Center (UNAM), Bilkent University, Turquia.

La doctoranda ha sido beneficiada con una beca del Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) (2015-2020), organismo del cual
forman parte también el director y la co-directora de esta tesis como miembros de
la Carrera del Investigador Cientifico. También ha sido beneficiada con una beca
del Ministero degli Affari Esteri e della Cooperazione Internazionale (MAECI) de
Italia para realizar una estancia corta de investigacion en la Universita degli Studi

Magna Graecia di Catanzaro (2017).

Como fruto de las investigaciones llevadas a cabo en el marco de esta tesis,

se han publicado los siguientes articulos en revistas internacionales con referato:



1) Nanoformulation for potential topical delivery of Vismodegib in skin cancer
treatment. MN Calienni, C Febres-Molina, RE Llovera, C Zevallos-Delgado, ME
Tuttolomondo, D Paolino, M Fresta, HL Barazorda-Ccahuana, B Gomez, SdelV
Alonso, J Montanari. Int. J. Pharm. (2019). DOI: 10.1016/j.ijpharm.2019.05.002.
2) Raman spectroscopy study of a topical penetration of a new generation skin
cancer antineoplastic drug. MN Calienni, J Montanari, ME Tuttolomondo, G Gomez,
S Alonso, FC Alvira. Latin America Optics and Photonics Conference (2018).
DOI: 10.1364/LAOP.2018.Tu3C.5.

3) 5-Fluorouracil-loaded ultradeformable liposomes for skin therapy. MN Calienni,
MJ Prieto, V Muniz Couto, E de Paula, SV Alonso, J Montanari. AIP Conference
Proceedings (2018). DOI: 10.1063/1.5047778.

4) Nano-formulation for topical treatment of precancerous lesions: skin penetration,
in vitro and in vivo toxicological evaluation. MN Calienni, CF Temprana, MJ Prieto,
D Paolino, M Fresta, AB Tekinay, SV Alonso, J Montanari. Drug Deliv. Transl. Res.
(2017). DOI: 10.1007/s13346-017-0469-1.

Asimismo, al momento de la publicacion de esta tesis, ha sido enviado para

su evaluacion el siguiente articulo:

Experimental and theoretical study of the structural features of Vismodegib
molecule. MN Calienni, ME Tuttolomondo, S Alonso, J Montanari, FC Alvira.

Enviado en Julio de 2019 a Journal of Molecular Structure.

La doctoranda ha participado en otras colaboraciones cientificas, ademas de
las mencionadas anteriormente, tanto dentro como por fuera del Laboratorio de Bio-
Nanotecnologia, aplicando los conocimientos adquiridos durante su doctorado. Los

grupos colaboradores externos fueron:

-Catedra de Tecnologia Farmacéutica |, Facultad de Farmacia y Bioquimica
Universidad de Buenos Aires.

-Instituto de Investigaciones Fisicoquimicas Teoricas y Aplicadas (INIFTA), CCT-La
Plata-CONICET.

-Instituto de Nanosistemas (INS), Universidad Nacional de San Martin.



-Laboratorio de Disfuncion Celular en Enfermedades Neurodegenerativas y
Nanomedicina, Departamento de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales, Instituto de Quimica Biol6gica Ciencias Exactas y Naturales
(IQUIBICEN-CONICET), Universidad de Buenos Aires.

-Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos (CIDCA),
CCT-La Plata-CONICET.

Como fruto de estas colaboraciones se han publicado los siguientes articulos

en revistas internacionales con referato:

1) Comparative toxicity of PEG and folate-derivated blue-emitting silicon
nanoparticles: in vitro and in vivo studies. MN Calienni*, CR Lillo*, MJ Prieto, RM
Gorojod, SV Alonso, ML Kotler, MC Gonzalez, J Montanari. *Primera autoria
compartida. Nanomedicine (2019). DOI: 10.2217/nnm-2018-0251.

2) Zebrafish (Danio rerio) model as an early stage screening tool to study the
biodistribution and toxicity profile of doxorubicin-loaded mixed micelles. MN
Calienni*, CM Cagel*, MJ Prieto, MA Moretton, J Montanari, DA Chiappetta, SV
Alonso. *Primera autoria compartida. Toxicol. Appl. Pharmacol. (2018). DOI:
10.1016/j.taap.2018.07.019.

3) Towards biomedical application of amino-functionalized silicon nanoparticles. CR
Lillo*, MN Calienni*, RM Gorojod, MB Rivas Aiello, MJ Prieto, S Alonso, ML Kotler,
MC Gonzalez, J Montanari. *Primera autoria compartida. Nanomedicine (2018).
DOI: 10.2217/nnm-2018-0010.

4) Nanotoxicological and teratogenic effects: A linkage with dendrimer surface
charge and zebrafish developmental stages. MN Calienni, DA Feas, D Igartta, N
Chiaramoni, SdelV Alonso, MJ Prieto. Toxicol. Appl. Pharm. (2017). DOI:
10.1016/j.taap.2017.10.003.

5) Skin penetration and UV-damage prevention by nanoberries. PL Bucci, MJ
Prieto, L Milla, MN Calienni, L Martinez, V Rivarola, S Alonso, J Montanari. J.
Cosmet. Derm. (2017). DOI: 10.1111/jocd.12436.

6) Relation between biophysical properties of nanostructures and their toxicity on
zebrafish. CS Matrtinez, DE Igartia, MN Calienni, DA Feas, M Siri, J Montanari, NS
Chiaramoni, SV Alonso and MJ Prieto. Biophys. Rev. (2017). DOI:
10.1007/s12551-017-0294-2.
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7) Nutraceutical emulsion containing valproic acid (NE-VPA): a drug delivery
system for reversion of seizures in zebrafish larvae epilepsy model. DA Feas, DE
Igartia, MN Calienni, CS Martinez, M Pifano, NS Chiaramoni, S. del V. Alonso, MJ
Prieto. J. Pharm. Inv. (2017). DOI: 10.1007/s40005-017-0316-X.

8) Development of Nutraceutical Emulsions as Risperidone Delivery Systems:
Characterization and Toxicological Studies. D Igartia, MN Calienni, DA Feas, N
Chiaramoni, SV Alonso, MJ Prieto. J. Pharm. Sci (2015). DOI: 10.1002/jps.24636.
9) Nanoberries: como transportar antioxidantes a través de la piel para protegerla
de la radiacion UV. PL Bucci, N Calienni, S Alonso, JA Montanari.
Revista Cosmética. I.S.S.N. 0326-7385, N° 89 - Vol.30 N°1 (2015). Asociacion
Argentina de Quimicos Cosmeéticos.

Al momento de la publicacion de esta tesis, han sido enviados para su
evaluacion o se encuentran en proceso de preparacion los siguientes articulos

generados a partir de las colaboraciones antes mencionadas:

1) Electrospun nanofibers of polyvinyl alcohol and chitosan-based emulsions
functionalized with cabreuva essential oil. J Lamarra, MN Calienni, S Rivero, A
Pinotti. Enviado en Julio de 2019 a Biomacromolecules.

2) Toxicity, skin penetration and singlet oxygen generation by BSA-capped gold
nanoclusters. CR Lillo, MN Calienni, B Rivas Aiello, MJ Prieto, D Rodriguez Sartori,
MC Gonzalez, J Montanari, G Soler-lllia. En preparacion.

3) Rheological properties of lipid dispersions: concentration and temperature
implications for drug delivery. LM Martinez, CF Temprana, MN Calienni, J
Montanari and S del V Alonso. En preparacion.

Las comunicaciones en reuniones cientificas efectuadas por la doctoranda

durante el progreso de su trabajo han sido las siguientes:

1) XXI Congreso Argentino de Fisicoquimica y Quimica Inorganica (CAFQI).
“Caracterizacion fisicoquimica y espectral de Vismodegib”. MN Calienni, FC Alvira,
ME Tuttolomondo, SV Alonso y J Montanari. San Miguel de Tucuman, Argentina,
14-17 de Abril 2019. Presentacion de poster.
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2) XX Jornadas anuales de la Sociedad Argentina de Biologia y XVII
Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias. “Paclitaxel and curcumin co-
loaded mixed micelles as potential nanovehicles for breast and ovarian cancer
therapy”. MA Moretton, E Bernabeu, N Calienni, V Calabro, J Riedel, J Prieto, L
Gonzalez, C Martinez, S Alonso, J Montanari, P Evelson, DA Chiappetta. Buenos
Aires, Argentina, 7 de Diciembre 2018.

3) OSA-Latin America Optics & Photonics Conference. “Raman spectroscopy
study of a topical penetration of a new generation skin cancer antineoplastic drug”.
MN Calienni, J Montanari, ME Tuttolomondo, G Gomez, S Alonso, FC Alvira. Lima,
Peru, 12-15 de Noviembre 2018.

4) IUBMB-IUPAB Advanced School/Workshop on Protein-Protein and Protein-
Membrane Interaction: Experimental and Theoretical Approaches
(POSLATAM). “Biophysical characterization of Vismodegib-loaded ultradeformable
liposomes: drug-membrane interaction”. MN Calienni, R Llovera, S Alonso, J
Montanari. Varadero, Cuba, 22 al 26 de Octubre 2018. Presentacion de poster.

5) International Workshop on Self-Assembly and Hierarchical Materials in
Biomedicine. “Evaluation of photosensitizer properties of folic acid conjugated
Au@BSA nanoclusters in B16 cell line”. C Lillo, T Laporte, N Calienni, J Prieto, J
Montanari, M Simian, G Soler-lllia. San Sebastian, Espafa, 8-10 de Octubre de
2018.

6) 3ra Reunion de Jbévenes Investigadores en Ciencia y Tecnhologia UNQ.
“Seguimiento por fluorescencia en explantos cutaneos de nanoformulaciones para
uso cosmeceéutico”. MC Izquierdo, MN Calienni, S Alonso, J Montanari. Universidad
Nacional de Quilmes, Argentina, 30-31 de Agosto 2018. Presentacion de poster.
7) 3ra Reunion de Jdévenes Investigadores en Ciencia y Tecnologia UNQ.
“Deteccion en piel por espectroscopia Raman de una droga oncologica de ultima
generacion nanoformulada”. GE Gomez, MN Calienni, S Alonso, F Alvira, J
Montanari. Universidad Nacional de Quilmes, Argentina, 30-31 de Agosto 2018.
Presentacion de poster.

8) ICGEB-LAZEN 2018 “V Latin American Zebrafish Network Course and
Symposium”. “Toxicity evaluation of doxorubicin-loaded mixed micelles on larvae
of zebrafish”. MN Calienni, CM Cagel, MJ Prieto, MA Moretton, S Alonso, DA
Chiappetta, J Montanari. Cuernavaca, México, 11y 12 de Mayo 2018. Presentacion

oral y de poster.
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9) Reunidn Conjunta de Sociedades de Biociencias (Sociedad Argentina de
Biofisica). “A novel nanoformulation of Vismodegib for topical skin therapy: design
and biophysical characterization”. MN Calienni, R Llovera, S Alonso, J Montanari.
Buenos Aires, Argentina, 13-17 de Noviembre 2017. Presentacion de poster.

10) Il Simposio de Jovenes Biofisicos. “A novel nanoformulation of Vismodegib
for topical skin therapy: design and biophysical characterization”. MN Calienni, R
Llovera, S Alonso, J Montanari. Universidad Nacional de Quilmes, Buenos Aires,
Argentina, 11 de Noviembre 2017. Presentacion de poster.

11) Nanolnnovation 2017. “Nano-formulation for topical therapy of skin
precancerous lesions: in vitro, ex vivo and in vivo evaluation”. MN Calienni (invited
speaker). Sapienza Universita di Roma, Roma, ltalia, 26-29 de Septiembre 2017.
Invited speaker en la sesién: Innovative approaches for medical applications.

12) Jornada Estado actual de la nanotecnologia y sus aplicaciones en las
ciencias farmacéuticas y bioquimicas. “Nanosistemas liposomales de aplicacion
tépica con penetracion cutanea y actividad antitumoral”. N Calienni, R Llovera, F
Temprana, S Alonso, J Montanari. Universidad de Buenos Aires, Facultad de
Farmacia y Bioquimica, Buenos Aires, Argentina, 10 de Agosto 2017. Presentacion
de poster.

13) 10" European and Global Conference and Exhibition for Clinical
Nanomedicine & Targeted Medicine. European Foundation for Clinical
Nanomedicine CLINAM. “Nano-formulation of a drug for skin cancer penetrates
the stratum corneum and induces high rate apoptosis in tumor cell line and
alterations in in vivo zebrafish model”. MN Calienni, F Temprana, J Prieto, S Alonso,
J Montanari. Basilea, Suiza, 7-10 de Mayo 2017. Presentacion de péster.

14) 10t European and Global Conference and Exhibition for Clinical
Nanomedicine & Targeted Medicine. European Foundation for Clinical
Nanomedicine CLINAM. “In vitro, ex vivo and in vivo evaluation of a nano drug
delivery system for skin cancer therapy”. MN Calienni. Basilea, Suiza, 7-10 de
Mayo 2017. Presentacion oral en la sesion: Small Speeches.

15) Imaging Techniques for Biotechnology and Biomedical Applications —
International Workshop. “Skin penetration of ultradeformable liposomes for topical
drug delivery: CLSM as a tool of analysis”. MN Calienni, S Alonso, J Montanari. La
Plata, Buenos Aires, Argentina, 30 de Noviembre y 1ro de Diciembre 2016.

Presentacion de péster.
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16) Il Latin American Federation of Biophysical Societies (LAFeBS) — IX
IberoAmerican Congress of Biophysics — XLV Reunién Anual Sociedad
Argentina de Biofisica (SAB). “Design and biophysical characterization of 5-
fluorouracil-loaded nanosystem for topical skin cancer therapy: in vitro, ex vivo and
in vivo studies”. MN Calienni, J Prieto, S Alonso, J Montanari. Tucuman, Argentina,
23-25 de Noviembre 2016. Presentacion de poster.

17) VI Congreso Argentino de la Sociedad de Toxicologia y Quimica
Ambiental de Argentina (SETAC). “Nanotoxicidad in vitro e in vivo en zebrafish de
liposomas ultradeformables con 5-fluorouracilo”. MN Calienni, NS Chiaramoni, MJ
Prieto, S Alonso, J Montanari. Cordoba, Argentina, 11-14 de Octubre 2016.

18) Il Jornadas de Doctorandos y Estudiantes Avanzados de Ciencia y
Tecnologia. “Caracterizaciéon y estudios de penetracion en piel humana de
liposomas ultradeformables con 5-Fluorouracilo”. N Calienni, J Prieto, J Montanari,
S Alonso. Universidad Nacional de Quilmes, Argentina, 13-15 de Octubre 2015.
Presentacion de poster.

19) NanoTR11 - Nanoscience and Nanotechnology Conference.
“Characterization and skin penetration of 5-fluorouracil-loaded ultradeformable
liposomes for topical delivery”. MN Calienni, AE Topal, M Urel, S Alonso, J
Montanari. ODTU - Middle East Technical University, Ankara Turquia, 22-25 de
Junio 2015.

20) Nanobiotechnology Days 2015 - Workshops/Lectures. “Ex vivo skin
penetration and in vivo toxicity of nanoberries for topical delivery of antioxidants”. P
Bucci, MN Calienni, J Prieto, S Alonso, J Montanari. Istanbul Kemerburgaz
University, Estambul, Turquia, 14 y 15 de Mayo 2015.

La doctoranda ha realizado presentaciones orales en congresos y ha sido

invitada como disertante en seminarios:

1) Conferencista invitada, junto con el Dr. Montanari, por el periodista cientifico y
docente Eduardo Porto para hablar sobre "Enfermedades huérfanas: cuestionando
los supuestos de autonomia y objetividad histéricamente asociados con la practica
cientifica”, en el marco de Ciclo de Conferencias que organiza la materia Ciencia,
Tecnologia y Sociedad de la Universidad Nacional de San Martin. Buenos Aires, 23
de Mayo 20109.
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2) Seminario “Estudios de toxicidad de micelas mixtas cargadas con doxorrubicina
en larvas de zebrafish (Danio renio)”. Realizado en el Departamento de Tecnologia
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de
Buenos Aires, 28 de Septiembre de 2018.

3) Presentacion oral en el ICGEB-LAZEN 2018 “V Latin American Zebrafish
Network Course and Symposium”. “Toxicity evaluation of doxorubicin-loaded mixed
micelles on larvae of zebrafish”. Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México, Cuernavaca, México, 11y 12 de Mayo 2018.

4) Oradora invitada en la sesion Innovative approaches for medical applications del
Nanolnnovation 2017. “Nano-formulation for topical therapy of skin precancerous
lesions: in vitro, ex vivo and in vivo evaluation”. Sapienza Universita di Roma, Roma,
Italia, 26-29 Septiembre 2017.

5) Presentacion oral en la sesion Small Speeches de la 10" European and Global
Conference and Exhibition for Clinical Nanomedicine & Targeted Medicine.
European Foundation for Clinical Nanomedicine CLINAM. “In vitro, ex vivo and in
vivo evaluation of a nano drug delivery system for skin cancer therapy”. Basilea,
Suiza, 8 Mayo 2017.

La doctoranda ha sido distinguida con el Segundo Premio POSLATAM
“Carl Zeiss Award” por la presentacién del péster: “Design and biophysical
characterization of 5-fluorouracil-loaded nanosystem for topical skin cancer therapy:
in vitro, ex vivo and in vivo studies”, en la Il Latin American Federation of
Biophysical Societies (LAFeBS) — IX Iberoamerican Congress of Biophysics — XLV
Reunién Anual de la Sociedad Argentina de Biofisica (SAB) 2016.

En el afio 2017 realizé una estancia corta de investigacion de cuatro meses
en la Universita degli Studi Magna Graecia di Catanzaro, Dipartimento di Medicina
Sperimentale e Clinica, Advanced Drug Delivery Systems Laboratory, Italia, bajo la
direccion de la Dra. Donatella Paolino. También llevdé a cabo una pasantia de
investigacion en el INQUINOA-CONICET, Instituto de Quimica Fisica, Facultad de
Bioquimica, Quimica y Farmacia, Universidad Nacional de Tucumén, bajo la
direccion de la Dra. M. Eugenia Tuttolomondo, durante el 2019. Parte de los
trabajos realizados dieron lugar a dos publicaciones en revistas cientificas

internacionales con referato y un articulo recientemente enviado para su revision.
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Durante su doctorado también ha realizado diversos cursos teorico-

practicos:

1) Advanced School/Workshop on Protein-Protein and Protein-Membrane
Interaction: Experimental and Theoretical Approaches (POSLATAM) - IUBMB-
IUPAB (40 h). Varadero, Cuba, 22-26 de Octubre 2018.

2) V Latin American Zebrafish Network Course and Symposium - ICGEB-
LAZEN (80 h). Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de
México, Cuernavaca, México, 4-12 de Mayo 2018.

3) Curso tedrico-practico Entrenamiento en el cuidado y uso de modelos
animales para investigacion - UNQ (40 h). Universidad Nacional de Quilmes,
Argentina, 3 de Noviembre al 2 de Diciembre 2017, (Nota 9/10).

4) Workshop Innovative technologies for biomolecules and nanoparticles
characterization — Malvern Instruments (8 h). Universita degli Studi Magna
Graecia di Catanzaro, Catanzaro, Italia, 20 de Abril 2017.

5) Workshop L’affascinante Mondo delle Emulsioni Cosmetiche — Societa
Italiana di Chimica e Scienze Cosmetologiche (SICC) (16 h). Milano, Italia, 28 y
29 de Marzo 2017.

6) IX POSLATAM Course: Quantitative imaging in Biophysics - International
Union for Pure and Applied Biophysics (IUPAB) (40 h). San Miguel de Tucuman,
Argentina, 21-25 de Noviembre 2016, (Nota 8/10).

7) Curso tedrico-practico Nanotecnologia para inovagcdo da producdo de
biofarmacos — CABBIO (80 h). Universidade de S&o Paulo — Ribeiréo Preto, S&o
Paulo, Brasil, 16-27 de Noviembre 2015.

8) Curso tedrico-practico Microscopia de tejidos y células in-vivo - UNQ (80
h). Universidad Nacional de Quilmes, Argentina, 2-13 de Noviembre 2015, (Nota
10/10).

9) Curso teorico Elementos de produccion cientificay tecnoldgica - UNQ (28
h). Universidad Nacional de Quilmes, Argentina, 22-29 de Octubre 2015, (Nota
10/10).

10) Curso teorico-practico de HPLC — UNQ (40 h). Universidad Nacional de
Quilmes, Argentina, 5-9 de Octubre 2015, (Nota 10/10).
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11) Curso tedrico Bioética - UNQ (30 h). Universidad Nacional de Quilmes,
Argentina, 7-18 de Septiembre 2015, (Nota 10/10).

12) Curso tedrico Ciencia, Tecnologia y Sociedad — UNQ (30 h). Universidad
Nacional de Quilmes, Argentina, 7-18 de Septiembre 2015, (Nota 7/10).

13) Curso tedrico Disefio de experimentos - UNQ (30 h). Universidad Nacional
de Quilmes, Argentina, 18-22 de Mayo 2015, (Nota 10/10).

Para la asistencia y participacion en algunos de los cursos de posgrado y
congresos cientificos antes mencionados la doctoranda recibio becas de apoyo

econdmico por parte de:

-Universidad Nacional de Quilmes y de la International Union for Pure and
Applied Biophysics (IUPAB) para participar del XI POSLATAM course: IlUBMB-
IUPAB Advanced School/Workshop on Protein-Protein and Protein-Membrane
Interaction: Experimental and Theoretical Approaches, Varadero, Cuba.
-Universidad Nacional Autobnoma de México e International Centre for Genetic
Engineering and Biotechnology para participar del ICGEB-LAZEN 2018: V Latin
American Zebrafish Network Course and Symposium, Cuernavaca, México.
-Sociedad Argentina de Biofisica para participar de la Reunion Conjunta de
Sociedades de Biociencias, Buenos Aires, Argentina.

-European Foundation for Clinical Nanomedicine (CLINAM) para la
participacion en el 10t European and Global Conference and Exhibition for Clinical
Nanomedicine & Targeted Medicine, Basilea, Suiza.

-International Union for Pure and Applied Biophysics (IUPAB) para la
participacion en el IX POSLATAM Course: Quantitative imaging in Biophysics, San
Miguel de Tucuman, Argentina.

-Centro Argentino-Brasilefio de Biotecnologia (CABBIO) para la participacion
en el Curso tedrico-practico Nanotecnologia para inovacdo da producdo de
biofarmacos, Universidade de S&o Paulo - Ribeiréo Preto, Sdo Paulo, Brasil.

La doctoranda ademas recibi6 subsidios y apoyo financiero para la

investigacion, y es integrante de un PICT Start Up:
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-Integrante del PICT-2017-2083 (PICT Start Up) “Protectores solares vy
antioxidantes naturales formulados con micosporinas fungicas” del FONCyT.
Director: Dr. Martin Moliné, co-director: Dr. Diego Libkind Frati (08/2018-07/2020).

-Subsidio de apoyo a la investigacion para estudiantes de grado e investigadores
en formacion (SAl 2017) de la Universidad Nacional de Quilmes. Beneficiaria:
Natalia Calienni. Director: Dr. Jorge Montanari. Resolucion (CS) N° 1845/17.
Monto: $16.000.

-Subsidio Viajes y Viéticos para Investigadores en Formaciéon (VIEF-2016) de la
Universidad Nacional de Quilmes. Beneficiaria: Natalia Calienni. Resolucién (CS)
N° 481/16. Monto: $20.000.

-Subsidio de apoyo a la investigacion para estudiantes de grado e investigadores
en formacion (SAI 2015) de la Universidad Nacional de Quilmes. Beneficiaria:
Natalia Calienni. Director: Dr. Jorge Montanari. Resolucién (CS) N° 433/15. Monto:
$12.000.

Por otra parte, durante el desarrollo del doctorado, ha participado
activamente en la formacion de recursos humanos dentro de la esfera del
laboratorio de pertenencia, asi como dentro del Area Bioquimica de la Lic. en
Biotecnologia de la UNQ.

La doctoranda colabora en la direccion de los Seminarios de Investigacion
de los estudiantes: Gisela Eliane Gomez, Maria Cecilia Izquierdo y David Ybarra.
Ademas, fue co-directora de la beca CIN de la estudiante Gisela Gomez (2018-
2019), es actualmente co-directora de la beca CIN de la estudiante Cecilia Izquierdo
(2019-2020), y es tutora del Auxiliar Alumno David Ybarra de las materias del Area
Bioquimica de la Lic. en Biotecnologia (2019).

También ha participado en la formacion de la Lic. Eliana Lopez Venditti
(Universidad Nacional del Comahue), durante su pasantia en el Laboratorio de Bio-
Nanotecnologia de la UNQ, en relacion a ensayos de citotoxicidad in vitro.

Actualmente, la doctoranda es Profesora Instructora de Planta Interina de la

UNQ con dedicacion Simple, de la materia Bioquimica Il de la Lic. en Biotecnologia.

Por ultimo, durante los afos en los cuales desarroll6 su doctorado participo
en multiples actividades de divulgacion cientifica en escuelas y en la misma UNQ,

y ha realizado diversas comunicaciones en medios de comunicacién publicos
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(television, diarios, revistas y radios) para difundir su labor cientifica con toda la

sociedad.
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Objetivos

El objetivo general de este trabajo fue el de contribuir al tratamiento del
cancer de piel mejorando la performance de principios activos que accederian a los
sitios blanco por la via topica, disminuyendo efectos colaterales y aumentando
eficacia de accién por medio de toxicidad sitio-especifica.

Los objetivos especificos fueron el desarrollar formulaciones
nanotecnoldgicas para principios activos utilizados en terapias contra el cancer de
piel, caracterizarlos fisicoquimicamente, evaluar su citotoxicidad in vitro y toxicidad
in vivo (en el modelo pez cebra), y estudiar su penetracion en piel por medio del

Método de Penetracion de Saarbricken.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL
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1.1 Cancer de piel

1.1.1 Etiologia, incidencia y mortalidad a nivel mundial

El cancer es una enfermedad compleja, heterogénea y agresiva, y es
globalmente considerada como un desafio en términos de manejo clinico. Se trata
de un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado y la
propagacion de células anormales, que puede derivar en la muerte si no se controla
(American Cancer Society 2015). El cancer es causado por factores externos tales
como el tabaco, agentes infecciosos y una dieta poco saludable, y por factores
internos, como mutaciones genéticas heredadas, hormonas y afecciones
inmunitarias (American Cancer Society 2015). A menudo suelen transcurrir varios
afos entre la exposicion a factores externos y el desarrollo del cancer. Los datos
recientes de GLOBOCAN a nivel mundial estiman 18,1 millones de nuevos casos y
9,6 millones de muertes por cancer en 2018 (Bray et al. 2018).

En el caso particular del cancer de piel, son el carcinoma de células basales
(BCC) y el carcinoma de células escamosas (SCC) los que presentan mayor
frecuencia de aparicion; ambos derivan de las células de la epidermis viable
(Karimkhani et al. 2015). En el 2018, la incidencia de cancer de piel no melanoma
supero el millén de casos (Fig. 1A), lo que corresponde al 5,8% de todos casos de
cancer en el mundo (Bray et al. 2018). EI melanoma cutaneo, el cual deriva de los
melanocitos (Gray-Schopfer et al. 2007), es menos frecuente que los anteriores.
Sin embargo, la tasa de supervivencia de los pacientes en estadios avanzados de
la enfermedad es aun baja (Domingues et al. 2018). EI numero de casos de
melanoma cutaneo ha aumentado en los Ultimos afios, con una incidencia estimada
de 287.723 casos en 2018 (Fig. 2A), lo que corresponde al 1,6% de todos los
canceres en el mundo (Bray et al. 2018). En comparacion con el cancer de piel no
melanoma, que es responsable de 65.155 muertes (0,7%) por afio (Fig. 1B), la
mortalidad por melanoma cutaneo (Fig. 2B) alcanza el 0,6% (60.712 muertes) a
pesar de ser menos frecuente (Bray et al. 2018).

Existen otros tipos de cancer de piel no melanoma, pero son mucho menos
frecuente que los anteriores, como el carcinoma de células de Merkel, linfoma
cutaneo de células T, tumores que se originan en los foliculos pilosos o en las

glandulas sudoriparas, varios tipos de sarcomas (PDQ Adult Treatment Editorial
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Board 2018). De acuerdo al National Institudes of Health (NIH) de USA, el cancer

de piel es mas frecuente en las latitudes meridionales del hemisferio norte.

°

Tasa estandarizada por edad por 100.000

282

14-25 - No aplica
<14 Sin informacién disponible

°
Tasa estandarizada por edad por 100.000

215

0.84-1.5

0.53-0.84

0.24-0.53 B Noaplica

<0.24 Sin informacion disponible

Figura 1. Tasas anuales por 100.000 de incidencia (A) y de mortalidad (B) en 2018

de cancer de piel no melanoma a nivel mundial para ambos sexos y todas las
edades. Los valores se expresan en ASR por sus siglas en inglés (age-standardised
rate), tasa relativa ajustada por edad. Fuente: adaptacion de los datos de
GLOBOCAN 2018, Agencia Internacional de Investigaciones en Cancer y de la

Organizacion Mundial de la Salud (http://gco.iarc.fr).
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Tasa estandarizada por edad por 100.000
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1.7-5.4

0.72-1.7

0.39-0.72 B nNoaplica
<0.39 Sin informacién disponible

Tasa estandarizada por edad por 100.000

214
0.77-1.4
0.42-0.77

0.18-0.42 B o aplica
<0.18 Sin informacion disponible

Figura 2. Tasas anuales por 100.000 de incidencia (A) y de mortalidad (B) en 2018

de cancer de piel melanoma a nivel mundial para ambos sexos y todas las edades.
Los valores se expresan en ASR por sus siglas en inglés (age-standardised rate),
tasa relativa ajustada por edad. Fuente: adaptacion de los datos de GLOBOCAN
2018, Agencia Internacional de Investigaciones en Cancer y de la Organizacion
Mundial de la Salud (http://gco.iarc.fr).

Los factores de riesgo varian segun los diferentes tipos de cancer de piel.
Para todos los casos la exposicion acumulada en el tiempo al sol y la radiacion
ultravioleta (UV), incluso por el uso de camas salares, y la sensibilidad cutanea
individual (quemarse con facilidad o presentar dificultad para broncearse, tener tez
y ojos claros y/o color de cabello pelirrojo o rubio, trastornos heredados como
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xerodermia pigmentosa, albinismo, sindrome KID: queratitis-ictiosis-sordera, entre
otros), son los principales factores de riesgo (American Cancer Society 2015; PDQ
Adult Treatment Editorial Board 2018). Sin embargo, el tipo de exposicion
(exposicion a una intensidad alta y de corta duracion vs. exposicion crénica) y la
modalidad de exposicion (patrén continuo vs. patron intermitente) puede diferir
entre los tres tipos principales de cancer de piel (Schwartz 2008). También son
factores de riesgo tener enfermedades o estar sujeto a tratamientos que suprimen
el sistema inmunoldgico, tener antecedentes familiares o personales de cancer de
piel, inflamacion cutanea crénica, lesiones precancerosas como la queratosis
actinica, o bien ciertos factores ambientales, como por ejemplo la exposicion al
arsénico que aumenta el riesgo particular de contraer SCC (PDQ Adult Treatment
Editorial Board 2018), la exposicidn repetida a rayos X, ciertas toxinas, virus, el
tabaquismo y factores ocupacionales (Gupta & Trivedi 2018). Para el caso particular
del melanoma, los principales factores de riesgo incluyen la presencia de lunares
atipicos, grandes o numerosos (mas de 50) (American Cancer Society 2015).

A pesar del aumento de la conciencia publica sobre los efectos nocivos de
la exposicion al sol, la incidencia y la morbilidad del cancer de piel siguen
aumentando (Gupta & Trivedi 2018), lo que ha generado un gran interés en
desentrafiar su etiologia y la busqueda de nuevas estrategias de tratamiento no

invasivas.

1.1.2 Principales tipos de cancer de piel
1.1.2.1 Carcinoma de células basales o carcinoma basocelular

EI BCC es el tipo mas comun de cancer de piel y consiste en el 80% de todos
los casos (Bik & Thio 2019), y es por lo menos tres veces mas frecuente que el
SCC en pacientes sin inmunodepresion (PDQ Adult Treatment Editorial Board
2018). Se origina a partir de las células basales de la epidermis, tiene un
crecimiento lento, generalmente se diagnostica en etapas tempranas y rara vez
produce metastasis (Bik & Thio 2019). Por lo habitual, se presenta en las areas de
la piel expuestas al sol, y tiende a causar destruccion local, producir deformidad

grave y puede extenderse a areas proximas, pudiendo de esta forma invadir
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estructuras vitales como el ojo, nariz, conducto auditivo, etc., si no se trata o si no
se puede extirpar por completo (Fig. 3).

Si bien existen muchos cuadros clinicos diferentes de BCC, el tipo mas
caracteristico es la lesiébn nodular asintomética o nodular ulcerosa en la que se
eleva de la piel circundante, tiene aspecto nacarado y contiene vasos
telangiectasicos. Los BCC a menudo presentan una mutacion caracteristica en el
gen supresor tumoral Patched-1 (PTCH1), aunque el mecanismo de carcinogénesis
no esta totalmente clarificado (PDQ Adult Treatment Editorial Board 2018).

Figura 3. Representacion de la morfologia de algunos tipos de lesiones

relacionadas con el BCC. Fuente: https://dermskincancercenter.com.

1.1.2.2 Carcinoma de células escamosas o carcinoma espinocelular

El SCC representa el 20% de todos los casos de cancer de piel no melanoma
(Bik & Thio 2019) y son mas peligrosos que los BCC. Sin embargo, varian en cuanto
al potencial de crecimiento, invasidn y metastasis. Se origina a partir de
gueratinocitos de la epidermis y tienden a aparecer en las partes de la piel
expuestas al sol, como las orejas, nariz, el labio inferior y el dorso de las manos
(Fig. 4).

La enfermedad de Bowen (o SCC in situ) es la forma méas temprana de SCC
(PDQ Adult Treatment Editorial Board 2018). Se trata de una lesion no invasiva y
gue no se propaga a tejidos cercanos porque es superficial y el riesgo de que se
transforme en un SCC invasivo es bajo, 3-4 % (Kao 1986). Por otra parte, las
gueratosis actinicas, lesiones precancerosas, son posibles precursores de los SCC,
pero la tasa de progresion es muy baja y la gran mayoria no se transforma en SCC
(PDQ Adult Treatment Editorial Board 2018). Los SCC que derivan de queratosis
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actinicas previas tienen menos posibilidades de hacer metastasis en comparacion
a aquellos que se originan de novo o que aparecen en zonas de la piel no expuestas
al sol (Wagner & Casciato 2000).

Figura 4. Representacion de la morfologia de un tipo posible de lesion producida

por SCC. Adaptada de: https://mesadentalsd.com.

1.1.2.3 Melanoma

El melanoma es el cancer de piel mas peligroso y se origina en los
melanocitos. La mayoria de las células del melanoma contindan produciendo
melanina de modo que estos tumores usualmente son de color café o negro. Sin
embargo, algunos melanomas no producen melanina y pueden lucir color rosado o
incluso blanco. Los melanomas pueden aparecer en cualquier parte de la piel (Fig.
5), pero son mas propensos a comenzar en el tronco (pecho y espalda) de los
hombres y en las piernas de las mujeres. El cuello y el rostro son otros sitios
comunes.

Los melanomas detectados tempranamente se pueden curar mediante
escision quirargica. No obstante, los melanomas pueden rapidamente invadir
tejidos vecinos y hacer metastasis, por lo que la supervivencia a largo plazo es

pobre para la enfermedad avanzada (Gupta & Trivedi 2018).
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Melanoma

Figura 5. Representacion de la morfologia de un tipo posible de lesion producida

por melanoma. Fuente: https://dermskincancercenter.com.

1.1.3 Tratamientos contra el cancer de piel

1.1.3.1 Terapia convencional y nuevos avances

La mayoria de los canceres de piel en estadios tempranos se diagnostican y
tratan mediante extirpacion y examen microscopico de las células. Sin embargo,
los tratamientos dependeran del tipo de cancer, cuan grande es el tumor, la
localizacion del mismo en el cuerpo, su grado de avance y estadio, entre otros

factores.

