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1. RESUMEN



La imagenologia molecular permite la caracterizacion, visualizacion y seguimiento de procesos
biol6gicos. Es una metodologia no invasiva, fundamental para el diagndstico de cancer ya que
brinda informacion sin perturbar el entorno tumoral. En este sentido, es sustancial contar con

agentes imagenoldgicos que proporcionen informacién clara sobre la patologia en estudio.

Los aptameros, son oligonucledtidos de ADN o ARN, gue se unen con alta especificidad y
afinidad a su molécula blanco. A su vez, carecen de toxicidad, no son inmunogénicos, son de
rapida produccion y bajo costo. Estas caracteristicas, los posicionan como biomoléculas
interesantes para el desarrollo de nuevos agentes de imagen y otras plataformas
biotecnoldgicas. Sgc8c, es un aptamero con alta afinidad por el receptor PTK7, el cual se

encuentra sobreexpresado en cancer de colon, prostata, mama, leucemia, pulmoén y linfoma.

Los liposomas y las micelas poliméricas son excelentes nanosistemas para el transporte y la
optimizacion de las propiedades biofarmacéuticas de moléculas activas, siendo que favorecen
la estabilidad y la biodisponibilidad de éstas en el organismo, manteniendo el reconocimiento

por sus blancos moleculares.

Es asi que, el presente trabajo, verso sobre el estudio de la co-asociacion del aptamero Sgc8c
funcionalizado con el fluor6foro Alexa Fluor 647, a liposomas preformados altamente estables
y a micelas poliméricas biocompatibles y termosensibles, a base del poloxdmero F127 y de las
poloxaminas T1307 y T908, para su aplicacion en imagenologia molecular. Se realizé la
caracterizacion fisicoquimica exhaustiva de los nanosistemas libres y co-asociados a la sonda,
los estudios de estabilidad in vitro y finalmente, se procedid a la evaluacion bioldgica,
estudiando la farmacocinética y la biodistribucién en modelos de ratones portadores de

tumores.
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2. INTRODUCCION



2.1 CANCER

El cancer es una enfermedad de diversas causas, en donde cambios en los genes, afectan las
funciones de las células, incidiendo basicamente en su division y crecimiento. Los cambios en
los genes pueden ser hereditarios o generados por factores ambientales. Estos son basicamente:
sustancias quimicas, exposicion frecuente a radiaciones y situaciones de estrés (National
Cancer Institute [NCI], 2021). Las modificaciones celulares generadas por cambios genéticos
suceden a nivel de los proto-oncogenes, genes reparadores del ADN y genes supresores
tumorales. Cuando hay mutaciones a nivel de los proto-oncogenes, ya sea debido a alteraciones
0 a un aumento de su actividad, no pueden regular ni controlar el crecimiento ni los procesos
habituales de muerte celular. Cuando hay modificaciones a nivel de los genes reparadores de
ADN, las mutaciones que no pudieron ser reparadas por estos, generan células mutadas,
provocando sucesivas mutaciones, obteniéndose muy probablemente una célula cancerosa.
Finalmente, los supresores tumorales, cuando se encuentran alterados, no van a poder controlar
el crecimiento ni la division celular, por ende, se puede generar un crecimiento celular
exacerbado. A su vez, la proliferacion rapida de células anormales puede extenderse mas alla
de los limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o diseminarse a otros

organos, proceso denominado metéstasis (NIC, 2021).

2.1.1 Incidencia y mortalidad

El cancer, es la segunda causa de muerte en el mundo, segun lo reportado por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2021). En Uruguay,
también se sitla como la segunda causa de muerte, luego de las enfermedades cardiovasculares

(Ministerio de Salud Publica [MSP], 2021). Debido a estos numeros, es fundamental la
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generacién de nuevos enfoques y desarrollos para el tratamiento y diagnéstico de esta patologia

(Global Cancer Observatory, 2021).

Uno de los factores mas importantes en la sobrevida del paciente es el avance de la enfermedad
al momento del diagnostico. Si bien se esta realizando un gran trabajo a nivel de prevencion,
muchos paises carecen de datos de la poblacion con dicha enfermedad, lo cual genera dificultad
para la implementacion de politicas de lucha contra el cancer. Esta problematica sumada al
diagnostico tardio lleva a que el inicio del tratamiento suceda en etapas ya avanzadas de la

enfermedad, lo cual lleva a una menor tasa de sobrevida del paciente.

La clasificacion y el nombre de los diferentes tipos de cancer, estad dado generalmente por el
tipo de tejido y dérgano en donde se originan. Como ser, los carcinomas se originan en las
células epiteliales, los sarcomas en los huesos y tejido blando, como ser el tejido adiposo, el
tejido fibroso, los vasos linfaticos y los sanguineos. EI mieloma mdltiple se origina a partir de
células plasmaticas, cuando son anormales se denominan células de mieloma y se acopian en
la médula 6sea. Los tumores cerebrales y de la médula espinal tienen origen en las células del
tejido nervioso, en donde el nombre del tumor surge a partir del tipo celular. Los melanomas
se originan en células capaces de producir melanina (melanocitos), y a su vez, los linfomas

surgen en los linfocitos (T o B) (NIC, 2021).

2.1.2 Linfoma

La incidencia de linfoma en Uruguay representa el 9,6% del total de los canceres y 3,0% de
muertes, ubicandose en el octavo tipo de cancer con mayor incidencia y mortalidad en Uruguay

(Comision Honoraria de Lucha contra el Cancer, 2021).

En el cancer del tipo linfoma, el sistema linfatico se encuentra afectado. El sistema linfatico es

una gran red de ganglios y vasos linfaticos, cuya funcion es defender al organismo frente a
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infecciones y neoplasias. Por los vasos linfaticos, circula la linfa, la cual contiene linfocitos B
y T. Los linfocitos B, son los responsables de la produccion de anticuerpos y los linfocitos T,
se encargan de destruir los virus y las células extrafias y estos a su vez activan a los linfocitos
B, para la produccion de anticuerpos. Los ganglios linfaticos se ubican en zona submandibular,
cervical, axilar, inguinal y poplitea. En ellos, se produce la maduracion y la activacion de los
linfocitos. A su vez, el bazo y el timo también forman parte del sistema linfatico. En el bazo,
ocurre la produccion de linfocitos, almacenamiento de globulos rojos y linfocitos, filtracion de
la sangre y destruccion de glébulos rojos viejos. En el timo, sucede la maduracion de los

linfocitos T y su multiplicacion (NIC, 2021).

En base a los tipos celulares involucrados, el linfoma se clasifica en dos grandes grupos,
linfoma Hodgkin (LH) y no Hodgkin (LNH). El LH, se caracteriza por la presencia de células
de Reed-Sternberg, las cuales proceden generalmente de las células B de los centros germinales
(Matasar y Zelenetz, 2008). En el LNH, hay alteracion en los linfocitos B y otros tipos
celulares. Las alteraciones en las células B, representan el 15% en el LH y el 80% en el LNH.
El LNH abarca desde la etapa | a la IV, en la etapa | y 1l se encuentran afectados grupos de
ganglios linfaticos en el mismo lado (superior o inferior) en relacion al diafragma, mientras
que a partir de la etapa 11, se encuentran afectados tanto el lado superior e inferior respecto al
diafragma, como se observa en la Figura 1 (The Leukemia & Lymphoma Society® [LLS],
2021). Independientemente del estadio, los canceres abarcan escasa y alta malignidad, los de
escasa, involucran un crecimiento lento de las células alteradas y en los canceres con alta
malignidad, el crecimiento de las células malignas es rapido. Dentro de los LNH de células B,
la mitad corresponde a linfomas difusos de células B grandes, luego en orden de prevalencia,
se encuentra el linfoma folicular, el linfoma de la zona marginal, linfoma de Burkitt y linfoma

del mediastino (Donnou, 2012).
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Introduccion

El linfoma difuso de células B grandes es la forma mas comun y agresiva de los LNH, y tiene
su origen en los linfocitos B maduros. Debido a que solamente el 40% de los pacientes tratados
responden al tratamiento habitual, se pudo evidenciar la existencia de varios tipos de linfoma
difuso de células B grande. ClasificAndose entonces en: células B del centro germinal, activadas
o derivadas del timo. Estos pueden diferenciarse segun el estado de maduracion o activacion

del linfocito B y el tipo de mutacion (Alizadeh, 2000).