Los BCC y SCC en etapas tempranas pueden tratarse en la mayoria de los
casos por diversos métodos: escision quirdrgica, cirugia micrografica de Mohs,
electrodesecacion y legrado, o criocirugia (American Cancer Society 2015). La
radioterapia y ciertos medicamentos tépicos se utilizan en particular luego de la
cirugia en aquellos casos con un alto riesgo de propagacion (American Cancer
Society 2016). Sin embargo, estos tratamientos convencionales son invasivos y
generan inflamacion severa y dolor. Ademas, estos tumores se presentan
principalmente en areas expuestas al sol cronicamente, como la cara, las orejas, el
cuero cabelludo y las manos; por ende, tanto el impacto fisico como emocional de
la escision son significativos para los pacientes (Youl et al. 2011). En algunos casos
las lesiones son tan extensas que después de la cirugia para eliminar el BCC o
SCC no posible estirar la piel contigua lo suficiente como para poder suturar los
bordes de la herida, por lo que se recurre a injertos de piel sana de otra parte del

cuerpo (American Cancer Society 2016). Actualmente existen algunos agentes
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quimioterapéuticos tépicos, como el 5-fluorouracilo (5-FU) e imiquimod, que se
utilizan principalmente para tratar lesiones precancerosas, como la queratosis
actinica, pero también en estadios iniciales de BCC y de SCC donde las lesiones
son localizadas y muy superficiales (PDQ Adult Treatment Editorial Board 2018).
La terapia fotodinamica (PDT) con fotosensibilizadores ofrece una alternativa
efectiva para el tratamiento de lesiones precancerosas como la queratosis actinica,
y ha demostrado ser efectiva para algunos BCC superficiales (Cohen & Lee 2016).
Para el caso de BCC nodulares y la enfermedad de Bowen se report6 una respuesta
aceptable a tratamientos con PDT, aunque las tasas de recurrencia fueron mucho
mas elevadas. En Argentina, en el afio 2017, la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) autoriz6 el uso de Metvix®
(metil 5-aminolevulinato) tépico (Disposicion N° 0157-17), como agente
fotosensibilizador, para PDT en el tratamiento de queratosis actinica, BCC

superficial y/o nodular y la enfermedad de Bowen en adultos mayores a 18 afos.

En el caso del melanoma, éste se trata principalmente mediante cirugia, ya
gue pueden ser resistentes a las quimio y radioterapias convencionales (Gupta &
Trivedi 2018), removiendo tanto el crecimiento primario como el tejido normal
circundante y, a veces, se realiza también una biopsia de un ganglio linfatico
centinela para determinar el estadio (American Cancer Society 2015). Puede ser
necesaria una cirugia mas extensa de los ganglios linfaticos si los ganglios
centinela estan afectados. Los melanomas con invasion profunda o que se han
diseminado a los ganglios linfaticos pueden tratarse luego de la cirugia con
inmunoterapia, quimioterapia y/o radioterapia. Para algunos pacientes
metastasicos, la quimioterapia sistémica (con dacarbazina, temozolomida o
carboplatino/paclitaxel) sigue desempefiando un papel importante (Gupta & Trivedi
2018). Aunque el tratamiento del melanoma avanzado fue cambiando en los dltimos
afios con la aprobacion por parte de la U.S. Food and Drug Administration (FDA)
de terapias dirigidas como los inhibidores de BRAF vemurafenib (Zelboraf®),
dabrafenib (Tafinlar®) y trametinib (Mekinist™), para pacientes que presentan el
gen BRAF mutado, y el medicamento de inmunoterapia ipilimumab (Yervoy®), un
anticuerpo monoclonal IgG1 recombinante, totalmente humano, contra el antigeno-
4 asociado al linfocito T citotoxico (CTLA-4) (American Cancer Society 2015). Si

bien se han obtenido progresos en el tratamiento del melanoma mediante terapias
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dirigidas e inmunoterapias, continta siendo una enfermedad dificil de controlar una

vez que se extiende a otros 6rganos (Gupta & Trivedi 2018).

1.1.3.2 Quimioterapia topica convencional: 5-FU

La quimioterapia convencional consiste en el uso de medicamentos para
combatir las células cancerosas. Usualmente se administran por via intravenosa u
oral. Estos medicamentos viajan a través del torrente sanguineo a todas las partes
del cuerpo y atacan a las células cancerosas, pero también a las células sanas.
Como las células cancerosas suelen dividirse mas rapido que la mayoria de las
células normales, la quimioterapia tiene mayor efecto en las primeras. Debido a que
la quimioterapia convencional es un tratamiento sistémico, es decir, los farmacos
alcanzan todas las areas del cuerpo, trae aparejados efectos secundarios no

deseados y severos.

El término quimioterapia topica se utiliza para sefalar a aquellos principios
activos (PA) contra el cancer que se aplican directamente sobre la piel (usualmente
en una crema, ungliento o gel), en lugar de administrarse por via oral o ser
inyectado. Debido a que el PA solo se aplica en el sitio de la lesién, éste no se
propaga por todo el cuerpo. Por lo tanto, no causa los mismos efectos secundarios
gue la quimioterapia sistémica, pero puede ocasionar efectos locales tales como
inflamacion, incremento en la sensibilidad de la zona y enrojecimiento, entre otros.

El 5-FU es el quimioterapéutico mas frecuente para el tratamiento tépico
(Efudex®, Carac™ y Fluoroplex®) de queratosis actinica, desde su aprobacién en
1970 por la FDA (Barrera & Herrera 2007), asi como en algunos casos de BCC y
SCC (enfermedad de Bowen) superficiales. Por lo general se aplica sobre la piel
una o dos veces al dia por varias semanas. El 5-FU elimina las células cancerosas
cercanas a la superficie de la piel, pero no puede alcanzar a las células cancerosas
mas profundas o aquellas que se han extendido a otros érganos. Por este motivo,
el 5-FU suele utilizarse solamente en afecciones precancerosas y para algunos
canceres de piel muy superficiales. El 5-FU es un analogo de uracilo que ejerce su
accion a través de la inhibicion de la enzima timidilato sintetasa (TS) y mediante la

incorporacion de sus metabolitos en el ARN y el ADN (Fig. 6) (Longley et al. 2003).
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La TS cataliza la metilacion del monofosfato de desoxiuridina (dUMP) para
conventirlo en el monofosfato de desoxitimidina (dTMP), con el 5,10-
metilentetrahidrofolato como donante del grupo metilo. Esta reaccién proporciona
la unica fuente de novo de timidilato, que es necesaria para la replicacion y
reparacion del ADN. El agotamiento de dTMP da como resultado el agotamiento
posterior del trifosfato de desoxitimidina (dTTP), lo cual genera alteraciones en los
niveles de los otros desoxinucleétidos (dATP, dGTP y dCTP), interrumpiendo
gravemente la reparacion y la sintesis del ADN. Ademas, la inhibicién de la TS da
como resultado la acumulacion de dUMP, lo que posteriormente conduce a un
aumento de los niveles de trifosfato de desoxiuridina (dUTP). Tanto el dUTP como
el metabolito derivado del 5-FU, el FAUTP, pueden incorporarse erroneamente en
el ADN. La reparacion del ADN que contiene uracilo y 5-FU mediante la enzima
reparadora uracil-ADN-glicosilasa, resulta inutil en presencia de relaciones altas de
(F)dUTP / dTTP y solo resulta en mas incorporaciones erroneas. Estos ciclos fatiles
de incorporacion errénea, escision y reparacion conducen eventualmente a roturas
de la cadena de ADN y la muerte celular. Por otra parte, el metabolito derivado del
5-FU fluorouridina trifosfato (FUTP) se incorpora ampliamente en el ARN,
interrumpiendo el procesamiento y la funcién normal del mismo. No sélo inhibe el
procesamiento de pre-rRNA en rRNA maduro, sino que también interrumpe la
modificacién post-transcripcional de tRNAs y el ensamblaje y la actividad de los
complejos snRNA/proteina, inhibiendo asi el corte y empalme de pre-mRNA
(Longley et al. 2003). La actividad inhibitoria del 5-FU, por su analogia con el
uracilo, tiene un mayor efecto sobre las células neoplasicas en veloz crecimiento,
las cuales aprovechan preferentemente la molécula de uracilo para la biosintesis

de acidos nucleicos.
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Figura 6. Metabolismo del 5-FU. Una vez que ingresa a la célula, el 5-FU es

metabolizado a diferentes metabolitos: fluorodeoxiuridina monofosfato (FAUMP),
fluorodeoxiuridina trifosfato (FAUTP) y fluorouridina trifosfato (FUTP). El
mecanismo principal de activacion del 5-FU es la conversion a fluorouridina
monofosfato (FUMP), ya sea directamente mediante la enzima orotato
fosforribosiltransferasa (OPRT) con fosforribosil pirofosfato (PRPP) como cofactor,
o indirectamente a través de la fluorouridine (FUR) mediante la accion secuencial
de la uridina fosforilasa (UP) y uridina quinasa (UK). FUMP luego se fosforila a
fluorouridina difosfato (FUDP), que se puede fosforilar ain mas hasta FUTP, o se
puede convertir en fluorodesoxiuridina difosfato (FAUDP) mediante la
ribonucledtido reductasa (RR). Una ruta de activacién alternativa implica la
conversion catalizada por la timidina fosforilasa (TP) de 5-FU en fluorodesoxiuridina
(FUDR), que luego es fosforilada por la timidina quinasa (TK) a FAUMP (inhibidor
de la TS). La conversion mediada por dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD) de
5-FU en dihidrofluororacilo (DHFU) es el paso limitante de la velocidad del
catabolismo por 5-FU en células normales y tumorales. En el recuadro se muestra

la molécula del 5-FU. La figura fue adaptada de Longley et al., 2003.

El 5-FU tépico genera algunos efectos secundarios tales como irritacion,

eritema, erosion, reaccion inflamatoria local intensa y tumefaccion, prurito,
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exudado, rash cutaneo, hiperpigmentacion, aparicion de costras, dermatitis por
contacto, dolor, fotosensibilidad y ulceracién (sintomas indicados en el prospecto).
Otras desventajas son el periodo de tratamiento relativamente largo y la ineficacia
parcial del tratamiento en las capas profundas de la piel, como en los casos de

gueratosis actinica hiperqueratosica (Barrera & Herrera 2007).

1.1.3.3 Quimioterapia dirigida: Vismodegib

La terapia dirigida consiste en el tratamiento que acciona en forma especifica
sobre blancos moleculares localizados en la superficie o el interior de las células
tumorales, necesarios para el crecimiento, avance y diseminacion del cancer,
interfiriendo, por lo tanto, en el proceso de carcinogénesis y crecimiento tumoral. A
diferencia de la quimioterapia convencional que actia sobre las células de rapido
crecimiento sin distincion entre células normales y las cancerosas, las terapias
dirigidas actian sobre una poblacién celular portadora del blanco especifico al cual
se encuentran dirigidas, actuando sobre los cambios que promueven el crecimiento,
la division y diseminacion de las células cancerosas (Do & Kummar 2020). Sin
embargo, el paciente puede sufrir efectos secundarios que dependeran de la
terapia y de las caracteristicas del propio paciente.

Los principales tipos de terapias dirigidas estan constituidos por las llamadas
moléculas pequefias y los anticuerpos monoclonales (Kue etal. 2016). Las
quimioterapias dirigidas son con frecuencia citostéticas, mientras que los farmacos

convencionales de quimioterapia son citotoxicos (Do & Kummar 2020).

Si bien la mayoria de los BCC se tratan quirdrgicamente, estas lesiones
ocasionalmente progresan a un estado localmente avanzado que no puede ser
tratado mediante cirugia o radioterapia, recidiva después de una cirugia o, menos
frecuentemente, las lesiones se extienden a sitios distantes generando metastasis.
Hasta el 2012 no existia una terapia eficaz para estos tipos de BCC localmente
avanzado o metastasico (Sekulic et al. 2012) y el enfoque terapéutico para estos
pacientes estaba representado exclusivamente por la quimioterapia convencional
con limitados beneficios. En sus formas avanzadas, el BCC puede ser desfigurante

y potencialmente mortal, y alrededor del 85% de los BCC metastasicos se originan
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en la cabeza, el cuello o en la cara (Walling et al. 2004) proximos a Organos
sensoriales. En estos pacientes, las opciones terapéuticas existentes podian
resultar en una severa desfiguracion y potencialmente en la pérdida de 6rganos y
funciones como la vista y el oido (Wong et al. 2003). Por otra parte, en los casos
en los que se expandio a otros 6rganos del cuerpo, como los ganglios linfaticos, los
pulmones, los huesos, otros sitios de la piel y el higado, el prondstico era muy pobre
(Ting et al. 2005).

Enel 2012 la FDAy en el 2013 la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)
aprobaron el Vismodegib (Vis), 2-cloro-N-[4-cloro-3-(piridin-2-il)fenil]-4-
(metilsulfonil)lbenzamida (Erivedge®), el primer inhibidor selectivo de su clase de la
proteina transmembrana Smoothened (SMO) que actia sobre la via de
sefalizacion Hedgehog (Hh), para el tratamiento de pacientes adultos con BCC
localmente avanzado o metastasico (Bernardini et al. 2019).

Brevemente, la via Hh se activa mediante la union de un ligando de Hh al
receptor transmembrana Patched-1 (PTCH1), lo cual elimina la inhibicion mediada
por PTCH1 sobre SMO, un receptor acoplado a proteina G, promoviendo la
activacion de genes diana de la via, incluidos PTCH1 y Glil1 (Fig. 7) (Frampton &
Basset-Séguin 2018). Si bien esta via constituye un regulador clave de la
proliferacion celular, la diferenciacién y la organogénesis durante el desarrollo
embrionario, se encuentra inactiva en la mayoria de los tejidos en adultos (Barakat
et al. 2010). Las alteraciones genéticas que conducen a una activacion constitutiva
aberrante de la sefializacion de Hh, como mutaciones desactivantes de PTCH1 o,
con menor frecuencia, mutaciones de ganancia de funcibn en SMO, estan
asociadas con el desarrollo de la mayoria de los BCC (Frampton & Basset-Séguin
2018; Sekulic et al. 2012).
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Figura 7. Via de sefalizacion de Hh y el mecanismo de accion del Vis. Cuando
cualquiera de los 3 ligandos de Hh de mamiferos (Sonic, Indian o Desert Hedgehog)
se unen a PTCH1 en la superficie celular, se elimina la inhibicion que ejerce PTCH1
sobre SMO, el activador clave de la via. La deficiencia de PTCHL1, que se encuentra
en la mayoria de BCC, esta asociada con la activacion constitutiva e independiente
de ligando de SMO. Las sefiales de SMO, a través del intermediario Sufu,
promueven la liberacion de los factores de transcripcion de la familia Gli, que luego
se pueden traslocar al nacleo para afectar la transcripcibn genética. Existen
multiples proteinas Gli cuyas funciones dependen en cierta medida del tipo de
célula; en general, Gli2 parece ser un potente activador de la transcripcion de genes
junto con Glil, mientras que Gli3 es un inhibidor en la mayoria de los contextos. La
activacion de la via promueve la transcripcion de multiples genes diana, incluidos
los reguladores clave de la via Hh, en particular Glil y PTCH1. Vis se une al
dominio extracelular de SMO, inhibiendo la sefalizacién posterior, incluso en
ausencia de PTCHL1.

En Argentina en el 2015 la ANMAT autorizé el uso de Erivedge®. La
administracion del mismo se realiza por via oral y entre los efectos secundarios mas
comunes se encuentran, con una frecuencia leve a moderada, los espasmos
musculares, alopecia, disgeusia 0 ageusia, pérdida de peso, fatiga, nauseas,
diarrea, disminucion del apetito, estrefiimiento, artralgia, amenorrea y vOomitos

(sintomas reportados en el prospecto). Ademas, basado en su mecanismo de
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accion, el Vis puede causar la muerte embriofetal o defectos congénitos graves
cuando se administra a una mujer embarazada. En los estudios pre-clinicos de
reproduccion en animales, Vis fue embriotdxico, fetotdxico y teratogénico (Meiss
et al. 2018) frente a exposiciones maternas menores que la dosis recomendada
(150 mg/dia) en humanos. Pese a los efectos secundarios, el Vis ha demostrado
tener elevadas tasa de respuesta y eficacia a largo plazo en pacientes con BCC

avanzado (Sekulic et al. 2017).

1.2 Nanomedicina y cancer

La nanotecnologia, entendida como el disefio, control y manipulacion de la
materia en la escala nanométrica (Taniguchi et al. 1974), constituye un campo
multidisciplinario en el que un conjunto de ciencias y tecnologias construyen un
nuevo enfoque de sus métodos y objetivos a partir de la posibilidad de tener un
acceso nunca antes logrado a unidades estructurales minimas materiales, como
los atomos o moléculas. En particular, la nanomedicina comprende la aplicacion de
la nanotecnologia a la medicina (Freitas 1999), brindando la posibilidad de avanzar
hacia diagnésticos y tratamientos mucho mas precisos y especificos a través del
trabajo a nivel subcelular y molecular. Uno de los principales roles de la
Nanomedicina, es el transporte direccionado de PA, mediante nanosistemas de
entrega de activos (NEA) (Fig. 8). Los NEA posibilitan el control espacio-temporal
de la llegada del PA a las células blanco, dado que su farmacocinética y
biodistribucién ya no dependera de su propia estructura —y por ende tampoco de
sus propias caracteristicas fisicoquimicas— sino de la del NEA (Wicki et al. 2015).
Asi, en cada caso la estructura de los NEA puede disefiarse para conseguir que los
PA alcancen un determinado blanco celular o intracelular, siguiendo una

determinada cinética de liberacion.
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Figura 8. llustracién esquematica de diferentes NEA utilizados para tratamientos

contra el cancer. Adaptada de Wicki et al., 2015.

Por otra parte, la via topica cutanea ofrece como ventaja para el tratamiento
del cancer de piel que permite la aplicacion directa de formulaciones en el sitio de
accion, evadiendo el metabolismo de primer paso en el higado y posibilitando una
administracion no invasiva. Sin embargo, el acceso de los PA a la piel est& limitado
por la barrera impermeable del estrato corneo (SC) (Jain et al. 2017) y por sus
caracteristicas fisicoquimicas (Ye etal. 2019). Es en este punto que la
nanomedicina provee las herramientas para poder sortear dicha barrera y que
permiten el transporte direccionado de PA a través de los NEA. De este modo, se
puede lograr un direccionamiento selectivo, maximizar los efectos de un PA
administrando cantidades drasticamente menores del mismo, asi como se pueden
minimizar los efectos colaterales debidos a la presencia del PA en otros tejidos a
donde hubiese llegado de haber sido administrado en forma libre o con excipientes
convencionales, y donde podria ser toxico (Jiang et al. 2018). Los NEA capaces
atravesar la piel lo hacen a través de los nanocanales hidrofilicos existentes entre
el arreglo en capas estrechas de corneocitos (Cevc & Blume 2004) y/o a través del
foliculo piloso (EI Maghraby et al. 2008), o bien, pueden proveer de un reservorio

desde el cual se libera controladamente un PA, aumentando su concentracién en
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la superficie de la piel y su permeacion, ademas de proteger quimicamente al PA
(Jiang et al. 2018).

Los liposomas son uno de los transportadores de PA mas estudiados para
el tratamiento del cancer (Taveira & Lopez 2011). Son vesiculas coloidales
biocompatibles y biodegradables, compuestas principalmente por fosfolipidos. Los
fosfolipidos son capaces de autoensamblarse espontdneamente en medio acuoso
dada su naturaleza anfifilica, dando origen a diferentes arreglos supramoleculares
dependiendo de su geometria, estructura quimica y concentracion (Fig. 9), y de
variables externas tales como la temperatura, presion, pH y fuerza idnica de la fase
acuosa (Wardhan & Mudgal 2017). La formacién de diferentes agregados lipidicos
es el resultado principalmente de fuerzas hidrofobicas, que impulsan a las colas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos a alejarse de las moléculas de agua e
interactuar con otras colas hidrofébicas vecinas. Las estructuras supramoleculares
formadas son estabilizadas ademas por fuerzas de Van der Waals, entre las
cadenas de acilo hidr6fobas adyacentes, y por los enlaces puente de hidrogeno e
interacciones electrostaticas entre las cabezas polares de los fosfolipidos y las
moléculas de agua. Sin embargo, la contribucion de éstas ultimas es siempre menor

que la de las fuerzas hidrofobicas (Wardhan & Mudgal 2017).

Forma é % % ﬁ
Grupo cabeza

Cono Cono Cilindro Cono truncado (hidrofilico)
truncado invertido
ing’o %5' Cadena hidrocarbonada
Estructuras Q7750 (hidrofébica)
supramoleculares Oé%'é)\—%o
Micelas Vesiculas Lamela Micelas invertidas
+ < 0 > -

Grado de curvatura de los arreglos supramoleculares

Figura 9. Esquema representativo de diferentes arreglos supramoleculares que
pueden adoptar los fosfolipidos espontaneamente en medio acuoso de acuerdo a

su geometria molecular y naturaleza anfifilica.

Los liposomas son vesiculas en las cuales un volumen acuoso esta

encerrado dentro de una membrana compuesta por una bicapa lipidica. Cuando
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determinados tipos de fosfolipidos se dispersan en un medio acuoso dan origen a
una poblacion de liposomas con multiples lamelas concéntricas cuyo diametro varia
desde los nandmetros hasta los micrometros. Los liposomas pueden reducirse en
tamafio y lamelaridad, hasta obtenerse una poblacién de vesiculas con una Unica
bicapa lipidica — liposomas unilamelares — y dentro de un rango de tamafio
deseado, mediante procesos de extrusion por medio del pasaje a través de

membranas de poros de tamafio definido, o mediante sonicacién (Fig. 10).

Extrusion / sonicacion

Liposomas multilamelares Liposomas unilamelares
polidispersos monodispersos

Figura 10. Esquema representativo de las vesiculas obtenidas mediante el método
utilizado en ente trabajo. Luego de la hidratacién de la pelicula de lipidos se obtiene
una poblacién de vesiculas de diversos tamafios que pueden ir desde los 100 a los
1000 nm, y que consisten en multiples lamelas concéntricas que encierran espacios
acuosos entre ellas. Luego del proceso de extrusibn o sonicacién se obtienen
vesiculas unilamelares y con un tamafio mas homogéneo —alrededor de los 100 nm

en el presente trabajo—.

Para la via topica cutanea, uno de los NEA de base lipidica que ha logrado
con éxito el transporte de activos a travées del SC son los liposomas
ultraderformables (UDL) (Cevc & Blume 1992; Honeywell-Nguyen & Bouwstra
2005), compuestos por una mezcla de fosfolipidos de simetria de cono truncado y
sales biliares como surfactantes (Fig. 11). Estas vesiculas poseen una energia
elastica en el orden de la energia térmica ambiente, que es casi 20 veces mas baja
que la de los liposomas convencionales, lo cual les confiere una elevada
deformabilidad que les permite impulsarse espontaneamente hacia estratos
profundos de la piel impulsados por el gradiente de hidratacion entre el exterior del
SC vy el interior de la epidermis viable (Verma et al. 2003). Este fendmeno ocurre
conjuntamente con el ensanchamiento del espacio entre corneocitos, también

promovido por estas fuerzas originadas por el gradiente transepitelial, que genera
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unos nanocanales de entre 20 y 40 nm de diametro (Cevc 1996; Aguilella et al.
1994) a través de los cuales ocurre la penetracion de los UDL. Dado que los
nanocanales hidrofilicos en el SC poseen un diametro efectivo varias veces por
debajo de los liposomas convencionales, su tamafio y/o ausencia de elasticidad
dificultan su penetracion cutanea. En el ambiente seco de la superficie del SC, los
liposomas convencionales coalescen y se fusionan, y soélo funcionan como
depodsitos para la liberacion sostenida del farmaco (Abraham & Downing 1990;
Hofland et al. 1995). Los UDL pueden encapsular tanto PA hidrofébicos (en la
membrana), hidrofilicos (en su nucleo acuoso), asi como compuestos anfifilicos que
pueden interaccionar con las superficies de la membrana mediante interacciones

electrostaticas y/o hidrofébicas.

Fosfatidilcolina

Espacio /
intermembrana \ v
\ Bicapa

fosfolipidica

Espacio acuoso /

interno Activador de borde

(p.ej. colato de
sodio)

Figura 11. Representacion esquematica de un liposoma ultradeformable formado

por fosfatidilcolina y colato de sodio como activador de borde.

Cevc y Blume (1992) fueron los primeros en trabajar con los UDL, y Cevc
patentd los mismos en el afio 1991 con el nombre de Transfersomes™ (Schatzlein
& Cevc 1998). Estos UDL estaban compuestos por fosfatidilcolina de soja y colato
de sodio como activador de borde. En las ultimas décadas, los UDL han sido
estudiados para un amplio rango de aplicaciones en el campo de la tecnologia
farmacéutica como transportadores para la via topica cutanea, y diversidad de PA
se han encapsulado dentro de UDL mejorar su eficacia terapéutica (Hussain et al.
2017). En estos ultimos afios se han reportado numerosos trabajos en los que se
utilizaron UDL para la aplicacion topica tanto de agentes quimioterapéuticos y
efectores para terapia fotodinamica contra diferentes tipos de cancer de piel, asi
como para otras enfermedades y prevencion del fotodafio (Rai et al. 2017; Jiang
et al. 2018; Montanari et al. 2010; Ghai et al. 2012; Bucci et al. 2018).
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1.3 La piel humana

1.3.1 Estructura y funcién

La piel y sus estructuras accesorias conforman el sistema tegumentario,
constituyendo el 6rgano mas grande del cuerpo y que le proporciona una proteccion
general contra el calor, las lesiones y las infecciones (Kolarsick et al. 2011). La piel
tiene funciones tales como la de colaborar en la termorregulacion corporal,
almacenar grasa, prevenir la perdida de agua y el ingreso de agentes infecciosos,
proteger frente a factores fisicos y quimicos externos, y es ademas un Organo
sensorial (Yousef & Sharma 2018).

La piel se compone de tres capas histolégicas: epidermis, dermis e
hipodermis, que se mantienen sujetas a estructuras subyacentes mediante tejido
conectivo (Fig. 12). El nivel mas externo, la epidermis, consiste en células
epiteliales escamosas estratificadas conocidas como queratinocitos, los cuales son
capaces de sintetizar queratina. La epidermis se encuentra sobre una capa
subyacente de tejido conectivo vascularizado llamada dermis, ambas separadas
por una membrana basal. La dermis estd compuesta fundamentalmente por
colageno y se ubica sobre la hipodermis, o también conocida como tejido
subcutaneo, que contiene pequefos l6bulos de células grasas conocidas como
lipocitos. El grosor de las capas varia considerablemente dependiendo de la zona
del cuerpo. El parpado, por ejemplo, tiene la capa mas delgada de epidermis, con
menos de 0,1 mm de espesor, mientras que las palmas de las manos y las plantas
de los pies tienen la capa epidérmica mas gruesa, de aproximadamente 1,5 mm
(Kolarsick et al. 2011).
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Figura 12. Representacion esquematica de la estructura de la piel humana sana.
La piel se compone de tres capas principales: la epidermis, formada por células
epiteliales muy compactas; la dermis, compuesta por tejido conectivo denso e
irregular que alberga vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sudoriparas
entre otras estructuras; y por debajo de se encuentra la hipodermis (o tejido
subcutaneo), que se compone principalmente de tejidos conectivos y grasos. La
epidermis alberga los queratinocitos basales (que pueden dar origen al BCC), los
queratinocitos del epitelio escamoso (que pueden dar origen al SCC) y los
melanocitos  (que pueden dar origen al melanoma). Fuente:

https://www.cancer.gov.

1.3.2 La epidermis

La epidermis es un epitelio escamoso estratificado cuyas células se
multiplican, diferencian y renuevan en un lapso promedio de alrededor de cuatro
semanas (Milstone 2004), sin embargo, la velocidad de renovacion de las células
de la piel disminuye con la edad (Silverberg & Sliverberg 1989). Tiene por funciones
fundamentales la impermeabilidad relativa y la pigmentacién. Carece de
vascularizacion, por lo que los nutrientes y productos de desecho deben difundir a

través de la interfase epidermis-dermis para mantener la viabilidad celular (El
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Maghraby et al. 2008). Es en la epidermis donde se originan los tres tipos mas

frecuentes de cancer de piel (Fig. 13).

Melanoma

Carcinoma de

células basales
Carcinoma de

células escamosas

Figura 13. Representacion de los tres tipos de cancer de piel mas frecuentes:
carcinoma de células basales, carcinoma de células escamosas y melanoma.

Adaptada de: https://www.mayoclinic.org.

La epidermis esta estratificada en cinco capas de células diferencias, siendo
éstas el estrato corneo (SC) —la porcion mas superficial—-, el estrato lucido, el estrato
granuloso, el estrato espinoso y el estrato basal —la porcion méas profunda— (Fig.
14). A los estratos subyacentes al SC de la piel se los suele diferenciar de éste
denominandolos en conjunto epidermis viable, ya que estan conformados por

células metabdlicamente activas a diferencia de los corneocitos del SC.

El estrato basal estd compuesto por una hilera tnica de células de morfologia
cilindrica dispuestas paralelamente entre si y perpendiculares el limite con la
dermis. Estan unidas entre si por desmosomas y a la membrana basal, que
representa la frontera con la dermis, por hemidesmosomas. A partir de las células
basales se generan por diferenciacién y migracion las células de los demas estratos
epidérmicos. En este estrato también se encuentran dispersos los melanocitos,
células dendriticas encargadas de producir el pigmento melanina, el cual aporta la

coloracion a la piel y el cabello, y protege a las células de la epidermis viable del
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dafio de la radiacion UV. Los melanocitos son las células que pueden dar lugar al
melanoma cutaneo. En el estrato basal también se encuentran dispersas las células
de Merkel, que actian como receptores y son responsables de estimular los nervios
sensoriales que el cerebro percibe como tacto. Estas células son especialmente
abundantes en la superficie de las manos y los pies. Por ultimo, son las células del
estrato basal las cuales pueden dar origen al BCC.

Por encima del estrato basal se ubican las células escamosas que pueden
dar origen al SCC. En primer lugar, se halla el estrato espinoso, formado por células
poliédricas dispuestas en mosaico, en un arreglo de aproximadamente 8-10 filas de
células, las cuales se van aplanando conforme se ubican mas cerca de la superficie
de la piel. En este estrato también pueden encontrarse células de Langerhans,
células dendriticas presentadoras de antigeno.

El estrato granuloso, por encima del espinoso, esta formado por 3 a 5 hileras
de queratinocitos superpuestos que presentan granulos de queratohialina en su
citoplasma. Estos granulos contienen precursores de queratina, ya que en este
estrato se inicia el proceso de queratinizacion. Estas células contienen también
granulos lamelares compuestos de glucolipidos que secretan a la superficie y les
permiten a las células mantenerse unidas entre si.

El estrato Iucido, es una fina capa de entre 2 y 3 hileras de células que se
encuentra en las zonas donde la piel presenta su maximo espesor, como lo son las
palmas de las manos y las plantas de los pies. Los queratinocitos de este estrato
carecen de nudcleo y su citoplasma esta cargado de eleidina, producto de la
transformacion de la queratohialina, la cual se convertird en queratina.

La capa mas externa de la epidermis es el SC, compuesto por varias hileras
(generalmente alrededor de 20) de células escamosas muertas y queratinizadas,
anucleadas y sin organelas citoplasmaticas, que se conocen como COrneocitos,
embebidas en una matriz de lipidos no fosfolipidicos (Bouwstra & Ponec 2006). Los
corneocitos son el estadio final de la diferenciaciébn de los queratinocitos. Esta
estructura es la responsable de la impermeabilidad cutaneay es el estrato que mas

varia en espesor de acuerdo a la zona del cuerpo que se analice.
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Figura 14. Estructura de la epidermis. La capa més externa de la piel es el estrato
corneo, el principal responsable de la impermeabilidad cutdnea. Por debajo de éste
se encuentra la epidermis viable, la cual estd compuesta por el estrato Iucido,
granuloso, espinoso y basal (siendo este ultimo el mas profundo). En la epidermis
estan presentes queratinocitos (en diferentes estadios de diferenciacion), y otros
tipos celulares no provenientes de diferenciacion a partir de las células basales: los
melanocitos, las células de Langerhans y las células de Merkel. Adaptada de:

https://courses.lumenlearning.com.

1.3.3 La dermis e hipodermis

La dermis es un tejido fibroso, de 3 a 5 mm de espesor, formado por una red
de colageno y fibras elasticas que desempefia una funcion protectora, sensorial e
inmunologica (El Maghraby et al. 2008; Pasparakis et al. 2014). Es la estructura de
sostén de la piel y contiene el sistema vascular cutaneo, cumpliendo funciones
claves en la termorregulacién y drenaje linfatico, siendo también depdésito de agua
y electrolitos. Ademas, tiene numerosas fibras nerviosas sensoriales, autonomas y
simpaticas que garantizan la comunicacion hacia y desde el cerebro.

En la dermis pueden encontrarse células tales como fibroblastos
(responsables de los elementos fibrosos de la dermis, especialmente colageno),

mastocitos, dendrocitos dérmicos y macrofagos de origen monocitico, elementos
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vasculares, neurales y anexos (pelos, glandulas ecrinas, apocrinas y sebaceas)
(Pasparakis et al. 2014).

La hipodermis, por su parte, se compone principalmente de tejido adiposo y
tiene por funcion principal la aislacion térmica del cuerpo y el acopio de reservas

energéticas en forma de grasa.
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CAPITULO 2

OBTENCION, CARACTERIZACION Y
PENETRACION CUTANEA DE
LIPOSOMAS ULTRADEFORMABLES CON
5-FLUOROURACILO
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2.1 Introduccion

El cancer de piel, melanoma y no melanoma, es el tipo de tumor maligno
mas comun en la poblacién caucasica (Apalla etal.,, 2017). El tratamiento
convencional incluye cirugia y quimioterapia, pero muchos de los agentes
quimioterapéuticos utilizados presentan efectos secundarios indeseables (Rigon
et al., 2015). La nanotecnologia ofrece una alternativa a las terapias tradicionales y
tratamientos complementarios. La encapsulacion de agentes antineoplasicos en
nanosistemas de entrega de activos (NEA) podria dar lugar a ventajas tales como
aumentar la estabilidad del principio activo (PA), reducir de la dosis total requerida,
minimizar los efectos secundarios téxicos y reducir significativamente el costo del
tratamiento (Naves et al., 2017; Rigon et al., 2015). La administracion topica de PA
ofrece muchas ventajas por sobre otras rutas tradicionales de administracion. Los
sistemas topicos no son invasivos, pueden ser aplicados por el mismo paciente y
permiten eludir el metabolismo prematuro de los farmacos en el higado (Sanz et al.,
2015).

El estrato cérneo (SC) de la piel humana se considera la barrera limitante en
la permeacion cutanea para la mayoria de las moléculas (Barry, 1983). Consiste en
10-25 capas de corneocitos alargados y totalmente queratinizados, que estan
embebidos en una matriz de bicapas lipidicas no fosfolipidicas, con un espesor de
aproximadamente 10-20 um y es considerado metabdlicamente inactivo (El
Maghraby et al.,, 2008; Pirot etal., 1998). EI SC es la capa superficial de la
epidermis y es el producto final de la diferenciacién celular epidérmica (Jain et al.,
2017).

Los liposomas ultradeformables (UDL) son un tipo de liposomas altamente
elasticos capaces de penetrar el SC porgue pueden atravesar poros de diametro
mucho menor que su propio tamafio (Jain et al., 2017). Esta propiedad se debe a
la presencia de un activador de borde que aumenta la deformabilidad de la bicapa
al afectar la tension interfacial de estas vesiculas (El Zaafarany et al., 2010). Por lo
tanto, los UDL son capaces de penetrar la piel impulsados por el gradiente de
humedad transdérmico (Cevc y Blume, 1992), transportando los activos
encapsulados a través del SC hacia estratos mas profundos de la epidermis (Gupta
et al., 2005a; Montanari et al., 2010).
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Una forma de evaluar la penetracion in vitro de un NEA es a través del
Método de Penetracion de Saarbriicken (SPM) (Jacobi et al., 2005; Wagner et al.,
2000), en el cual la suspension que contiene al NEA se incuba sobre una porcion
de piel entera. Dicha porcion de piel (SC, epidermis y dermis) funciona por si misma
como compartimiento receptor de la formulaciébn a ensayar, por lo tanto, la
formulacion debe ser recuperada o cuantificada desde el interior del explanto al
finalizar el ensayo. Por otro lado, los estudios en celdas de difusién de Franz (CDF)
permiten evaluar la permeacion, es decir, se centran en la deteccion del PA que
atravesO completamente la barrera evaluada que puede ser SC, SC y epidermis
viable, piel entera o una membrana artificial, en un compartimiento receptor ubicado
por debajo de ésta (Essa et al., 2002; Mishra et al., 2006).

Cuando resulta crucial dilucidar el modo en que los UDL logran franquear la
barrera impermeable del SC, el método de CDF deja interrogantes irresolutos dado
que trata al espesor de la piel como un modelo de “caja negra” aunque pueda
cuantificarse con una extraccion posterior el PA que quedé retenido (EI Maghraby
et al., 2000). Si bien pueden acotarse previamente las capas de la piel sobre las
gue se trabajara por medio de procesos de separacion por calor que permiten aislar
dermis de SC y epidermis (Kligman y Christophers, 1963), e incluso procesos con
digestiones enzimaticas que permiten aislar el SC aunque con gran dificultad
experimental (Henning et al., 2008), el tortuoso camino a través de los nanocanales
del SC nunca es revelado. En cambio, por medio del SPM seguido de la
recuperacion o cuantificaciéon de los componentes del NEA y/o el PA incorporado,
se puede estudiar en detalle la penetracién, evaluando su distribuciéon en funcién
de la profundidad de la piel. Por otra parte, con el uso de la CDF la piel sufre una
hidratacion no fisiolégica y excesiva, ya que el receptaculo aceptor se llena con
liquidos en los que el PA es soluble, y esos cambios en el grado de hidratacion por
el lado inferior del explanto pueden provocar cambios en la penetracion de diversos
PA, asi como un reflujo del mismo por penetracion basolateral desde el
compartimiento aceptor. En el SPM la hidratacion de la piel es fisiologica, por lo que
su pH solamente se ve influenciado por la suspensién que se agregue. Finalmente,
la remocién sucesiva de las capas del SC (tape stripping) o el procesamiento por
crioseccion tras la incubacion permiten determinar el perfil de penetracion con

respecto a la profundidad del tejido.
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El 5-fluorouracilo (5-FU) es un farmaco antineoplasico e hidrofilico empleado
en el tratamiento de diversos tipos de cancer de piel, el cual demostro ser eficaz
para el tratamiento tépico de lesiones precancerosas superficiales como la
queratosis actinica, la enfermedad de Bowen y el queratoacantoma (Paolino et al.,
2008). Ademas, desde la década de los afios ‘70, diversos articulos informaron la
efectividad del 5-FU en el tratamiento del carcinoma de células escamosas, pero
solo cuando éste era superficial (Cullen, 1979; Klein et al., 1971). Esto se debe a
que el 5-FU por si solo muestra una permeacion cutanea deficiente, lo que reduce
su efectividad contra el cancer después de la administracion topica en lesiones
profundas. Por lo tanto, un incremento en la permeacion cutanea del 5-FU podria

mejorar la eficacia del enfoque terapéutico tdpico de este farmaco.
En este capitulo se presentan los resultados de la obtencién vy

caracterizacion de una nanoformulaciéon de UDL con 5-FU como potencial terapia

topica para lesiones precancerosas y cancerosas profundas en la piel.
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2.2 Materiales y métodos
2.2.1 Materiales

La fosfatidilcolina de soja (SPC) fue comprada a Avanti® Polar Lipids. El 5-
FU empleado provino de una solucién inyectable de Laboratorios Filaxis (Buenos
Aires, Argentina). El colato de sodio (NaChol), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-(Lissamine™ rodamina B sulfonil) (Rh-DPPE), isotiocianato de
fluoresceina (FITC), merocianina 540 (MC540) y sephadex G-50 se compraron a
Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina). El 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno
(Laurdan) se adquiri6 en Thermo Fisher Scientific (Buenos Aires, Argentina). La
eosina amarillenta, etanol y metanol (CHsOH) empleados fueron de BioPack
(Buenos Aires, Argentina). El cloroformo (CHCIs) fue de JTBaker®. La hematoxilina
se compréo a Anedra (Buenos Aires, Argentina). Todos los demas reactivos

utilizados fueron de grado analitico.

2.2.2 Métodos

2.2.2.1 Preparacion de los liposomas ultradeformables

Los UDL se prepararon mezclando SPC y NaChol, como activador de borde,
en una relacion en masa de 40:7, respectivamente. La mezcla se solubilizé en
CHCI3:CHsOH (1:1 v/v) y seguidamente fue evaporada en rotavapor a 40 °C y 90
rpm en balon hasta eliminacion del solvente orgénico. La fina pelicula lipidica
obtenida fue sometida a una corriente suave de N2 para eliminar posibles trazas de
solvente y luego fue hidratada con buffer Tris-HCl 10 mM con 0,9% (p/v) NacCl, pH
7.4 (buffer Tris), hasta una concentracion final de 40 mg/ml de SPC. La suspension
liposomal resultante se redujo en tamafio y lamelaridad a temperatura ambiente en
tres ciclos de sonicacion de 30 s, separados por intervalos de 30 s, con un
desplazamiento de la punta sonicadora de 10 um y 17,5 W de potencia
(Homogeneizador Ultrasonico con punta de titanio, Malvern Mastersizer, UK).
Liposomas convencionales (CL), no ultradeformables, se prepararon mediante el
mismo procedimiento que los UDL, pero sin el agregado de NaChol.

Los mismos pasos descriptos anteriormente fueron seguidos para incorporar

en la fase acuosa 5-FU 0,25 % pl/v, disolviendo el 5-FU en el buffer Tris de
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hidratacion de la pelicula lipidica, de modo tal de obtener UDL con 5-FU (UDL-5FU)
y liposomas convencionales con 5-FU (CL-5FU).

Por otra parte, se obtuvieron formulaciones con doble marca fluorescente de
UDL-5FU (F-UDL-5FU) y CL-5FU (F-CL-5FU). Las mismas se prepararon
afiadiendo FITC 1 mM al buffer Tris de hidratacién con 5-FU y co-solubilizando la
Rh-DPPE en la solucion organica con los lipidos, en una relacion molar Rh-
DPPE:SPC de 1:1000.

En todos los casos, el 5-FU y FITC no incorporados se separaron mediante
cromatografia de exclusion molecular en una columna Sephadex G-50, utilizando
un método de centrifugacion con minicolumas adaptado de Fry et al. 1978 (Fry
et al., 1978).

2.2.2.2 Eficiencia de encapsulacion y relacién droga-lipido

La concentracion de 5-FU encapsulado se determindé mediante
espectrofotometria a 266 nm (Jasco V-550, Japon) después de la disrupcion
completa de un volumen de suspension liposomal en 2 volimenes de etanol. La
eficiencia de encapsulacién (EE%) se determiné como el porcentaje de la masa
incorporada dentro de los UDL (ED) y la masa inicial del PA agregado (TD), tal

como se indica en la siguiente ecuacion:

EE% = ED 100
°~TD

La relaciéon droga:lipido para UDL-5FU fue determinada. La concentracion
de fosfolipidos se determind mediante el método colorimétrico de Stewart con

ferrotiocianato de amonio (Stewart, 1980).

2.2.2.3 Determinacion del tamafio, carga superficial y estabilidad coloidal

Para evaluar el tamafio promedio de los liposomas y la carga superficial, se

realizaron determinaciones de dispersion dinamica de la luz (DLS) y de potencial
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Zeta con un Particle Size Analyzer 90 Plus (Brookhaven Instruments Corporation,
USA), y Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) (NanoSight, Malvern Instruments,
UK). Estos parametros fueron medidos inmediatamente después de la preparacion
y monitoreados a través del tiempo para determinar la estabilidad coloidal y el
efecto del almacenamiento a 4 °C.

La estabilidad de los UDL y UDL-5FU también se evalué mediante el analisis
por Turbiscan Lab® Expert (Formulaction, L'Union, Francia). Se analiz6 la variacién
del backscattering (ABS) y de la transmisién (AT) de las muestras en funcion del
tiempo. Brevemente, las muestras se diluyeron 1:10 en buffer Tris y se colocaron
en un tubo de vidrio el cual fue escaneado longitudinalmente. Las mediciones se
realizaron durante 1 h a 4 °C (temperatura de almacenamiento), 25 °C (temperatura
ambiente) y 37 °C (temperatura corporal). El software del equipo, Turbiscan Easy
Soft, arroja un valor denominado indice de estabilidad de Turbiscan (TSI), el cual
brinda una nocién global de la estabilidad de la formulacion y se calcula de acuerdo

a la siguiente ecuacion:

Y | SCANi (h) — SCANi-1 (h) |
H

TSI=);

Donde scani (h) es el promedio del backscattering para cada tiempo de
medicion (i), scani- 1 (h) es la backscattering promedio para el tiempo de medicion
i-1, y H es la altura total de la suspension en el frasco contenedor. El TSI tiene en
cuenta todos los escaneos individuales durante el experimento y su valor se obtiene
de su promedio. Valores bajos de TSI corresponden a un sistema estable (Xu et al.,
2016).

Por otra parte, se obtuvieron imagenes de microscopia electrénica de
transmision (TEM) de los UDL-5FU luego de la tincién negativa con acetato de
uranilo (Microscopio Electronico Zeiss EM 109T, Alemania) y de microscopia de
fuerza atomica (Asylum Research MFP-3D AFM, USA). La inmovilizacion de las
muestras para AFM se realizO sobre portaobjetos cargados positivamente y la

topografia fue determinada en modo de contacto en la primera pasada.
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2.2.2.4 Interaccion del 5-FU con la membrana liposomal

La interaccion del 5-FU con la membrana liposomal se evalué mediante tres
métodos complementarios: calorimetria diferencial de barrido (DSC), y por medio

de las sondas MC540 y Laurdan.

La temperatura de transicion de fase (Tm) y el cambio de entalpia asociado
(AHcal) de los UDL y UDL-5FU fueron determinados mediante DSC calentando las
muestras desde -50 a 30 °C a una tasa de 10 °C/min, con una isoterma inicial a -50
°C de 10 min (DSC Q200, TA Instruments, USA). Las muestras (10 mg) se pesaron
en celdas de aluminio tratado y se cerraron herméticamente. Los parametros

termodinamicos se calcularon con el software TA Universal Analysis.

Las formulaciones liposomales se diluyeron con buffer Tris hasta una
concentracion de 172,04 yM de SPC. Se afiadié una cantidad de MC540 tal que su
concentracion final sea de 0,768 pM y que la relacién molar de MC540 y SPC fuera
de 1:200. Se dej6 equilibrar la muestra durante 2 min y se midieron espectros de
absorcion entre 400 y 600 nm con un espectrofotometro UV-Vis. Las mediciones se
realizaron a temperatura ambiente y se llevé a cabo una correccion de la linea de
base para eliminar la dispersion de la luz provocada por los liposomas, restando la
absorbancia de liposomas sin la sonda correspondiente a su scattering (Bernik y

Disalvo, 1996). El factor de hidrofobicidad (HF) se calcul6 como:

_A570

~ A500

El analisis con la sonda fluorescente Laurdan se baso en el corrimiento
espectral de la fluorescencia de Laurdan, el cual se puede atribuir a los fendmenos
de relajacion dipolar, que se originan a partir de la sensibilidad de la sonda a la
polaridad de su entorno (Parasassi et al., 1991). La concentracion de Laurdan
empleada fue de 0,33 en porcentaje molar con respecto a los lipidos (Hollmann
et al., 2010). El Laurdan se afiadié a la solucién de SPC y NaChol en solvente
organico durante la preparacion de los liposomas. Los UDL y UDL-5FU se diluyeron
con buffer Tris hasta una concentracion de 80 pg/ml de SPC, y las muestras se
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analizaron por espectroscopia de fluorescencia a temperatura ambiente
(Fluorémetro FluoroMate FS2, SCINCO, Corea).

Cuando los lipidos estan en la fase gel, el maximo de emisién del Laurdan
se ubica alrededor de 440 nm, mientras que cuando los lipidos se encuentran en
fase liquido-cristalina la maxima emision se ubica alrededor de 490 mm
(Marsanasco et al., 2015). Por lo tanto, la intensidad de emision se adquirio a 443
nm (1443) y 485 nm (1485) excitando las muestras a 340 nm. El parametro de
polarizacion generalizada (GP) se calcul6 a partir de las intensidades de emision

utilizando la siguiente ecuacion adaptada de Hollmann et al., 2010:

_ 1443 - 1485
" 1443 + 1485

2.2.2.5 Prueba de deformabilidad

El flujo de 2 ml de UDL, UDL-5FU y CL-5FU (cuyo tamafio fue similar a los
anteriores), impulsados por una presion externa de 1 MPa de N2, a través de una
membrana de policarbonato con poros de 50 nm de didmetro en un extrusor Lipex
10 ml Thermobarrel Extruder (Transferra Nanosciences, Vancouver, Canada), fue
determinado para estudiar la deformabilidad segun Cevc, 1995. El volumen extruido
fue recolectado cada minuto a lo largo de 15 min y se cuantificaron los fosfolipidos
presentes en cada fraccién por el método colorimétrico de Stewart 1980.

Como parametro de deformabilidad, la elasticidad de las bicapas

liposomales (D) se calcul6 de acuerdo a van den Bergh et al., 2001:
D=1J (rv/rp)2
Donde el flujo (J) de los liposomas a través de una barrera nanoporosa se
calculo como el area debajo de la curva a partir de la grafica del paso del

fosfolipidos en funcion del tiempo, rv es el diametro de los liposomas luego del

pasaje y rp es el didmetro del poro de la membrana (van den Bergh et al., 2001).
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2.2.2.6 Liberacion del 5-FU

Los estudios de liberacion in vitro del 5-FU se llevaron a cabo por duplicado
utilizando tubos centricon (Amicon® Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices, Merck,
Alemania) con membrana de celulosa con corte molecular de 3 kDa. Dentro de un
periodo de 24 h, se colocaron 3 ml de UDL-5FU, UDL y 5-FU libre en tubos de
polipropileno, los cuales se mantuvieron en agitacion constante (120 rpm)y a 37 +
1 °C. A intervalos de tiempo predeterminados (0; 0,5; 1; 2; 4; 8; 12 y 24 h), 200 pl
de muestra fueron retirados y reemplazados con un volumen igual de buffer Tris.
Las alicuotas extraidas se centrifugaron 40 min en tubos centricon a 14.000xg y 4
°C. Los filtrados (droga liberada de los liposomas) se cuantificaron por absorbancia
UV-Visible (NanoDrop 2000, ThermoScientific, USA). La ausencia de liposomas en
los filtrados se confirmd mediante la cuantificacién de fosfolipidos. El porcentaje de

5-FU liberado se calculé de acuerdo a la siguiente ecuacion:

. masa acumulada promedio en el filtrado
Droga liberada (%) = P x 100

masa inicial de droga

2.2.2.7 Estudios de penetracion cutanea in vitro

Las muestras de piel humana de un adulto sano se obtuvieron a partir de
una cirugia de reduccion abdominal de una mujer caucasica de 39 afios. Se
removié el tejido adiposo subcutaneo, la piel se limpié buffer Tris y fue cortada en
trozos cuya medida no superase los 10 cm de lado, los cuales se envolvieron en
papel de aluminio y se almacenaron en bolsas de polietileno con cierre, sin aire en
su interior, a -20 °C hasta su uso, manteniendo asi sus propiedades relativas a la
penetracién y permeaciéon por un periodo de hasta 6 meses (Harrison et al., 1984,
Schaefer y Loth, 1996).

Discos de 24 mm de diametro se obtuvieron a partir de la piel congelada, se
dejaron descongelar, se limpiaron con buffer Tris y se transfirieron directamente a
una variante del dispositivo del SPM (Schaefer y Loth, 1996), el cual se adapt6 para
condiciones no oclusivas de aplicacion de la muestra. La piel se coloco con el SC

hacia arriba sobre un papel de filtro embebido previamente con 200 pl de buffer
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Tris, para simular el gradiente de humedad transdérmico, en la cavidad de fondo
plano de 25 mm de diametro y 5 mm de profundidad del bloque de teflén disefiado
ad hoc. Un volumen de 50 ul de 5-FU libre (en buffer Tris), UDL-5FU, F-UDL-5FU
y F-CL-5FU se aplicaron en condiciones no oclusivas sobre la superficie de la piel,

repartidos en gotas de 2,5 ul, y se incub6 durante 1 ha 35+ 1 °C.

2.2.2.7.1 Tape stripping

La técnica del tape stripping permite remover el SC en planos longitudinales
sucesivos, del mas externo al mas profundo, por medio del uso de cinta adhesiva
para después recuperar los PA de interés (Lademann et al., 2009), reconstruyendo
el perfil de penetracién de los mismos en esta capa de la piel. Asumiendo que cada
cinta al ser retirada se lleva adherida consigo una cantidad similar de estrato corneo
(Jui-Chen et al., 1991) —si bien algunos trabajos proponen que debido a la mayor
cohesion entre los queratinocitos de las capas mas profundas esta cantidad iria
decreciendo (Bashir et al., 2001)—, puede relacionarse directamente el nUmero de
cinta con la profundidad en el estrato en la cual se detecta la marca o PA. Por
debajo, queda una porcién de epidermis viable y dermis que también es recogida y
procesada para determinar el PA que logro sortear la barrera impermeable del SC.

Una vez finalizada incubacion, los discos de piel fueron montados en un
bloque de poliestireno expandido y sujetados con alfileres, formando un cuadrado
de 25 mm de lado. Tanto la distancia como la geometria del estiramiento de la piel
se mantuvieron constantes en todas las réplicas. La superficie de la piel se limpiod
con algodén. El tape stripping se realiz6 por quintuplicado del siguiente modo:
secuencialmente 20 pedazos de cinta adhesiva (Doble A®, Abrasivos Argentinos
SAIC), fueron colocados cubriendo toda la superficie la piel. Una vez adherida, a
cada cinta se le colocé encima un cilindro de teflon de 25 mm de diametro para
distribuir uniformemente un peso de 2 Kg aplicado durante 10 s. Seguidamente,
cada cinta fue removida con ayuda de pinzas y agrupadas en tubos tipo falcon de
15 ml: cintas 1-10 (SC superior) y cintas 11-20 (SC inferior). Finalmente, la piel
remanente, epidermis viable + dermis (VED), fue disgregada con tijeras en otro
tubo. Se incluyeron blancos de piel sin tratar.
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De esta manera, realizando los ensayos por quintuplicado, estandarizando
ciertos parametros técnicos, y proviniendo todos los explantos de una misma
muestra de piel escindida de un Unico paciente, se intentd minimizar la variabilidad
que de por si presenta el método de tape stripping, cuya potencialidad analitica esta
firmemente consolidada pero sobre el cual se ha sefialado con frecuencia la
necesidad de optimizar el control de los factores que pueden introducir alta
variabilidad (Henning et al., 2009; Honeywell-Nguyen et al., 2004, 2003). La Figura
1 resume los pasos que se realizaron desde la obtencién de los descartes de cirugia

estética hasta el tape stripping.

(5) Incubacién no (7) Tape stripping
oclusiva en dispositivo — 2
(3) Remocioén del tejido adiposo de SPM adaptado

y fraccionamiento P S

(1) Abdominoplastia

(2) Limpieza del o
explanto de piel (4) Obtencion de discos (6) Estiramiento y
de piel fijacion de los explantos

Figura 1. Esquema representativo de los principales pasos llevados a cabo desde
la obtencién de la piel hasta la remocion capa por capa del SC mediante la técnica

de tape stripping.

La extraccion del 5-FU de las cintas y de la VED se hizo con 3 ml de una
solucion etanol:agua (1:1 v/v) en agitacion durante 1 hora a 190 rpm y 37 °C. La
presencia de 5-FU se determind mediante espectroscopia UV-Vis a 266 nm. El 5-
FU cuantificado se relativizé a la concentracion inicial de 5-FU en cada formulacion
y fue reportado como el porcentaje de esta relacion.

El mismo procedimiento se llevd a cabo con cinco muestras de piel
incubadas con F-UDL-5FU y F-CL-5FU. En este caso, se extrajo cada cinta de
manera individual. El perfil de penetracion se midi6 mediante espectroscopia de
fluorescencia. Las muestras fueron excitadas a 570 nm (Rh-DPPE) y 495 nm
(FITC), y se determiné la emisién a 587 nm (Rh-DPPE) y 517 nm (FITC), en ambos
casos con slits de 5 nm, con un fluorometro FluoroMate FS-2 (Scinco, Seoul,
Korea).
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2.2.2.7.2 Seccionamiento Optico mediante microscopia confocal

Luego de la incubacion con F-UDL-5FU, explantos de piel fueron observado
mediante microscopia confocal de barrido laser (CLSM) con un aumento 20X,
excitando las muestras con un laser de diodo (Aexc 488 nm para la excitacion de
FITC) y con un laser He-Ne (Aexc 543 nm para Rh-DPPE) (Microscopio Confocal,
Olympus FluoView FV 300). Se obtuvieron imagenes cada 6 ym de profundidad
mediante un barrido en el eje Z desde 0 pm (superficie) hasta 60 um de profundidad.
La intensidad de fluorescencia de cada plano confocal se analiz6 mediante el

software ImageJ.

2.2.2.7.3 Obtencion de cortes histolégicos transversales

Luego de la incubacion con F-UDL-5FU, la piel se congel6 rapidamente a -
20 °C, se embebi6 en OCT (compuesto de temperatura de corte éptima) y se
obtuvieron cortes histolégicos perpendiculares a la superficie de la piel de 30 ym
de espesor en un criostato Leica CM 1850 (Leica Microsystems, Alemania) a -20
°C. Los cortes fueron observados mediante CLSM. La penetracion de ambas
marcas fluorescentes fue determinada mediante el software ImageJ.

Algunos cortes fueron sometidos a tincién con hematoxilina y eosina para
detectar alteraciones histoldgicas, los cuales fueron observados y fotografiados en

una lupa.

2.2.2.7.4 Declaracion de ética
Los protocolos de trabajo con muestras de piel humana fueron aprobados

por el Comité de Etica de la Universidad Nacional de Quilmes (CE-UNQ N°1/2019),

en conformidad con el Cédigo de Etica de la Asociacion Médica Mundial.
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2.2.2.8 Analisis estadistico

El software GraphPad Prism 6.0 se utiliz6 para realizar los andlisis
estadisticos. Se llevo a cabo el t-test de Student para comparar dos variables. So6lo

los valores con p < 0,05 fueron aceptados como significativos.

2.3 Resultados

2.3.1 Caracterizacion fisicoquimica de los UDL-5FU

Se obtuvieron UDL de 70 nm de diametro en promedio, medido mediante
DLS, con una distribucion de tamafio unimodal y un valor negativo del potencial
Zeta. Como se muestra en la Tabla 1, la incorporacion del 5-FU no modific
significativamente el tamafio promedio de los liposomas, continuando en el orden
de los 70 nm. Adicionalmente, las suspensiones de liposomas mostraron una buena
estabilidad coloidal después de ser almacenadas a 4 °C durante 56 dias, sin

cambios significativos en su tamafo.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos a lo largo del tiempo de UDL con y sin 5-FU.

Muestra | Dias | Tamaifio promedio (nm)2 | PDI° | Potencial Zeta (mV)¢
0 70,0 £ 0,73 0,261 -36,97 + 5,85
Vot 30 76,1+ 0,99 0,354 -35,57 £ 1,87
0 68,6 £ 0,80 0,280 -25,13+0,31
UDL-5FU | 30 66,8 + 1,56 0,318 -34,60 + 0,57
56 83,6 + 1,30 0,262 -

ag| tamafio promedio fue determinado mediante DLS. Las suspensiones liposomales fueron
adecuadamente diluidas y las determinaciones se llevaron a cabo a 20 °C. Promedio + SD (n=3).
bindice de polidispersion.

¢Las suspensiones liposomales fueron adecuadamente diluidas y las determinaciones se llevaron a
cabo a 20 °C. Promedio + SD (n=10).

Por su parte, el analisis por NTA mostré que la formulacion sin 5-FU tenia un
tamafo promedio de 92,6 + 2,3 nm sin cambios significativos luego de 30 dias (90,8
* 2,1 nm). Sin embargo, mediante NTA se observo que la incorporacion de 5-FU
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disminuy6 el tamafio promedio de la formulacién (79,4 £ 0,8 nm), pero después de

30 dias, la misma present6 un tamafo promedio similar a los UDL (93,2 + 2,9 nm).

En las micrografias de los UDL-5FU obtenidas por TEM se pueden observar
vesiculas unilamelares y, al igual que las imagenes obtenidas por AFM, confirman

el rango de tamarfo promedio determinado mediante DLS (Fig. 2).

Figura 2. (A) Microscopia electronica de transmision de UDL-5FU (100.000X), la
barra de referencia corresponde a 100 nm; en el recuadro interno se muestra una
micrografia 200.000X, la barra de referencia corresponde a 50 nm. (B) Imagen de
UDL-5FU de AFM en modo de contacto.

Para completar los resultados de tamario y del analisis del potencial Zeta en
el tiempo, la estabilidad de los UDL y UDL-5FU también fue estudiada mediante el
andlisis por Turbiscan Lab® Expert. Este equipo es capaz de correlacionar la
estabilidad coloidal y de almacenamiento de las formulaciones a diferentes
temperaturas con su backscattering y transmision en funcién del tiempo (Celia
et al., 2009). Las mediciones se llevaron a cabo utilizando un LED pulsado en el
infrarrojo cercano a una longitud de onda de 880 nm durante 1 h. Dos sensores
opticos diferentes recibieron la luz del backscattering y transmitida por las muestras
en un angulo de 45° y 180° con respecto al haz incidente, respectivamente. Estos
parametros posibilitan detectar procesos de desestabilizacion relacionadas con
cambios en el tamafio promedio (coalescencia) o de migracién de las vesiculas
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(sedimentacion o cremado). Ademas, con el perfil TSI es posible monitorear la
cinética de estabilidad de las formulaciones.

Las sefales de ABS y AT de las formulaciones fueron cercanas a la linea de
base durante los analisis. Una variacion del perfil de ABS dentro del intervalo + 5%
es un indicativo de que la formulacion es table (Cosco et al., 2015). Por lo tanto, no
hubo evidencia de fendmenos de inestabilidad para UDL y UDL-5FU a 4, 25y 37
°C (Fig. 3).
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Figura 3. Mediciones de AT y ABS de UDL y UDL-5-FU durante una hora a 37 °C.
No hubo evidencia de fenbmenos de desestabilizaciéon, dado que todas las

mediciones fueron cercanas a la linea de base.

Los perfiles TSI fueron similares entre UDL y UDL-5FU, y mostraron una
cinética lineal con un valor TSI final bajo a 25 y 37 °C (Fig. 4). Si bien no hubo
cambios significativos en los perfiles de ABS y AT a 4 °C, hubo una ligera
discrepancia en comparacion con 25y 37 °C en la cinética estabilidad para ambas

formulaciones, con un valor TSI mayor.
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Figura 4. Perfiles de estabilidad cinética de UDL (A) y UDL-5FU (B) a 4, 25y 37 °C

medidos con Turbiscan Lab® Expert.

Por otra parte, la concentracion de 5-FU encapsulado en los UDL-5FU fue
de 0,2868 + 0,0008 mM (promedio + SD, n=3), después de la cromatografia de
exclusién molecular, y la relaciéon en masa de 5-FU:SPC fue de 1:865. La eficiencia

de encapsulacion fue del 1,4%.

2.3.2 Interaccién del 5-FU con la membrana liposomal

La ubicacion del 5-FU en los UDL se determindé mediante DSC y con las
sondas MC540 y Laurdan.

El DSC se emple6 para determinar el efecto de la incorporacion del 5-FU en
el comportamiento termotrépico de la bicapa liposomal. Los perfiles obtenidos
mostraron dos minimos endotérmicos, uno cercano a 0 °C correspondiente a la
fusion del medio acuoso y otro, por debajo de 0 °C (Fig. 5). Los parametros

termodinamicos correspondientes a cada termograma se muestran en la Tabla 2.
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No se observaron diferencias significativas en la Tm debido a la incorporacion del 5-
FU. Sin embargo, la incorporacion de 5-FU en los liposomas disminuyo
considerablemente la entalpia de transicion de fase y el ancho del pico de la

transicion de fase.

0.0

— UDL --- UDL-5FU

Flujo de calor
(Wiqg)

Temperatura (°C)

Figura 5. Calorimetria diferencial de barrido de liposomas ultradeformables vacios
(UDL) y cargados con 5-FU (UDL-5FU).

Tabla 2. Efecto de la incorporaciéon de 5-FU a los UDL en los pardmetros

termodinamicos de la membrana liposomal determinado mediante DSC.

Muestra Tm? (°C) AHca ° (J/9)
UDL -22,9 3,82

UDL-5FU -22,2 0,26

aTemperatura correspondiente al minimo del pico calorimétrico.

bEntalpia calorimétrica calculada como el area bajo la curva.

La MC540 es una sonda que puede utilizarse para estudiar el grado de
empaquetamiento de los fosfolipidos de las vesiculas lipidicas (Disalvo et al., 2003).
En agua la MC540 presenta dos maximos de absorbancia (la forma dimérica a 500
nm y el monémero a 530 nm), mientras que en ambientes hidrofébicos el maximo
se desplaza hacia 530 nm (dimero) y 570 nm (mondmero) (Lelkes y Miller, 1980).
El factor de hidrofobicidad (HF) es la relacion de la absorbancia a 570 nm con
respecto a 500 nm. Por lo tanto, el HF refleja el grado de exposicion de sitios
hidrofébicos y de organizacion de la superficie liposomal. Un aumento en el HF esta
relacionado con una mayor exposicion de sitios hidrofébicos en la interfase agua-

lipido, porque la MC540 se ubica como monoémero ligeramente por encima del
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esqueleto de glicerol de los fosfolipidos neutros y cargados (Lelkes y Miller, 1980).
Esto explica la sensibilidad de la MC540 a las variaciones estructurales en la region
de las cabezas polares de los fosfolipidos.

Se observaron diferencias significativas entre el HF de los UDL y el de los
UDL-5FU a lo largo del tiempo (Tabla 3). La encapsulacién de 5-FU resulté en un
valor de HF para los UDL-5FU significativamente mayor respecto a los UDL vacios
alos 0, 7y 32 dias luego de su preparacion (p < 0,0001).

Si bien la MC540 es una sonda externa, se podria esperar observar un efecto

similar en la superficie interna de la bicapa.

Tabla 3. Factor de hidrofobicidad (HF) de UDL y UDL-5FU a largo del tiempo
determinado a 20 °C. Promedio + SD (n=3).

Muestra HF 0 dias HF 7 dias HF 32 dias
UDL 2,29+0,01 2,12 + 0,08 1,71 +0,04
UDL-5FU 2,55+0,01 2,38 +0,03 2,53+0,01

Los espectros de excitacibn y emision de fluorescencia del Laurdan
dependen fuertemente del estado de fase de la membrana donde es insertado
(Hirsch-Lerner y Barenholz, 1999). El Laurdan se ubica en la interfaz hidrofilica-
hidrofébica de la bicapa con la cola de acido laurico anclada en la regién de las
cadenas de acilo de los fosfolipidos (Parasassi et al., 1991). Parasassi et al., 1991
demostraron que el Laurdan es sensible a la dinamica y polaridad de la membrana
circundante. Por lo tanto, los espectros de GP de Laurdan en liposomas permiten
la determinacion del estado de fase de la membrana, gel o liquido-cristalina, asi
como la coexistencia de fases (Parasassi y Gratton, 1995). El valor de GP refleja
corrimientos espectrales relacionados con diferencias en el nivel de hidratacion
entre las fases gel y liquido-cristalina (Bagatolli, 2006; Parasassi et al., 1991). Los
valores de GP para fases gel y fases liquido-cristalinas son 0,6 y -0,2,
respectivamente, utilizando una longitud de onda de excitacion de 340 nm y
longitudes de onda de emision de 440 y 490 nm (Parasassi y Gratton, 1995). Un
valor de GP alto indica menos relajacion dipolar del Laurdan, lo que se corresponde
con un entorno rigido (Marsanasco et al., 2015). Debido a que el valor de GP es
independiente del pH y del tipo de grupo funcional que constituya la cabeza polar

de los fosfolipidos, el proceso de relajacion dipolar que establece las propiedades
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espectrales esta relacionado con el nimero de moléculas de agua alrededor de
Laurdan (Parasassi et al., 1991). Por lo tanto, es la relajacion dipolar del agua el
proceso que produce el corrimiento espectral, como consecuencia de la interaccion
entre el dipolo en estado excitado de la sonda y el dipolo del disolvente circundante
(Parasassi et al., 1991).

Los espectros de GP de Laurdan de excitacion y emision de los UDL y UDL-
5FU correspondieron a membranas de fase liquido-cristalina (Fig. 6). Sin embargo,
hubo una diferencia significativa (p < 0,01) entre el valor de GP obtenido para UDL,
-0,188 + 0.003, y UDL-5FU, -0.200 + 0.002.
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Figura 6. Espectros GP de excitacion y emision de Laurdan de UDL y UDL-5FU a
20 ° C. Ambos corresponden a membranas en fase liquido-cristalina. Las curvas
son el promedio de tres mediciones independientes.

2.3.3 Prueba de deformabilidad

El pasaje de los fosfolipidos liposomales a través de una membrana con un
tamafo de poro de 50 nm bajo una presiéon externa de 1 MPa de N2 se muestra en
la Fig. 7. Los perfiles de UDL y UDL-5FU mostraron un comportamiento bifasico,
caracterizado por un paso rapido durante el primer minuto seguido por un paso
lento el resto 15 min. Por el contrario, no se registré pasaje de fosfolipidos para CL-
5FU durante los primeros 13 min, recuperandose solamente un 1% de fosfolipidos
al final del periodo de tiempo.

Los resultados mostraron que los UDL vacios tuvieron una elasticidad de D
= 645, mientras que los UDL-5FU D = 486. Los UDL y UDL-5FU fueron 430 y 324

veces, respectivamente, mas elasticos que los CL-5FU (D = 1,5). Aunque los UDL-
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5FU presentaron una menor elasticidad que los UDL, tuvieron un comportamiento
similar durante el pasaje forzado por la membrana y la diferencia con los liposomas

convencionales con 5-FU fue muy significativa.
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Figura 7. Perfil del pasaje de UDL, UDL-5FU y CL-5FU a través de una membrana

de policarbonato con poros de 50 nm de diametro en funcion del tiempo.

2.3.4 Liberacion del 5-FU de los UDL-5FU

El perfil de liberacién de 5-FU de los UDL-5FU fue estudiado a lo largo del
tiempo (Fig. 8). Durante las dos primeras horas, casi el 60% de la droga habia sido
liberada, mientras que luego de 12 h se libero alrededor del 80% del 5-FU
encapsulado. Finalmente, todo el contenido de los UDL-5FU fue liberado durante

las primeras 24 h.
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Figura 8. Perfil de liberacién de 5-FU de los UDL-5FU. Los experimentos se llevaron
a cabo a 37 °C. Promedio = SD (n = 2).
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2.3.5 Estudios de penetracion cutanea in vitro

El perfil de penetracion en piel humana del fluoréforo hidrosoluble FITC, co-
encapsulado con el 5-FU en UDL y CL, y de la sonda hidrofébica Rh-DPPE, se
determind utilizando el SPM seguido de la remocion de capas individuales del SC,
por medio de la técnica de tape stripping, 0 seguido del seccionamiento Optico
mediante CLSM hasta 60 um de profundidad. La penetracién en la piel también se
estudié a partir de cortes histologicos observados mediante CLSM. Finalmente, la
presencia de 5-FU en el SC y en la VED, luego de la incubacién con 5-FU libre o

UDL-5FU, se cuantificé mediante espectroscopia UV-Vis.

El SPM se emple6 en condiciones no oclusivas para mantener el gradiente
de hidratacion transdérmica, que se considera como la fuerza locomotora para la
penetracion de los UDL (Cevc, 1995; Cevc y Blume, 1992). El SPM junto con las
técnicas subsiguientes empleadas —tape stripping, obtencion de cortes histologicos
y seccionamiento 6ptico por CLSM- permiten determinar el perfil de penetracion de
los PA a lo largo de la piel. El uso del SPM asegura que el paso a través de la piel
se debe exclusivamente a la penetracion desde la parte superior (el SC) hacia las
capas inferiores (la epidermis y dermis).