Diafragma

! 7 ‘
U 7\“, ﬂ.g )

N . N /‘I',-‘." " N)
Etapal Etapa ll Etapa lll Etapa IV

Enfermedad Dos o mis Dos o mis regiones Enfermedad extendida;
localizada; una sola regiones de de ganglios varios 6rganos, con o
region de ganglios ganglios linfaticos linfaticos por sin afectacién de los
linfiticos o un solo en el mismo lado arriba y por abajo ganglios linfiticos
organo del diafragma del diafragma

Figura 1. Ubicacion de LNH en cada etapa. Extraido de LLS, 2021.

El diagndstico del linfoma esta basado en la historia y examenes clinicos del paciente. Se
requiere: hemograma completo, funcional y enzimograma hepatico, analisis de orina, biopsias
de ganglio y médula 6sea con inmunohistoquimica y mielograma. A su vez, imagenologia
rayos X de térax, abdomen y pelvis, tomografia computarizada (CT), resonancia magnética
(RM), tomografia de emision de positrones con 18-fluordesoxiglucosa (**FDG-PET),

ecografias y valoracién cardiovascular (Nesse, 2008). El tratamiento inicia en el momento del
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diagnostico. Generalmente, se trata con una quimioterapia conformada de cuatro o mas
farmacos, conocida como CHOP (Ciclofosfamida (Cytoxan®), Hidroxidoxorrubicina
(Doxorrubicina), Vincristina (Oncovin®) y Prednisona). Acompafiandose en casos mas
avanzados, con Rituximab (Rituxan®) y/o radioterapia en el sector afectado. Para evaluar
continuar con los tratamientos, se realiza !8F-PET. Esta quimioterapia intensiva con multiples
farmacos puede ser muy eficaz en casos de linfoma agresivo, y el resultado puede ser la cura

(Nesse, 2008; LLS, 2021).

2.1.3 PTK7

Las proteinas tirosinquinasas (PTKSs), son enzimas que transfieren un grupo fosfato proveniente
de ATP aresiduos aminoacidicos de tirosina, modulando de esta forma, numerosas actividades
celulares, actuando en las cascadas de sefializacion intracelular. Se subdividen en PTKSs

citosdlicas o no receptoras (NRTKS) y en receptores de PTK (RTKSs) (Butti, 2018).

Los RTK, presentan un rol fundamental en las vias de sefializacion celular. Regulan las vias de
proliferacion, diferenciacion, migracion y sobrevida celular, entre otras. Los RTK, poseen un
dominio extracelular (N-terminal) de unién al ligando y un dominio quinasa intracelular, que
se une Yy fosforila el sustrato, siendo el responsable de la actividad catalitica. Los receptores
son activados por la unién al ligando, produciendo la dimerizacién del receptor. Generando
una cascada de sefiales a nivel intracelular, lo cual resulta en numerosos cambios celulares

(Kung, Chen, y Robinson 1998; Regad, 2015; Bultti, 2018).

La familia de los RTK, se subdivide, en funcion de la similitud del dominio tirosinquinasa, del
dominio extracelular o su organizacion genica (Chen y Hung, 2015). Las 20 subfamilias,
incluyen, el receptor del factor de crecimiento de plaquetas (PDGFR), receptor del crecimiento
vascular endotelial (VEGFR), receptor del factor de crecimiento fibroblastico (FGFR), receptor

de insulina (InsR), factor de crecimiento epidérmico (ErbB, que incluye al receptor del factor
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de crecimiento epidérmico (EGFR), la proteina tirosinquinasa 7 (PTK7), entre otros (Butti,

2018).

El PTK7, fue identificado en células de cancer de colon, siendo denominado quinasa-4 de
carcinoma de colon (CCK4) (Mossie, 1995). Este receptor esta altamente conservado en
diferentes especies, encontrandose entre ellas, en Drosophila con las siglas OTK (del inglés Off
Track Kinase) y en pollos como KLG (del inglés Kinase Like Gene) (Cafferty, 2004;
Peradziryi, Tolwinski, y Borchers, 2012; Lhoumeau, 2015). La region extracelular, esta
constituida por siete dominios extracelulares tipo inmunoglobulinas, una region
transmembrana y un dominio catalitico tirosinquinasa inactivo (conservado evolutivamente).
Por este motivo es considerado una pseudoquinasa (Lee, Strunk, y Spritz, 1993; Mossie, 1995;

Jung, 2002).

El gen PTK7 humano, se encuentra en la region 6p21.1-p12.2 del cromosoma, organizado en
20 exones. Se han detectado cinco isoformas del receptor PTK7 humano (Tabla 1) y dos en

raton, una de 100 y otra de 140 kDa, compartiendo un 92.6 % de identidad (Jung, 2002; Jung,

2004).
Tabla 1. Resumen de las isoformas de PTK7 humano. Adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/PTK71D41901ch6p21.html
ARNm | Pérdida de L PM
(pb) ex0Nes Aminoacidos (kDa) Estructura

Isoforma 1 | 3213 1070 118.5 Entera

Isoforma 2 | 3093 10 1030 114 Pérdida de la mitad del loop 1g6

Isoforma 3 | 3045 8,9y10 1014 103.7 Pérdida del loop 1g5, y parte del Ig6

Isoforma 4 | 2823 12y 13 940 112.4 Pérdida del loop 1g7

Isoforma 5 | 2451 16 al 20 816 90 Pérdida del dominio tirosinquinasa
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Se ha reportado que el dominio extracelular, puede ser escindido por la metaloproteasa MT1-
MMP (metaloproteinasa de matriz tipo 1), afectando la polaridad planar celular (PCP) y la
migracion celular (Golubkov, 2010; Lichtig, 2019). A su vez, en base a estas pérdidas
funcionales, se ha demostrado que el rol de PTK7 es crucial para el desarrollo embrionario a
nivel del tubo neural como cardiaco, en vertebrados (Caddy, 2010; Lhoumeau, 2015; Berger,

2017; Lichtig, 2019).

PTK7 se encuentra implicado en las vias de sefializacion Wnt canonica y no canonica
Wnt/PCP, interactuando con los receptores Wnt y sus ligandos (Caddy, 2010; Hayes, 2013;
Berger, Wodarz, y Borchers, 2017). A su vez, es capaz de unirse a las proteinas B-catenina y
Dishevelled (Dsh), formando un complejo Dsh-Rack 1-Fz7 (el receptor para la quinasa C
activada y el receptor frizzled 7, respectivamente) implicado en la via no canénica (Shnitsar y
Borchers, 2008; Wehner, 2011). La interaccion con B-catenina sugiere que PTK7 también
participa en la via Wnt candnica. Sin embargo, el papel de PTK7 como activador o inhibidor

de la sefializacion canonica de Wnt sigue siendo controvertido (Puppo, 2011; Peradziryi, 2012).

Asimismo, PTK?7 interactia con VEGFR1 teniendo un rol fundamental en la angiogénesis, en
la reparacion epidérmica y en la tumorigénesis (Shin, 2008; Lee, 2011). La sobreexpresion de
PTKZ7, ha sido reportada en cancer de colon (Mossie, 1995), cancer de mama (Speers, 2009),
cancer de pulmon, (Tian, 2016), leucemia mieloide aguda, leucemia linfoide aguda (Muller-
Tidow, 2004), melanoma (Easty, 1997; Calzada, 2017), carcinoma de ovario, cancer de

préstata, linfoma (Calzada, 2017), glioma, liposarcoma (Zhang, 2014; Liu, 2015), entre otros.

2.2 IMAGENOLOGIA MOLECULAR

La imagenologia molecular es la visualizacion, caracterizacion y medicion de procesos
biologicos a nivel celular y molecular en los seres humanos y en otros seres vivos. Incluye

normalmente imagenes en 2D o 3D, teniendo la posibilidad de cuantificar las variaciones que
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ocurren en el tiempo (Weissleder y Mahmood, 2001). Por otro lado, las imagenes
convencionales, proveen informacion anatomica y fisiologica del paciente, a través de fuentes
de radiacion externa (Calzada, 2019). Las modalidades usadas en imagenologia molecular,
incluyen: Tomografia computada de emision de foton unico (SPECT), Tomografia de emision
de positrones (PET) e Imagenologia dptica (Ol). Aunque también pueden ser usadas las
siguientes técnicas: Ultrasonido (US), Tomografia Computarizada (CT), Imagenologia de
Resonancia Magnética (MRI) y Resonancia Magnética Nuclear (RMN). Cada técnica tiene sus
ventajas y desventajas en el marco de la imagenologia molecular, por lo que es importante
conocerlas para poder aplicarlas (Tabla 2). Las herramientas imagenolégicas, han hecho
posible que el diagndstico temprano sea una realidad cada vez mas alcanzable (Calzada, 2020).
Se suelen utilizar sondas de imagenologia molecular, que constan de dos componentes: un

componente de reconocimiento molecular y un componente generador de imagen.