Luego de 1 h de incubacién con 5-FU libre en buffer Tris, fue poca la droga
recuperada tanto de las cintas como de la VED (Fig. 9). Por el contrario, después
de la incubacion con UDL-5FU, se observé que el 5-FU alcanzé capas profundas
del SCy lleg6 al VED (Fig. 9).
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Figura 9. Perfil de penetracion a través de la piel obtenido mediante incubacion con
SPM seguido de tape stripping. La presencia del 5-FU se determin6 en el SC
superior (cintas 1-10), el SC inferior (cintas 11-20) y la epidermis viable + dermis

(VED). Los resultados se muestran como el porcentaje de 5-FU recuperado de la
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piel en relacion a la concentracion inicial de droga incubada. Promedio + SD (n =
5).

Los perfiles de penetracion de F-UDL-5FU y F-CL-5FU fueron
significativamente diferentes entre si para ambos fluoroforos (Fig. 10A). El
acumulado de fluorescencia de FITC y Rh-DPPE en las 20 cintas (correspondientes
atodo el SC), fue alrededor de 7,2 veces y 3,9 veces mayor, respectivamente, para
F-UDL-5FU que para F-CL-5FU (Fig. 10B). Debido a que en este procedimiento
cada capa celular eliminada tiene casi el mismo espesor, el nUmero de tiras de cinta
se correlaciona linealmente con el grosor restante del SC (Montanari et al., 2010).
De acuerdo a estos resultados, los F-UDL-5FU penetraron mas profundamente en
el SC que los F-CL-5FU, los cuales permanecieron en la superficie de la piel.
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Figura 10. (A) Perfil de penetracién en la piel de las sondas Rh-DPPE y FITC,
obtenido mediante incubacion, durante 1 h de manera no oclusiva, de piel con F-
UDL-5FU y F-CL-5FU en un dispositivo de SPM seguido de tape stripping. (B)
Fluorescencia acumulada en las 20 capas del SC, **p <0,007 y ***p <0,0005. Los

datos se muestran como el promedio £ SD (n = 5).

Los cortes histologicos transversales mostraron que la Rh-DPPE se
distribuyé a lo largo de todo el SC (Fig. 11), y presentdé una intensidad de
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fluorescencia maxima a una profundidad de 24 ym. Dado que el SC abdominal tiene
un grosor de aproximadamente 40 um cuando se encuentra hidratado (El Maghraby
et al., 2008), los lipidos de los F-UDL-5FU se estarian acumulando principalmente
en el SC, y en menor proporcion en la VED. El FITC se hallé tanto en el SC como
en la VED (Fig. 11), con una intensidad de fluorescencia maxima a una profundidad
de 120 ym. Las mismas muestras se sometieron también a una tincion con
hematoxilina-eosina, las cuales confirmaron la ausencia de alteraciones

histoldgicas (Fig. 12).
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Figura 11. Imagenes de CLSM de cortes histolégicos de 30 um de espesor de piel

AL LN e

incubada 1 h con F-UDL-5FU (20x). Las sefiales en color rojo y verde corresponden
a la Rh-DPPE y al FITC, respectivamente. La figura de la izquierda es la
combinacion de las imagenes de ambos fluor6foros, mientras que la de la derecha

incluye, ademas, la imagen de transmision superpuesta.

Figura 12. Imagen (6,3x) de un corte histolégico de piel de 30 um de espesor tefiido
con hematoxilina y eosina. El explanto de piel habia sido previamente incubado con
F-UDL-5FU durante 1 h.
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El seccionamiento Optico a lo largo del eje z de los explantos de piel (Fig.
13), reveld que las marcas de FITC y Rh-DPPE se distribuyeron a través de las
capas SC, particularmente en el espacio intercelular. Este resultado estuvo en
concordancia con el perfil de penetracion de los F-UDL-5FU determinado mediante

tape stripping (Fig. 10).

Figura 13. Imagenes de planos confocales en el eje z de un explanto de piel
obtenidas por CLSM a 24 (A), 42 (B) y 60 um (C) desde la superficie de la piel (0
pum), luego de 1 h de incubacién con F-UDL-5FU (20x). Las sefiales en color rojo y

verde corresponden a la Rh-DPPE y el FITC, respectivamente.

La cuantificacion de la fluorescencia para ambos fluoréforos en cada plano
confocal (Fig. 14), evidencié que las marcas penetraron juntas a lo largo del SC de
piel. Si bien a partir de los 30 um la fluorescencia comienza a decaer, esto no
significa que ambos fluoréforos no estan presentes en la piel —de hecho, con las
microscopias de los cortes histolégicos se observa que si estan presentes a
mayores profundidades—, sino que esta relacionado con la limitacion de la técnica

para penetrar la muestra.
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Figura 14. Intensidad de fluorescencia de Rh-DPPE y FITC a través del SC

determinada mediante el software ImageJ a partir de imagenes de los planos
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confocales en el eje z obtenidas por CLSM. Los explantos de piel se incubaron con
F-UDL-5FU durante 1 h. Promedio + SEM.

2.4 Discusion

Los resultados de caracterizacion de los UDL-5FU mostraron que se
obtuvieron liposomas unilamelares y estables a lo largo del tiempo, de alrededor de
70 nm, sin cambios significativos en cuanto al tamafio y estabilidad de los UDL
debido a la incorporacion del 5-FU. Los UDL y UDL-5FU serian menos estables a
4 °C en comparacion con 25y 37 °C, pero pudieron mantenerse ambos al menos
30 dias a 4 °C, sin evidencia de fendmenos de desestabilizacion.

La lamelaridad y el tamafio son también factores que determinaran si una
formulaciéon liposomal puede traspasar la barrera de la piel. Cuando la misma
mezcla de lipidos utilizada en este trabajo se empled para preparar liposomas
multilamelares méas grandes, dicha formulacion no penetr6 en la piel (Bucci et al.,
2018). En la dltima década, un articulo propuso una formulacion liposomal
multilamelar, no ultradeformable de casi 5 um en tamafio promedio para el
suministro de 5-FU (Glavas-Dodov et al., 2003); una formulacion de este tipo podria
ser buena para actuar como un deposito de medicamentos en el lado externo del

SC, pero no podria transportar 5-FU a la epidermis viable.

Los UDL-5FU presentaron una EE% baja, la cual era esperable de acuerdo
a otros esfuerzos por encapsular 5-FU en trabajos previos (Glavas-Dodov et al.,
2005; Maghraby et al., 2001). Kaiser et al., 2003 sostienen que este efecto depende
de la composicion lipidica, el grado de empaquetamiento de las cadenas de acilo,
y particularmente puede suceder con compuestos hidrosolubles en liposomas de
tamafio pequefio, debido a la pequefia relacion entre el volumen interno y externo
(Kaiser et al., 2003). Elmeshad et al., 2014 observaron que existe una relacion
proporcional entre el tamafio de la vesicula, el espacio acuoso subsecuente y la
cantidad de 5-FU encapsulada (Elmeshad et al., 2014).

Por otra parte, Elorza et al., 1993 sugirié que el 5-FU tiende a ser adsorbido
en la interfaz externa de agua-lipido (Elorza et al., 1993). En el caso de los UDL-

5FU, la droga podria quedar atrapada tanto dentro de los liposomas como quedar
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adsorbida en la superficie interna y externa de la membrana. La baja EE% podria
estar relacionada con la mas o menos rapida fuga del 5-FU débilmente retenido en
la superficie de los liposomas luego de la cromatografia de exclusion molecular. La
primera evidencia para pensar en la adsorcion del 5-FU fue la diferencia
significativa entre el potencial Zeta de los UDL y UDL-5FU. ElI UDL-5FU alcanzé
una carga superficial similar a la del UDL después del paso del tiempo, por lo que
se podria hipotetizar que conforme pasa el tiempo el 5-FU se desadsorbe de la
superficie, disminuyendo la carga superficial de los liposomas (potencial Zeta méas

negativo).

Por medio del andlisis de DSC, MC540 y Laurdan se observ6 que el 5-FU
interactta con la membrana liposomal. Por DSC se determind que su incorporacion
disminuye la entalpia de la transicion de fase de la membrana, lo cual podria estar
relacionado con un cambio en la organizacion y una disminucién de la
cooperatividad de las moléculas en la bicapa (El Maghraby et al., 2005a; Postigo
et al., 2004). Ademas, la presencia del 5-FU favoreci6 la entrada de moléculas de
MC540 a la interfaz agua-lipido, lo cual podria deberse a la interaccion del 5-FU
con las cabezas polares de los fosfolipidos. A su vez, los bajos valores de GP de
los UDL-5FU en comparacion a los UDL se pueden atribuir a un mayor nimero de
moléculas de agua entre las cabezas polares de los fosfolipidos y un entorno menos
rigido. Por lo tanto, el 5-FU podria contribuir a la desorganizacién de la membrana
alterando el empaquetamiento de las cabezas polares, pero sin llegar a afectar el
estado de fase.

Las moléculas de 5-FU podrian ser en parte adsorbidas en la interfase agua-
lipido con acceso constante a la fase acuosa. Esta interaccion molecular fue
evaluada previamente por Lopes et al., 2011 en grandes vesiculas unilamelares de
2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DMPC), quienes también observaron cierto
grado de penetracion en el dominio lipidico mediante espectroscopia de resonancia
magneética nuclear y anisotropia de fluorescencia en estado estacionario (Lopes
et al., 2011). Observaron cambios dependientes del tiempo en la difusion del 5-FU
en liposomas y que el transporte de la droga a través de la membrana era
reversible, pero la retencion dentro de la membrana era pobre.

La interaccion droga-membrana depende del coeficiente de particion del PA,

sus grupos funcionales, del tamafio y del area superficial polar (El Maghraby et al.,
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2005b). El 5-FU es una droga parcialmente lipofilica con un valor moderado de
coeficiente de particion —log P = -0,824— un area superficial polar de 65,7 A2 (El
Maghraby et al., 2005b). Estos dos parametros se correlacionan con el transporte
molecular pasivo a través de las membranas y la posibilidad de adsorcion
superficial de 5-FU en la superficie de la membrana liposomal interna y externa (El
Maghraby et al., 2005b; Lopes et al., 2011). Ademas, a pH 7,4 el 5-FU se comporta
como un tensioactivo, con una concentracion de micelar critica estimada de 8 x 10
10 M (Srivastava et al., 1987).

Por lo tanto, la interaccion entre el 5-FU y la interfaz agua-lipido en los UDL-
5FU podria resultar en una desorganizacion de las cabezas polares y afectando la
entalpia de la transicion de fase. Los resultados también fueron consistentes con
los datos publicados acerca de la union del 5-FU y su movilidad en bicapas de
fosfatidilcolina de huevo, vesiculas unilamelares grandes de DMPC vy
dipalmitoilfosfatidilcolina (EI Maghraby et al., 2005b; Lopes et al., 2011; Okamura y
Yoshii, 2008; Yoshii y Okamura, 2009).

El hecho de que parte del 5-FU pudiera estar adsorbido en la superficie del
liposoma podria explicar la liberacion tipo burst observada durante las primeras 2 h
en los estudios de liberacién. Este comportamiento también fue observado por
Cosco et al., 2015 en otros liposomas ultradeformables con 5-FU (Cosco et al.,
2015).

Por su parte, el 5-FU atrapado en el ntcleo acuoso del liposoma puede haber
atravesado la membrana, posiblemente por difusion pasiva, debido a su moderado
coeficiente de particion, tamafio pequefio y area de superficie polar (EI Maghraby
et al., 2005b; Lopes et al., 2011).

Por otro lado, la reduccién de la deformabilidad después de la incorporacién
del 5-FU podria estar relacionada con la interaccion de la droga con la membrana
liposomal observada en este trabajo. Sin embargo, los UDL-5FU conservaron la

capacidad de atravesar el SC de la piel y transportar el 5-FU hasta la VED.

El encapsulamiento del 5-FU en UDL incrementd significativamente su
penetracion cutanea en comparacion al 5-FU libre en buffer. Practicamente no se

detectd 5-FU en la piel cuando éste fue aplicado de forma libre sobre la misma.
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Este resultado estuvo en concordancia con otros estudios que observaron una
permeacion percutanea deficiente del 5-FU libre, lo que reduce su efectividad en el
tratamiento de tumores profundos mediante la administracion topica (Gupta et al.,
2005b; Singh et al., 2005).

En las pruebas de penetracion con F-UDL-5FU marcados con dos
fluoréforos, tanto la marca correspondiente a la membrana como la del ndcleo
acuoso se hallaron en todo el SC llegando a la VED. Es posible que el FITC haya
sido liberado desde los liposomas durante la penetracién, permitiendo su difusién

a estratos mas profundos de la piel en comparacion a la Rh-DPPE.

Por lo tanto, la ultradeformabilidad parece ser un factor clave en el transporte
y entrega exitosa del 5-FU en la VED. Se logr6 el suministro de 5-FU a las capas
profundas de la piel mediante la aplicacion tépica de UDL-5FU, lo que muestra el
potencial de esta hanoformulacion para el tratamiento de lesiones precancerosas y
cancerosas no superficiales, ya que la eficacia del 5-FU libre est4 limitada por su
falta de acceso a la epidermis viable.
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CAPITULO 3

ESTUDIOS DE CITOTXICIDAD IN VITRO Y
DE TOXICIDAD IN VIVO DE LIPOSOMAS
ULTRADEFORMABLES CON 5-
FLUOROURACILO
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3.1 Introduccion

Al formular un principio activo en un nanosistema resulta crucial realizar
pruebas de citotoxicidad in vitro y contar con un modelo que permita evaluar la
toxicidad in vivo del mismo. En este capitulo se analizaran, por un lado, la
citotoxicidad, la via de muerte celular activada, y la captura celular de los liposomas
ultradeformables con 5-fluorouracilo (UDL-5FU) descriptos en el Capitulo 2. Se
comparara, ademas, con el 5-fluorouracilo (5-FU) libre, se analizara el efecto de la
matriz liposomal y el efecto de la co-encapsulacion del 5-FU con un extracto de
arandanos rico en antioxidantes previamente caracterizado. Por otra parte, se

determinara la toxicidad y teratogénesis in vivo, en larvas de pez cebra.

Tres ensayos in vitro de citotoxicidad que suelen utilizarse como pruebas
complementarias para determinar la viabilidad celular son el ensayo con la sal de
bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-3,5-difeniltetrazolio (MTT), rojo neutro (NR) y
cristal violeta (CV). El ensayo con MTT determina la capacidad de las células
viables para convertir una sal soluble de tetrazolio en un precipitado de formazan
insoluble como resultado de la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial de
las células (Supino, 1995). Por su parte, la captacion del NR depende de la
capacidad de la célula para mantener los gradientes de pH a través de la produccion
de ATP (Repetto et al., 2008). A pH fisioldgico, el colorante presenta una carga neta
cercana a cero, lo que le permite penetrar las membranas de la célula. Dentro de
los lisosomas, el colorante se carga porque existe un gradiente de protones que
mantiene un pH mas bajo que el del citoplasma, y es retenido en su interior por las
interacciones electrostéticas con la matriz lisosomal. Por lo tanto, las sustancias
gue dafian las membranas y la muerte celular dan lugar a una disminucion de la
retencién del NR. Por ultimo, dado que las células adherentes se desprenden de
las placas de cultivo celular durante la muerte celular, esta caracteristica se puede
utilizar para la cuantificacion indirecta de la viabilidad celular. Un método simple
para detectar la adherencia es la tincién de las células con CV, el cual se une a las
proteinas y al ADN (Feoktistova et al., 2016). Las células que experimentan la
muerte celular pierden su adherencia, lo que reduce la cantidad de tinciéon con CV
del cultivo.
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Por otra parte, el pez cebra (Danio rerio) es un modelo creciente en el campo
de la nanotoxicologia (Haque y Ward, 2018). Es un modelo animal que ofrece
informacion imposible de obtener de estudios in vitro (Fig. 1), y que a la vez es
capaz de predecir efectos adversos, como un paso previo a los estudios en

mamiferos (Lee et al., 2017), por lo que es considerado un modelo intermedio.

Aumenta la relevancia biolégica

. o ‘ Modelos de ‘
| mamiferos |

> \ Pez cebra ‘

seqanid ap oJawinu [ap ojuAWINY

Disminucion del rendimiento

| cultivo celular in vitro |

l Aumenta la complejidad

Figura 1. Esquema comparativo entre los modelos de estudio in vitro e in vivo mas

utilizados con el pez cebra. Adaptacion de Lin et al., 2013.

El pez cebra es un teleésteo de agua dulce perteneciente a la familia
Cyprinidae. Se trata de un pez tropical, originario del sureste de Asia, que alcanza
en su vida adulta un tamafio de 4-5 cm. Los embriones y larvas son de tamafio
pequefio, su desarrollo es rapido, alcanzando un estadio con caracteristicas
semejantes a la de adulto a las 72 horas post fecundacion (hpf) (Fig. 2). Son
traslicidos y todo su desarrollo ocurre ex utero, lo cual posibilita un andlisis
fenotipico in vivo de la embriogénesis y organogénesis, efectos teratogénicos y
toxicolégicos (Lin etal., 2013). Estas caracteristicas permiten realizar
determinaciones no so6lo de cambios morfolégicos externos, sino también de
organos internos como el corazon, higado e intestino.

El pez cebra desarrolla muchos de los principales sistemas de o6rganos
presentes en los mamiferos durante la primera semana de vida. Se ha demostrado
una elevada homologia genética con los humanos (~70%) (Howe et al., 2013) y que
algunos de sus organos Yy tejidos son similares a los de los mamiferos a nivel

anatomico, fisioldgico y molecular (Lee et al., 2017).
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Figura 2. Linea de tiempo representativa, en horas post fecundacion (hpf), del

desarrollo del pez cebra.

Por otra parte, varios trabajos sostienen que el suplemento de antioxidantes
durante tratamientos contra el cancer podria reducir los efectos adversos y
aumentar el potencial de éxito de dicha terapia (Block et al., 2007); aunque, en
algunos casos, se considera que podrian antagonizar los efectos antitumorales al
reducir el dafio oxidativo (Yasueda et al., 2016). Por su parte, Cosco et al., 2015
han demostrado que la co-encapsulacion del resveratrol, un polifenol natural
utilizado en gran parte como antioxidante, con 5-FU en liposomas, potencié la
accion antitumoral de este uUltimo de manera sinérgica en células derivadas de
cancer de piel (Cosco et al., 2015). Dentro del grupo de pertenencia, el Laboratorio
de Bio-Nanotecnologia de la Universidad Nacional de Quilmes, previamente se
habia probado la eficacia de accion antioxidante de una fraccion de polifenoles rica
en antocianinas provenientes de un extracto etanolico de arandanos, los cuales
fueron incorporados en UDL (Bucci et al., 2018; Montanari et al., 2013). Por lo que
se decidi6 estudiar el efecto in vitro de la co-encapsulacion de este extracto con 5-
FU en UDL.
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3.2 Materiales y métodos
3.2.1 Materiales

La fosfatidilcolina de soja (SPC) fue comprada a Avanti® Polar Lipids. El 5-
FU empleado provino de una solucién inyectable de Laboratorios Filaxis (Buenos
Aires, Argentina). El colato de sodio (NaChol), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-(Lissamine™ rodamina B sulfonil) (Rh-DPPE), isotiocianato de
fluoresceina (FITC) y sephadex G-50 se compraron a Sigma-Aldrich (Buenos Aires,
Argentina). La carboximetilcelulosa sodica utilizada fue de Fluka-BioChemika
(Sigma-Aldrich, Argentina). La eosina amarillenta, cristal violeta (CV), rojo neutro
(RN), dimetilsulfoxido (DMSO), acido acético y etanol empleados fueron de BioPack
(Buenos Aires, Argentina). La hematoxilina y la sacarosa se compraron a Anedra
(Buenos Aires, Argentina). Agar-agar fue de Laboratorios Britania SA (Buenos
Aires, Argentina). La sal de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-3,5-difeniltetrazolio
(MTT) se obtuvo de Life Technologies™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Argentina).
Medio esencial minimo (MEM), medio RPMI 1640, suero fetal bovino, glutamina,
piruvato, penicilina y estreptomicina se obtuvieron de Gibco (Waltham, USA). Las
artemias (Artemia persimilis) fueron de Biosima SRL (Buenos Aires, Argentina).

Todos los demas reactivos utilizados fueron de grado analitico.

3.2.2 Métodos

3.2.2.1 Obtencién de un extracto de arandanos rico en antioxidantes

Se obtuvo un extracto etandlico de arandanos (BE) (Vaccinium myrtillus,
variedad "Millenia") rico en antioxidantes de acuerdo a Bucci et al., 2018. Los
arandanos fueron cosechados en diciembre de 2015 en San Pedro, Argentina
(Latitud 33° 45' S, Longitud 59° 45' O, a 36 m sobre el nivel del mar). Se pesaron y
molieron 25 g de fruta, a los cuales se les afadié 150 ml de etanol (96%) y HCI al
0,1%. La mezcla se sonicé durante 30 min en un sonicador de bafio a 25 °C y 40
kHz, y luego fue filtrada al vacio utilizando un filtro de papel Whatman No. 1. El
etanol y el agua de la fruta se eliminaron mediante evaporacion en vacio con

rotavapor (30 °C, 200 rpm) hasta no observar cambio en el peso del extracto.
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3.2.2.2 Preparacion de los liposomas ultradeformables

Los UDL, UDL-5FU y F-UDL-5FU se prepararon tal como se describi6 en el
Capitulo 2, seccion 2.2.2.1.

Adicionalmente, se obtuvieron UDL que co-encapsularon 5-FU y BE (UDL-
5FU-BE). Para ello el extracto se solubilizé en la solucion de 0,25% p/v de 5-FU en
buffer Tris para obtener una concentraciéon de 6,13 mg/ml de BE. Con dicha
solucién se hidrato6 la pelicula lipidica de SPC y NaChol para obtener UDL-5FU-BE,

los cuales presentaron tamafio promedio similar a los UDL-5FU.

3.2.2.3 Estudios in vitro con lineas celulares

Los estudios in vitro fueron realizados con dos lineas celulares humanas:
HaCaT, derivada de queratinocitos de la piel inmortalizados y SK-Mel-28, derivada
de melanoma (tumoral). Ambas lineas fueron obtenidas del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular. (IMBICE-CIC-CONICET, Argentina).

Las células fueron mantenidas a 37 °C con 5% de CO:2 en medio
suplementado con un 10% de suero fetal bovino (SFB), inactivado por calor,
glutamina 2 mM,100 Ul/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 0,25 pg/mi
de anfotericina B. Las HaCaT fueron mantenidas en medio RPMI 1640 y SK-Mel-
28 en MEM suplementado con piruvato de sodio 1 mM.

Todos los ensayos se llevaron a cabo utilizando medio de cultivo con SFB al
10%.

3.2.2.3.1 Estudios de citotoxicidad

La viabilidad celular luego de 4 y 24 h de incubacion con UDL, ULD-5FU,
UDL-5FU-BE y 5-FU libre, fue determinada mediante tres ensayos bioquimicos
diferentes. Dado que los reactivos colorimétricos utilizados miden la viabilidad
celular mediante diferentes mecanismos, se decidié combinar estos ensayos para

obtener una mas robusta comprension de la interaccion entre las formulaciones y
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las células, disminuyendo posibles interpretaciones erréneas de falsos positivos y
falsos negativos.

Se sembraron 1 x 10* células/pocillo en microplacas de 96 pocillos de fondo
plano. Después de 24 h de incubacion a 37 °C y 5% de COz, el medio de cultivo fue
reemplazado por 100 pl de UDL, UDL-5FU, UDL-5FU-BE o 5-FU, previamente
diluidos en el medio de cultivo. La concentracion de 5-FU evaluada oscil6 entre 0,18
y 114,4 uM, lo cual corresponde a concentraciones de SPC de 0,033 a 20,6 mM.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, los tratamientos fueron
removidos. Las monocapas celulares se lavaron tres veces con buffer fosfato salino
(PBS) y, a continuacion, se llevaron a cabo los ensayos de determinacion de
viabilidad celular MTT, CV y NR.

En el caso del ensayo por MTT, se afiadié medio fresco que contenia 0,5
mg/ml de sal de MTT y se incubd durante 2 h a 37 °C. Los cristales insolubles de
formazan formados tras la reaccion del MTT fueron disueltos en 200 ul de DMSO,
y la absorbancia a 570 nm se midi6é en un lector de microplacas Rayto RT-2100C
(Nashan, China).

Para la prueba con CV, 100 ul de solucion de CV fueron afiadidos a cada
pocillo y se incubd durante 15 min a 37 °C en una camara humeda. ElI CV fue
removido y la placa se sumergié dos veces en agua destilada. Se afiadieron 100
pl/pocillo de una solucion de acido acético al 30% para disolver los cristales y se
midio la absorbancia a 530 nm en un lector de microplacas.

Por ultimo, para el ensayo con NR, se afadieron 200 pl de una solucion 50
ug/ml de NR, y las células se dejaron incubando durante 3 h a 37 °C. Una vez
retirado el NR se agregaron 200 ul de una solucion fijadora de formaldehido al 1%
la cual se removi6 al cabo de 2 min lavando con solucion salina (NaCl 0,9%). Para
revelar se afladieron 200 pl de una solucién etanol al 50% y acido acético glacial al
1% a cada pocillo. Se homogeneizé y se determiné la absorbancia en un lector de
microplacas a 540 nm.

El porcentaje de viabilidad celular se calcul6 de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

Abs T
Abs C

Viabilidad celular (%) = x 100
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Donde Abs T es la absorbancia de las células tratadas y Abs C es la
absorbancia de las células control (no tratadas). La concentracion de formazan, CV
y NR es directamente proporcional a la viabilidad celular, la cual se reporté como el
promedio de tres experimentos independientes £ SD.

3.2.2.3.2 Estudios de activacion de vias de muerte celular

La evaluacién de la induccion de apoptosis y necrosis celular se llevé a cabo
por triplicado empleando el kit de deteccion de apoptosis Anexina V acoplada a
FITC (BD Pharmingen™, USA). Se sembraron 3 x 10° células/pocillo en placas de
6 pocillos y se mantuvieron a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 h. El medio de cultivo
fue reemplazado con medio fresco que contenia UDL-5FU, UDL-5FU -NB y 5-FU
(114,4 pM de 5-FU). Las células fueron incubadas durante 6 h a 37 °C y 5% de
COz2. Transcurrido el tiempo, se retiraron los tratamientos y las células fueron
lavadas tres veces con PBS y tripsinadas. La tripsina fue inactivada con SFB. Las
células se centrifugaron a 125xg y la densidad celular se ajusté a 1 x 10 células/ml
en buffer de unién. La tincion se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del Kkit.
Brevemente, a 100 ul (1 x 10° células) de la suspensién celular se incubaron
durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad con 5 pl de Anexina V-FITC
y/o 5 pl de ioduro de propidio, y se afiadieron 400 pl de buffer de unién. Un total de
1,9 x 10% células fueron analizadas, sin demorar méas de 1 h desde el momento de
la incubacién, mediante citometria de flujo (Becton Dickinson FACSCalibur, USA).
Las muestras se excitaron con un laser de 488 nm y se emplearon los filtros
detectores FL1 (530/30 nm) para FITCy FL3 (670 nm LP) para el ioduro de propidio.

Los datos fueron procesados utilizando el software CellQuest Pro.

3.2.2.3.3 Captura celular de los liposomas

La captura celular de los F-UDL-5FU (22,9 uM de 5-FU) fue monitoreada en
HaCaT y SK-Mel-28 mediante microscopia de fluorescencia. Las células se
cultivaron sobre cubreobjetos y se las dejo crecer durante 24 h en placas de 6

pocillos. Se las incub6 con los F-UDL-5FU durante 3 h en a 37 °C (temperatura
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optima del crecimiento) y a 4 °C (temperatura a la que se ve reducido el
metabolismo celular) (Montanari et al., 2010). Se incluyeron blancos de células sin
tratar. Transcurrido el tiempo, las células se lavaron 3 veces con PBS y los
cubreobjetos fueron montados sobre portaobjetos para ser observados en un

microscopio de fluorescencia (Nikon Alphaphot- 2 YS2, Japdn).

3.2.2.4 Evaluacion de la toxicidad in vivo en larvas de pez cebra

Se realizaron estudios de toxicidad en larvas de pez cebra entre el 4°y 7°
dia post fecundacion (dpf). Los peces cebra adultos (cepa salvaje) se mantuvieron
en tanques a 26 + 1 °C con un ciclo de 14/10 h de luz/oscuridad en el acuario del
Laboratorio de Bio-Nanotecnologia de la Universidad Nacional de Quilmes. Los
peces adultos fueron alimentados con alimento seco (TetraMin PRO®) tres veces
al dia y una vez al dia con artemias vivas (Artemia persimilis). El agua fue
constantemente aireada y mantenida a pH 7,0-8,0.

Luego del desove y la fertilizacidén, los embriones fueron recolectados y
conservados en medio E3 (NaCl 0,29 g/I, KCI 0,012 g/I, CaClz 0,036 g/l y MgSOa
0,039 g/l en agua desionizada y 50 ppb de azul de metileno para inhibir el
crecimiento de hongos). Sélo los huevos fertilizados en buenas condiciones fueron
seleccionados para los ensayos posteriores. Después de 1 dpf, se colocaron tres
embriones de pez cebra en cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos con medio
E3, y se mantuvieron a 28 + 1 °C hasta los 4 dpf en las mismas condiciones de luz
que los adultos.

3.2.2.4.1 Tratamiento de las larvas

A los 4 dpf se les retird el medio y se reemplazé con 250 ul de diluciones
seriadas en medio E3 de 5-FU libre y UDL-5FU, o con E3 para el control sin tratar.
La solucién de tratamiento se mantuvo durante todo el estudio y las larvas se
incubaron a 28 + 1 °C con un ciclo de luz/oscuridad de 14/10h. El rango de
concentracion de 5-FU estudiado fue entre 1,25 y 20 mM para 5-FU libre y entre
1,8 y 117 uM de 5-FU (0,825-52,8 mM de SPC) para UDL-5FU. Se analizaron
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diferentes concentraciones de 5-FU libre y encapsulado para estudiar el rango de
concentraciones que producen efectos detectables.

La actividad de nado, las alteraciones en el ritmo cardiaco y los cambios
morfolégicos se evaluaron en el mismo grupo de larvas.

Solo fueron considerados validos aquellos ensayos con un 90% de viabilidad

de los controles.

3.2.2.4.2 Cambios en la actividad de nado

Los eventos de actividad de las larvas se registraron durante 15 min a las 4,
24, 48 y 72 horas post incubacién (hpi) a temperatura ambiente con un dispositivo
automatizado, el cual cuenta con un sistema de deteccion de por haces infrarrojos
(WMicrotracker, Designplus SRL, Argentina) (Bichara et al., 2014). La actividad de
nado se determiné como el nimero de interrupciones del arreglo de haces durante
el tiempo de medicién, y dichos datos fueron relativizados al control. Un total de

ocho pocillos por condicion se analizaron por triplicado.

3.2.2.4.3 Alteraciones del ritmo cardiaco y cambios morfolégicos

El ritmo cardiaco y los cambios morfolégicos fueron evaluados a las 72 hpi
(7 dpf). Las larvas tratadas y control fueron transferidas individualmente a un pocillo
de una microplaca de 96 pocillos, y se inmovilizaron con carboximetilcelulosa de
sodio. Se fotografiaron 8 larvas por condicién y se grabd un video de 15 s con una
camara Microsoft LifeCam Studio acoplada a una lupa trinocular Nikon SMZ800
(Nikon Corporation, Japon). El ritmo cardiaco se determind contando el nUmero de
latidos durante 15 s y se reporté como el nimero de latidos por minuto. Como
parametros morfoldgicos se tuvo en cuenta la presencia de una vejiga natatoria
desinflada, cuerpo arqueado, ulceracion de tejidos y edema pericardial. También
se midieron el area del ojo, la longitud rostrocaudal y la longitud de la médula

espinal mediante el software ImageJ.
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3.2.2.4.4 Estudios histolégicos

Con el fin de analizar los efectos en el cerebro e higado de las larvas de pez
cebra de los UDL-5FU en comparaciéon con el 5-FU libre, se realizaron cortes
histolégicos de 10 larvas por condicion, los cuales se tifieron con hematoxilina-
eosina (H-E) de acuerdo a Calienni et al., 2017. Los estudios se realizaron al 5y 7
dpf (24 y 72 hpi).

Larvas de 4 dpf se incubaron, tal como se explico en la seccion 3.2.2.4.1,
con UDL-5FU -1,8 uM de 5-FU y 0,825 mM de SPC—, y con 4 mM de 5-FU libre. A
los controles sin tratar se los mantuvo con medio E3.

Larvas de 5y 7 dpf fueron anestesiados en una solucién de metanosulfonato
de tricaina 0,3 mg/ml y fueron fijadas overnight a 4 °C en una solucién de
paraformaldehido 4% p/v en buffer fosfato 0,1 M (pH 7,4). Para eliminar el fijador
se realizaron 5 lavados con PBS de 5 min cada uno. A continuacién, se embebieron
y acomodaron las larvas en una mezcla de agar-sacarosa (agar 1,5% y sacarosa
10% p/v en buffer fosfato) la cual se dejo solidificar en moldes plasticos. Los bloques
fueron criopreservados con sacarosa 30% p/v en buffer fosfato, mediante agitacion
continua overnight a temperatura ambiente.

Se realizaron cortes histolégicos parasagitales seriados de 20 pm de
espesor en criostato a -22 °C utilizando portaobjetos gelatinizados, y fueron tefiidos
con H-E. En primer lugar, se removio el agar con un primer lavado de 5 min en PBS,
un segundo lavado de 5 min PBS:agua 50:50, y un tercer lavado de 5 min con agua
destilada. Se tifié con hematoxilina durante 1 min 30 s y se lavé con agua corriente
durante 30 min. Luego se tifié con eosina durante 1 min y se hizo un pasaje rapido
por agua destilada. A continuacién, se deshidrataron los cortes pasandolos durante
2 min por concentraciones crecientes de etanol —50, 70, 80, 96 y dos pasajes por
etanol absoluto—. Por dltimo, se hicieron 3 pasajes de 3 min cada uno en xileno.
Los cortes se cubrieron con un cubreobjeto con medio de montaje.

Las imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio invertido Nikon
Eclipse TE2000-U (Nikon Corporation, Japon) acoplado a una camara Nikon Digital
Sight DS-5M-U2.
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3.2.2.4.5 Declaracion de ética

Todos los procedimientos con animales se realizaron en estricta conformidad
con las guias internacionales para el cuidado y mantenimiento de animales de
laboratorio. Los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y el Comité de Etica de la Universidad
Nacional de Quilmes, Argentina (CE-UNQ 2/2014, CICUAL-UNQ 013-15y CICUAL-
UNQ 014-15).

3.2.2.5 Andlisis estadistico

El software GraphPad Prism 6.0 se utilizd para realizar todos los analisis
estadisticos. Se llevaron a cabo pruebas ANOVA de una via y el post-test de
comparaciones multiples de Dunnett. Los tratamientos fueron comparados con el

control. Sélo los valores con p < 0,05 fueron aceptados como significativos.

3.3 Resultados
3.3.1 Estudios in vitro

Los efectos citotoxicos, la captura de los liposomas y la induccion de la
apoptosis de UDL, UDL-5FU, UDL-5FU-BE y 5-FU se evaluaron en las lineas
celulares HaCaT, como control de una linea celular que no deriva de un tumor, y
SK-Mel-28, derivada de melanoma. En el caso particular de los UDL-5FU-BE, dado
qgue el BE exhibe actividad antioxidante por la presencia de una fraccion de
polifenoles rica en antocianinas en una concentracién no citotoxica para células
HaCaT (Montanari et al., 2013), se decidié co-encapsular BE y 5-FU, buscando
obtener un efecto sinérgico en términos de reducir el estrés oxidativo en células

gue no son blanco (Cosco et al., 2015).

107



3.3.1.1 Citotoxicidad

La viabilidad celular se midi6 mediante los ensayos de MTT, CV y NR
después de 4y 24 h de tratamiento por triplicado (Fig. 3).

Los UDL-5FU y UDL-5FU-BE a la maxima concentracion estudiada fueron
mas citotoxicos en SK-Mel-28 que en HaCaT a las 4 h, mientras que ambas
formulaciones fueron mas toxicas que el 5-FU libre en ambas lineas luego de 24 h
de tratamiento. En SK-Mel-28, los UDL-5FU y UDL-5FU-BE redujeron alrededor de
un 70%, con respecto al control no tratado, la actividad metabdlica en las
mitocondrias después de 4 y 24 h de tratamiento. Ademas, las SK-Mel-28 tratadas
con ambas formulaciones presentaron una actividad metabdlica menor, ~70% (4 h)
y ~40% (24 h) menos, que aquellas tratadas con 5-FU libre.

Mediante NR se observé que los tratamientos con UDL-5FU y UDL-5FU-BE
—concentracién de 5-FU encapsulado de 114,4 pM- indujeron un mayor dafio
celular en comparacién con el control y el 5-FU libre luego de 4 y 24 h de tratamiento
para ambas lineas. Sin embargo, estos tratamientos no afectaron la adhesion
celular a la microplaca a las 4 h, como fue evidenciado mediante CV. Solo a las 24
h los UDL-5FU-BE redujeron la adhesion en un 20% en SK-Mel-28, y ambas
formulaciones redujeron la adhesion de HaCaT alrededor del 40%.

Los UDL vacios presentaron tasas de toxicidad mas altas que las
formulaciones con BE y/o 5-FU y que la droga libre en todas las condiciones

estudiadas.
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Figura 3. Viabilidad celular luego de 4 y 24 h de incubacion con UDL (blanco), UDL-
5FU (gris claro), UDL-5FU-BE (gris oscuro) y 5-FU libre (negro) en HaCaT y SK-
Mel-28, determinada por MTT, NR y CV. Los valores de concentracion de 5-FU se
expresan en uM y los de SPC en mM. Los datos se muestran como promedio = SD
(n=3),*p<0,05, **p<0,004, **p <0,0006, ***p <0,0001. Una version ampliable

de esta figura se encuentra disponible en Calienni et al., 2018.

3.3.1.2 Captura celular

Para estudiar la captura celular de los liposomas, ambas lineas celulares se
incubaron con una concentraciéon subletal de F-UDL-5FU (22,9 uM de 5-FU)
durante 3ha37y4°C.

SK-Mel-28 mostré una mayor captura de F-UDL-5FU que HaCaT a 37°C
(Fig. 4). Si bien SK-Mel-28 presento6 fluorescencia a 4 °C, la intensidad fue menor

que a 37 °C, mientras que no se pudo observar fluorescencia a 4°C en HaCaT.

109




FITC Rh-DPPE Superposicion

HaCaT | 37°C (40x)
SK-Mel-28 ' 37°C (40x)
SK-Mel-28 4°¢ (a0x)

Figura 4. Captura celular de F-UDL-5FU después de 3 h de incubacién en HaCaT
y SK-Mel-28. Las sefales rojas y verdes corresponden a Rh-DPPE y FITC,
respectivamente. Las imagenes superpuestas de ambos fluoréforos se obtuvieron

con el software ImageJ.

3.3.1.3 Muerte celular

La induccion de apoptosis y necrosis fue seguida por citometria de flujo
después de 6 h de tratamiento con 5-FU, UDL-5FU y UDL-5FU-BE (Fig. 5). Para la
deteccion, se utilizo el kit de apoptosis Anexina V-FITC.

Se observo un efecto diferencial entre ambas lineas celulares. En SK-Mel-
28, ambas formulaciones indujeron una mayor tasa de apoptosis que el 5-FU libre,
mientras que en HaCaT solo se observoé la induccion de un ligero porcentaje de
células necroticas no deseables después de la incubacion con UDL-5FU-BE. Por lo
tanto, no soélo la co-encapsulacion del 5-FU con el BE no alter6 de manera
significativa los efectos citotdxicos de los UDL-5FU en HaCaT y SK-Mel-28, sino
que, ademas, produjo un efecto indeseable como lo es la induccion de muerte

necroética en la linea celular no melanoma.
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Figura 5. Analisis por citometria de flujo para la deteccién y comparacion de la
induccion apoptotica y necrética por 5-FU, UDL-5FU y UDL-5FU-BE en HaCaT y
SK-Mel-28 después de 6 h de incubacion. Los eventos fueron detectados mediante
el kit Anexina V acoplada a FITC e ioduro de propidio. *Una version ampliable de

esta figura se encuentra disponible en Calienni et al., 2018.

3.3.2 Estudios in vivo

El objetivo de los estudios en el pez cebra fue determinar la toxicidad de los
UDL-5FU en comparacion al 5-FU libre, como un paso preliminar para estudios in
vivo posteriores en un modelo mamifero. La Fig. 6 muestra un esquema

representativo de los ensayos realizados y en el estadio larvario en el que fueron
llevados a cabo.
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Figura 6. Esquema representativo de los estudios de toxicidad in vivo realizados en
larvas de pez cebra y su secuencia temporal en el desarrollo de la larva en horas

post incubacién (hpi).

3.3.2.1 Alteracion de la actividad de nado

La actividad de nado se evalu6 con un sistema automatizado a las 4, 24, 48
y 72 hpi. El 5-FU libre disminuy¢ la actividad de nado, particularmente después de
48 y 72 hpi para todas las concentraciones estudiadas (Fig. 7). Las larvas tratadas
con 5-FU 10 y 20 mM no presentaron movimiento a las 72 hpi. Al observarlas a la
lupa, se corrobordé que las mimas se encontraban muertas. Por otro lado, el
tratamiento con UDL-5FU mostr6 un efecto de excitacion, incrementando la
actividad de nado respecto al control sin tratar, a bajas concentraciones, mientras
gue a mayores concentraciones no se detectd movimiento después de las 48 hpi
(Fig. 7). Se observé una elevada tasa de mortalidad para los tratamientos con UDL-
5FU 117 uM (concentracion de 5-FU encapsulado) entre las 24 y 72 hpi, y con 58,5
MM a las 72 hpi.
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Figura 7. Porcentaje de actividad de nado espontanea de las larvas respecto al
control (linea punteada que corresponde al 100% de la actividad de nado) a las 4,
24, 48 y 72 horas post incubacion (hpi). Los datos se muestran como promedio *
SEM (n = 24), * p < 0,05, * p < 0,01, ** p < 0,001, **** p < 0,0001.

3.3.2.2 Alteracion del ritmo cardiaco y cambios morfologicos

Ocho larvas de los estudios de actividad de nado fueron tomadas al azar a
las 72 hpi (7 dpf). Fueron inmovilizadas para ser fotografiadas y filmadas para
estudiar alteraciones morfolégicas y afecciones cardiacas aprovechando del hecho
de que en dicho estadio son translucidas.

El 5-FU libre 2,5 mM produjo arritmia y las larvas tratadas con
concentraciones igual o0 mayores a 5 mM estaban muertas a las 72 hpi (Fig. 8). El
tratamiento con UDL-5FU también produjo alteracion de la frecuencia cardiaca a
las 72 hpi. Las concentraciones bajas indujeron un aumento del ritmo cardiaco,
mientras que las concentraciones altas produjeron una disminucion en la frecuencia
cardiaca (Fig. 8). Las larvas expuestas a 58,5y 117 uM de 5-FU encapsulado

murieron a las 72 hpi.
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Figura 8. Latidos por minuto a las 72 horas post-incubacion (hpi). Promedio £ SD

(n=8), * p <0,05, **** p < 0,0001.

Como parametros de efectos toxicos y teratogénicos en las larvas se

analizaron cambios en el area del ojo, la longitud rostrocaudal y de la médula

espinal, asi como la presencia de una vejiga desinflada, cuerpo arqueado, tejido

ulcerado y edema pericardial (Fig. 9).

_ Longitud rostrocaudal

Area del ojo _ Longitud médula espinal
——
Vejiga desinflada b
- pa Y . "_":'-.-?
e T T

_~ Cuerpo arqueado c

Figura 9. Algunos de los parametros que se analizan como indicadores de cambios

morfologicos en larvas. Las imagenes son representativas, y corresponden larvas

de 72 horas post incubacion.
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Las larvas incubadas con concentraciones sub-letales de 5-FU libre, es decir,
menores a 5 mM, presentaron alteraciones morfologicas leves a moderadas. Solo
las larvas tratadas con 2,5 mM de 5-FU presentaron efectos tales como vejiga
natatoria desinflada (25% de las larvas), presencia de cuerpo arqueado (37,5%) y
tejido ulcerado (12,5%), y un aumento en la longitud rostrocaudal (Fig. 10). Mientras
que en las larvas incubadas con concentraciones sub-letales de UDL-5FU no
presentaron cambios morfolégicos. No se observé edema pericardico en ninguna

de las condiciones estudiadas.
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Figura 10. Parametros morfologicos analizados en larvas a las 72 horas post
incubacion: area del ojo, longitud rostrocaudal y longitud de la médula espinal. Las
mediciones fueron llevadas a cabo con el software ImageJ. Sélo se muestran los
resultados de las larvas tratadas con concentraciones sub-letales. Promedio + SD
(n=8).,*p <0,05.
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3.3.2.3 Estudios histolégicos

Dado que las alteraciones en la actividad locomotora de las larvas pueden
relacionarse con efectos neurolégicos (Selderslaghs et al., 2013), se estudiaron, de
manera exploratoria, alteraciones en el cerebro, en particular en las células del
nacleo del rafe (Fig. 11). Para ello las larvas fueron incubadas con una
concentracion de 5-FU (4 mM) y de UDL-5FU (1,8 uM de 5-FU encapsulado) que
genero alteraciones en la actividad de nado. También se analiz6 el efecto de ambos

tratamientos en el desarrollo del higado (Fig. 11).

Figura 11. Corte histolégico de 20 pm de espesor de una larva control de 5 dias
post fecundacion (dpf) tefilda con hematoxilina-eosina (10x). El estudio histologico

se focalizé en el cerebro —en los ndcleos del rafe—y en el higado.

El andlisis histolégico no mostré alteraciones significativas en el cerebro y el
higado en las condiciones estudiadas. Los nucleos del rafe mostraron una
organizacion normal (Fig. 12) para ambos tratamientos a 5 y 7 dpf, los cuales
corresponden a las 24 y 72 hpi respectivamente. De manera similar, los

tratamientos no alteraron la fisonomia normal del higado (Fig. 13).
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Control 5-FU UDL-5FU

5 dpf

Figura 12. Tincién con hematoxilina-eosina de los nucleos del rafe en el cerebro de
larvas control (sin tratar) y de larvas tratadas con 5-FU y UDL-5FU luego de 24 hpi
(5 dpf) y 72 hpi (7 dpf) (40x).

Control 5-FU UDL-5FU

5 dpf

7 dpf

Figura 13. Tincién con hematoxilina-eosina del higado de larvas control (sin tratar)
y de larvas tratadas con 5-FU y UDL-5FU luego de 24 hpi (5 dpf) y 72 hpi (7 dpf)
(40x).
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3.4 Discusion

Los resultados de citotoxicidad mostraron que la encapsulacion del 5-FU en
UDL aumento significativamente su toxicidad en cultivos celulares. Este incremento
en la toxicidad podria estar relacionado con la propia matriz liposomal, la cual fue
mas citotoxica que los demas tratamientos. La reduccion de la citotoxicidad de la
matriz por la incorporacion de 5-FU y BE podria estar relacionada con la interaccion
detectada en este trabajo (Capitulo 2) entre el 5-FU y la membrana liposomal. Los
UDL-5FU, ademas, presentaron una mayor tasa de induccion de apoptosis que el
5-FU libre. Este efecto fue mucho mas significativo en la linea derivada de
melanoma humano SK-Mel-28 que en HaCaT (derivada de queratinocitos
inmortalizados). Por otra parte, en ambas lineas celulares la internalizacion de los
UDL-5FU se estaria llevando a cabo principalmente mediante alguna via
endocitica. Aunque en SK-Mel-28, se evidencio un ingreso de los F-UDL-5FU por

un mecanismo pasivo, no dependiente de actividad metabolica a 37 °C.

En vista de los resultados de citotoxicidad y muerte celular in vitro, se
observd que la incorporacion de los antioxidantes presentes en el BE a los UDL-
5FU no mejoro el rendimiento general del 5-FU como se evidencio en otros trabajos
publicados y, ademds, presentdé un efecto no deseado en HaCaT que fue la
induccion de un porcentaje de células necroticas significativo con respecto al control

sin tratar.

La determinacion de alteraciones en la actividad de nado espontaneo de las
larvas de pez cebra es una manera de detectar efectos en el sistema nervioso en
desarrollo. Tanto la hipo como la hiperactividad pueden ser indicativo de efectos
adversos sobre uno o mas componentes de los circuitos neuronales de la red del
aparato locomotor temprano (médula espinal y el cerebro posterior -rombencéfalo—
) (Selderslaghs et al., 2013). Ademas, la incubacion al 4 dpf posibilita evidenciar
efectos en el desarrollo de la vejiga. Entre el 4-5 dpf cuando la vejiga natatoria y los
sistemas sensoriales, como la vision, son funcionales, las larvas comienzan a
desplazarse y nadar de manera espontanea (Colwill y Creton, 2011; Drapeau et al.,
2002). El pez cebra también es un buen modelo para determinar y estudiar

cardiotoxicidad, pese a que su corazén difiera estructuralmente al del humano (Lee
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et al., 2013). Por su parte, el higado de las larvas esta completamente formado y
funcional a los 3 dpf (He etal.,, 2013). Si bien existen diferencias menores, la
anatomia general, la composicion celular y su funcion es virtualmente la misma que
la del higado de los mamiferos; y los estadios embrionarios tempranos de
hepatogénesis son similares a los del raton (He et al., 2013).

El 5-FU tanto en su forma libre como encapsulado produjo cambios en la
actividad de las larvas dosis dependiente. Este efecto podria ser una evidencia de
dafio neurolégico, lo cual encuentra sustento en el trabajo de Brannen et al., 2010,
donde observaron en larvas expuestas de manera continua durante 5 dias desde
estadios embrionarios tempranos, que el 5-FU afecto al sistema nervioso central y
al esqueleto de las mismas (Brannen et al., 2010). Ademas, existe evidencia sobre
la incidencia de anormalidades en el desarrollo del sistema musculoesquelético en
ratones y ratas (Dagg, 1960; Grafton et al., 1987) y que puede afectar a nivel del
cerebro en humanos provocando sindromes cerebelosos como ataxia y nistagmo
(McGrath, 2012). La disminucion en la actividad locomotora de las larvas expuestas
a concentraciones mayores a 5 mM de 5-FU libre y 117 uM de UDL-5FU también
pudo estar relacionada con un incremento en la tasa de mortalidad.

Uno de los 6rganos diana de esta droga es el corazon (Jensen y Sgrensen,
2006). El 5-FU libre produjo arritmia en larvas expuestas a 2,5 mM de droga, y no
presentaron latidos en concentraciones superiores a 5 mM. Estos resultados
concuerdan con los datos obtenidos del analisis de la actividad de nado, ya que el
mismo rango de concentraciones que produjo efecto cardiaco provocé alteraciones
significativas en la actividad locomotora. El tratamiento con UDL-5FU también
produjo una alteracion de la frecuencia cardiaca a las 72 hpi. Bajas concentraciones
indujeron un aumento del ritmo cardiaco, mientras que las concentraciones altas
produjeron una disminucién del mismo respecto al control. Los efectos observados
entre la actividad de nado y el analisis del ritmo cardiaco también fueron
congruentes. Las concentraciones que aumentaron el ritmo cardiaco fueron las
mismas que incrementaron la actividad de nado respecto al control, mientras que
todas las larvas expuestas a 117 uM murieron a las 72 hpi.

En los vertebrados la serotonina juega un papel clave en la modulacion de
los movimientos locomotores, y el sistema serotoninérgico esta altamente
conservado entre ellos (Lillesaar, 2011). Mientras que en mamiferos la mayoria de

las células serotoninérgicas estan localizadas dentro del rombencéfalo, el pez cebra
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tiene al menos tres clusters de neuronas serotoninérgicas, pero solo los grupos
localizados en el rombencéfalo (el rafe superior e inferior y células medulares) se
encuentran también en tetrapodos (Maximino et al., 2013). El aparente parecido
con las neuronas serotoninérgicas del rafe de mamiferos se sustenta en el hecho
de que inervan de manera semejante numerosas areas del cerebro, y pueden
desarrollar roles funcionales equivalentes (Lillesaar, 2011). En el pez cebra las
neuronas serotoninérgicas y sus proyecciones aparecen en el rombencéfalo y en
la médula espinal alrededor del 2 dpf (Lillesaar, 2011). La poblacion de células
serotoninérgicas conocidas como nucleos del rafe inferior, son las Unicas en su
cerebro que se proyectan a la médula espinal (Airhart et al., 2007).

Debido a que se observaron alteraciones en la actividad de nado de las
larvas tratadas con 5-FU y UDL-5FU, se realizaron estudios adicionales de cambios
topoldgicos en los nucleos de rafe del cerebro de los peces cebra, en basqueda de
evidencia adicional de posibles efectos neurotoxicos del tratamiento. Para ello las
larvas se incubaron desde el 4 dpf con concentraciones sub-letales de 5-FU (4 mM)
y UDL-5FU (1,8 pM de 5-FU encapsulado) que produjeron alteraciones en la
actividad de nado. Sin embargo, a partir de los estudios histoldgicos no se
observaron alteraciones en los nucleos del rafe en el cerebro de las larvas luego de
24 y 72 hpi (5 y 7 dpf respectivamente). Tampoco se observaron alteraciones
significativas en el higado.

Por otra parte, las alteraciones en la actividad de nado podrian también estar
relacionadas con problemas en el desarrollo en la vejiga natatoria y del sistema
musculoesquelético de los peces. En los estudios de cambios morfolégicos se
observé que solamente el tratamiento con 5-FU libre afectd a la vejiga natatoria y
derivd en el encorvamiento de las larvas y en el incremento de la longitud
rostrocaudal.

Por lo tanto, los UDL-5FU resultaron ser mas téxicos que el 5-FU libre, ya
que la formulacién indujo efectos adversos a concentraciones mas bajas. Esta
toxicidad, en parte, podria estar relacionada con la matriz liposomal y la captacion
diferencial derivada de la naturaleza de los activos. En otro estudio del grupo de
pertenencia, observamos que los UDL vacios produjeron efectos en larvas de pez
cebra en las mismas condiciones y en un rango de concentracion similar al llevado

a cabo en este trabajo (Bucci et al., 2018).
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CAPITULO 4

OBTENCION, CARACTERIZACION Y
PENETRACION CUTANEA DE
LIPOSOMAS ULTRADEFORMABLES CON
VISMODEGIB
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Este capitulo ha sido publicado en:

International Journal of Pharmaceutics, 565, 108-122 (2019). “Nanoformulation for
potential topical delivery of Vismodegib in skin cancer treatment”, MN Calienni, C
Febres-Molina, RE Llovera, C Zevallos-Delgado, ME Tuttolomondo, D Paolino, M

Fresta, HL Barazorda-Ccahuana, B Gémez, SV Alonso, J Montanari.

Parte de los ensayos descriptos en el mismo fueron llevados a cabo durante mi
estancia corta de investigacion en la Universita degli Studi Magna Graecia di
Catanzaro, Dipartimento di Medicina Sperimentale e Clinica, Advanced Drug

Delivery Systems Laboratory — Italia, bajo la direccion de la Dra. Donatella Paolino.
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4.1 Introduccion

La administracion tépica de farmacos muestra un mayor potencial que la
administracion sistémica en el tratamiento de enfermedades dermatoldgicas, como
el cancer de piel, debido a la posible reduccion de los efectos secundarios y el
incremento de las concentraciones locales de los farmacos. Sin embargo, el estrato
corneo (SC) de la piel humana forma una barrera efectiva (Jain et al., 2017), y el
éxito de la administracion topica depende de las caracteristicas particulares de los
compuestos, tales como su tamafio y propiedades quimicas (Nastiti et al., 2017).
La nanotecnologia provee de herramientas para la encapsulacion de agentes
antineoplasicos en nanosistema de entrega de activos (NEA) para la liberacion
controlada de los mismos, los cuales son capaces de atravesar la barrera del SC
de la piel (Betancourt et al., 2009). La encapsulacion de los agentes antineoplasicos
también podria resultar en ventajas tales como la reduccion de la dosis total
requerida y de los efectos secundarios, y un aumento en la estabilidad y
biodisponibilidad del farmaco, entre otros (Naves et al., 2017).

Los liposomas ultradeformables (UDL) son liposomas altamente elasticos,
gue pueden penetrar a través del SC a la temperatura corporal, impulsados por el
gradiente de hidratacion transdérmica y la presion de deshidratacion, sin agregarse
ni coalescer (Cevc y Blume, 1992; Cevc y Gebauer, 2003). Los UDL son
nanovesiculas que consisten en una mezcla de fosfolipidos convencionales y
activadores de borde, tal como sales biliares, que aumentan la deformabilidad de
la bicapa al afectar la tension interfacial (El Zaafarany et al., 2010). Los UDL son
unilamelares, y son capaces de encapsular tanto activos hidrofilicos como
hidrofobicos, ya que tienen un espacio acuoso interno rodeado de una bicapa
fosfolipidica. Por esta razon, muchas técnicas de estudio versatiles se pueden usar
como herramientas para determinar cdmo se incorporan los activos de diferentes
solubilidades en UDL (Montanari et al., 2007).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) aprobaron en 2012 y 2013,
respectivamente, el principio activo Vismodegib (Vis) (Erivedge®, Genentech), el
primer inhibidor de su clase de la via de sefializaciéon Hedgehog, para el tratamiento
del carcinoma de células basales (BCC) (Dlugosz etal.,, 2012). La activacion

inapropiada de la via de sefializaciébn Hedgehog, que deberia estar inactiva en la

127



mayoria de los tejidos adultos, esta asociada con el BCC (Barakat et al., 2010). El
tratamiento con Vis consiste actualmente en la administracion oral de capsulas de
Erivedge®. Si bien se demostré la eficacia terapéutica del Vis durante los ensayos
clinicos (Sekulic et al., 2012), presenta severos efectos secundarios relacionados
con la administracion sistémica. Los efectos no deseados mas comunes que
experimentaron los pacientes tratados con Vis fueron espasmos musculares, fatiga,
alopecia, disgeusia y nduseas (LoRusso et al., 2011). Por lo tanto, la encapsulacion
de Vis en un NEA podria reducir la distribucién sistémica, mejorar la entrega sitio-
especifica del farmaco y su rendimiento, y permitir un tratamiento no invasivo para
el BCC.

Si bien la via tépica cutanea podria ser 6ptima para la administracion de Vis
para el tratamiento de lesiones cancerosas profundas de la piel, muy pocos trabajos
reflejan un interés en ésta (Nguyen y Banga, 2015; Olesen et al., 2018) y, hasta
ahora, este farmaco no se habia incorporado a un NEA. Los UDL son buenos
candidatos para la incorporacion de Vis, el cual tiene un peso molecular de 421,3
g/mol y baja solubilidad en agua. Por este motivo, se disefid, obtuvo y caracterizé
UDL cargados con Vis para el desarrollo de una terapia novedosa contra el BCC.
En este capitulo se incluyen los primeros pasos que fueron dados para lograr este
objetivo.

Para caracterizar la nanoformulacion y demostrar su potencial como sistema
de administracion tépico para el tratamiento del cancer de piel, el foco estuvo en el
estudio de como se incorpor6 el Vis en la nanoformulacion y si el sistema era capaz
de penetrar en la piel. Se analizé la estabilizacion del Vis en el entorno lipidico de
la membrana liposomal y si su incorporacion afectaba las caracteristicas
particulares de los UDL que los convierten en un buen transportador tépico para la

administracion de farmacos.
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4.2 Materiales y métodos
4.2.1 Materiales

Erivedge® (Vismodegib), Vismodegib estandar (2-cloro-N-(4-cloro-3-(piridin-
2-il)fenil)-4-(metilsulfonil)benzamida) y la columna para RP-HPLC fueron donadas
por Roche S.A.Q. e |. (Argentina). La fosfatidilcolina de soja (SPC) fue comprada a
Avanti® Polar Lipids. El colato de sodio (NaChol), la merocianina 540 (MC540), el
1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-(Lissamine™ rodamina B sulfonilo)
(Rh-DPPE), la calceina y el sephadex G-50 utilizados fueron de Sigma-Aldrich
(Buenos Aires, Argentina). El 6-dodecanoil-2-dimetilaminonaftaleno (Laurdan) fue
comprado a Thermo Fisher Scientific (Buenos Aires, Argentina). Acetronitrilo (ACN),
agua grado HPLC vy el cloroformo (CHCIz) fueron J. T. Baker® (Buenos Aires,
Argentina). EI metanol (CH3OH), el &cido trifluoroacético (TFA) y el dimetilsulfoxido
(DMSO) utilizados fueron Biopack (Buenos Aires, Argentina). Todos los demas

ractivos usados eran de grado analitico.

4.2.2 Métodos
4.2.2.1 Cuantificacion mediante RP-HPLC

La deteccion y cuantificacion del Vis se llevo a cabo mediante un método de
cromatografia liquida de alta performance en fase reversa (RP-HPLC) adaptado a
partir del protocolo de andlisis de calidad de Roche. La cromatografia se realizé en
un equipo HPLC Waters Alliance 2690 acoplado a un detector UV Waters Alliance
2487 (Massachusetts, USA), con una columna Agilent ZORBAX Eclipse XDB-C18
(150 x 3,0 mm, tamafio de particula de 3,5 um) (Santa Clara, CA, USA). El flujo fue
de 0,75 ml/min, la temperatura de la columna se mantuvo a 25 °C y el volumen de
inyeccion fue de 50 pl. Las condiciones de elucién consistieron en un gradiente
entre las fases méviles A (agua + 0,05% TFA) y B (ACN + 0,05% TFA) como se

detalla en la Tabla 1.
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Tabla 1. Condiciones de la cromatografia en fase liquida para la cuantificacion de

Vismodegib.
Tiempo (min) Al (%) B2 (%)

0 85 15
15 60 40
27 5 95
28 5 95
28,1 85 15
35 85 15

ISolvente A: agua + 0,05% TFA
2Solvente B: ACN + 0,05% TFA

La deteccién se realiz6 midiendo la absorbancia del eluato a 225 nm. Los
cromatogramas se analizaron con el software Clarity 2.3 (DataApex). Se obtuvo una

curva de calibracion con la droga estandar por triplicado.

4.2.2.2 Extraccion del principio activo Vis a partir de las capsulas de Erivedge®

Un total de 5 cépsulas de Erivedge® fueron mezcladas y utilizadas en los
posteriores estudios. La extraccién y purificacién del principio activo Vis fue llevada
a cabo afiadiendo 1 ml de CH3OH cada 4 mg de Erivedge®, vortexeando durante 1
min a maxima frecuencia y centrifugando la mezcla durante 5 min a 20.817xg y 25
°C para precipitar los excipientes, los cuales son insolubles en dicho solvente. El
sobrenadante resultante fue utilizado para las subsiguientes determinaciones.

La eficiencia del método de extraccion, el grado de purezay el porcentaje de

Vis recuperado fueron determinados mediante RP-HPLC.

4.2.2.3 Obtencion de las nanoformulaciones liposomales

Los UDL y los UDL cargados con Vis (UDL-Vis) fueron preparados con SPC,
NaChol y Vis en una relacion de masa de 40:7 (SPC:NaChol) para UDL y 40:7:1,4

(SPC:NaChol:Vis) para UDL-Vis. Las mezclas fueron disueltas en soluciones
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CHCI3:CH3OH (1:1 v/v), y los solventes fueron evaporados en vacio, 120 rpmy a
40 °C en un rotavapor, para formar una fina pelicula en las paredes de un balén de
vidrio. La pelicula fue sometida a una corriente suave de N2 para eliminar posibles
trazas de solvente y luego fue hidratada con buffer Tris-HCI 10 mM con 0,9% (p/v)
NaCl, pH 7,4 (buffer Tris), para obtener una concentracion final de 40 mg de
SPC/ml. La suspension liposomas fue extrudada 5 veces a través de una
membrana de policarbonato de 0,1 ym de tamafo de poro, bajo un flujo de N2
utilizando un extrusor LipexTM 10 ml (Transferra Nanosciences Inc., Canada).

Dado que el farmaco resulté virtualmente insoluble en solucion acuosa, no
se llevo a cabo ningin método separativo de la droga no encapsulada, asumiendo
que la totalidad del Vis determinado se encontraba incorporado a la fase lipidica de
los liposomas.

Liposomas convencionales no ultradeformables con Vis (CL-Vis) o sin Vis
(CL), fueron preparados mediante el mismo procedimiento que los UDL-Vis y UDL,
respectivamente, pero sin el agregado del activador de borde NaChol.

Se obtuvieron UDL-Vis con doble marca fluorescente (F-UDL-Vis) afiadiendo
Rh-DPPE a la solucion organica con los lipidos y Vis, en una relacién molar 1:1000
de Rh-DPPE:SPC, e hidratando la pelicula lipidica obtenida con una solucion de
calceina 0,1 mM en buffer Tris. La suspension fue extrudada al igual que los UDL-
Vis, y luego fue sometida a una cromatografia de exclusion molecular, mediante el
pasaje por una columna rellena con Sephadex G-50, para eliminar las moléculas

de fluoréforo no encapsulado.

4.2.2.4 Determinacion del tamafio, carga superficial y estabilidad

Las mediciones del tamafio promedio, determinado mediante dispersion
dinamica de la luz (DLS), y del potencial Zeta de los UDL y ULD-Vis se llevaron a
cabo con un Nanozetasizer (Malvern, UK). Las mediciones se realizaron por
triplicado a temperatura ambiente a los 0, 7, 14 y 30 dias desde la preparacion,
manteniendo las suspensiones almacenadas a 4 °C, para estudiar la estabilidad de
las mismas en el tiempo. La estabilidad a 4, 25 y 37 °C de los UDL y ULD-Vis
también se evalud utilizando un Turbiscan Lab® Expert tal como se describi6 en el

Capitulo 2, seccién 2.2.2.3.

131



Se obtuvieron imagenes de microscopia electronica de transmision (TEM)
de los UDL-Vis luego de una tincién negativa con acetato de uranilo (Microscopio
Electrénico Zeiss EM 109T, Alemania).

El andlisis de turbidez de los UDL-Vis, como un indicador de la laminaridad,
se llevé a cabo midiendo la absobancia a 400 nm en un espectrofotometro (Jasco
V-550, Tokio, Japon) de acuerdo a Montanari et al., 2009 (Montanari et al., 2009).

4.2.2.5 Relacion droga-lipido, eficiencia de encapsulacion y capacidad de carga

Los fosfolipidos y el Vis en los UDL-Vis se cuantificaron antes y después de
la extrusion para determinar la relacion droga-lipido y la eficiencia de
encapsulacion. Los fosfolipidos se cuantificaron mediante el método de Stewart,
1980. La concentracion de Vis encapsulada en los UDL-Vis se determind mediante
RP-HPLC UV después de la disrupcién completa de un volumen de suspension
liposomal en 3 volimenes de ACN. UDL se incluyeron como control negativo. La
mezcla se agitd en vortex y se centrifugé cinco minutos a maximas rpm. El
sobrenadante se diluyé luego con la solucion de elucién y se analiz6 mediante RP-
HPLC. La eficiencia de dicho método de extraccién se evaludé previamente
agregando una cantidad conocida de Vis a una suspension de UDL y a buffer Tris
como control. Las muestras se agitaron durante 30 s y se dejaron reposar durante
una hora, para asegurar la interaccién del farmaco con los UDL. Luego, las mezclas
se trataron como se describié anteriormente para los UDL-Vis, y se determind la
cantidad de Vis recuperada. La eficiencia de encapsulacion (EE%) se calcul6 como
se detall6 en el Capitulo 2, seccién 2.2.2.2.

La capacidad de carga (LC%) se calculd6 como la cantidad de farmaco
atrapado total (DE) dividida por el peso total de UDL-Vis (LW), de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

LCY% ED 100
=— X
°T LW

132



4.2.2.6 Interaccion entre el Vis y la membrana liposomal

4.2.2.6.1 Grado de fluidez y empaquetamiento de la membrana

La interaccion de Vis con la membrana liposomal se evalué por triplicado
midiendo los cambios en el factor de hidrofobicidad (HF) de la MC540 y la
polarizacion generalizada (GP) de la sonda Laurdan tal como se detalla en el
Capitulo 2, seccion 2.2.2.4. Ambas sondas permiten escanear la interfaz
hidrofilica/hidrofébica de la bicapa debido a su localizacion (Marsanasco et al.,
2015).

En el caso del analisis con Laurdan de los UDL y UDL-Vis, la intensidad de
emision se adquirié a 440 nm (1440) y 490 nm (1490), excitando a 340 nm. La GP

se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

_ 1440 — 1490
" 1440 + 1490

4.2.2.6.2 Calorimetria diferencial de barrido

El efecto de la presencia de Vis en la transicion de fase de la membrana
liposomal se determind mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). La
temperatura de la transicion de fase (Tm) y la variacién asociada de la entalpia
(AHcal) de UDL y UDL-Vis se determinaron por duplicado en las mismas condiciones
descriptas en el Capitulo 2, seccidén 2.2.2.4. Las muestras (14 mg) se pesaron en

celdas Tzero y se cerraron herméticamente.
4.2.2.6.3 Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

Alicuotas de 50 pl de UDL y UDL-Vis inmediatamente después de la
preparacion se secaron al vacio a temperatura ambiente en tubos Eppendorf. Los

tubos se colocaron en un desecador con silica gel seca conectado a una bomba de

vacio durante 96 h hasta que el peso de las muestras permanecié constante.
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Los espectros de FT-IR entre 4000 y 400 cm™, con 4 cm™ de resolucioén, se
adquirieron a 25 °C con un espectrometro Nicolet 8700 FT-IR (Thermo Scientific,
USA). Los mismos se obtuvieron por dos métodos: para UDL y UDL-Vis mediante
reflectancia total atenuada (ATR) utilizando el accesorio Smart Orbit (64 barridos);
mientras que para UDL-Vis y Vis se prepararon pastillas con KBr (32 barridos). La

deconvolucién se llevé a cabo con el software OriginPro 8°.

4.2.2.6.4 Espectroscopia Raman

Los espectros vibracionales Raman de suspensiones de UDL y UDL-Vis (con
relaciones molares crecientes de Vis) se midieron con un microscopio confocal
Raman DXR (Thermo Scientific, USA) acoplado a un detector de carga y con el
software de mapeo OMNIC Atlus. Las muestras fueron refrigeradas con un modulo
Peltier. Todos los experimentos espectroscopicos se llevaron a cabo a temperatura
ambiente.

Para lograr una buena relacién sefal/ruido, se acumularon 100
adquisiciones con un tiempo de exposicidn de 5 s para todas las muestras. La
potencia del laser utilizada fue de 10 mW y la longitud de onda fue 532 nm. Los

espectros se analizaron utilizando el programa OMNIC™ para Raman dispersivo.

4.2.2.6.5 Andlisis por simulacion de los UDL-Vis

El modelado computacional de los UDL-Vis se llevé a cabo considerando la
composicién molecular de SPC, NaChol y Vis en una proporcion de 24:3:1. Las
estructuras moleculares de Vis y NaChol se tomaron de la base de datos PubChem
(PubChem CID = 24776445 y 23668194, respectivamente) (Fig. 1). La estructura
del NaChol se optimizd en forma anidnica, con una carga de -1, como se sugiere
en la literatura (Mustan et al., 2015). La estructura molecular de SPC se construy6
utilizando el software Gaussview 5.0.9. La optimizacion de la geometria se realizo
mediante el método cuantico semiempirico PM6 y la Teoria del Funcional de la
Densidad (DFT) en el programa Gaussian 09 (Frisch et al., 2009). Las cargas

atomicas de Hirshfeld se obtuvieron mediante los célculos de punto Unico utilizando
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la funcion CAM/B3LYP y el conjunto de funciones TZVP. El servidor generador de
topologia OPLS-AA (http://erg.biophys.msu.ru/tpp/) se utilizé para la obtencién de
los campos de fuerza.

Los métodos clasicos de mecénica molecular se realizaron con Gromacs
2016.4 (Abraham et al., 2015), utilizando el campo de fuerza OPLS-AA, un modelo
acuoso de carga de punto simple, y se agregaron atomos de sodio para neutralizar.
La simulacion de dinamica molecular (MD) se llevé a cabo con condiciones de
frontera periddicas (PBC) en todas las direcciones, termostato Nosé-Hoover y con
el acoplamiento de presidn semi-isotrépica mediante el barostato Parrinello
Rahman. La interaccion de Lennard-Jones con un corte de 1,2 nm, el método de
Ewald de malla de particulas (PME) (Essmann et al., 1995), y el algoritmo LINCS
(Linear Constraint Solver) (Hess et al., 1997) fueron considerados para la MD. El
analisis de MD fue evaluado en la herramienta de trazado Grace-5.1.25 y el
software Chimera UCSF (Pettersen et al., 2004).
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Figura 1. Estructuras moleculares de Vismodegib (A) y Colato de Sodio (B).