El procedimiento general para un estudio de imagenologia molecular, consiste en administrar
al paciente la sonda imagenolégica. Posteriormente, se espera un tiempo a que dicha sonda sea
captada diferencialmente en la zona de la patologia y finalmente se realiza la adquisicién de la

imagen externamente a través de un equipo de imagenologia.

De esta forma, se puede tener una mejor comprension sobre lo que sucede en el organismo
desde el punto de vista celular y molecular en su contexto y, por ende, una caracterizacion de
la enfermedad y un diagnostico certero de forma no invasiva. Esto incide directamente sobre
el tratamiento a ser aplicado al paciente y también en el seguimiento del mismo. La gran ventaja
de las técnicas de imagenologia molecular, versus las convencionales, es que se puede
caracterizar y cuantificar los procesos bioldgicos a nivel molecular. A su vez, la adquisicién de
iméagenes es uniforme, con buena resolucion espacial y temporal, contando con procedimientos
automatizados en la clinica (dependiendo de los ajustes que se necesiten realizar a nivel
técnico) (Gibson, Hebden, y Arridge, 2005). A nivel experimental, se suelen realizar
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modificaciones de los pardmetros, buscando los mejores resultados, para poder optimizar los

protocolos, logrando un método robusto (Willmann, 2008).

Tabla 2. Técnicas imagenologicas, ventajas y desventajas. Adaptado de Lee, 2012.

Técnica

. . Deteccion Ventajas Desventajas
imagenologica
Alta sensibilidad Riesgo de radiacion
Sin limite de
PET Rayos y penetracion en los Alto costo
tejidos
Cuantitativa -
Alta sensibilidad Riesgo de radiacion
SPECT Rayos y Sin limite de
penetracion en los Baja resolucion espacial
tejidos
Alta resolucién espacial Riesgo de radiacién
CT convencional Rayos X Sin limite de
penetracion en los No cuantitativa
tejidos

US convencional

Ondas ultrasénicas

Imagen en tiempo real

Baja resolucion espacial

Bajo costo

Analisis técnico-
dependiente

MRI convencional

Campo magnético

Alta resolucion espacial

Baja sensibilidad

Sin limite de
penetracion en los
tejidos

Costo elevado

Largo tiempo de
adquisicion

Ol

Ultravioleta (UV) —
Infrarrojo (IR)

Alta sensibilidad

Baja profundidad de
penetracion

Bajo costo

Autofluorescencia

Imagen en tiempo real
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2.2.1 Imagenologia optica

La imagenologia Optica, es una de las técnicas de la imagenologia molecular mas estudiada y
utilizada, in vitro e in vivo. Se basa en la deteccidn de la transmision de luz (fotones) a traves
del tejido bioldgico (Cassidy, 2005), en un rango de longitudes de onda desde el UV hasta el
IR. El pasaje de fotones a través de los tejidos bioldgicos estd afectado por los procesos de
absorcion y dispersion. En la absorcion, la energia asociada a la frecuencia del fotdn coincide
con la energia de transicion dentro del tejido, resultando en la disminucion de energia del foton.
En la difraccion, la luz incide sobre los &tomos del tejido, generando aceleracion e irradiacion
sobre los electrones de los atomos, por lo que la luz se desvia de su camino inicial (Cassidy,

2005; Dang, 2019).

Las estrategias de imagenologia Optica se basan en el uso de luminiscencia o fluorescencia,
siendo la fluorescencia la més aplicada (Martelli, 2016). Para la adquisicion de la imagenologia
por fluorescencia, un fluoréforo es excitado con un laser y la luz es detectada mediante una

camara apropiada (Calzada, 2019).

En el rango de longitudes de onda del infrarrojo cercano (650 — 1000 nm), la interferencia de
fondo es minima debido a la baja absorcion en los tejidos en dicha region (Alberti, 2012). Por
ello, la imagenologia Optica utiliza longitudes de onda del NIR para aplicaciones in vivo
(Condeelis y Weissleder, 2010), utilizando los fluor6foros adecuados (Haque, 2017), que
otorguen alto contraste de imagen, y una penetracion méas profunda y uniforme en el tejido

(Zhao, 2018).

Esta modalidad de imagenes es utilizada principalmente en patologias a nivel superficial
(Boschi y De Sanctis, 2017) y en drganos expuestos quirirgicamente, ya que el nivel de
penetracion de los fotones en el tejido es limitado (Mduller, 2012). Han surgido prometedoras

modalidades de imagenes Opticas, que incluyen la tomografia de coherencia Optica, la
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endoscopia de fluorescencia y la microendoscopia confocal (Dhawan, 2010). Las mismas
tienen un significativo potencial, debido a su caracteristica no invasiva, siendo ademés
portétiles y rentables, para aplicaciones biomedicas que abarcan niveles tisulares, celulares y

moleculares (Ntziachristos, 2006).

2.2.2 Imagenologia de fluorescencia

La imagenologia de fluorescencia, se basa en la emision de luz de una sustancia, a partir de los
estados electronicos excitados. Dependiendo de la naturaleza del fenémeno, la luminiscencia

se divide en fluorescencia y fosforescencia (Lakowicz, 2006).

La fluorescencia es un proceso en el cual la absorcion y emision suceden a través de estados
electronicos singuletes, permitidos. En los estados excitados singuletes, hay un electrén en
estado excitado apareado con otro electron de spin opuesto en estado basal. Cuando el electron
en estado excitado retorna al estado basal, lo realiza mediante una transicion permitida y
emitiendo un fotdn. Todo el proceso de fluorescencia, sucede en un tiempo entre 100y 10

segundos.

En cambio, el proceso de fosforescencia, ocurre a partir de estados electrénicos tripletes. El
electrén en estado excitado, tiene el mismo spin que el electrén en estado basal, por lo tanto,
es una transicion no permitida y los rangos de tiempo de emision son mas lentos de 103y 1
segundo. La transicién entre multiplicidad de spin se denomina cruce intersistema (Lakowicz,
2006). El diagrama de Jablonski (Figura 2), representa lo que sucede en los procesos de

fluorescencia y fosforescencia (Lakowicz, 1994).
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Figura 2. Diagrama de Jablonski, esquema de los procesos de fluorescencia y fosforescencia.

Aadaptado de Lakowicz, 1994,

En el esquema se encuentran representados los niveles energéticos, basal (So) y excitados (S1,
S2) y los estados vibracionales por cada nivel (lineas en color gris) (Figura 2). Cuando a una
sustancia se le aplica energia, ésta podria ser excitada absorbiendo un foton, en donde un

electrén pasa de un nivel basal (So) a un nivel excitado (S1).

Los electrones, luego de ser excitados pueden relajarse y volver al estado basal de forma
radiativa o no radiativa, dependiendo del ambiente en el que se encuentren. La transicién no
radiativa sucede mediante radiacion de calor por conversién interna. La transicion radiativa se

da por la fluorescencia a una determinada longitud de onda (Lakowicz, 2006).

En la fluorescencia, el electron que se encuentra en un nivel excitado y nivel vibracional alto,
cede parte de su energia a otros orbitales de la molécula en forma de vibracién, pasando a un
nivel excitado de menor vibracién, proceso no radiativo. En el proceso de conversion interna,

esta energia es disipada rapidamente debido a colisiones inelasticas. Posteriormente, el electron
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pasa a un estado basal, emitiendo un foton, proceso radiativo. Finalmente, el electrdon realiza
otro decaimiento no radiativo hacia el nivel basal de menor vibracién (Vishwanath y

Ramanujam, 2011).

El corrimiento de Stokes, surge a partir de la diferencia de energia entre el proceso de
excitacion (absorcion) y emision, debido a los procesos no radiativos. La energia del foton que
fue absorbido requiere mayor energia que la emitida, por ende, la longitud maxima de

excitacion serd menor que la de emision (Lakowicz, 2006).