4.2.2.7 Prueba de deformabilidad

La deformabilidad de UDL, UDL-Vis, CL y CL-Vis se determin6 conduciendo
1,5 ml de cada formulacién mediante una presién externa baja de N2 (1 MPa) a
través de una membrana de policarbonato con tamafio de poro de 50 nm, en un
extrusor Lipex™ de 10 ml. El volumen extrudado se recogié cada min a lo largo de
15 min, y se determind el porcentaje de fosfolipido para cada fraccion. La
elasticidad de las bicapas de liposomas (D) se calculd6 como se explico en el

Capitulo 2, seccion 2.2.2.5.
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4.2.2.8 Penetracion cutanea

4.2.2.8.1 Recuperacion y cuantificacion del Vis luego del tape stripping

El estudio de penetracion in vitro de los UDL-Vis en piel humana se llevo a
cabo utilizando el Método de Penetracion Saarbriicken (SPM) (Schaefer y Loth,
1996) tal como se describi6 en el Capitulo 2, seccidén 2.2.2.7. La piel provino de una
mujer caucéasica de 39 afios que gozaba de buena salud en el momento de la
cirugia estética. Los protocolos de trabajo con muestras de piel humana fueron
aprobados por el Comité de Etica de la Universidad Nacional de Quilmes (CE-UNQ
N°1/2019), en conformidad con el Codigo de Etica de la Asociacion Médica Mundial.

Un total de 60 pg de Vis, encapsulado en la suspensiéon UDL-Vis 0 en una
solucién de Vis libre en DMSO, se aplicaron sobre la superficie de la piel de cada
disco, repartidos en gotas de 2,5 ul, y se incub6 de forma no oclusiva a 35+ 1 °C
durante 1, 4 y 8 h. Transcurrido el tiempo de incubacién se llevo a cabo el tape
stripping (Capitulo 2, seccion 2.2.2.7.1). Las cintas se agruparon en 3 grupos
correspondientes al SC superior (cintas 1-5), medio (cintas 6-10) e inferior (cintas
11-20). La epidermis viable y dermis (VED) debajo del SC eliminado fueron
disgregados y recolectados. La extraccion del Vis a partir de las cintas se realiz6
con 3 ml de DMSO y 1 ml para VED en agitacion (190 rpm) durante 1 hora a 37 °C.
La determinacion de Vis después de la extraccion se llevo a cabo mediante RP-
HPLC UV, como se indica en la seccion 4.2.2.1. Los experimentos se realizaron por
quintuplicado. Se restaron los blancos obtenidos a partir del mismo procedimiento

aplicado a muestras de piel no incubadas con UDL-Vis o Vis libre.

4.2.2.8.2 Microscopia confocal de muestras de piel

Discos de piel fueron incubados con F-UDL-Vis durante 8 h como se indica
en la seccion 4.2.2.8.1 con el SPM. Transcurrido el tiempo, fueron rapidamente
incluidos en OCT (compuesto de temperatura de corte 6ptima) y congelados a -20
°C. Se obtuvieron secciones transversales de 20 um de grosor con un criéstato a -
20 °C, las cuales se observaron mediante microscopia confocal de barrido laser
(CLSM). Se utilizé el laser Ar (488 nm) para excitar la calceina y el laser He-Ne (543

nm) para Rh-DPPE. Otros discos de piel, luego de la incubacion con F-UDL-Vis, se
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colocaron directamente en portaobjetos y fueron escaneados Opticamente por
CLSM a intervalos de 7 um a lo largo del eje z (10 imagenes desde la superficie
hasta 70 um de profundidad). Las imagenes fueron analizadas con el software

ImageJ y se cuantificé la fluorescencia en cada plano confocal para ambas sondas.

4.2.2.9 Anélisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizo mediante el t-test de Student.
Cuando fue necesario comparar mas de dos variables, se llevé a cabo ANOVA de
una viay la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Solo los valores con p <
0,05 fueron considerados significativos. El programa GraphPad Prism 6.0 se utilizo
para realizar todos los analisis estadisticos.

4.3 Resultados

4.3.1 Eficiencia de la recuperacion de Vis a partir de Erivedge®

El método de extraccion del Vis a partir de las capsulas comerciales de
Erivedge® permitié una recuperacién del 78,8 + 7,2% del principio activo sin rastro
de excipientes (Fig. 2). El método permitié extraer 1,35 + 0,12 mg/ml de Vis en
CH30H. La ecuacion de la curva de calibraciéon obtenida (R? = 0.9995) fue: Y =
203,5*X — 8,997
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Figura 2. (A) Cromatogramas del estandar de Vis (linea roja) y Vis extraido de

Erivedge® (linea negra) por RP-HPLC UV. (B) Curva de calibracién del estandar de
Vis por triplicado.
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4.3.2 Caracterizacion fisicoquimica de los UDL-Vis

Se obtuvieron UDL-Vis de alrededor de 110 nm en tamafio promedio con
distribucion unimodal de tamafio y potencial Zeta negativo. La incorporacion de Vis
no alterd dichos parametros en comparacion con los UDL vacios. Ademas, no se
observaron cambios significativos en el tamafio promedio y el potencial Zeta
durante 30 dias de almacenamiento a 4 °C para UDL y UDL-Vis. La eficiencia de
encapsulacion fue del 91,98 + 5,14 %, la relacion de masa Vis:SPC fue de 1:23
luego de la extrusion, y la capacidad de carga fue de un 2,7%. Estos parametros

fisicoquimicos se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros fisicoquimicos de UDL y UDL-Vis en el tiempo

Tamafio _ Vis:SPC
] . Potencial »
Muestra | Dias | promedio EE (%)° (relacion de
Zeta (mV)P
(nm)2 masa)¢
0 108+1 24 +1
7 109 £ 4 201
UDL - -
15 1102 1721
30 106 £1 -18+1
0 116 £ 2 -19+1
7 1151 -18+0,4
UDL-Vis 91,98 + 5,14 1:23
15 113+ 2 -18+1
30 113+0.4 16+ 1

ab | s suspensiones liposomales se diluyeron y el andlisis se realizé a 25 °C. Promedio + SD (n=5).
¢ EE: Porcentaje de eficiencia de encapsulacién de Vis. Promedio = SD (n=3).

d Relacion de masa entre Vis y SPC después de la extrusion (n=3).

La estabilidad de las formulaciones también fue estudiada mediante el
andlisis con el Turbiscan Lab® Expert a tres temperaturas diferentes: 4 °C
(temperatura de almacenamiento), 25 °C (temperatura ambiente) y 37 °C
(temperatura corporal).

Los cambios en el backscattering (ABS) y la transmision (AT) de los UDL y

UDL-Vis estuvieron cerca de la linea de base (menores al + 5%) durante el analisis
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para las tres condiciones estudiadas (Fig. 3), por lo tanto, no hubo evidencia de

fendbmenos de inestabilidad.

o
P

uDL

‘-',
2 fl

ABS (%)

N
o

AT (%)

UDL-Vis

ABS (%)
&
E}‘;

Altura (mm)

[ it -
0 15 30 45 60 (min)

Figura 3. Mediciones de AT y ABS de UDL y UDL-Vis durante una hora a 37 °C. No

hubo evidencia de fendbmenos de desestabilizacion, dado que todas las mediciones

fueron cercanas a la linea de base.

Los perfiles TSI (indice de Estabilidad de Turbiscan) para UDL y UDL-Vis
mostraron una cinética lineal, excepto para UDL a 4 °C, con valores de TSI finales
bajos (Fig. 4). Si bien no hubo cambios significativos en los perfiles de ABS y AT a
4 °C para UDL, hubo una ligera discrepancia en comparacioén con 25y 37 °C en la
cinética estabilidad, con un valor TSI mayor. En el caso de los UDL-Vis también
hubo una pequeia diferencia entre las tres temperaturas estudiadas. La

formulacién seria apenas mas estable a 25 °C y menos estable a 37 °C.
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Figura 4. Perfiles de estabilidad cinética de UDL y UDL-Vis a 4, 25y 37 °C medidos

con Turbiscan Lab® Expert.

Las micrografias TEM y el andlisis de turbidez confirmaron que el método de
preparacion daba como resultado UDL-Vis unilamelares (Fig. 5). Wang et al., 2018
demostraron que existe una fuerte dependencia entre la turbidez y la lamelaridad
como consecuencia de la dispersidon de Rayleigh de las membranas de los
liposomas (Wang et al., 2018). Cuando la pelicula lipidica se hidrata, se forman
vesiculas multilamelares heterogéneas y grandes. Si la suspensién liposomal se
extruda a través de poros de menos de 200 nm de diametro, la muestra se vuelve
mas translicida. Al aumentar el nimero de extrusiones, los liposomas seran
predominantemente unilamelares (Mayer et al., 1986) y de tamafio mas pequefio
(Montanari et al., 2014). Por lo tanto, para una concentracion fija de lipidos, la
turbidez disminuye a medida que la suspension se extruda repetidamente. Para los
UDL-Vis, a partir del quinto paso de extrusion —a través de una membrana con
poros de 100 nm- en adelante, la dispersion de la luz no cambio (Fig. 5), lo cual
indicaria que los liposomas alcanzaron el menor tamafio y lamelaridad posible en

dichas condiciones de extrusion.
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Figura 5. Analisis de la turbidez de la suspension de UDL-Vis después de sucesivos
pasajes a través de una membrana de policarbonato (tamafio de poro de 100 nm)
durante el proceso de extrusion. La linea de puntos indica el valor minimo de
absorbancia debido a la dispersion de los liposomas. El recuadro interior muestra
una micrografia TEM (200,000x) después de la tincion negativa de UDL-Vis, la linea

de referencia corresponde a 20 nm. La flecha indica la membrana del liposoma.

4.3.3 Interaccion droga-membrana liposomal

Vis es un farmaco hidrofébico, por lo que se espera que interactlde con los
fosfolipidos que forman la bicapa liposomal. Por esta razon, se estudio la
interaccién entre el Vis y la membrana de los UDL con diferentes técnicas

complementarias.

4.3.3.1 Analisis con sondas

La incorporacion de Vis aument6 significativamente (p < 0,0001) el HF de la
MC540 de los UDL de 1,20 + 0,05 (UDL vacios) a 1,78 + 0,04 (UDL-Vis).

Se observo una diferencia significativa (p < 0,05) entre los valores de GP de
Laurdan obtenidos para UDL, -0,291 + 0,002, y para UDL-Vis, -0,320 + 0,007. Estos
valores de GP corresponden a membranas en la fase liquido-cristalina, como se

esperaba para liposomas de SPC (Parasassi y Gratton, 1995).
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4.3.3.2 Calorimetria diferencial de barrido

Los perfiles termotropicos obtenidos del andlisis por DSC de los UDL y UDL-
Vis (Fig. 6) mostraron dos minimos endotérmicos, uno cercano a 0 °C
correspondiente al punto de fusion del medio acuoso y otro por debajo de 0 °C. No
hubo una diferencia significativa entre la Tm de UDL y UDL-Vis. Sin embargo, la
incorporacion de Vis cambié significativamente (p < 0,05) el comportamiento
termotrépico de la membrana liposomal disminuyendo la entalpia de transicién de
fase (Tabla 3).

-0.2
—_ — UDL --- UDL-Vis
o
=3
S
5
©
S .
[«4]
=]
L
=
[T
-0.6 +——v———F—v————1———
-30 -25 -20 -15

Temperatura (°C)

Figura 6. Calorimetria diferencial de barrido de UDL y UDL-Vis.

Tabla 3. Parametros termodinamicos de la transicion de fase de UDL y UDL-Vis

monitoreados mediante DSC

Muestra Tm? (°C) AHca® (J/g)
UDL -22,68 £ 0,45 2,17 £ 0,04
UDL-Vis -22,48 £ 0,67 0,59+£0,12

a Temperatura correspondiente al minimo del pico calorimétrico.
bEntalpia de la transicién calculada como el &rea debajo de la curva.

4.3.3.3 Analisis espectroscopico mediante FT-IR

La espectroscopia FT-IR se utilizé para estudiar la localizacion del Vis
incorporado en la membrana liposomal. El foco fue puesto en los grupos éster del
esqueleto de glicerol de los fosfolipidos, los grupos fosfato y colina de SPC, el grupo
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alcohol del NaChol y el grupo sulfona de Vis. La Tabla 4 resume la asignacion de
los grupos caracteristicos y el nimero de onda en los espectros FT-IR obtenidos
por ATR para UDL y UDL-Vis.

Tabla 4. Asignacion de los principales grupos funcionales y los correspondientes
nameros de onda obtenidos mediante ATR FT-IR para UDL y UDL-Vis.

Nimero de onda (cm™?)

Asignacion UDL UDL-Vis
-OH estiramiento 3348 3361
CH2 estiramiento antisimétrico 2922
CHz2 estiramiento simétrico 2853
C=0 (éster) estiramiento 1739 (libre) y 1726 (unido a H)
CH: scissoring 1465
CH: bending 1420
*N-CHs deformacion simétrica 1398
O-P-O estiramiento antisimétrico 1236
O-P-O estiramiento simétrico 1086
C-O (alcohol) estiramiento 1060 1056
*N-CHs estiramiento antisimétrico 969

Las vibraciones de estiramiento de los grupos carbonilo de los ésteres del
esqueleto de glicerol de SPC presentan una banda de absorcién dominante y
caracteristica en la regién entre 1800 y 1650 cm™ (Mannock et al., 2010). Las
bandas de absorcion de estiramiento C=0 proporcionan pistas importantes acerca
de la organizacion del grupo cabeza y las regiones de interfaz polares/apolares de
los lipidos en fase liquido-cristalina. Esta banda puede ser deconvolucionada en
dos subcomponentes que usualmente aparecen en frecuencias cercanas a 1738—
1742 cmty 1724-1729 cm™ (Lewis y McElhaney, 1998).

La incorporacion de Vis no alter6 la forma, la intensidad y la frecuencia de la
banda de absorcion de estiramiento C = O, ni alterd las sub-bandas 1739 (libre) y
1726 (unido a H) cm™? (Fig. 7A y B). Ademas, no se observaron cambios en las
bandas correspondientes a los modos de estiramiento de O-P-O antisimétrico (Fig.

7C y D) y simétrico, las cuales se encuentran cercanas al236 y 1086 cm,
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respectivamente. No se observo alteracion en el estiramiento antisimétrico ni en la
deformacién simétrica del grupo +N—CHs (969 y 1398 cm, respectivamente). De
la misma manera, los modos de estiramiento simétrico (2853 cm), estiramiento
antisimétrico (2922 cm), scissoring (1465 cm™) y bending (1420 cm?) de los -CH2

no fueron alterados por la incorporacion de Vis.

La banda observada en la region de alrededor de 1311 cm* que corresponde
al modo de estiramiento asimétrico del S-O del grupo de sulfona del Vis (Fig. 7E),
aparecio en el analisis de los UDL-Vis pero presentd un pico mas del ancho que el

de la droga estandar el cual no pudo ser resuelto (Fig. 7D). Esta banda no estaba

presente en el espectro de UDL (Fig. 7C).

1236

Absorbancia

Absorbancia

1700 1720 1740 1760 1780 12'00

Numero de onda (cm?)

Absorbancia
Absorbancia

C

D
Y

E
1300 1350

Numero de onda (cm?)

300 3200 3300 3400 3500 1050
Numero de onda (cm™)

1060 1070

Numero de onda (cm?)

Figura 7. Deconvolucion de la banda correspondiente al modo de estiramiento C=0
obtenido mediante el analisis ATR FT-IR de UDL (A) y UDL-Vis (B) secados al
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vacio. No se observaron cambios después de la incorporacion de Vis en las sub-
bandas 1739 (libre) y 1726 (unida a H) cm-2.

Espectros de FT-IR de UDL (C) y UDL-Vis (D), obtenidos por ATR, y de Vis
(E) obtenido en pastilla en KBr. La banda 1236 cm™ en (C) y (D) corresponde al
estiramiento antisimétrico O-P-O del grupo fosfato de los fosfolipidos. La flecha en
(D) y (E) indica la banda correspondiente al modo de estiramiento asimétrico S-O
del grupo de sulfona del Vis.

Espectros FT-IR de UDL (linea continua) y UDL-Vis (linea de puntos)
obtenidos por ATR (F y G). La incorporacion de Vis en los liposomas desplazé 13
cm® el maximo de la banda de estiramiento -OH a nimeros de onda mayores (F),
y 4 cm la banda correspondiente al estiramiento de C-O de los grupos alcohol a

nameros de onda menores (G).

Tanto los UDL como UDL-Vis presentaron una banda de estiramiento ancha
de los grupos alcohol del NaChol alrededor de 3300 cm! (Fig. 7F). La incorporacién
de Vis en la bicapa desplaz6 13 cm™ el maximo de la banda a nimeros de onda
mayores y se incremento el area de la misma (Fig. 7F). La banda correspondiente
al estiramiento C-O de los grupos alcohol (alrededor de 1056-1060 cm) fue

desplazada 4 cm a nimeros de onda menores (Fig. 7G).

4.3.3.4 Analisis por espectroscopia Raman

Se llevo a cabo espectroscopia Raman para estudiar el comportamiento y
los cambios topoldgicos en la region hidrofobica de la membrana liposomal después
de la incorporacién de Vis. La espectroscopia Raman es una técnica que
proporciona informacion directa y sensible sobre el orden conformacional
(Orendorff et al., 2002). Las mediciones de UDL y UDL-Vis —en fase liquida—, con

concentraciones crecientes de Vis, se muestran en las figuras 8 y 9.
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Figura 8. Modos vibracionales simétricos (vs) y antisimétricos (vas) de los grupos

metilo y metileno en los espectros Raman de UDL y UDL-Vis, con concentraciones

crecientes de Vis (indicadas en la figura como relaciones molares entre

SPC:NaChol:Vis).
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Figura 9. Espectros Raman en la region de 1800-500 cm* de UDL y UDL-Vis, con

concentraciones crecientes de Vis (indicadas en la figura como relaciones molares

entre SPC:NaChol:Vis). Fueron asignadas las principales bandas. ** indica que
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corresponde a sefiales de NaChol. Los espectros fueron obtenidos en skeletal

optical mode.

A pesar de que hubo un desplazamiento de las frecuencias vsCH:2 entre UDL
y UDL-Vis, el mismo no fue significativo dado que los desplazamientos se
encontraban dentro del error experimental. Sin embargo, hubo un corrimiento
significativo hacia menores frecuencias para los modos de estiramiento de los
grupos CHs y las bandas 6CHz: (scissoring) y TCH2 (twisting) luego de la adicion del
Vis (Tabla 5). Estos corrimientos podrian estar relacionados con un aumento en el
orden conformacional y de la interaccion lateral entre las cadenas de alquilo (Gaber
y Peticolas, 1977).

Tabla 5. Efecto del Vis sobre las bandas correspondientes a los estiramientos
vibracionales de CHz2 y CHs (cm™) de las cadenas de alquilo de UDL-Vis mediante
mediciones de espectroscopia Raman a temperatura ambiente.

SPC:NaChol:Vis
B Vas?(CH3) Vs?3(CH3) Vas?(CH2) vs3(CHz2) &°(CH2) T1°(CH2)
(relacion molar)

51,6:17:0 2958 2932 2899 2850 1440 1299
516:17:3 2956 2929 2895 2848 1437 1293
51,6:17:4,6 2955 2927 2895 2848 1437 1292
51,6:17:6 2953 2927 2993 2848 1437 1292

51,6:17:7,7 2953 2927 2893 2848 1437 1292

& Modos vibracionales simétricos (vs) y antisimétricos (Vas).
b Scissoring (d).

¢ Twisting (7).

Las relaciones de intensidad l2seo/l2sso (Vas(CH2)/vs(CH2)) e l2932/l2850 (Vs
(CH3)/vs(CH2)) se determinaron para cada relacion molar de la formulacion (Fig.
10). Estas relaciones se pueden considerar como un indicador del cambio de la
proporcion entre desorden y orden en la conformacion de las cadenas de alquilo y
la naturaleza de las conformaciones.

La relacion lzseo/l2ss0 refleja el orden conformacional y el acoplamiento entre
cadenas por ser una medida de la abundancia de conformaciones all-trans y

gauche (Snyder et al., 1982). Para UDL-Vis hubo una ligera disminucion (~0,02) en
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las relaciones de intensidad para las proporciones mas bajas de Vis (3 y 4,6 moles
de Vis por cada 51,6 moles de SPC), con un ligero aumento (~0,04) en
concentraciones mas altas, en comparacion a los UDL. Esto indicaria que la
conformaciéon gauche fue mas dominante en proporciones molares de Vis bajas,
con una disminucién en la interaccion entre las cadenas laterales (Tasumi et al.,
1962). Mientras que, en concentraciones mas altas de Vis, el incremento en la
relacion de intensidad l2seo/l2sso indicaria que hubo un aumento en la relacion
trans/gauche que se relaciona con un mayor orden conformacional (Snyder et al.,
1982).

También se puede obtener informacion acerca del acoplamiento entre las
cadenas a partir de la relacién de intensidad de vs(CH3) en ~2932 cm™ y vs(CH2)
alrededor de ~2850 cm™. A medida que las cadenas se desacoplan, y las
interacciones intermoleculares disminuyen, los grupos metilo terminales
experimentan un incremento de la libertad rotacional y vibracional, y la relacion de
intensidad de l2932/l2850 aumenta, aunque esta relacion no es un indicador directo
de la relacion entre conformaciones gauche/trans (Larsson y Rand, 1973). Para las
relaciones molares mas bajas de Vis, hubo una disminucién en la relacion l2932/l2850
gue podria estar relacionada con un menor grado libertad de rotacion y vibracion
de los grupos metilo terminales, mientras que para las relaciones molares més altas
se observé un aumento en los grados de libertad de los grupos metilo terminales.

En la regiéon 1300-1000 cm™ estan presente los modos vibracionales de
estiramiento del enlace C-C de las cadenas alquilicas de los fosfolipidos (Tabla 6).
La relacion de intensidad liose/l1064 (V(C-C)gauche/V(C-C)irans) también proporciona
informaciéon sobre la proporcion entre el desorden y orden que existe en la
conformacion de la cadena de alquilo (Fig. 10). Tanto los cambios en las posiciones
de los picos como en la relacion de intensidad de las bandas trans y gauche
describen el estado conformacional de las cadenas de alquilo y la poblaciéon de
fosfolipidos con conformacion trans/gauche (Gaber y Peticolas, 1977). En fase
liquido-cristalina, la banda gauche en el skeletal optical mode esta presente
alrededor de 1086 cm, mientras que la banda trans se encuentra alrededor de
1153 cm. En las relaciones molares mas bajas no hubo cambios significativos en
comparacion a los UDL, pero a partir de la relacion molar de 51,7:17:4,6, se observo

un aumento significativo en la relacion de intensidades (~0.06), lo que significaria
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un aumento en el nimero de conformaciones gauche y por ende, un incremento en

el desorden de las cadenas (Orendorff et al., 2002).
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Figura 10. Relaciones de intensidades Raman de Vvas(CH2)2899/vs(CHz2)2850, v(C-
C)gauche/V(C-C)irans Y Vs(CHs3)2032/vs(CH2)2850 en funcion de la relacion molar de
SCP:NaChol:Vis en fase liquido-cristalina.

Tabla 6. Efecto del Vis en la region vC-C de UDL en fase liquido-cristalina mediante

mediciones por Raman.

SCP:NaChol:Vis

» V(C-C)r AV¥C-C)r va(C-C)c Ava(C-C)c® v(C-C)r Av¥C-O)r
relacion molar

51,6:17:0 1154 0,0 1086 0,0 1064 0,0
51,6:17:3 1148 -6,0 1086 0,0 1061 -3,0
51,6:17:4,6 1150 -4,0 1085 -1,0 1059 -5,0
51,6:17:6 1153 -1,0 1085 -1,0 1064 -5,0
51,6:17:7,7 1156 +1,0 1094 -2,0 1064 -0,0

aAv = v(SCP:NaChol)-v(SCP:NaChol:Vis)

*Los subindices T indican conformacion trans y los G gauche

4.3.3.5 Simulaciones de dinamica molecular de la membrana de UDL-Vis
4.3.3.5.1 Analisis de descriptores moleculares de Vis

Se utilizé el método semiempirico PM6 para encontrar la configuracion
geométrica estable de las moléculas, sin frecuencias negativas. Los célculos en

base a la DFT fueron empleados para detectar las cargas de Hirshfeld y los
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descriptores moleculares para Vis, como los orbitales moleculares de frontera
(FMO), indices de reactividad global y local (Fig. 11B y C).

En el caso de Vis, los orbitales moleculares ocupados de mayor energia
(HOMO) se encuentran en el anillo de piridina y el anillo de fenilo. Por otro lado, los
orbitales moleculares no ocupados de menor energia (LUMO) se encuentran en el
metilsulfonilo y la benzamida. Los atomos de cloro, por ser donantes de electrones
sigma y aceptores de electrones pi, contribuyen al LUMO. Vis es poco polarizable;
tiene una baja reactividad quimica y una elevada estabilidad cinética de acuerdo a
la diferencia de energia HOMO-LUMO (AEgap = 6,70 eV).

Los siguientes descriptores se calcularon a partir de la aproximacion de
Koopmans: indices de reactividad global como potencial quimico (W),
electronegatividad (x), dureza (n), suavidad (S) y electrofilicidad (w) (Tabla 7). El
valor de la dureza fue mayor que el de la suavidad, por esta razon Vis tiene menos
capacidad para donar electrones. Los indices de reactividad local determinados a
partir de la funcion de Fukui (Fig. 11E y F) indican que los sitios mas susceptibles
para un ataque electrofilico y nucleofilico se ubican en el C21 del anillo de fenilo y

en el C10 de la benzamida, respectivamente (Fig. 12)

Tabla 7. indices de reactividad global del Vis en eV.

a b c d e f
Enomo | Eruomo | ELumo-nomo u X n A) w

Vis | -7,75 | -1.05 6,7 4,4 -4,4 3,35 | 0,29 | 2,89

aF, umo—nomo- DEgap, Pu: potencial quimico, ¢y: electronegatividad, 9: dureza, €S: suavidad, fw:

electrofilicidad.
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Figura 11. Descriptores moleculares de Vis. Estructura molecular de Vis (A).
Isosuperficie de HOMO (B). Isosuperficie de LUMO (C). Isosuperficie de potencial
electrostatico* (D). Zonas de ataque nucleofilico** (E). Zonas de ataque

electrofilico** (F). *Negativo en rojo y positivo en azul; **en azul claro.

Figura 12. Estructura molecular del Vis calculada. Los C estan representados en

color gris oscuro, los H gris claro, Cl verde, N azul, O rojo y S amarillo.

4.3.3.5.2 Andlisis mediante dindmica molecular

El andlisis por simulacion MD mostré el punto de equilibrio de los sistemas.
Este tipo de modelo reproduce el comportamiento de la membrana de SPC a lo
largo de 50 ns. El calculo de la raiz cuadrada de la desviacion cuadratica media
(RMSD) mostré que durante la trayectoria de 50 ns, la membrana con SPC y
NaChol tardo en estabilizarse debido a las fluctuaciones de los residuos que causan
desorden en el sistema. Por lo que la membrana con SPC y NaChol presento un
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valor elevado de RMSD (1,06 = 0,21 nm) en comparacion con la membrana con

SPC puro (0,85 £ 0,1 nm) (Fig. 13).

RMSD (nm)

= SPC
= SPC/NaChol |

0 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 10 20 30 40 50

Tiempo (ns)

Figura 13. Evolucion de RMSD (0-50 ns) de SPC (negro) y SPC + NaChol (rojo).

Figura 14. Simulaciones de dinamica molecular de la membrana de UDL-Vis. Se
muestra t = 0 ns (izquierda) y t = 50 ns (derecha). NaChol, SPC y Vis se
representaron en color azul, gris y verde, respectivamente. (A) y (B) corresponden
a la vista lateral de la membrana, (C) y (D) corresponden a la vista superior. Las
moléculas de colato a t = 0 ns (inicio de la simulacion de dinamica molecular) se

ubicaron en el medio de la bicapa, (A) y (C). Los colatos migraron hacia la superficie
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de la bicapa creando pequefios clusters, mientras que Vis permanecio en el medio

de la membrana después de 50 ns, (B) y (D).

Vis y NaChol fueron colocados en el medio de la bicapa (t = 0 ns) (Fig. 14A
y C). Durante las simulaciones, el NaChol tendié a formar grupos de tres moléculas,
con sus grupos carboxilo orientados hacia la superficie de la membrana, a
distancias intermoleculares menores de 4 A (Fig. 14B y D). Por otro lado, Vis se
mantuvo en la mitad de la bicapa de SPC (t =50 ns) (Fig. 14Ay B). De acuerdo con
los resultados de la simulacién, el NaChol deforma la membrana por su movimiento
hacia la hemicapa externa, como consecuencia de la presencia de grupos hidroxilo
en su estructura esteroidea (baja lipofilicidad). Mientras que el Vis solamente se

mueve sobre su eje de simetria.

La variacion de los angulos formados entre un eje geométrico (que cruza
la estructura molecular de la molécula de Vis) y el eje z (eje normal) durante los 50
ns para cuatro moléculas de Vis se muestra en la Fig. 15A, sin ningln movimiento
significativo hacia otras regiones de la membrana. La densidad parcial del sistema
mostré un aumento en el espesor de la membrana inversamente proporcional a la
concentracion molecular de colato y Vis (Fig. 15B). Ademas, la densidad de la
membrana en las areas alejadas del centro geométrico del sistema (~2 nm desde
el punto central) fue ~500 kg/m® mayor. De manera similar, la densidad de las
moléculas de colato a aproximadamente 0,75 nm alrededor del centro geométrico
fue ~60 kg/m® mayor en comparacion con el centro. Para Vis, por el contrario, la
densidad fue mayor en el centro (~100 kg/m3), disminuyendo drasticamente a 1 nm
del centro. Todas estas observaciones indican un elevado grado de desorden de
los grupos polares de los lipidos en la membrana, en el que las moléculas de colato
junto con las fosfatidilcolinas experimentan un movimiento de onda caracteristico,

mientras que las moléculas de Vis permanecen estables a pesar de este efecto.
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Figura 15. Analisis de MD. (A) Angulos entre el eje geométrico y el eje z (normal)
de cuatro moléculas de Vis en funcién del tiempo de la dinamica. (B) Densidad post-

dindmica de los componentes del sistema.

4.3.4 Prueba de deformabilidad

Como parametro de deformabilidad, la elasticidad de la membrana liposomal
(D) fue calculada mediante el pasaje de los liposomas, impulsados por una presion
externa baja ejercida con N2, a través de los poros de una membrana de
policarbonato cuyo didmetro era menos de la mitad del didmetro de los liposomas
(Fig. 16). Los perfiles de UDL y UDL-Vis mostraron un modo bifasico, con un pasaje
rapido durante el primer minuto seguido de un pasaje lento durante el resto del
tiempo. Los UDL-Vis presentaron el mayor valor de deformabilidad, D=6152, que
fue un 28,2% mas alto que para los UDL, D=4419. El 96% de los fosfolipidos fue
recuperado en el caso de los UDL-Vis después de 15 min, mientras que fue
recuperado el 74% de fosfolipidos para UDL. Por otro lado, el 45% de los
fosfolipidos fueron recuperados para CL-Vis, los cuales presentaron un D=2447 y
un comportamiento logaritmico (paso lento durante los primeros cinco min). Se
incluyeron CL como control de formulacion no ultradeformable. Solo el 1% de los
fosfolipidos de los CL se recuperaron después de 15 min, y su D fue de 5. Por lo
tanto, la incorporacion de Vis en una formulacién no ultradeformable también
aumento su deformabilidad, en este caso, 489 veces mas que los CL.
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Figura 16. Perfil del pasaje de fosfolipidos a través de poros de 50 nm de diametro

en funcion del tiempo.

4.3.5 Penetracion en piel humana

Después de la prueba de deformabilidad, se seleccion6 a los UDL-Vis como
la mejor nanoformulacion candidata para la prueba de penetracion cutanea, y se
comparo con el Vis libre disuelto en DMSO. La determinacion de Vis a partir de la
extraccion con cintas mediante la técnica tape stripping revel6 que la encapsulacion
del farmaco en UDL-Vis aument6 significativamente su penetracion de la piel (p <
0,0005), aproximadamente 7 veces, en comparacién con Vis libre (Fig. 17,
recuadro), luego de 1 h de incubacién. Para los UDL-Vis, se detectd el principio
activo a lo largo de todas las secciones de la piel: SC superior (cintas 1-5), SC
medio (cintas 6-10), SC inferior (cintas 11-20) y en la epidermis viable + dermis
(VED) (Fig. 17). Se recuperaron un total de 16,9 + 1.1 pg (SC superior), 1,9 £ 0,7
ug (SC medio), 1,1 + 0,3 pg (SC inferior) y 1,1 + 0,5 pg (VED).

Se llevaron a cabo incubaciones de 1, 4 y 8 h con UDL-Vis (Fig. 18),
obteniéndose una mayor recuperacion de Vis después de 8 h de incubacion (p <
0,02). Se observaron diferencias significativas en la VED, donde la acumulacion de
Vis aumento con el tiempo de incubacién. La cantidad de Vis recuperada después
de 1, 4 y 8 h de incubaciéon fue de 1,1 £ 0,5 pg, 3,1 £ 0,6 pg y 5,4 = 0,4 pg,

respectivamente.
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Figura 17. Vis recuperado de la piel mediante tape stripping luego de la incubacion
con UDL-Vis y Vis libre en DMSO durante 1 h a 35 °C con el SPM. La masa de Vis
recuperada del SC superior (cintas 1-5), medio (cintas 6-10), inferior (cintas 11-20),
y en la epidermis viable + dermis (VED) se muestran como el promedio + SD (n=5).
En el recuadro se muestra el total de Vis recuperado para ambas formulaciones (***
p < 0,0005).
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Figura 18. Penetracion cutanea de Vis tras 1, 4 y 8 h de incubacién con UDL-Vis
con SPM a 35 °C. En (A) se muestra la masa de Vis recuperado del SC superior
(cintas 1-5), medio (cintas 6-10) e inferior (cintas 11-20), y de la epidermis viable +
dermis (VED). En (B) se muestran los perfiles de penetracion acumulados. Los
datos en (A) y (B) se presentan como el promedio + SD (n=5), * p < 0,02, * p <
0,005, *** p <0,0005.

Incubando la piel con F-UDL-Vis, se puede realizar un seguimiento del
destino de la membrana liposomal (marcada con el fluor6foro Rh-DPPE) y del

espacio acuoso interno (marcado con calceina) mediante CLSM. Los cortes
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histoldgicos transversales de la piel revelaron la presencia de ambos fluoréforos,
principalmente en la regién del SC, ingresando en la epidermis viable después de
8 h de incubacién (Fig. 19). Ademés, por medio del seccionamiento Optico por
CLSM (Fig. 20) se observé la distribucion de la Rh-DPPE y calceina, con una
dispersion de los datos mayor para calceina, lo cual podria ser indicativo de la

liberacion del contenido acuoso luego del pasaje a través del SC.

Figura 19. Seccidn transversal de un explanto de piel humana incubado 8 h con F-
UDL-Vis (20x) por CLSM. Izquierda: superposicion de imagenes confocales de Rh-
DPPE y calceina. Ambos fluoréforos se localizaron principalmente en la region del
SC. Derecha: imagen de transmision de la muestra. La flecha amarilla indica el SC.
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Figura 20. Fluorescencia de los F-UDL-Vis mediante seccionamiento optico (z-
stacking) por CLSM. El panel de la izquierda muestra la distribucion de ambos
fluoréforos en funcion de la profundidad de la piel. Los valores se normalizaron para
ser comparables entre si. El panel derecho incluye un esquema con planos

confocales representativos (20x) de un espécimen de piel.
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4 .4 Discusion

Este es el primer trabajo que logro la encapsulacion y caracterizacion de una
nanoformulaciéon cargada con Vis como el potencial tratamiento topico contra el
BCC. Se obtuvo una formulacion unilamelar con una buena estabilidad coloidal
durante al menos un mes. La formulacidbn mostré una distribucion unimodal de

tamafio, con un didmetro promedio de alrededor de 110 nm.

Vis mostré poca solubilidad en el buffer, pH y fuerza idnica presentes en la
formulacién (al menos 400 veces menos soluble que en CH3OH). Por lo tanto,
debido a la baja solubilidad del farmaco en el entorno acuoso y la alta eficiencia de
la encapsulacion obtenida, era de esperar que el activo se incorporara en la
membrana liposomal en lugar del nucleo acuoso. El bajo moédulo elastico que
caracteriza a los UDL, y que les proporciona la capacidad de pasar intactos a través
del SC, es una caracteristica esencial para que cumplan su cometido este tipo de
NEA. Por esa razon, se analizaron la interaccion Vis-membrana y las propiedades
de deformabilidad de la nanoformulacion. Efectivamente, las moléculas de Vis se
localizaron en la bicapa de los liposomas, favoreciendo la pérdida de
empaquetamiento entre las cabezas de los fosfolipidos, dado que la presencia del
farmaco aumenté significativamente el HF de la sonda MC540. EI mon6émero
MC540 se localiza cerca del grupo glicerol de los fosfolipidos, por lo que se atribuye
un aumento en el HF a la exposicion de los sitios hidréfobos en la interfaz agua-
lipido (Lelkes y Miller, 1980). Aunque este efecto se midi6 en la hemicapa externa,
también podria estar ocurriendo en la cara interna de la membrana. Mediante la
sonda Laurdan también se observo que la incorporacién de Vis provocé una
disminucién en la rigidez de la interfaz hidrofilica/hidrofébica. Estas observaciones
concuerdan con el elevado desorden en la distribucién de los grupos polares de los
fosfolipidos en la membrana observada en la simulacion de dinamica molecular.

Con respecto a la espectroscopia Raman, la incorporacion de Vis en la
relacion molar que se utilizé en todas las demas determinaciones (SPC:NaChol:Vis
51,6:17:3) dio lugar al predominio de conformaciones gauche en las cadenas
hidrocarbonadas de los fosfolipidos. La incorporacion de Vis redujo el grado de
libertad de rotacion y vibracion de los grupos metilo terminales, posiblemente por la

presencia del farmaco en el espacio entre ambas hemicapas como lo predice el
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analisis computacional. Concentraciones mas altas de Vis incrementaron el
desordenaron entre las cadenas laterales de los fosfolipidos, disminuyendo la
interaccion intermolecular, con un aumento en el niumero de conformaciones
gauches.

Estos efectos también se reflejaron en las determinaciones de calorimetria,
donde la entalpia de la transicion de fase de la membrana liposomal disminuyo
considerablemente después de la incorporacion del farmaco. Esto indicaria que Vis
produjo cambios significativos en la organizacion de la bicapa, disminuyendo su
cooperatividad durante la transicion de fase (Montanari et al., 2007). Por otro lado,
Vis no alteré el estado de fase de la membrana, evaluada por Laurdan, ni la
temperatura de transicion monitoreada mediante DSC. Estas interacciones con la
bicapa también contribuyeron a mejorar la flexibilidad de la nanoformulacién, dando
como resultado valores mas altos del parametro D después de la incorporacion de
Vis. Este incremento en D también pudo observarse en los CL.

En los estudios de FT-IR, se pudo observar que la incorporacién de Vis alter6é
el modo vibracional de los -OH y C-O del NaChol. La simulaciébn computacional
mostro que Vis no interactta directamente con las moléculas de NaChol, por lo que
este efecto podria estar relacionado con los cambios conformacionales observados
por espectroscopia Raman en toda la membrana después de la adicion del
farmaco. La banda S-O alrededor de 1311 cm™ revel6 la presencia de Vis en la
formulacién, pero no fue posible determinar si hubo alguna interaccion con la matriz
liposomal. La ausencia de corrimiento de las bandas de los principales grupos
funcionales de las cabezas polares de los fosfolipidos indicaria que Vis no
interactta con ellos. Este resultado concuerda con la simulacion, la cual predijo la
ubicacién de Vis en la zona intermedia de la membrana entre ambas hemicapas.

Dadas estas consideraciones, Vis podria ubicarse en la zona intermembrana
induciendo cambios conformacionales en los fosfolipidos por impedimento estérico.
Por otro lado, el NaChol tiende a agruparse en las superficies de la bicapa, donde
les permite a los UDL sufrir eventos de elevada curvatura cuando se les somete a
tensiones (Cevc etal.,, 1995; ElI Maghraby etal.,, 2008). La acumulacion de
moléculas de colato podria ser responsable del potencial Zeta negativo de estos

liposomas.
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Los ensayos in vitro con explantos de piel humana demostraron que los UDL-
Vis y F-UDL-Vis pudieron ingresar y atravesar el SC, y llegar a la epidermis viable.
Vis fue encontrado a lo largo de todo el SC y en la VED, alcanzando la mayor
concentracion en la VED luego de 8 h de incubacién. Por el contrario, el Vis libre
en DMSO se encontrd sélo en el SC superior y en una pequefia concentracion en
la VED. Si bien el DMSO actta como un potenciador de la penetracion de activos
hidrofébicos (Goyal et al., 2016; Montanari et al., 2010), en este caso, su uso fue
necesario para solubilizar el Vis. Sin embargo, este efecto potenciador no fue
suficiente para lograr el perfil de penetracion obtenido por el nanosistema.

La dosis diaria indicada para la administracion Vis por via oral es de 150 mg
(como puede leerse en el prospecto de Erivedge®). Teniendo en cuenta la
biodisponibilidad absoluta media de una dosis Unica del farmaco (31,8%) y su
volumen de distribucién minimo (16,4 |) (datos también disponibles en el prospecto),
la concentraciéon de Vis disponible después de la administraciéon oral podria
estimarse alrededor de ~3 pg/ml. En los estudios de penetracion cutanea, fueron
recuperados un total de 5,4 ug de Vis de la VED después de 8 h de incubacion.
Como el volumen del disco de la piel es de 0,64 cm?, la concentraciéon de Vis
presente en la VED fue de 8,4 ug/ml. Por lo tanto, estaria llegando con los UDL-Vis
una concentracion casi tres veces mayor que la dosis requerida para el tratamiento
BCC.

Al marcar los UDL-Vis con sondas tanto hidrofilicas como hidrofébicas es
posible seqguir el derrotero de su contenido acuoso interno y de sus componentes
de membrana en los ensayos de penetracibn cutanea. Las dos sondas
fluorescentes fueron observadas mediante CLSM a lo largo de todas las capas de
piel: mientras que la Rh-DPPE podria tener una distribucion similar a la esperada
para Vis —y esto efectivamente se evidencié al comparar los resultados de las
microscopias con la determinacion de Vis por HPLC luego del tape stripping—, el
transporte efectivo de la calceina también muestra el potencial de este nanosistema
para el co-transporte del Vis con principios activos hidrofilicos. Esto podria ser util
para mejorar la eficacia de los agentes terapéuticos e incluso para ampliar el campo
de accién para el tratamiento de otros tipos de cancer de piel ademas del BCC, en
el que Vis podria tener una funciébn complementaria, como ya se ha propuesto en

la literatura reciente (Mpekris et al., 2017).
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CAPITULO 5

ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD IN VITRO
Y DE TOXICIDAD IN VIVO DE LIPOSOMAS
ULTRADEFORMABLES CON VISMODEGIB
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5.1 Introduccion

En el presente capitulo se analizarén la citotoxicidad, la via de muerte celular
activada, y la captura celular de los liposomas ultradeformables con Vismodegib
(UDL-Vis) obtenidos y caracterizados en el Capitulo 4. También se estudiaran los
efectos toxicologicos y teratogénicos in vivo en el modelo intermedio pez cebra
(Danio rerio) en su estadio larvario del desarrollo. La citotoxicidad in vitro y toxicidad
in vivo de los UDL-Vis se comparara con la droga libre.

Los fundamentos de las técnicas aqui empleadas, asi como las razones que
motivaron su eleccion pueden leerse en el Capitulo 3 —seccion 3.1—, en donde se
presenta la utilidad de estos modelos in vitro e in vivo en detalle para el estudio de

formulaciones nanoestructuradas de principios activos farmacolégicos.

5.2 Materiales y métodos
5.2.1 Materiales

Erivedge® (Vismodegib —2-cloro-N-(4-cloro-3-(piridin-2-il)fenil)-4-
(metilsulfonil)benzamida—) fue donado por Roche S.A.Q. e |. (Argentina). La
fosfatidilcolina de soja (SPC) y el TopFluor® Colesterol (TF-Chol) fueron comprados
a Avanti® Polar Lipids. El colato de sodio (NaChol) fue de Sigma-Aldrich (Buenos
Aires, Argentina). La carboximetilcelulosa sédica utilizada fue de Fluka-BioChemika
(Sigma-Aldrich, Argentina). El cristal violeta (CV), rojo neutro (RN) y dimetilsulféxido
(DMSO) empleados fueron de BioPack (Buenos Aires, Argentina). La sal de
bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-3,5-difeniltetrazolio (MTT) se obtuvo de Life
Technologies™ (Thermo Fisher Scientific Inc., Argentina). Medio esencial minimo
(MEM), medio RPMI 1640, suero fetal bovino, glutamina, piruvato, penicilina y
estreptomicina se obtuvieron de Gibco (Waltham, USA). Todos los demas reactivos
usados eran de grado analitico.
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5.2.2 Métodos

5.2.2.1 Preparacion de los liposomas ultradeformables

La extraccion del Vis a partir de las capsulas de Erivedge® y la obtencién de
los UDL y UDL-Vis se realiz6 tal como se describiéo en el Capitulo 4, secciones
4222y4.223.

UDL-Vis marcados con el marcador fluorescente de membrana TF-Chol (F-
UDL-Vis) se obtuvieron co-solubilizando el TF-Chol en la solucién orgénica con los
lipidos, en una relacion molar TF-Chol:SPC de 1:1000.

5.2.2.2 Estudios in vitro con lineas celulares

Los estudios in vitro fueron realizados con las lineas celulares humanas
HaCaT, derivada de queratinocitos de la piel inmortalizados y SK-Mel-28, derivada
de melanoma (tumoral). Ambas lineas fueron obtenidas del Instituto
Multidisciplinario de Biologia Celular. (IMBICE-CIC-CONICET, Argentina). Las
células fueron mantenidas tal como se detalla en el Capitulo 3, seccién 3.2.2.3.

Todos los ensayos se llevaron a cabo utilizando medio de cultivo con SFB al
10%.

5.2.2.2.1 Estudios de citotoxicidad

La viabilidad celular luego de 4 y 24 h de incubacion con UDL, ULD-Vis y Vis
libre, fue determinada mediante MTT, CV y RN como se detalla en el Capitulo 3,
seccion 3.2.2.3.1.

Se sembraron 1 x 10* células/pocillo en microplacas de 96 pocillos de fondo
plano. Después de 24 h de incubacion a 37 °C y 5% de COz, el medio de cultivo fue
reemplazado por 100 ul de UDL, UDL-Vis o Vis, previamente diluidos en el medio
de cultivo. Dada la hidrofobicidad del Vis, se realizé la dilucion con medio de cultivo
a partir de un stock concentrado de Vis en DMSO, de modo que la concentracion
final de DMSO en el pocillo sea de 1%. Se incluyeron controles sin tratar y con

medio de cultivo con DMSO 1%. La concentracion de Vis evaluada oscilé entre 0,04
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y 0,65 mg/ml, lo cual corresponde a concentraciones de SPC de 1,6 a 25,8 mM en
el caso de los UDL-Vis 'y UDL.

Para el calculo de la viabilidad celular se tuvo en cuenta el control
correspondiente a cada tratamiento (células incubadas s6lo con medio de cultivo o
con medio con DMSO 1%). El porcentaje de viabilidad celular se reporté como el

promedio de tres experimentos independientes + SD.

5.2.2.2.2 Estudios de activacion de vias de muerte celular

La evaluacion de la induccion de apoptosis celular se llevé a cabo por
triplicado empleando el kit de deteccién de apoptosis Anexina V acoplada a FITC
(BD Pharmingen™, USA) del mismo modo que como se describié en el Capitulo 3,
seccion 3.2.2.3.2. Se sembraron 3 x 10° células/pocillo en placas de 6 pocillos y se
mantuvieron a 37 °C y 5% de CO2 durante 24 h. El medio de cultivo fue reemplazado
con medio fresco que contenia UDL-Vis y Vis (0,32 mg/ml de Vis). Se incluyeron
controles sin tratar y con medio de cultivo con DMSO 1%. Las células fueron
incubadas durante 4 h a 37 °C y 5% de COz2. Un total de 1,9 x 10* células fueron
analizadas, sin demorar més de 1 h desde el momento de la incubacion, mediante

citometria de flujo.

5.2.2.2.3 Captura celular

La captura celular de los F-UDL-Vis (0,32 mg/ml de Vis) fue monitoreada en
HaCaT y SK-Mel-28 mediante citometria de flujo.

Se sembraron 1 x 10° células por pocillo en placas de 24 pocillos y se las
dejo crecer durante 24 h. Por un lado, se realizdé una cinética de captura, por
duplicado, para determinar el tiempo de incubacion optimo para llevar a cabo el
estudio. Para ello las células fueron incubadas con 400 pl de F-UDL-Vis durante 1,
2y 4 ha 37 °C. Transcurrido el tiempo fueron lavadas 3 veces con buffer fosfato
salino (PBS), tripsinadas y centrifugadas a 125xg. Los pellets fueron resuspendidos
con 300 pl de PBS. A continuacion, se realizo citometria de flujo para cuantificar la

171



captura de los F-UDL-Vis en funcion del tiempo. Las muestras se excitaron con un
laser de 488 nm y se empleo el filtro FL1 (530/30 nm) para detectar TF-Chol.

Una vez determinado el tiempo Optimo de incubacion para ambas lineas (4
h para HaCaT y 1 h para SK-Mel-28), éstas se incubaron con los F-UDL-Vis a 4 y
37 °C. Un total de 1,9 x 10* células fueron analizadas mediante citometria de flujo
por duplicado. Como control de la viabilidad celular, se realizé en paralelo la prueba
de deteccion de apoptosis con el kit comercial Anexina V-FITC a células sin tratar
que fueron incubadas con medio de cultivo en las mismas condiciones que aquellas
tratadas con F-UDL-Vis.

Tanto en el estudio de cinética como en el de captura a 4 y 37 °C se

incluyeron controles sin tratar, y se realizaron por triplicado.

5.2.2.3 Evaluacién de la toxicidad in vivo en larvas de pez cebra

Se realizaron estudios de toxicidad en larvas de pez cebra entre el 4°y 7°
dia post fecundacion (dpf). Los peces cebra adultos (cepa salvaje) y las larvas
fueron mantenidos en las mismas condiciones que se describieron en el Capitulo
3, seccion 3.2.2.4. Después de 1 dpf, se colocaron tres embriones de pez cebra en
cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos con medio E3, y se mantuvieron a 28

+ 1 °C hasta los 4 dpf en las mismas condiciones de luz que los adultos.

5.2.2.3.1 Tratamiento de los peces

A los 4 dpf se les retird el medio y se reemplazé con 250 ul de diluciones
seriadas en medio E3 de UDL-Vis y Vis. La solucion de tratamiento se mantuvo
durante todo el estudio y las larvas se incubaron a 28 £ 1 °C con un ciclo de
luz/oscuridad de 14/10h. El rango de concentracion de Vis estudiado fue entre 10,9
y 175 pg/ml para Vis libre y entre 40,6 y 650 pug/ml de Vis (1,6 y 25,8 mM de SPC)
para UDL-Vis. Se prepar6 un stock de Vis concentrado en DMSO a partir del cual
se realizaron diluciones seriadas en E3, de modo tal que en cada pocillo la
concentracion del solvente organico fuese de 1%. Por ellos se incluyeron dos

controles, uno con E3 y otro con E3 con DMSO 1%. Todas las determinaciones se
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evaluaron en el mismo grupo de larvas, y solo fueron considerados validos aquellos

ensayos con un 90% de viabilidad de los controles.

5.2.2.3.2 Cambios en la actividad de nado, alteraciones del ritmo cardiaco y

cambios morfologicos

Los eventos de actividad de las larvas se registraron y analizaron del mismo
modo que en el Capitulo 3, seccion 3.2.2.4.2. En el caso de las determinaciones de
alteraciones del ritmo cardiaco y cambios morfolégicos también se llevaron a cabo

tal como se describe en el Capitulo 3, seccion 3.2.2.4.3.

5.2.2.3.3 Declaracion de ética

Todos los procedimientos con animales se realizaron en estricta conformidad
con las guias internacionales para el cuidado y mantenimiento de animales de
laboratorio. Los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio y el Comité de Etica de la Universidad
Nacional de Quilmes, Argentina (CE-UNQ 2/2014, CICUAL-UNQ 013-15y CICUAL-
UNQ 014-15).

5.2.2.4 Andlisis estadistico

El software GraphPad Prism 6.0 se utilizd para realizar todos los analisis
estadisticos. Se llevaron a cabo pruebas ANOVA de una via y el post-test de
comparaciones multiples de Dunnett, comparando los tratamientos con el control
correspondiente. En el caso de los estudios de citotoxicidad, ademas de los
anteriores, se utilizé el t-test de Student para la comparacion entre los tratamientos
de a dos variables. Sélo los valores con p < 0,05 fueron aceptados como

significativos.
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5.3 Resultados

5.3.1 Estudios in vitro

Se realizaron ensayos de citotoxicidad, de determinacion de la via muerte
celular activada y de captura de los liposomas con las lineas celulares humanas
SK-Mel-28 y HaCaT, las cuales presentan activa la via se sefializacion Hedgehog

(Liang et al., 2017; Olesen et al., 2017), sobre la cual ejerce su accion el Vis.

5.3.1.1 Citotoxicidad

Los ensayos de citotoxicidad consistieron en la determinacion de la actividad
metabdlica por MTT, integridad de membranas y lisosomas por NR y adherencia
de las células mediante CV. Los tres ensayos se realizaron por triplicado para
determinar la viabilidad celular luego de 4 y 24 h de incubaciéon con UDL, UDL-Vis
y Vis libre.

No se observaron diferencias significativas entre el control sin tratar y el
control con medio con DMSO 1%.

Para las dos concentraciones mas altas estudiadas (12,9 mM de SPC/0,32
mg/ml de Vis y 25,8 mM de SPC/0,65 mg/ml) los UDL-Vis fueron mas citotoxicos
qgue los UDL y que la droga libre luego de 4 horas de incubacién para SK-Mel-28
(Fig. 1). Las tres técnicas arrojaron resultados semejantes.

Nuevamente UDL-Vis fueron significativamente mas citotoxicos que los
demas tratamientos a las 24 h de incubacion, a partir de concentraciones iguales y
mayores a 3,2 mM de SPC/0,08 mg/ml de Vis. Sélo en el caso del ensayo con CV
se observd que, en concentraciones intermedias, los UDL afectaron en mayor

medida la adherencia de las células en comparacién a los UDL-Vis.
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Figura 1. Porcentaje de viabilidad celular de SK-Mel-28 luego de 4 y 24 h de
incubacion con UDL, UDL-Vis y Vis libre determinada mediante MTT, NRy CV. Los
valores de concentracién se expresan como la concentracién de SPC en mM y
dentro del paréntesis la concentracibn en mg/ml de Vis. Los datos se presentan
como promedio = SD (n = 3). S6lo se muestra el andlisis estadistico t-test en
aguellas concentraciones en las que los cambios fueron significativos con respecto
al control (determinado mediante andlisis ANOVA de una via). * p < 0,05, * p <
0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

Para el caso de HaCaT, luego de 4 h de incubacion sélo a la maxima
concentracion estudiada los UDL-Vis fueron mas citotdéxicos que el Vis libre (Fig.

2). A las 24 h los UDL-Vis continuaron siendo mas toxicos que el Vis libre y que los
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UDL a concentraciones mayores e iguales a 12,9 mM de SPC/0,32 mg/ml de Vis.
Sin embargo, a concentraciones mas bajas se observé que Vis libre fue mas
citotéxico que HaCaT. Al igual que lo que ocurrié con SK-Mel-28, sb6lo se observo
un mayor efecto toxico de los UDL en comparacion a los UDL-Vis en el ensayo con
CV (24 h), y con MTT (4 h).
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Figura 2. Viabilidad celular de HaCaT luego de 4 y 24 h de incubacién con UDL,
UDL-Vis y Vis libre determinada mediante MTT, NR y CV Los valores de
concentracion se expresan como la concentracion de SPC en mM y dentro del
paréntesis la concentracion en mg/ml de Vis. Los datos se presentan como
promedio = SD (n = 3). So6lo se muestra el analisis estadistico t-test en aquellas

concentraciones en las que los cambios fueron significativos con respecto al control
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(determinado mediante analisis ANOVA de una via). * p < 0,05, ** p < 0,001, ****
p < 0,0001.

5.3.1.2 Muerte celular

La tasa de induccion de apoptosis fue determinada por citometria de flujo
después de 4 h de tratamiento con Vis y UDL-Vis (Fig. 3).
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Figura 3. Analisis por citometria de flujo para la deteccién y comparacion de la
induccion de apoptosis por Vis y UDL-Vis en HaCaT y SK-Mel-28 después de 4 h
de incubacién. Los eventos fueron detectados mediante el kit Anexina V acoplada
a FITC e ioduro de propidio.

Se observo un efecto diferencial entre ambas lineas celulares. En SK-Mel-
28, los UDL-Vis indujeron una mayor tasa de apoptosis que el Vis libre. También
produjo un incremento significativo con respecto a Vis y al control en el nimero de
células con doble marca, las cuales podrian estar en apoptosis tardia, sufriendo

necrosis o ya estar muertas.

177



Por su parte HaCaT, no se observaron cambios significativos en cuanto a la
induccion de apoptosis, pero si un incremento en la cantidad de células con doble
marca cuando fueron incubadas con Vis y UDL-Vis. El incremento en el nimero de
células con doble marca luego del tratamiento con UDL-Vis fue mayor que el del
Vis libre, y estuvo en el orden del que produjo en SK-Mel-28.

No se detectaron diferencias significativas entre el control incubado con

medio de cultivo con o sin DMSO 1%.

5.3.1.3 Captura celular de los liposomas

En primer lugar, se llevé a cabo una cinética de captura de los F-UDL-Vis, la
cual fue monitoreada mediante citometria de flujo, para determinar el tiempo 6ptimo
de incubacion (Fig. 4).

En base a los resultados obtenidos se decidi6é incubar durante 4 h a las
HaCaT, ya que, si bien a 1 h practicamente todas las células presentaron marca, la
intensidad de fluorescencia fue significativamente mayor a las 4h. Mientras que

para SK-Mel-28 se decidid incubarlas durante 1 h.
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Figura 4. Histogramas para HaCaT y SK-Mel-28 obtenidos por citometria de flujo
luego de 1 (verde), 2 (rosa) y 4 h (celeste) de incubacion con F-UDL-Vis a 37 °C. El

control sin tratar se muestra en color violeta.

Para determinar si la captura celular de los liposomas estaba mediada por

una captacién metabdlicamente activa, las células fueron incubadas a 37 y 4 °C
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(Fig. 5). En paralelo se monitored la viabilidad celular de controles en las mismas
condiciones de temperatura y tiempo de incubacion mediante el kit de deteccion de
apoptosis Anexina V-FITC e ioduro de propidio. No hubo diferencias entre los
controles a 4 y 37 °C para ambas lineas.

En ambas lineas celulares la captura se produjo principalmente a 37 °C. Sin
embargo, se observé un nivel de fluorescencia no despreciable tras la incubacion

a 4 °C para ambas, siendo mas significativo en SK-Mel-28.
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Figura 5. Histogramas para HaCaT y SK-Mel-28 obtenidos por citometria de flujo
luego de una incubacién a 37 °C (verde) y a 4 °C (rosa) con F-UDL-Vis durante 4 h
para HaCaT y 1 h para SK-Mel-28. El control sin tratar se muestra en color violeta.

5.3.2 Estudios in vivo

Los estudios de toxicidad con larvas de pez cebra permitieron comparar los
efectos de los UDL-Vis y el Vis libre, mediante el analisis de diversos parametros
considerados indicadores: determinacion de alteraciones en la actividad locomotora
y en el ritmo cardiaco, y cambios morfolégicos.

En todos los casos no se observaron diferencias significativas entre los

controles incubados con medio E3 y medio E3 con DMSO 1%.
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5.3.2.1 Alteraciones en la actividad de nado

En primer lugar, se estudio el efecto de los UDL-Vis y del Vis en la actividad
de nado de las larvas con respecto al control (sin tratar o incubado con DMSO 1%
en E3, respectivamente) a las 4, 24, 48 y 72 horas post incubacién (hpi) con (Fig.
6). La actividad de las larvas se midi6 mediante el equipo automatizado

wMicrotracker, y los resultados fueron relativizados al control.
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Figura 6. Porcentaje de actividad de nado espontanea de larvas tratadas con UDL-
Vis y Vis respecto al control correspondiente (linea punteada que indica el 100% de
actividad de nado), a las 4, 24, 48 y 72 horas post incubacion (hpi). Los datos se
muestran como promedio + SEM (n = 24), * p < 0,05, ** p < 0,01, **** p < 0,0001.

El Vis libre caus6 alteraciones en la actividad de nado a menores
concentraciones que los UDL-Vis (Fig. 6). La disminucién de la actividad de las
larvas en ambos tratamientos a altas concentraciones, podria estar relacionada con
la elevada tasa de mortalidad en los rangos de concentracién estudiados,
observandose efectos desde las 4 hpi para el caso de Vis libre. Los UDL-Vis
generaron una disminucion de la actividad con respecto al control tiempo y dosis
dependiente. A las 4 hpi la incubacion con UDL-Vis produjo hiperactividad de las
larvas a bajas concentraciones, la cual desaparecio con el paso del tiempo. Este
efecto puede deberse a una excitacion inicial transitoria por la presencia del
nanosistema en el medio, tal como se observé en otros estudios con nanoparticulas
(Calienni et al., 2019). En el caso de las concentraciones intermedias, un aumento
en la actividad en las primeras horas seguido de un descenso en el tiempo podria

ser indicativo de toxicidad.
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5.3.2.2 Alteraciones del ritmo cardiaco y cambios morfolégicos

A'las 72 hpi, 8 larvas de los estudios de actividad de nado fueron tomadas al
azar. Se las inmovilizé en carboximetilceulosa de sodio para fotografiarlas y realizar
un video de 15 s, con el fin de realizar el conteo de latidos/minuto y determinar la

presencia de cambios morfolégicos en las mismas.

Nuevamente se observd que el Vis produjo efectos a menores
concentraciones que los UDL-Vis. Ambos tratamientos indujeron principalmente
bradicardia en las larvas a elevadas concentraciones (Fig. 7). Aunque, para el caso
de las larvas tratadas con 21,9 y 43,8 pg/ml de Vis libre, algunas presentaron
bradicardia y otras taquicardia. Las larvas incubadas con 175 pg/ml de Vis libre y
650 pg/ml de UDL-Vis se encontraban muertas luego de 72 hpi.
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Figura 7. Determinacion de alteracion en el ritmo cardiaco de larvas luego de 72
horas post incubacion (hpi) con UDL-Vis y Vis. Los resultados se muestran como el
promedio = SD (n =8), * p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,0001.

Por otra parte, dado que el Vis es una droga altamente teratogénica se
analizaron las alteraciones morfologicas en las larvas tratadas. Los parametros
indicadores de teratogénesis analizados fueron la presencia de una vejiga natatoria
desinflada, cuerpo arqueado, ulceracion de tejidos, edema pericardial, y cambios
en el area del ojo, longitud rostrocaudal y longitud de la médula espinal. Sélo se
observd una disminucion significativa del area del ojo para las larvas tratadas con
una concentracion de Vis libre de 43,8 ug/ml (Fig. 8). En el rango de concentracion
estudiado, los UDL-Vis no produjeron cambios morfoldgicos.
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Las larvas que fueron tratadas con concentraciones mayores a 325 pug/ml de
UDL-Vis y 43,8 pg/ml de Vis no se les pudo realizar el analisis morfolégico dado su

nivel de dano.
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Figura 8. Parametros morfoldégicos analizados en larvas a las 72 horas post
incubacion (hpi): area del ojo, longitud rostrocaudal y longitud de la médula espinal.
Las mediciones fueron llevadas a cabo con el software ImageJd y fueron
relativizadas al control correspondiente (linea punteada que corresponde al 100%).
Promedio = SD (n = 8), ** p <0,01.
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5.4 Discusion

Los UDL-Vis fueron mas citotoxicos que la droga libre en SK-Mel-28 vy
HaCaT, tanto a las 4 como a las 24 h de incubacion. Sin embargo, resulté ser mas
sensible a los UDL-Vis la linea derivada de melanoma (SK-Mel-28) que aquella
derivada de queratinocitos (HaCaT).

A diferencia de lo que se observd en el Capitulo 3, donde los liposomas
conteniendo la droga encapsulada —el 5-FU en ese caso— fueron menos toxicos
gue las matrices liposomales vacias, en estos ensayos se observé que los UDL-Vis
fueron mas citotoxicos que los UDL vacios. En este caso, su efecto podria ser una
sinergia entre la toxicidad propia de la matriz liposomal y la accién del Vis
transportado.

Esta nanoformulacién estaria siendo internalizada por las células
principalmente por vias endociticas, aunque su ingreso pasivo —no dependiente de
actividad metabdlica a 37 °C— no puede despreciarse. La captura de los liposomas
a 4 °C resultd ser mayor en SK-Mel-28 en relacion a HaCaT, tal como se habia
observado mediante microscopia de fluorescencia con los UDL-5FU (Capitulo 3).

En relacion a los estudios de apoptosis mediante Anexina V acoplada a
FITC, no se pudo discernir el mecanismo de muerte gatillado en HaCaT, pero si se
observé que el encapsulamiento del Vis en UDL-Vis incrementd la muerte celular
en comparacion a la droga libre. Sin embargo, para SK-Mel-28, si se pudo
determinar que los UDL-Vis produjeron un incremento significativo la tasa de

induccién de apoptosis en comparacion a la misma concentracion de Vis libre.

En cuanto a los estudios in vivo con larvas de pez cebra, este es el primer
trabajo en llevar a cabo este tipo de determinaciones con el Vis. Se pudo observar
gue el Vis libre fue mas téxico que los UDL-Vis, ya que provoco alteraciones en la
actividad de nado y del ritmo cardiaco a menores concentraciones que los UDL-
Vis. Por lo que la encapsulacion del principio activo en los liposomas estaria
disminuyendo su toxicidad. Por otro lado, las concentraciones de Vis que llegan a
la epidermis viable con los UDL-Vis resultaron ser inocuas para las larvas. Ademas,
el rango de concentracion estudiado no produjo efectos teratogénicos detectables
en las larvas, sélo se evidencio un efecto leve a moderado con el tratamiento con
Vis libre.
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CAPITULO 6

CARACTERIZACION TEORICA Y
EXPERIMENTAL DE LA MOLECULA
VISMODEGIB
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El presente capitulo ha sido enviado para su publicacion al Journal of Molecular
Structure (Elsevier BV). “Experimental and theoretical study of the structural
features of Vismodegib molecule”, MN Calienni, ME Tuttolomondo, SV Alonso, J
Montanari, FC Alvira. Parte de los ensayos descriptos en el mismo fueron llevados
a cabo durante mi pasantia de investigacion en el INQUINOA (UNT, Tucuman) bajo
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6.1 Introduccion

El Vismodegib (Vis), 2-cloro-N-[4-cloro-3-(piridin-2-il)fenil]-4-
(metilsulfonil)benzamida, es una molécula que actla sobre la via de sefalizacion
Hedgehog, bloqueando la activacion de la proteina transmembrana Smoothened
(un receptor acoplado a proteina G) (Barakat et al., 2010). Se trata de una droga
de ultima generacion para el tratamiento del carcinoma de células basales (BCC)
localmente avanzado, recidivante o que no puede ser tratado mediante cirugia o
radioterapia.

Pese a que se trata del primer inhibidor selectivo de su clase y que hasta su
aprobacion por la FDA en 2012 no existia una terapia eficaz para estos tipos de
BCC (Sekulic et al., 2012), su estructura y propiedades moleculares han sido poco
estudiadas. De hecho, en la literatura, no hay informacion detallada acerca de las
distancias atomicas involucradas, los angulos diédricos entre los anillos, o cual es
la conformacion de la energia minima de la molécula. Esos parametros son
importantes para predecir con mayor precision la relacion estructura-reactividad de
la molécula, datos que podrian ser dutiles, por ejemplo, para optimizar su
incorporacion a nanosistemas de entrega de activos, un tipo de estrategia que
podria permitir modificar la ruta de administracion reduciendo los efectos
secundarios.

Por lo tanto, debido a la importancia de comprender mejor las caracteristicas
guimicas y conformacionales del Vis, en este capitulo se presentaran los calculos
tedricos sobre sus propiedades estructurales y vibracionales comparados con datos
experimentales, medidos mediante las técnicas espectroscopicas FT-IR
(Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier) y Raman.
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6.2 Materiales y métodos
6.2.1 Materiales

Las capsulas de Erivedge® (Vismodegib) y el Vismodegib estandar fueron
donados por Roche S.A.Q. e I. (Argentina). EI metanol se compré a Biopack

(Buenos Aires, Argentina).

6.2.2 Métodos

6.2.2.1 Extraccion del Vis a partir de las capsulas comerciales

Para los analisis experimentales, se recuperoé el Vis a partir de las capsulas

de Erivedge® tal como de describié en el Capitulo 4, seccién 4.2.2.2.

6.2.2.2 Andlisis espectroscopicos
6.2.2.2.1 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de FT-IR fueron obtenidos a 25 °C en un rango de medida de
4000 y 400 cm™, con 4 cm™de resolucion, con un espectrometro Nicolet 8700 FT-
IR. Se formé una pastilla de KBr y se llevaron a cabo 32 barridos acumulados. La

deconvolucién se llevé a cabo con el software OriginPro 8°.

6.2.2.2.2 Espectroscopia Raman

Los espectros Raman del Vis en fase sélida fueron obtenidos a temperatura
ambiente en el intervalo de 4000 a 100 cm™ con un microscopio Thermo Scientific
DXR Raman, con un pinhole de 25 pm y un objetivo de 10X. Los datos se recogieron
usando una bomba de diodo y un laser de estado solido de 532 nm, con una
resolucion de 4 cm, empleando 10 mW de potencia. Se realizaron un total de 64
exploraciones para cada experimento y los espectros se analizaron utilizando el
software OMNIC v.8.0.
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6.2.2.3 Métodos computacionales

Los calculos computacionales fueron realizados con el programa Gaussian
03 (Frisch et al., 2009). Este programa permite calcular analiticamente las primeras
derivadas de la energia, las cuales se utilizan para optimizar las geometrias
moleculares. Los célculos analiticos de la segunda derivada de la energia se
utilizan para obtener las frecuencias vibracionales y para determinar las constantes
de fuerza. También pueden calcularse otras propiedades como las
polarizabilidades, los momentos dipolares, las cargas atomicas, etc.

El Vis fue modelado con el programa Gauss View 3.0 (McLean y Chandler,
1980), la interfase grafica del Gaussian 03. Con el fin de encontrar las
conformaciones estables del Vis se realizé un barrido de la superficie de energia
potencial del estado electronico fundamental, fijando el diedro formado por los
grupos piridina-clorofenilo, C12-C8-C25-C26, y permitiendo que todos los demas
parametros se relajen. Para ello se utilizé el método DFT (Teoria del Funcional de
la Densidad) con la base 6-31G(d,p) (Krishnan et al., 1980; McLean y Chandler,
1980), variando el angulo cada 10 °. Los calculos de DFT fueron realizados
utilizando el funcional de intercambio hibrido de tres parametros de Becke (B3)
combinado con el funcional de correlacion corregida por gradiente de Lee-Yang-
Parr (LYP) (Becke, 1992; Lee etal.,, 1988). Todos los calculos se realizaron
utiizando técnicas de gradiente estandar y criterios de convergencia
predeterminados. La naturaleza de los puntos estacionarios se verifico a través de
los nimeros de onda de vibracionales calculados a partir de las segundas derivadas
analiticas de las energias, sin tener en cuenta las correcciones de energia de punto
cero. Se realizo el analisis de los Orbitales Naturales de Enlace (NBO) al nivel de
la teoria B3LYP/6-311G(d,p), utilizando el programa NBO 3.1 en el paquete
Gaussian 03. Ademas, se realizo un analisis de la reactividad del Vis en base a la
Teoria de Atomos en Moléculas de Bader (AIM) mediante el uso del cddigo
AIM2000 (Bader, 1990; Biegler-Konig et al., 2001).
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6.3. Resultados

6.3.1 Estructura molecular

Se obtuvo una geometria optimizada para la molécula Vis partiendo de una
estructura molecular basada en angulos y distancias de enlace estandar, y
utilizando diferentes conformaciones de prueba obtenidas por modificacion del
angulo diedro C12-C8-C25-C26 (Fig. 1). Los calculos llevaron a dos pares de

estructuras equivalentes no simétricas que poseen la misma energia (Tabla 1).