Las moléculas fluorescentes se denominan fluoréforos. Estos se encuentran de forma natural y
de forma sintética. Cada fluordforo, tiene una longitud de onda de absorcion y emision
caracteristica. Segun la aplicacion, se utilizard un determinado fluor6foro. Una de las

aplicaciones, es en el campo de la imagenologia optica de fluorescencia (Moreno, 2020).

La imagenologia de fluorescencia es una poderosa herramienta, de bajo costo, versatil, y con
una penetracion en el tejido del rango de mm-cm. Una de las aplicaciones mas recientes, es la
cirugia guiada por imagen de infrarrojo cercano (NIR) en donde a tiempo real, el médico
visualiza especificamente las zonas afectadas tras exponer dicho tejido a una fuente de
excitacion adecuada (Taruttis y Ntziachristos, 2012). Esto depende de la existencia de
fluoréforos NIR aprobados por la FDA (Administracion de Medicamentos y Alimentos) y la
EMEA (Agencia Europea de Medicamentos). Actualmente se encuentran aprobados la
indocianina verde (ICG) y el azul de metileno (MB) (Figura 3), y estan siendo utilizados

satisfactoriamente en la clinica (Desmettre, Devoisselle, y Mordon, 2000; Boni, 2014).
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Figura 3. Estructura de la indocianina verde (A) y del azul de metileno (B).

La imagenologia de fluorescencia puede clasificarse en directa e indirecta: (a) Imagenologia
de fluorescencia directa, implica el uso de una sonda fluorescente que se dirige a un sitio
especifico, como ser un receptor o una enzima. Dentro de la imagenologia fluorescente directa,
las sondas pueden clasificarse como activas o activables. Las sondas activas, son fluor6foros
que se adhieren a un ligando especifico con alta afinidad para un objetivo puntual
(Ramjiawan,2000). Las sondas activables, son moléculas con un fluorocromo cuencheado, el
cual es activado mediante una modificacion quimica para la emisién de luz (Funovics,
Weissleder, y Tung, 2003). Por otro lado, (b) Imagenologia de fluorescencia indirecta, surge
de la evolucién de técnicas utilizadas de genes reporteros. Implica la introduccion de un
transgen (gen reportero) en la célula y que este codifique para una proteina fluorescente que
produce la proteina reportera. Se coloca entonces, dicha secuencia cerca del promotor que se
quiere expresar, de forma que cuando este se active, la proteina fluorescente se transcriba. La
cual, puede ser detectada mediante imagenologia Optica. Esta técnica es utilizada para el

estudio de la expresion y regulacion génica (Tsien, 1998).
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A nivel de investigacion, hoy en dia, es posible tener conocimiento de la biodistribucién de
fluorescencia en los 6rganos y tejidos, de pequefios animales ya sea a nivel ex vivo como in-

Vivo.

2.2.3 Agentes de imagenologia molecular

La generacion de imagenes moleculares depende en gran medida del desarrollo de agentes de
imagenologia que sean especificos, caracteristicas fundamentales en el desarrollo de imagenes
moleculares (Weissleder y Mahmood, 2001). Cabe destacar, que la administracion de dichos
agentes, se realiza a bajas concentraciones, por lo cual no tiene accion farmacologica. En
general, los agentes de imagenologia molecular constan de dos partes: la molécula
bioldgicamente activa que establece el reconocimiento por su blanco y el generador de la
imagen el cual permite la deteccion externa, para la evaluacion del proceso en forma cuali- o
cuantitativa (Figura 4, A). A veces, se realiza una modificacion quimica sobre la molécula de
reconocimiento o se agrega un espaciador o linker, para conectar la biomolécula con el agente

generador de imagen (Figura 4, B) (Chen, 2014; Lv, 2018).

Generador de imagen Generador de imagen
Linker
Molécula de Molécula de
reconocimiento reconocimiento
— i
Blanco molecular Blanco molecular
A B

Figura 4. Esquema de agente imagenoldgico sencillo (A) y con linker (B), junto a su blanco molecular.
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En los ultimos afios, se ha logrado un gran avance en el desarrollo de agentes imagenol4gicos.
Ya sea por la versatilidad de biomoléculas, como por el componente generador de imagenes
(Weissleder y Mahmood, 2001; Ntziachristos, 2006; Willmann, 2008). Dentro de las moléculas
de reconocimiento, se encuentran: moléculas pequefias, péptidos, anticuerpos, aptameros,
proteinas, ADN o nanoparticulas. Las mismas deben presentar: alta afinidad, especificidad,
rapida eliminacion, estabilidad, no ser téxicas y no ser inmunogénicas. Por otra parte, el
componente generador de imagen, abarca radionucleidos, agentes de contraste y fluoréforos.
Los mismos deben generar imagenes con bajo ruido (no generar sefiales inespecificas) y
amplificar la sefial de reconocimiento molécula-blanco molecular. En cuanto a dicho blanco
molecular, en céncer, se busca que el mismo esté involucrado en la via de sefializacion,
encontrarse en el microambiente tumoral, basicamente que dicho blanco esté representado en
mayor medida en la patologia que en tejido sano. Los blancos moleculares pueden ser:

péptidos, proteinas, hormonas, toxinas, carbohidratos o ADN (Willmann, 2008; Luo, 2011).

2.2.3.1 Sondas fluorescentes: generadores de imagen

Las sondas fluorescentes pueden dividirse en intrinsecas o extrinsecas. Las intrinsecas, poseen
fragmentos estructurales que fluorescen naturalmente, como ser NADH, flavina, aminoacidos
aromaticos, clorofila, entre otros. A las extrinsecas, se le agrega un fragmento que le
proporciona la fluorescencia, cuando carece de esta 0 para cambiar sus propiedades espectrales.
Ejemplos de los fragmentos incorporados son: la rodamina, la fluoresceina, cloruro de dansilo,

entre otros (Lakowicz, 2006).

Los primeros fluoroforos en ser sintetizados fueron la fluoresceina (von Baeyer, 1871) y la

tetrametilrodamina (TMR) (Industria Ceresole, 1887), Figura 5 (Lavis, 2017).
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Figura 5. Estructura de fluoresceina (A) y tetrametilrodamina (B).

Se han realizado modificaciones quimicas sobre ambas estructuras, para modificar las

propiedades y obtener diversas sondas fluorescentes, con diferentes longitudes de onda.

Las sondas fluorescentes son conocidas principalmente como marcadores de biomoléculas. Los
bioconjugados con fluorescencia pueden ser, anticuerpos, oligonucleétidos y moléculas
pequefas, entre otros. Existen diversas aplicaciones para dichas sondas fluorescentes, como ser
inmunofluorescencia, seguimiento de farmacos, diagndstico de patologias, entre otras. La
union de la molécula fluorescente a la molécula de eleccion debe ser estable. Por ello, se ha
funcionalizado la fluoresceina con un grupo isotiocianato en la posicion 5, generando el
isotiocianato de fluoresceina (FITC), Figura 6, permitiendo la unién covalente con los aminos

libres de la molécula de interés (Lavis, 2017).

N=C=S

Figura 6. Estructura de isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Lavis 2017).
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2.2.3.1.1 Alexa Fluor 647

A su vez, se ha desarrollado una amplia variedad de moléculas fluorescentes, derivadas
inicialmente de la rodamina, como lo es la familia de la Alexa Fluor, otorgando un gran rango
de longitudes de onda de emision y excitacion (Figura 7) (Panchuk-Voloshina, 1999; Berlier,

2003).

1. Adaxa Fluor™ 350

2. Mlaxa Fluor® 405

3. Adpa Fluor® 430

4. Adewa Fluor® 488

9. Alaxa Fluor™ 500

&, Alaxa Fluor® 514

7. Abgwa Fluor® 532

8. Adexa Fluor® 546

9. Alaxa Fluor® 555

10, Adaxa Fluar® 568
11, Adga Fluor™ 584
12. Adaxa Fluor® 610
13. Adaxa Fluor® 633
14, Mdawa Fluor® 635
15, A Fluar™ 847
\, 16. Adaxa Fluor® 660
hN 17. Adaxa Fluor® 680
18. Abawa Fluar® 700
19. Adgwd Fluar® 750

850 20. Adaxa Fluor® T80

Fluorescence emission

Wavelength (nm)

Figura 7. Espectro de emision de la serie Alexa Fluor (Thermofisher).