Figura 1. Estructura molecular del conférmero mas estable de Vis calculada. Los C
estan representados en color gris oscuro, los H gris claro, Cl verde, N azul, O rojo

y S amarillo.

El calculo de barrera de la superficie de energia potencial mostr6 que existen
dos pares de conformaciones que son equivalentes entre si: I/IV and II/lll (Fig. 2).
La diferencia energética que aparece entre cada par de conférmeros equivalentes
es de alrededor de 0,1 kcal/mol, lo que sugiere un intercambio rapido entre ellos
(Tabla 1).

Ademas, la optimizaciébn de los conférmeros mas estables se realizd
aplicando el método B3LYP y la base 6-311G (d,p) establecida dentro del modelo
continuo polarizable (IEF-PCM) (Miertu$ et al., 1981) para tener en cuenta los
efectos del disolvente en el isomerismo rotacional. El solvente utilizado fue el agua
(e=78). Los parametros geométricos optimizados (distancias de enlace y angulos)

con diferentes conjuntos de funciones base se enumeran en la Tabla 2. Se
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observaron diferencias relativamente pequefas entre el Vis aislado o en agua para

ambos parametros.

Tabla 1. Energias y diferencias de energia de cuatro conférmeros de Vis al nivel de
la teoria B3LYP/6-31G(d).

i . Poblaciones
Conférmero Angulo diedro AE2P )
relativas
C12-C8-C25-C26 | C5-N3-C1-C13 | C38-S35-C19-C18
I -123,6 178,5 88,3 2,08 |1,57
Il -40 178,4 89,9 0 52,96
1 40 178,3 89,3 0,1 44,23
Y 124 178 88,2 2,22 (1,24

aAE = (Er- Eqi,inv)); PAE en kcal/mol

‘ -1
AE /kecal mol

-100 0 100
Angulo diedro C(12)-C(8)-C(25)-C(26)/°

Figura 2. Energia potencial para diferentes conformeros del angulo diedro C12-C8-
C25-C26 calculado al nivel de la teoria B3LYP/6-31G(d,p).

El grupo sulfona de dos conférmeros de Vis asimétricos (grupo puntual C1),
estables y estructuralmente equivalentes presenta una conformacion gauche con
un angulo diedro C-S-O-C de aproximadamente 89°. El grupo sulféxido fue el méas
afectado por la solvatacién. La distancia S=O aumenté con la solvatacién mientras
que el enlace S-CHs se acorté. Este efecto también se observo en la disminucion
del angulo O=S=0 y el aumento en el angulo C-S-C.

Vis presenta un enlace intramolecular entre el atomo de oxigeno del grupo

carbonilo y un atomo de hidrégeno del anillo B, con una distancia O --- HC de
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2,229/2,231 A y un angulo de 119/118,6° para la molécula aislada y en solucion

acuosa respectivamente.

Tabla 2. Distancias de enlace y angulos seleccionados del Vis calculados al nivel

de la teoria B3LYP/6-311G(d,p).

Distancias (A) Aislado | Agua
S=0 1,464 1,471
S-CHs 1,808 1,799
S-Canilio 1,811 1,807
C=Canilloa 1,395 1,390
Canilloa-Cl 1,749 1,755
Canilloa-C(O) 1,515 1,513
C=0 1,214 1,220
C(O)-N 1,373 1,367
N-Canillos 1,413 1,411
C=CanilloB 1,400 1,400
Canillos-Cl 1,765 1,768
CanilloB-Canillop 1,493 1,493
N-Canillor 1,343 1,342
C-Nanillop 1,333 1,337
C-Canillop 1,394 1,392
O — H-Canilos 2,229 2,231
Angulos (°)
0=S=0 121,5 119,1
C-S-C 103,4 104,4
S-C-C 119,3 119,4
O=C-N 1254 125,3
O—H-Canilo 119,0 118,6
N-C-Canilloa 113 113,4
C(0O)-N-Carilios 128,6 128,6
CanilloB-C-Nanillor 115,4 115,7
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6.3.2 Analisis NBO

El rol de las interacciones hiperconjugativas en la estabilizacion de los
conformeros de Vis fue evaluado mediante el analisis de NBO, donde la
hiperconjugacion representa la transferencia de un electron entre un par libre o un
orbital enlazante y un orbital antienlazante. La Tabla 3 presenta las principales
interacciones hiperconjugativas para el Vis aislado y en solucién acuosa.

En términos del analisis de NBO, en la mayoria de las deslocalizaciones, el
efecto de hiperconjugacion disminuyd con la solvatacion, excepto en la interaccion
de los pares libres del N con los orbitales antienlazantes del C=0 y C-Canilios. Siendo
esta Ultima la de mayor deslocalizacion. Con respecto al grupo amida, esta
interaccion influye significativamente en el comportamiento del enlace C-N,
aumentando la poblacién del orbital antienlazante o* con la solvatacion, y esto se
evidencia en una mayor distancia de enlace. Mientras que, con la solvatacion, la
interaccion de los pares libres del O del grupo C=0 se da con el orbital o* C-N.
Ademas, los pares libres del atomo de O del grupo sulfona transfieren carga
electronica al orbital o* antienlazante virtualmente vacio de los enlaces C-S y C-
Caniloa. Esta interaccion es responsable de la conformaciéon gauche del grupo

SO2CHs con respecto al anillo A.

Tabla 3. Algunas interacciones hiperconjugativas (kcal/mol) de los NBO para Vis
basadas en B3LYP/6-311G(d,p). *n representa los pares libres del &tomo. Ver

numeracion en Fig. 1.

Aislado [Agua
noO(2) —  o*C(1)-N(3) 2,32 2,31
noO(2) — o*C(1)-C(13) [2,23 [2,10
nTO(2) —  o*C(1-N(B) 24,77 [24,03
nTO(2) —  0*C(1)-C(13) |20,56 |20,07
nTO(2) —  0*C(7)-H(11) [0,96 [0,93
nrO(2) —  T*C(13)-C(14)[0,80 [0,77
noN(3) —  0*C(1)-0(2) |1,46 1,45
noN(3) —  mC(1)-0(2) |47,30 [48,84
noN(3) —  T*C(5)-C(6) 30,50 [30,78
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noCl(22) —  o0*C(13)-C(15) [1,91 |1,84
noCl(22) —  o*C(15)-C(18) |1,54 |1,52
nmCl(22) —  0*C(13)-C(15) |5,01  |5,04
nmCl(22) — 0*C(15)-C(18) |4,30 |4,10
nmCl(22) — mwC(15)-C(18) |13,37 |13,12
noCl(24) — o0'C(8)-C(12) |1,92 |1,86
noCl(24) — o0*C(10)}-C(12) |1,33 |1,35
nmCl(24) — o*C(8)-C(12) |4,74 |4,70
nmCl(24) — oC(10)-C(12) |3,78 |3,79
nCI(24) mC(8)-C(12) |11,87 |11,78
noN@34) —  o*C(8)-C(25) |2,30 |2,23

l

noN(34) — o°C(25)-C(26) |9,95 |10,05
noN(34) — 0*C(27)-C(30) |9,14 |9,06
noN(34) — o0'C(27)-H(31) |457 |4,46
noO(36) — 0*C(19)-S(35) |0,70 |0,71
noO(36) — 0°S(35)-0(37) |1,34 |1,05
noO(36) — 0°S(35)-C(38) |0,70 |0,76
nmO(36) — 0°C(19)-S(35) |19,01 |18,59
nmO(36) — 0°S(35)-C(38) |18,63 |18,20
nmO(36) — 0°S(35)-0(37) |21,23 |20,69
noO(37) — 0*C(19)-S(35) |0,71 |0,71
noO(37) — 0°S(35)-0(36) |1,35 |1,05
noO(37) — 0°S(35)-C(38) |0,70 |0,76
nmO(37) — 0°C(19)-S(35) |19,18 |18,80
nmO(37) — 0°S(35)-C(38) |18,67 |18,25
nmO(37) — 0°S(35)-0(36) |21,31 |20,73
Total 329,02 (326,48

6.3.3 Analisis AIM

La teoria cuéntica de los atomos en moléculas (AIM) ha demostrado

repetidamente ser Util para la caracterizaciéon de enlaces a través del andlisis
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topologico de la densidad de carga electronica —p(rc)—y la funcion Laplaciana de la
densidad —V?p(rc)- en los puntos criticos de enlace (PCE) (Bader, 1990). A su vez
esta ultima proporciona una aproximacion de la densidad electronica local y de las
relaciones entre las curvaturas de densidad perpendicular y paralela en el PCE (|
Al |/ A3) (Koch y Popelier, 1995).

La Figura 3 contiene los gréaficos moleculares donde se muestran las
trayectorias de enlace y la densidad electrénica para la molécula de Vis aislada. La
Tabla 4 presenta los datos de PCE.
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Figura 3. (a) Gréfico topoldgico para Vis donde se muestran las trayectorias de
enlace y los anillos (lineas continuas que unen atomos adyacentes y también a
aquellos involucrados en interacciones de enlace de hidrégeno). También se
indican los puntos criticos de enlace (pequefias esferas rojas ubicadas dentro de
las trayectorias) y de anillo (pequefias esferas de color amarillo ubicadas dentro de
los anillos y pseudo-anillos). (b) Mapa de contorno del Laplaciano donde Vis
presenta la misma orientacion que en (a). Los &tomos que se encuentran en el

mismo plano aparecen como circulos verdes.

Los valores de p(rc), V2p(rc), y |A1|/A3 > 1 para los enlaces C-C y C-N son
tipicos de interacciones covalentes. El valor de la densidad de carga en el PCE es
relativamente alto y la funcién Laplaciana arroja un valor negativo, lo que indica que
la densidad de carga esta concentrada en la region internuclear. Mientras que el
enlace C-S esta ligeramente mas polarizado y es por eso que el valor de |A1|/A3 es
menor.

El valor de la densidad de carga en el PCE C-CI es igual para molécula
aislada y solvatada, y la funcion Laplaciana es negativa. El valor de p(rc) en el PCE

del C—Cl es intermedio entre los valores propios de interacciones covalentes, como
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el de los enlaces C-C y C-N antes mencionados, y los de una interaccion en una
capa cerrada (interaccion ionica). Por lo tanto, el enlace C-Cl consiste en una

interaccion relativamente débil.

Tabla 4. Propiedades topologicas locales de la densidad de carga electrénica
calculadas al nivel de la teoria B3LYP/6-311++G(d,p). 2 Promedio

Enlace p(rc) V?p(rc) |A1|/A3
Aislado |Agua|Aislado | Agua |Aislado |[Agua
C-Canilioa? 0,308 |0,308|-0,849 |-0,849|1,993 |1,989
C-Canilios? 0,307 |0,308|-0,848 |-0,849|1,869 1,996
C-Canillop? 0,310 |0,311/-0,872 |-0,872|2,004 |2,006
C-Nanillop? 0,340 |0,338|-0,970 |-0,972|1,790 |1,818
C-Cla 0,193 |0,192|-0,270 |-0,264|0,926 |0,916
N-CanilloB 0,280 |0,281/|-0,752 |-0,752|1,736 |1,723
C(O)-N 0,310 |0,313/-0,862 |-0,868|1,708 |1,670
C=0 0,411 |0,406/-0,236 |-0,284|0,597 0,610
S=02 0,289 0,286(0,890 |0,808 |0,262 |0,271
C-S 0,197 |0,199|-0,360 |-0,372|1,114 |1,139
S-Canilloa 0,197 |0,198|-0,365 |-0,372|1,156 1,163
CCCanilioa 0,0214 |0,022|0,160 |0,160 |- -
CCCanilioB 0,021 |0,021|0,157 |0,156 |- -
CCCanillor 0,024 |0,023|0,276 |0,175 |- -
C=0---H-Canilos | 0,017 |0,017|0,063 |0,063 |- -

Para el grupo carboxilo los valores de p(rc) y V2p(rc) se encuentran dentro
del rango 0,411/0,406 u.a. y -0,236/-0,284 u.a., para el Vis aislado o en solucion
acuosa respectivamente. Para este tipo de enlace, dichos valores de V2p(rc) son
indicativos de una interaccion compartida fuerte (Okulik y Jubert, 2005).

El enlace de hidrégeno mas importante es el C=0 --- H-C intramolecular. La
densidad de carga y la funcion Laplaciana no varian para el Vis aislado o en agua,
y se encuentran dentro del rango propuesto por Koch y Popelier (Koch y Popelier,
1995) para interacciones intramoleculares de ese tipo. Ademas, en todos los PCE

gue corresponden a interacciones intramoleculares el valor de |A1|/A3 es siempre

198



menor que uno. Este ultimo indicador revela que la contribucion de la energia

cinética es mayor que la energia potencial en dicho PCE.

6.3.4 Analisis vibracional

La asignacion de las bandas experimentales a los 117 modos normales de
vibracion del Vis se bas6 en la comparacion con los datos de moléculas
relacionadas (Contreras Aguilar et al., 2018; Fernandez et al., 2002; Lestard et al.,

2012).

| s | s | L | s | : | : | : 1
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anilloB

vC=C
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vC=0

Intensidad raman (u.a.)

T I T ¥ T L U
1600 1500 1400 1300 1200 1100 1000
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| |
1800 1700
Figura 4. Espectros Raman experimentales en la regién 1800-1000 cm de Vis en
fase sélida (arriba) y solvatado (debajo). Se asignaron las bandas de los principales

grupos quimicos.

Las posiciones de bandas observadas en los espectros FT-IR y Raman, junto
con los numeros de onda calculados y las asignaciones aproximadas se resumen
en la Tabla 5. La Figura 4 muestra los espectros Raman experimentales de Vis en

fase sélida y solvatado.
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Tabla 5. Asignacion de modos vibracionales relevantes experimentales, teoricos y

tentativos para Vis.

Experimental

B3LYP/6-311g(d,p)°

IR2P Ramanab-c Aislado Agua Asig.f
Sélido aislado® Solvatado® Int. IR® | Act. Raman Act. Raman
3437 w - - 3611 22 22 3601 265 v(N-H)
1675vs | 1670(29) | 1666(15) | 1767 250 214 1729 527 v(C=0)
1608 vw | 1606(43) | 1601(13) |1643| 78 272 1639 624 V(C=C)anilos
1591 s | 1590(95) | 1586 (44) | 1629 | 72 161 1626 264 V(C=C)anilop
1583 sh | 1582 (73) | 1582 (60) | 1623 | 10 160 1624 312 V(C=C)aniloa
1563 w | 1563(18) | 1563(13) | 1595 8 10 1593 29 V(C-N)anitop
1540 s | 1541 (12) | 1535(40) | 1552 | 688 418 1553 758 5(N-H)
1312's | 1313(83) | 1313 (100) | 1328 | 151 361 1329 820 V(N-C)anilos
1302 sh | 1304 sh 1299(41) | 1302 140 7 1260 307 vas(S=0)
1258 w | 1250(25) | 1247(60) | 1253 | 116 138 1250 10 v(C-N)c-o
1152's | 1150(83) | 1150(45) | 1129 | 204 44 1118 129 vs(S=0)
736w | 735(13) | 732vw | 733 62 15 729 80 v(C-S)
677 w 678(43) 675(20) 687 19 24 683 37 v(C-Cl)
aencm

b s: fuerte; m: intermedio; w: débil; vw, muy débil; sh: hombro

¢ actividades (A% amu-l) entre paréntesis

d Frecuencias calculadas para Raman (cmt) y actividades (A4 amu?)

¢ Intensidades IR calculadas (km mol?)

fvy & representan los modos de estiramiento y torsion respectivamente

El estiramiento N-H se observa como una banda muy débil a 3437 cm™ en

IR (Fig. 5), el cual se atribuy6é al N-H unido al a&tomo de carbono carbonilo,

considerando el efecto de extraccion de los electrones por parte del atomo de O del

carbonilo.

El estiramiento C=0 aparecié en IR como una banda muy fuerte a 1675 cm™

y en Raman a 1670 cm™. Esta banda es sensible a la hidratacién, y en entorno

acuoso su frecuencia disminuy6 11 cm. Este comportamiento fue observado tanto

en la determinacion experimental como en los calculos tedricos.

Las absorciones localizadas a 1563 y 1258 cm™ en IR y Raman,

respectivamente, corresponden al estiramiento C-N que esta unido al anillo B y al
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grupo amida. La diferencia entre las frecuencias observadas de ambos enlaces C-
N se atribuye al caracter parcial de doble enlace entre el N-C.

El estiramiento C-S corresponde a las bandas 736 (IR) y 735 (Raman) cm™.
La ubicacién de esta banda sugiere el caracter Unico de este enlace (calculado a
733 cm).

A 677 cm se localiza una banda débil en el espectro IR y una banda
intermedia a 676 cm™ en el espectro Raman de la muestra sélida. Las mismas
fueron asignadas al modo de estiramiento C-Cl. Esta banda sufre una disminucion

en la intensidad considerable cuando el Vis se encuentra solvatado en agua.
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I
v NH N
3437 { J
s A 7N A
[ ./
| \/ (=
’(;\ \ fA‘/ff\"‘. f‘ \
/ \ /
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Figura 5. Espectros de IR experimental (arriba) y calculado mediante B3LYP/6-
311G(d,p) para Vis aislado (debajo) en la regiéon de 3000 cm™. Los principales
grupos fueron asignados.

6.4 Discusion
Un total de 117 bandas asignables a los modos vibracionales de Vis fueron

analizadas en los espectros IR y Raman obtenidos experimentalmente. Los

pardmetros moleculares optimizados, la conformacion y las frecuencias de
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vibracion se calcularon utilizando la teoria B3LYP/6-311G(d,p) en combinacion con
DFT y el conjunto de funciones base.

Se determiné computacionalmente la conformacion més estable para el Vis.
La geometria optimizada del Vis mostré la conformacion gauche como la mas
estable para el grupo sulfona con respecto al anillo A, lo cual corresponde a una
caracteristica estructural generalizada de los sulfonatos covalentes. De hecho, el
angulo diedro C-S-O-C de 89° determinado es cercano al calculado para otras
sulfonas estudiadas que también presentan una conformacion gauche (Lestard
et al., 2012; Magnus, 1977; Najera y Yus, 1999; Simpkins, 1990).

Finalmente, el contacto intramolecular C=0---H-C presente en la molécula,
se caracteriz6 por la teoria NBO y AIM.

Estas predicciones proporcionan informacion a nivel molecular acerca de
posibles sitios de interaccion del Vis para optimizar futuras complejaciones e

interacciones con nanosistemas de entrega de activos.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES FINALES
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Este trabajo comenzd con la propuesta de contribuir al tratamiento del cancer
de piel, desde un enfoque nanomedicinal, mejorando la performance de principios
activos —que ya estaban siendo utilizados con tal fin— que accederian a los sitios
blanco por la via tépica, disminuyendo efectos colaterales y aumentando su eficacia
de accién por medio de toxicidad sitio-especifica.

Si bien la investigacion sobre la etiologia de los diferentes tipos de cancer y
la busqueda de nuevos tratamientos fueron constantes en los ultimos afios, para el
caso particular del cancer de piel fueron limitados los avances durante las ultimas
cuatro décadas, mediante el uso de inmunoterapia, quimioterapia, radioterapia y
combinaciones, debido a la reduccién de las tasas de respuesta y la baja
supervivencia media asociada con perfiles toxicos significativos. A pesar del
aumento de la conciencia publica sobre los efectos nocivos de la exposicion al sol
(el principal factor de riesgo, aunque no el Unico), la incidencia y la morbilidad del
cancer de piel siguen aumentando, lo que ha generado un gran interés en
desentrafiar su etiologia y la busqueda de nuevas estrategias de tratamiento no
invasivas.

De acuerdo a los datos mas recientes a nivel mundial de la Agencia
Internacional de Investigaciones en Cancer y de la Organizacion Mundial de la
Salud, son los canceres de piel no melanoma —carcinoma de células escamosas
(SCC) y carcinoma de células basales (BCC)- los que presentan las mayores tasas
de aparicion, aunque presentan tasas de mortalidad semejantes a las del
melanoma cutaneo. Pese a esto, el cancer de piel no melanoma parece estar
menos atendido en comparacién al melanoma y a otros tipos de cancer. Esto se
evidencia en la dificultad para hallar estadistica confiable acerca de las tasas de
morbilidad y mortalidad, tanto en Argentina como en muchos otros paises del
mundo. En Argentina en particular, la recoleccion de datos sobre el cancer de piel
no melanoma resulta aun ineficiente y dispersa, lo que dificulta obtener datos
certeros y fehacientes de las verdaderas tasas de incidencia de esta enfermedad
en nuestra poblacion.

Actualmente los tratamientos para los canceres de piel no melanoma en
estadios tempranos consisten principalmente en la escision quirdrgica, cirugia
micrografica de Mohs, electrodesecacion y legrado, o criocirugia. Sin embargo, no
sblo estos tratamientos convencionales son invasivos, sino que este tipo de

tumores suelen presentarse en zonas de la piel que se encuentran en constante
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exposicion al sol, como la cara, las orejas, el cuero cabelludo y las manos, por lo
gue no solo existe un impacto fisico producto del tratamiento, sino también efectos
emocionales como consecuencia de la escision para los pacientes. En algunos
casos las lesiones son tan extensas que requieren de injertos de piel y pueden dejar
marcas en zonas visibles —con un fuerte impacto psicologico—. Para el caso de
tumores avanzados, éstos pueden causar destruccion local, producir deformidad
grave y pueden extenderse a areas proximas, pudiendo de esta forma invadir
estructuras vitales como el 0jo, nariz, conducto auditivo, etc., y son potencialmente
mortales. Hasta el afio 2012, cuando se aprobo el Vismodegib (Vis) por parte de la
FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos) de los Estados Unidos, no
existia terapia eficaz para el BCC localmente avanzado o metastésico, recidivante
0 que no podia ser tratado mediante cirugia, y el enfoque terapéutico para estos
pacientes estaba representado exclusivamente por la quimioterapia convencional
con limitados beneficios. Por otra parte, el 5-fluorouracilo (5-FU), un agente
quimioterapéutico utilizado desde hace casi 50 afios para diferentes tipos de
cancer, tiene severos efectos secundarios cuando es administrado por via
intravenosa, y su administracion topica esta limitada a lesiones de la piel

precancerosas, superficiales y localizadas, dada su pobre permeacién cutanea.

En vistas de esto, se buscO aportar nuevas alternativas terapéuticas que
permitan tratar tumores de la piel no melanoma (tanto en estadios tempranos como
mas avanzados). Para tal fin se utilizaron herramientas nanotecnolégicas que
permitieron, en el caso del Vis, cambiar la ruta de administracion del farmaco v,
para el caso del 5-FU, mejorar su ingreso a estratos mas profundos de la piel. En
otras palabras, se encapsularon principios activos, cuya eficacia antitumoral contra
los canceres de piel no melanoma estaba comprobada, en un nanosistema de
entrega de activos (NEA) para mejorar su performance. Se eligio la via topica
cutanea ya que uno de los principales objetivos era reducir los efectos secundarios
severos que ambos principios activos provocan cuando son administrados de forma
sistémica, y para llevar a cabo un tratamiento local, sitio-especifico, que sea menos
invasivo para el paciente. Sin embargo, el acceso a la epidermis viable donde se
desarrollan el SCC y BCC esta limitado por la barrera del estrato cérneo de la piel.
Por esa razon se utilizé un tipo particular de NEA, los liposomas ultradeformables

(UDL), que son capaces de atravesarlo y transportar activos a la epidermis viable.
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Ademas, los UDL son nanosistemas lipidicos biocompatibles, capaces de
encapsular compuestos hidrofilicos, hidrofébicos o anfifilicos, y que pueden a su
vez ser incorporados en matrices de geles para facilitar su aplicacion tépica, sin

alterar significativamente sus propiedades de penetracion cutanea.

Por un lado, se logro incorporar el 5-FU en UDL de alrededor de 70 nm. Si
bien la eficiencia de encapsulacién fue baja, la incorporacion del 5-FU a la
nanoformulacion increment6 significativamente su llegada a la zona de la epidermis
viable de la piel, y su penetracion fue mayor en comparacion a otros tipos de
formulaciones liposomales probadas previamente. Ademas, este fue el primer
trabajo en realizar pruebas de penetracion cutanea empleando el Método de
Penetracion de Saarbriicken (SPM) —siendo el grupo de pertenencia uno de los
pocos en el pais en utilizarlo— para una nanoformulaciéon con 5-FU. ElI SPM,
acoplado a técnicas tales como el tape stripping, microscopia confocal e
histoldgicas, permite estudiar en detalle el perfil de penetracion del activo y de los
componentes del nanosistema, evaluando la distribucién de los mismos en funcion
de la profundidad de la piel. Otra ventaja del método es que simula condiciones
mas semejantes a las fisioldgicas en comparacion a, por ejemplo, las celdas de
Franz, y no limita el analisis a si el nanosistema o los activos atravesaron
completamente cierta barrera de interés (el estrato cérneo o toda la piel —epidermis
y dermis— por dar ejemplos).

Los UDL-5FU fueron caracterizados fisicoquimicamente mediante diversas
técnicas, revelando que la droga interacciona con la membrana liposomal, lo cual
generaria alteraciones en la zona de interfaz agua-lipido al modificar el
empaquetamiento de las cabezas polares de los fosfolipidos. Esta interaccion
modificé la elasticidad de los liposomas, pero en un nivel que no afectdé su
capacidad para penetrar el estrato cérneo de la piel. Por otra parte, si bien el
nanosistema presenta una buena estabilidad coloidal en el tiempo, existen indicios
de que algunas moléculas de 5-FU podrian quedar adsorbidas en la superficie
liposomal, y que la liberacion de las mismas, y de las moléculas encapsuladas en
el nlcleo acuoso del liposoma, es relativamente rapida.

A su vez, laincorporacion del 5-FU en UDL incremento su actividad citotoxica
in vitro, en particular, en una linea celular humana derivada de melanoma, en la

cual indujo una mayor tasa de apoptosis que en la linea inmortalizada de
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gueratinocitos de la piel que no tenia origen tumoral. También se llevo a cabo un
intento por co-encapsular el 5-FU con un extracto de aradndanos rico en
antioxidantes, previamente caracterizado por el grupo de pertenencia, con el fin de
mejorar la performance del tratamiento con los UDL-5FU. Sin embargo, no se
observaron cambios significativos en cuanto a la citotoxicidad del nanosistema
luego de la incorporacion del extracto. Solo se evidencio una ligera induccion de
necrosis en una de las lineas celulares estudiadas. Por lo tanto, se decidid no
continuar con dicha formulacion combinada.

Por ultimo, en las pruebas de toxicidad in vivo, se observé que la
incorporacion del 5-FU en los UDL incremento su toxicidad en larvas de pez cebra,
lo cual podria estar relacionado con la toxicidad inherente a la matriz liposomal y/o
porque podrian estar siendo modificadas las vias de internalizacion, la
biodistribucién y farmacocinética del principio activo en las larvas.

Por lo tanto, la incorporacion del 5-FU en los UDL mejoré su perfil de
penetracion a través de la piel y su citotoxicidad in vitro, por lo que este nanosistema
de administracidn topica podria ser util para el tratamiento de lesiones profundas,
no solo en etapas tempranas sino también mas avanzadas, relacionadas con
canceres de piel no melanoma.

La nanoformulacién obtenida con 5-FU podria optimizarse para lograr una
mayor retencion del principio activo y mejorar la eficiencia de encapsulacién, en
vistas de un escalado en la produccién del mismo. Sin embargo, tal como se

presenta no pierde su potencial para ser empleado en terapias personalizadas.

Por otra parte, también se logré incorporar en UDL la droga de Ultima
generacion Vis. Este es uno de los primeros trabajos que proponen la via tépica
cutdnea para la administracién de Vis, y el primero en estabilizarlo en un NEA
especificamente disefiado para penetrar la barrera impermeable del estrato cérneo
de la piel, y en probar su penetracion cutanea mediante el SPM. La flexibilidad, la
elevada eficiencia de encapsulacion y la estabilidad a lo largo del tiempo de la
nanoformulacién obtenida, la convierten en una potencial terapia para la
administracion topica de este principio activo, para el tratamiento de lesiones
cancerosas en regiones profundas de la piel relacionadas al BCC. Ademas, la
presencia del Vis en la epidermis viable, determinada en los estudios in vitro con

piel utilizando el SPM, en las dosis requeridas para el tratamiento del BCC luego
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de la aplicacion tépica no oclusiva de UDL-Vis, refuerza dicho potencial. Esta nueva
via de administracion podria reducir los efectos secundarios que se presentan luego
de la administracion oral, mediante el uso de cantidades menores de droga y la
administracion sitio-especifica en la zona del tumor. Al encapsularlo en este
nanosistema se logroé reducir unas ~2500 veces la cantidad de droga a administrar
en cada aplicacion, alcanzando concentraciones de Vis en la epidermis viable
alrededor del doble del maximo que se estima llega a la zona del tumor cuando es
administrado oralmente. Es en este punto, donde no solo se pone en juego la
mejora en la calidad de vida de los pacientes, desarrollando una terapia no invasiva
y que reduce los efectos adversos en érganos y tejidos sanos, sino también la
posibilidad de reducir los costos de los tratamientos, al poder administrar
cantidades significativamente menores de principio activo para lograr el mismo
efecto terapéutico. Sin embargo, los UDL-Vis no serian efectivos en aquellos casos
donde el BCC haya hecho metastasis, dada su actividad local en la piel y su
incapacidad de alcanzar los sitios hacia donde se extendi6 el cancer.

El  nanosistema  UDL-Vis fue exhaustivamente caracterizado
fisicoguimicamente mediante una bateria de técnicas diferentes, logrando predecir
la interaccion del principio activo con la membrana liposomal. Dado que se trata de
una droga hidrofébica, era de esperar que su incorporacion en este tipo de NEA se
diera en la bicapa lipidica, por lo que existia el riesgo de que afectara a flexibilidad
de las vesiculas y, como consecuencia, su capacidad de penetracion cutanea. Sin
embargo, por el contrario, la incorporacién del Vis incremento la flexibilidad de los
liposomas, incluso la de liposomas convencionales (no ultradeformables). Este
hecho abre la puerta a pensar en potenciales futuras nanoformulaciones
liposomales topicas con Vis sin activador de borde.

La encapsulaciéon del Vis en los UDL, aumentd su citotoxicidad in vitro de
manera significativa en ambas lineas celulares utilizadas, mientras que disminuy6
su toxicidad in vivo en las larvas de pez cebra. Tal como se postul6 para el caso de
los UDL-5FU, la incorporacion del activo a un NEA modifica la farmacocinética y
biodistribucién del mismo en el organismo y, como consecuencia, puede aumentar
0 disminuir su toxicidad.

Durante el trabajo con el Vis, surgio la necesidad de conocer algunas de sus
propiedades moleculares para poder explicar y entender los fendbmenos estudiados

en el Capitulo 4. Sin embargo, fue poca la informacién bibliografica que pudo ser
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recolectada, por lo que se decidio llevar a cabo un analisis computacional tedrico

de la estructura molecular del Vis.

Por ultimo, los estudios realizados en el marco de esta tesis doctoral, junto
con el trabajo de Bucci et al., 2017 (también del grupo de pertenencia), fueron los
primeros en estudiar la toxicidad de formulaciones del tipo UDL y del Vis en el
modelo intermedio de estudios in vivo pez cebra (Danio rerio). Por lo que se aporto
nueva informacion al estado del arte sobre los efectos toxicoldgicos de un tipo
particular de nanoformulacion en el pez cebra, un modelo en crecimiento y cada
vez mas aceptado para determinaciones de nanotoxicidad previas a las pruebas en
modelos mamiferos, dada su capacidad de prediccion de efectos no deseados.
Esta informacion resulta relevante no so6lo para generar nuevo conocimiento, sino
también para ir robusteciendo al modelo e ir alcanzando una estandarizacion de las
determinaciones que se realizan, dado que, hasta el momento, resulta dificultoso el
poder llevar a cabo comparaciones entre estudios dadas las diferentes condiciones
de prueba y variables puestas en juego. Como el pez cebra permite realizar las
pruebas en un breve periodo de tiempo y con un elevado numero de individuos,
allana el camino hacia las subsiguientes pruebas in vivo en modelos murinos, en

este caso, con carcinoma basal o escamoso.
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Perspectivas a futuro

Las perspectivas a mediano-largo plazo, en relacion a las nanoformulaciones
obtenidas a partir de este trabajo, son acoplar los nanosistemas obtenidos a
hidrogeles que liberen moduladamente los mismos para obtener formulaciones de
producto final para aplicacion tépica, y estudiar su actividad antitumoral in vivo en
un modelo murino con carcinoma de células escamosas y/o basales. Para ello
hemos iniciado contactos con un grupo experto en el area con vistas a poner a
punto el modelo murino.

En el caso particular de la formulacion con 5-fluorouracilo, seria interesante
continuar explorando y optimizando el sistema para aumentar la eficiencia de

encapsulacién del principio activo, en vistas de un proceso de produccion escalable.

A corto y mediano plazo estaremos trabajando en un pedido de patente y en
la escritura de un cuarto articulo cientifico a partir de esta tesis. Nos encontramos,
ademas, en la redaccion de dos articulos de colaboraciones, que se estima, seran
enviados este afio; uno de ellos estudia las diferencias en el comportamiento
reologico de liposomas conformados a partir de diferentes composiciones lipidicas,
y un segundo en el que se caracteriza y se llevan a cabo estudios de toxicidad in
vitro e in vivo de nanoparticulas de oro recubiertas con BSA.

Por otro lado, dado que las frecuencias Raman caracteristicas del
Vismodegib fueron identificadas, estamos poniendo a punto, como parte del
Seminario de Investigacion de la estudiante Gisela Gomez (Licenciatura en
Biotecnologia, UNQ), a quien co-dirijo, la deteccién directa del principio activo
mediante espectroscopia Raman a partir de las cintas del tape stripping de los
ensayos in vitro en piel. Este trabajo ha dado lugar a dos presentaciones en
congresos (uno nacional y otro internacional) durante el afio 2018, y a la publicacién
del proceeding “Raman spectroscopy study of a topical penetration of a new
generation skin cancer antineoplastic drug”, MN Calienni, J Montanari, ME
Tuttolomondo, G Gomez, S Alonso, FC Alvira.en la Latin America Optics and
Photonics Conference (2018). DOI: 10.1364/LAOP.2018.Tu3C.5. Esta previsto
enviar un articulo para su evaluacion a una revista cientifica con referato hacia
finales del 2019-principios de 2020.
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Ademas, continuamos trabajando con el principio activo Vismodegib,
encapsulandolo en otros nanosistemas de delivery para diversas vias de
administracion: dendrimeros, etosomas, cubosomas y micelas mixtas. En todos los
casos se ha logrado incorporar el principio activo y se llevaron a cabo pruebas de
penetracion en piel (incluso para aquellos en los que la via tépica no habia sido
estudiada antes). Actualmente, el estudiante David Ybarra se encuentra trabajando
en la puesta a punto y caracterizacion de complejos entre dendrimeros PAMAM
generacion 4 y 4.5 con Vismodegib, como parte de su Seminario de Investigacion,
habiendo obtenido hasta el momento resultados sumamente prometedores en
cuanto a eficiencia de encapsulacion y penetracion cutanea. Con él se prevé
publicar dichos resultados durante el 2020. En cuanto a la encapsulacion del
Vismodegib en micelas mixtas, estamos realizando una colaboracion cientifica con
el Dr. Diego Chiappetta de la Facultad de Farmacia y Bioguimica de la UBA, ya que
ellos cuentan con vasta experiencia de trabajo con este tipo de micelas. En paralelo
estamos probando en nuestro laboratorio la toxicidad de micelas mixtas con
paclitaxel obtenidas por su grupo en el modelo de pez cebra. Se estima que el
articulo que incluye estos ultimos resultados sea enviado antes de finales del 2019
a una revista para su evaluacion.

Por otra parte, continuaré co-dirigiendo a la estudiante Cecilia 1zquierdo en
su Seminario de Investigacion, el cual consiste en el estudio de la penetracion
cutdnea de liposomas ultradeformables incorporados en diferentes vehiculos
cosméticos. Hasta el momento hemos presentado el trabajo en un congreso

nacional y se espera, también en el mediano plazo, publicar dichos resultados.

En cuanto a lo personal, continuaré formando parte del grupo de
investigacion con una linea que consiste en la obtencion y caracterizacion de
nanosistemas hibridos para el transporte tépico de principios activos y/o efectores

con fines teranosticos contra tumores de la piel.
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