Alexa Fluor 647 (Figura 8), presenta un espectro de excitacion/emision de 650/668 (Figura
7, item 15 y Figura 9). Fluoro6foros con alta longitud de onda, tienen mayor capacidad de
penetracion Optica en los tejidos y menor autofluorescencia en los tejidos generando menor
interferencia de fondo (background). Ambos requisitos son claves para su uso como agentes
de imagen in vivo (Berlier, 2003; Luo, 2011). Alexa Fluor 647, ha sido reportado en el
desarrollo de agentes imagenoldgicos en cancer a nivel pre-clinico y como potencial uso en

cirugias guiadas (Saccomano, 2016; Calzada, 2017; Comeo, 2020; Kantamneni, 2020).
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Figura 9. Espectro de emisidn/excitacion de Alexa Fluor 647 (Thermofisher).

2.2.3.2 Aptameros: moléculas de reconocimiento

Los aptameros, son oligonucleétidos simple hebra (ADNs o ARN) con una estructura
tridimensional caracterizada por bucles, tallos u horquillas. Tienen la capacidad de unirse a un
blanco definido a través de enlaces no-covalentes (van der Waals, enlaces de hidrdgeno,

interacciones electrostaticas) con alta afinidad y especificidad. Estos blancos abarcan:
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proteinas virales, bacterias, toxinas, proteinas de membrana expresadas en células tumorales,

moléculas pequefias, iones, entre otros (Mayer, 2009; Musumeci, 2017; Calzada, 2020).

Se mencionaron por primera vez en 1990 por Ellington y colaboradores, al examinar la
interaccion del ARN con sus ligandos. Denominaron aptameros, del latin “aptus”, encastrar, a
secuencias individuales de ARN (Ellington y Szostak, 1990). Gold y Turek en 1990,
describieron en forma paralela la metodologia que utiliza librerias de oligonucleotidos, para

seleccionar aptdmeros (Tuerk y Gold 1990; Gold, 1995).

Los aptdmeros, son seleccionados a partir de bibliotecas masivas mediante la metodologia
Illamada Evolucién Sistematica de Ligandos por Enriquecimiento Exponencial (SELEX)
(Tuerk y Gold 1990). Es importante que previo a la realizacién de dicha técnica, se decida si
se utilizard ARN o ADN. Esto se debe, a diferencias en la estabilidad y composicion quimica

(Calzada, 2020).

El SELEX, consiste en varias rondas de seleccion y amplificacion a partir de una biblioteca de
secuencias de acidos nucleicos. Un pool de oligonuclettidos simple hebra (cantidad de
secuencias mayor a 1 x 10'%) son incubados con el blanco molecular y posteriormente se realiza
la remocidn de las secuencias no unidas. Las secuencias que poseen reconocimiento con el
blanco, son aisladas y amplificadas, y el pool enriquecido es expuesto nuevamente a una nueva
ronda de seleccion. Finalmente se realiza la secuenciacién y caracterizacion individual de las
variantes que presentan mayor afinidad. Por lo tanto, SELEX, por sus caracteristicas técnicas,
permite obtener aptameros con alta especificidad y afinidad por su blanco, con una constante

de disociacién (Kgq) del orden pM y nM (Kinghorn, 2017). (Calzada, 2020; Odeh, 2020).

Hoy en dia, los aptdmeros son utilizados en varias aplicaciones biomédicas como ser: terapia,
biosensores, diagnostico e imagenologia molecular (Famulok y Mayer, 2011). Dado que los

aptameros son oligonucleotidos estructurados, presentan enlaces intramoleculares y estructuras
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complejas de tipo g-cuaddruplex en algunos casos (Hasegawa, 2016). Esto otorga una
estabilidad intrinseca a la molécula en comparacion a oligonucle6tidos convencionales.
Ademas de ser muy estables en un gran rango de pH y temperatura, pueden ser modificados
quimicamente para generar diversas funcionalidades, asi como para prolongar su estabilidad
biolégica (Adachi y Nakamura, 2019), lo cual los hace muy versétiles. Es posible realizar
modificaciones quimicas sobre la estructura de los aptdmeros y la forma en que son
transportados, para mejorar la farmacocinética (Kovacevic, Gilbert, y Jilma, 2018), sin afectar
la unién con su blanco. Estas modificaciones se pueden generar a nivel de los fosfatos, en los
extremos 3’ y 5’ terminal, en la conformacion de la estructura tridimensional, diferentes tipos
de soporte para su transporte en nanoparticulas, entre otros cambios ampliamente reportados
(Famulok y Mayer, 1999; Remaut, 2005; Radom, 2013; Eilers, Witt, y Walter, 2020; Odeh,

2020).

Los aptameros son sintetizados quimicamente, lo cual es una ventaja desde el punto de vista
del costo en su produccion y de la reproducibilidad técnica, asi como en la calidad de los

Mmismos.

Desde el punto de vista de aplicaciones in vivo, son no inmunogénicos y no toxicos (Sicco,
2020). A su vez, tienen pesos moleculares bajos (menores a 15000 Da), lo que permite una

rapida penetracion en los tejidos (Borbas, 2007).

Por todo lo anterior, los aptameros se sitllan como interesantes componentes para sondas
moleculares al compartir caracteristicas deseables de los péptidos y anticuerpos, como sondas
de imagenologia molecular. Los anticuerpos monoclonales se han utilizado ampliamente como
ligandos para el direccionamiento molecular debido a su alta afinidad, especificidad y variada
disponibilidad de direccionamiento (Hwang, 2010). Sin embargo, debido a la larga residencia

de los anticuerpos en la sangre, la obtencion de imagenes in vivo se da con bajos valores
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blanco/no blanco, lo cual repercute en la calidad de la misma. Por otra parte, los péptidos,
presentan rapida depuracién sanguinea, alta penetracion en tejido y son no inmunogénicos
(Zhao, 2018). Sin embargo, existe una disminucion en la afinidad por el blanco y el escalado

de produccion de péptidos, requiere tiempo e infraestructura adecuada (Erak, 2018).

Los aptameros tienen una afinidad similar a la de los anticuerpos, no son inmunogenicos y no
son toxicos. A nivel de penetracion en los tejidos, depuracién sanguinea y tamarfio, se
encuentran entre medio de los anticuerpos y los péptidos. Se pueden obtener rapidamente, a
costo moderado y alta estabilidad a diferentes pH y temperaturas, lo cual les otorga versatilidad
(Liu, 2017). Todas estas caracteristicas recientemente mencionadas, posicionan a los
aptameros en el campo de la biotecnologia e imagenologia molecular, como biomoléculas

atractivas para el desarrollo de nuevos agentes imagenolgicos.

2.2.3.2.1 Sgc8e

Sgc8 es un aptdmero de ADN simple hebra de 88 bases (Figura 10, A). Fue seleccionado
mediante la variable cell-SELEX, cuyo blanco fueron células T de leucemia linfoblastica aguda
(T-ALL) (Shangguan, 2006). El Sgc8 presentd una Kq de 0.80 = 0.09 nM, mostrando alta
afinidad y especificidad por un blanco en la superficie celular presente en las células de T-ALL
(en las lineas celulares estudiadas: CCRF-CEM, Molt-4, Sup-T1 y Jurkat), menor afinidad en
células B (SUP-B15) y sin afinidad por células B de linfoma (Ramos y Toledo) y mieloma

(U266) (Shangguan, 2006).
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Figura 10. Estructura de los aptdmeros Sgc8 (A) y Sgc8c (B). Adaptado de Shangguan, 2007.

Finalmente se dilucid6 que Sgc8 se une especificamente al receptor PTK7, sobreexpresado en
la linea celular utilizada, CCRF-CEM. Existe una fuerte interaccion del Sgc8 con el receptor
PTK7 (Shangguan, 2008; Leitner, 2017) y a su vez, se ha comprobado su internalizacion
mediante endocitosis. La internalizacion ocurre luego de la unién a la proteina, siendo una

interaccion receptor-dependiente (Xiao, 2008).

Con el objetivo de conocer las estructuras de reconocimiento del aptamero Sgc8 por su blanco,
se realizaron una serie de modificaciones. Obteniéndose, que una de las secuencias truncadas
del Sgc8, el Sgc8c (Figura 10, B), presenta una Kq igual a 0,78 nM, siendo muy similar a la
del Sgc8. Por lo tanto, la secuencia Sgc8c, de 41 bases, es la minima secuencia de aptamero

requerida para una union con alta afinidad y especificidad por su blanco (Shangguan, 2007).

Debido a la especificidad de unién del sgc8c por el PTK7 y que el Sgc8c no se une a celulas

que no sobreexpresan dicho receptor (como el caso de las células B de linfoma: Ramos y
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Toledo), el Sgc8c, es una biomolécula de reconocimiento de gran interés en el campo de la

imagenologia molecular, en el desarrollo de nuevos agentes imagenolégicos.

A su vez, se han realizado estudios en donde farmacos convencionales para el tratamiento del
cancer como la Doxorrubicina y la Cytarabina son vehiculizados en Sgc8c. EIl Sgc8c, permite
dirigir los farmacos convencionales especificamente hacia células tumorales otorgando un
mayor efecto en la célula blanco y la disminucion de la toxicidad al evitar la célula no blanco
(Huang, 2009; Fang, 2019; Le, 2020). Por otro lado, Sgc8c puede modificarse con un
componente imagenoldgico, como ser un fluoréforo, para visualizar la union de la biomolécula
por su blanco. Por lo que, al presentar una unién especifica por su blanco, las imagenes
presentan bajas sefiales inespecificas (Huang, 2009; Calzada, 2017; Duan, 2018; Wan, 2019;

Eilers, Witt, y Walter, 2020).

2.3 NANOMEDICINA

En diciembre del 2002, el NIH anuncia un programa de 4 afios para nanociencia y
nanotecnologia en medicina. Identificando tres areas claves para la nanomedicina: estructuras
y dispositivos cuyo tamafio se encuentre entre 1 y 100 nm, que confieran aportes novedosos en
el diagnostico, tratamiento o prevencion. En segundo lugar, la identificacion de estructuras
nanomeétricas con significancia médica. Y finalmente, nanosistemas bioldgicos con aplicacion

clinica (The Lancet, 2003).

Debido al creciente interés por las nanotecnologias aplicadas en la medicina, surgi6 un nuevo
campo, denominado nanomedicina. La nanomedicina, se considera como una disciplina
interfacial entre la nanotecnologia y la medicina, y no como una subespecialidad de ellas

(Freitas, 2002).
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2.3.1 Aplicaciones

La nanomedicina se basa en investigar los mecanismos patoldgicos, en mejorar estudios
diagnosticos y tratamientos moleculares, en desarrollar y entregar drogas, con el fin de aliviar
el dolor, preservar y mejorar la salud animal, utilizando herramientas moleculares y
nanotecnoldgicas. En la Tabla 3, se describen algunas de las areas de estudio de la

nanomedicina (Freitas, 2005).

Los nanomateriales, segin la Comision Europea, son objetos de 1 a 100 nm aproximadamente
(méximo 200 nm), al menos en una de sus dimensiones (European Commission. Directorate
General for Research and Innovation, 2012). Este concepto es controversial en el area de la
nanomedicina y aun no hay un dnico criterio establecido. Ya que, en contraposicion de la
dimension acotada de 1 a 100 nm, en la nanomedicina el limite superior es de 1000 nm. Esto
se debe a que la nanomedicina, tiene como objetivo mejorar y optimizar las propiedades de los
materiales para su interaccion con las células y los tejidos, para permitir por ejemplo la difusion
pasiva de cierta entidad hacia un tumor en la barrera hemato-encefalica o su biodisponibilidad

(Wagner, Husing, y Gaisser, 2008).

Las aplicaciones mas frecuentes en la nanomedicina son el tratamiento de patologias y la
imagenologia molecular. Abarcando principalmente el cancer y las enfermedades infecciosas
(Etheridge, 2013). Uno de los beneficios que ofrecen las estructuras a escala nano en la
medicina es la capacidad para lograr mejores perfiles de biodistribucion, siendo posible gracias

a un buen disefio de los nanosistemas.

Un aspecto muy importante al trabajar con nanosistemas en seres Vvivos, es tener en cuenta el
objetivo, para utilizar la via de administraciébn mas adecuada. Las vias de administracion de

productos reportados, es del 73% de administracion intravenosa (iv), el 15% a la aplicacién
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topica y el 12 % repartido entre la inyeccion muscular e intersticial, administracion oral,

oftalmica, nasal y en aerosol (Etheridge, 2013).

Tabla 3. Imagenologia oncologica y nanomedicina. Adaptado de Freitas, 2005.

Sitios d i0
Materiales nanoestructurados ! 105. e‘unlon Control de la superficie
artificiales

Superficies artificiales:

Péptidos cicli Nanofib Anti artificial . :
éptidos ciclicos anofibras icuerpos artificiales adhesivas, no-adhesivas
, . e Superficies
Dendrimeros Nanoshells Enzimas artificiales . .
biocompatibles
Fullerenos Nanotubos de carbono Receptores artificiales Biofilms
Portadores funcionales de Patrones de superficie
Quantum dots P
drogas (contacto guiado)
Escaneo por MRI Nanoemulsiones Revestimientos
Herramientas y diagnoéstico Nanoterapéuticos Transporte de drogas
Nanoparticulas
Imagenologia molecular Monitoreo antibacteriales y Encapsulacion de drogas
antivirales
Aplicaciones . : L, o
S Nanosensores - Biochips Terapia fotodinamica Biofarmacos
diagnosticas
Biosensores y , Productos farmacéuticos Descubrimiento de
. Imagenologia .
biodetectores a base de fullerenos medicamentos
1cr0scopla’ y sistemas Microarrays de proteinas Radiofarmacos Drogas inteligentes
endoscopicos
Biotecnologia y bioroboética Medicina molecular Investigacion biologica
Terapia viral Nanobiotecnologia Terapia génica Nanobiologia
, . .. , Nanociencia en ciencias
Clonado y células madre Ingenieria de tejidos Farmacogenomica

de la vida

Organos artificiales Hibridos basados en virus

2.3.2 Entrega pasiva y entrega activa

A lo largo de los afios se han desarrollado nanomateriales, para su aplicacion en el diagndstico

y tratamiento de cancer, basandose en la entrega activa y pasiva. Los materiales biocompatibles
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utilizados principalmente son micelas poliméricas, liposomas, dendrimeros y nanoemulsiones

(Figura 11) (Danhier, Feron, y Préat, 2010).

Una forma de entrega pasiva, se basa en el efecto de permeabilidad y retencién mejorada
(EPR). El efecto EPR, fue descrito por Maeda en 1986. Consiste en la permeabilidad
aumentada de los vasos sanguineos tumorales y una retencion aumentada de las nanomedicinas
en los tumores (Matsumura y Maeda, 1986), principalmente en tumores solidos. Siendo una de
las causas de la retencidn, el drenaje linfatico pobre. Se ha observado de forma experimental
que el material particulado de entre 20 y 200 nm de diametro, puede extravasar los tejidos,
acumulandose en el espacio intersticial de los tumores atravesando los poros endoteliales (10

a 1000 nm) y permanecer alli durante un tiempo prolongado, ya que no hay drenaje linfatico.

Micelas
Nanoparticulas poliméricas Liposomas
0 .
50-200 nm 20 nm 40 - 400 m
Dendrimeros Conjugado Droga-Polimero
B LMo 6-15mm

Nanoparticula PEGilada Nanoparticula con ligando PEGilada

a
T S, b,
&

Figura 11. Nanomedicinas. Tipos de nanoparticulas utilizadas en investigacion y clinica (A). Esquema

de nanoparticulas PEGiladas con y sin ligando (B). Adaptado de Danhier, Feron, y Préat, 2010.

Al contrario de lo sucede en la entrega pasiva de farmacos (Figura 12, A), la entrega activa
(Figura 12, B) se basa en el uso de ligandos especificos (anticuerpos, péptidos o aptameros)
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que puedan interactuar con la superficie de la nanoparticula y unirse especificamente a los
receptores sobreexpresados en el blanco molecular (Danhier, 2016; Monterrubio, 2017
Blachman, 2020; Mattera, 2020). En el esquema de la Figura 12 A-2, se observa la influencia
del tamafio que poseen las nanoestructuras en comparacion a los farmacos “libres”, en la
retencion en el tejido tumoral. En la entrega pasiva de nanosistemas, estos, alcanzan los
tumores a través de la vasculatura permeable circundante al tumor. Sin embargo, los farmacos
se difunden libremente tanto dentro y fuera de los vasos sanguineos, llegando al tumor bajas
concentraciones. Por lo tanto, si se cargan las nanoestructuras con el farmaco, estos no tienden
a volver al torrente sanguineo debido a su gran tamafio, generdandose una acumulacion
progresiva en el tumor. En la entrega activa (Figura 12, B), hay un direccionamiento al tumor
0 microambiente tumoral, ya que los ligandos situados en la superficie de las nanoestructuras
se unen a receptores sobreexpresados en las células tumoral (Figura 12 B-1) o células
endoteliales angiogénicas (Figura 12 B-2) (Danhier, Feron, y Préat, 2010; Danhier, 2016). Las
nanoparticulas dirigidas activamente al receptor, se internalizan en las células a través de la
endocitosis (Figura 13). La eficacia de este tipo de entrega, se debe al reconocimiento e

internalizacion celular (Davis, Chen, y Shin, 2008; Lammers, 2012; Danhier, 2016).
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A. Entrega pasiva B. Entrega activa
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Figura 12. Entrega pasiva (A). Entrega pasiva de nanoestructuras (A-1). Esquema de la influencia del
tamafio, en la retencion en el tejido tumoral (A-2). Entrega activa (B). Nanoestructuras cargadas con
ligandos situados en su superficie, se unen a receptores sobreexpresados en las células tumoral (B-1) o

células endoteliales angiogénicas (B-2). Adaptado de Danhier, Feron, y Préat, 2010.

©  Bloqueodela
Bomba de eflujo Droga libre

Efecto EPR Endocitosis B3~

< Droga Mayor concentracién
Nanosistema - ™ de droga intracelular
<« Ligando

Figura 13. Esquema de captacidn e internalizacion de nanosistemas. Adaptado de Davis, 2008.

Uno de los principales objetivos en el disefio de nanosistemas que sean adecuados, seguros y

eficaces, es conocer el tamafio, la carga del ligando y la morfologia. Las técnicas para conocer
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dichas propiedades son: dispersion de luz dinamica (DLS), microscopia de fuerza atémica
(AFM), microscopia electronica de transmision (TEM), cryo-TEM, potencial zeta,
Nanoparticle Tracking Analysis (NTA), resonancia magnética nuclear (RMN),

espectrofotometria visible y de fluorescencia.

2.3.3 Liposomas

Una de las nanoestructuras de mayor empleo en nanomedicina, son los liposomas (LPS). Estos
sistemas de entrega de farmacos, se desarrollaron hace mas de 50 afios (Kingsley et al. 2006).
Los LPS son estructuras esféricas (40 - 400 nm), formadas por una bicapa lipidica, constituidos
por una o varias capas concéntricas, que rodean el espacio acuoso (Figura 14). Compuestos
por  fosfolipidos, como fosfatidilcolina,  fosfatidilglicerol,  fosfatidilserina vy
fosfatidiletanolamina, presentan caracteristicas ventajosas frente a otros sistemas de
administracion de farmacos (Davis, 2008; Allen, 2013). Son biocompatibles, carecen de
inmunogenicidad, se autoensamblan, sirven como sistemas de carga de agentes hidrofilicos e
hidrofobicos, mejorando la solubilidad, aumentando la cantidad de carga y protegiendo la
droga del medio externo. Por otra parte, los LPS reducen la toxicidad de la droga y mejora la
penetracién en los tejidos (Immordino, Dosio, y Cattel, 2006). Como desventaja, presentan
baja eficiencia de encapsulacion, liberacion rapida de drogas solubles en medio acuoso cuando
se encuentran en la sangre y baja estabilidad de almacenamiento. Sin embargo, mediante
modificaciones estructurales, la estabilidad de los LPS puede mejorarse considerablemente

(Van Tran, Moon, y Lee, 2019).

Los LPS son nanosistemas muy versatiles y se encuentran aceptados por la FDA. Actualmente
existen productos insertados en el mercado para su uso clinico como el Doxil®, Ambisome®,
Marqibo®, Onivyde™, Epaxal®, entre otros (Bulbake, 2017). Tienen la capacidad de actuar

como vehiculo de diversas moléculas, cargadas en el espacio intravesicular (moléculas
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hidrofilicas), como en su bicapa lipidica (moléculas hidrofdébicas) (Vahed, 2017). Las
caracteristicas de los LPS, estan determinadas por los lipidos que los componen, tamafio, tipo
de preparacion y carga superficial. Para otorgar mayor estabilidad y aumentar el tiempo de
circulacién en sangre, se fijan en la superficie, polimeros como el polietilenglicol (PEG).
Ademas, para su direccionamiento especifico, se conjugan a ligandos activos como anticuerpos
u otras entidades como los aptameros (Duan, 2018; Barba, 2019). La clasificacion de los LPS
segun su estructura lamelar se divide en: (a) Vesiculas unilamelares. Vesiculas unilamelares
pequefias (SUV), poseen el minimo tamafio vesicular posible, tamafios comprendidos
preferentemente entre 20 y 40 nm. Tienen una sola bicapa lipidica, con un dnico
compartimiento acuoso encerrado por dicha bicapa. Vesiculas unilamelares de tamafio
intermedio (1UV), con diametros del orden de los 100 nm y, Vesiculas unilamelares grandes
(LUV), con didmetros entre 100 y 400 nm. (b) Vesiculas multilamelares (MLV). Estan
constituidas por varias lamelas internas, presentan un didmetro de 500 nm a varios micrones y
(c) Vesiculas multivesiculares. Son liposomas, rodeados por una vesicula liposomal

(Immordino, Dosio, y Cattel, 2006; Khan, 2013; Akbarzadeh, 2013).

@@‘

Unilamelares Unilamelares Unilamelares
pequeilas intermedias grandes

Multilamelares Multivesiculares

Figura 14. Clasificacion de LPS segun su estructura lamelar. Adaptado de Jesorka y Orwar, 2008.
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A su vez, los liposomas pueden clasificarse segun el método de preparacién (Figura 15). La
preparacion puede realizarse mediante métodos como fase reversa, extrusion, ciclos de
deshidratacion/rehidratacion, ciclos de congelacion/descongelacion, sonicado y didlisis.
Obteniéndose, diferentes tipos de liposomas, de estructuras unilamelares o multilamelares de

diversos tamafios (Immordino, Dosio, y Cattel, 2006; Jesorka y Orwar, 2008; Khan, 2013).

l Preparacion

Multilamelar Unilamelar

MLV SUV v Luv

- Ciclos de congelacion/

- Sonicado de alta energia descongelacion Dialisi
Deshidatacida/ - Extrusién - Deshidratacion/ T s
-Des acion/ : ., - Electroformacion
. .. R . rehidratacion
rehidratacién Ho_rpcgenelza.clon a alta B - Deshidratacién/
presion - Extrusion ) .
- Invecci6n de solvente - Dialisis rehidratacién

- Evaporacion en fase reversa

Figura 15. Esquema de preparacion de LPS segln lamelaridad. Adaptado de Jesorka y Orwar, 2008.

2.3.4 Micelas poliméricas

En los dltimos tiempos, las micelas poliméricas (MPs), han tomado gran protagonismo en el
campo de la nanomedicina como potenciales sistemas para la administracion y liberacion
controlada de farmacos, proteinas y distintas biomoléculas, dirigidas hacia un blanco
especifico, agentes imagenologicos, terapia génica y otras aplicaciones, otorgando versatilidad
en la forma de liberacion de la entidad de interés (Cuestas, 2013; Glisoni 2014a, 2014b, 2015;
Lecot 2020a, 2020b; Movassaghian, Merkel, y Torchilin, 2015; Catuogno, Esposito, y De
Franciscis, 2016).Estas MPs presentan una serie de ventajas in vitro e in vivo frente a las
micelas convencionales entre ellas, incrementan la estabilidad, la solubilidad de drogas
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hidrofébicas y aumentan el tiempo de éstas en circulacion (Cuestras, 2013; Glisoni, 2014a,
2014b, 2015; Lecot 2020a, 2020b; Cagel, 2017). Ademas, los co-polimeros que las conforman
poseen caracteristicas que las hacen interesantes, a destacar: una adecuada biocompatibilidad,

biodegradabilidad, baja o nula inmunogenicidad y toxicidad (Lee, 2012).

Las MPs estan conformadas por copolimeros anfifilicos que se autoensamblan
espontaneamente en dispersion acuosa a partir de una Concentracion Micelar Critica (CMC)
(Cuestras, 2013; Glisoni, 2014a, 2014b, 2015; Lecot 2020a, 2020b). Los copolimeros
anfifilicos, presentan un blogue hidrofébico y un bloque hidrofilico. Una vez se autoensamblan
en medio acuoso, el bloque hidrofébico forma parte del core o ndcleo y el blogue hidrofilico

conforma la periferia o shell/corona micelar (Figura 16) (van Nostrum, 2004; Torchilin, 2007).

Hidrofilico Hidrobico

Disolucion % ;
T e acuosa 1."\ I'N'.
“W‘-I.. ey T

MM~ T 7INS

Bloque anfifilico Micela polimerica

Figura 16. Esquema de formacion espontanea de MPs en medio acuoso.

Los blogues hidrofilicos (a base de PEO) son los responsables de la solubilidad en el medio
acuoso, la interfaz con la periferia y la interaccion con moléculas de superficie para su
aplicacion en entrega activa. Los bloques hidrofobicos (que pueden ser de distinta naturaleza:
polipropilenglicol (PPO), poliaminoacidos, polioxido de butileno, polifosfolipidos y
poliésteres (Mahmud, 2007), en cambio, son los responsables de la interaccion con las

moléculas hidrofobicas para mejorar su solubilidad (Nakanishi, 2001).
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Segun el disefio de las MPs, pueden ser utilizadas para la entrega de moléculas mediante
entrega activa o pasiva. Para su aplicacion en entrega activa, se adhieren/adsorben o conjugan
covalentemente moléculas a la superficie, como ser grupos de distinta naturaleza: acido folico,
hialurénico, aptameros, anticuerpos especificos 0 moléculas quimicas de bajo peso molecular,
como los azUcares reconocibles por receptores del tipo lectinas o Lectin Like Receptors que se
encuentran sobre-expresados en diversos tejidos y en ciertos tipos celulares (Cuestras, 2013,
Glisoni, 2015; Lecot 2020c), para ser reconocidas por un blanco especifico. Se han realizado
ensayos clinicos en fase IV, para el tratamiento de cdncer de mama con Paclitaxel cargado en
PMs a base de PEO-poli (D, L-acido lactico) (PEO-PDLLA) (Genexol-PM®) (Shin, Tam, y
Kwon, 2016). Se han desarrollado implantes para el tratamiento de sarcoma mediante
braquiterapia a partir de la liberacion a bajas dosis de °°Pd recubierto de co-polimero

(CivaSheet®) (Seneviratne, 2017).

Actualmente se encuentran disponibles 8 estudios clinicos de Fase I11 que utilizan MPs para el
tratamiento de cancer de ovario, gastrointestinal y hepatocarcinoma. A su vez, se encuentra en
Fase Il, el ONM-100, una MP conjugada covalentemente a ICG, para la obtencién de iméagenes
de fluorescencia intraoperatoria, en pacientes con tumores sélidos, estudiados en cancer de

mama, esofagico, colorectal (Mundra, 2015; Voskuil, 2020; OncoNano Medicine, Inc. 2021).

El grupo de investigacion del Instituto de Nanobiotecnologia y del Depto. De Tecnologia
Farmacéutica (FFyB-UBA) viene trabajando hace afios en la produccion de MPs
termosensibles o a base de copolimeros tribloque de PEO-PPO-PEO. En funcién de la cadena
principal del blogue, se clasifican en dos familias (Gaucher, 2005; Sosnik, 2009; Glisoni y
Sosnik, 2014): (i) tribloque lineal de PEO-PPO-PEOQ o poloxameros lineales del tipo Pluronic®
(Figura 17), o (ii) tetrablogue de PEO-PPO-PEO unidos por una cadena etilendiamina central
0 poloxaminas (de 4 brazos) Tetronic® (Figura 17). A su vez, se dividen en convencionales
presentando blogues PEO hidrofilicos en los extremos y del tipo reversas, cuando las
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extremidades de las cadenas terminan en bloques hidrofébicos del tipo PPO, éstas ultimas mas
utilizadas en la incorporacion de moléculas de ARN o ADN a su estructura. A su vez, las

poloxaminas son pH dependiente debido a su cadena central etilendiamina.

Poloxamero
P
HOCH,-CH,{0-CH,-CH,),.1 (O-CH,-CH)y-(CH,-CH,-0),.1-CH,-CHOH
Poloxamina
/CHS CH,
HOCH;-CHa-(0-CH,-CHy), 1 -(0-CH3-CH)y, \ (CH-CH;3-0)p-(CHz-CH,-0},.4-CH;-CHOH
N-CH,-CH,-N
HOGH,-CH,-(0-CH,-CH,), 4 -[O—CHg-q\H]b ((IIH-CHz-O)b—{CHz-CHz-O)a_rCHz—CHOH
CH, CH,

Figura 17. Estructura molecular general de poloxameros y poloxaminas formadoras de MPs. Adaptado

de Alvarez-Lorenzo, Sosnik, y Concheiro 2011.

Los copolimeros a base PEO-PPO-PEO, se encuentran aprobados por la FDA para su uso
extendido en humanos y se encuentran disponibles comercialmente en un amplio espectro de
pesos moleculares (PMs) y relacién Oxido de etileno/6xido de propileno (Tabla 4). La
nomenclatura de los poloxameros abarca las letras F, P o L, en relacion a los estados fisicos y
PMs de los copolimeros, siendo: escamas/sélido (del inglés flake) de PM elevado, pasta (del
inglés paste) de PM intermedio o liquido (del inglés liquid) de PM bajo, segun corresponda.
Estas letras, estan seguidas por un codigo numeérico, el cual esta relacionado con sus parametros
estructurales y de balance hidrofilia/lipofilia (HLB). El primer nimero o los dos primeros, se
relacionan con el peso molecular y el nimero de terminacidn, indica el porcentaje de PEO, en

donde a mayor componente de PEO, mayor hidrofilicidad del polimero, por lo que aumenta el
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HLB (Alexandridis y Alan Hatton, 1995; Bodratti y Alexandridis, 2018). Estos sistemas
coloidales son  estables,  biocompatibles,  bioeliminables 'y  pueden  ser
congelados/descongelados, liofilizados y posteriormente re-dispersos en medios acuosos,
conservando sus propiedades fisicoquimicas y estabilidad, a destacar, su tamafio de particula
en dispersion. Estas caracteristicas las convierten en nanoestructuras altamente atractivas en la
industria biofarmacéutica, a comparacion de los LPS, que poseen mayores dificultades en la

conservacion y procesamiento, como ya hemos mencionado anteriormente.

Por otra parte, segun su aplicacion, como ser entrega activa, se realizan modificaciones en los
polimeros, adhiriendo en la superficie de las micelas, entidades quimicas o biolégicas dirigidas
a un blanco especifico (van Nostrum, 2004; Kaygisiz y Synatschke, 2020; Cuestras, 2013;

Glisoni, 2015; Lecot, 2020c).
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Tabla 4. Copolimeros comerciales formadores de MPs y sus caracteristicas estructurales.
Adaptado de Alvarez-Lorenzo, Sosnik, y Concheiro, 2011.
Copolimero PM (Da) Promedio de unidades de PEO Promedio de unidades de PPO HBL CMC (mM)
Pluronic”
L10 3200 73 197 12-18
35 1900 16 164 18-23 ik
F33 4600 836 15. 24
142 1630 74 135 7-12
143 1850 126 104 7-12 12
L44 200 200 138 12-18 16
L61 2000 433 310 1-7 0.1
162 2500 114 3435 1-7 040
L64 2000 264 300 12-18 043
P63 3400 86 203 12-18
F68 2400 1527 290 =24 043
F77 6600 1050 341 =24
181 2750 63 121 1-7 0.023
P34 4200 182 435 12-18 0.071
P35 4600 23 307 12-18 0.063
F87 7700 1215 308 =24 0.001
F33 11400 2073 393 =24 023
192 3650 166 503 1-7 0.088
Fo3 13000 2364 148 4 0.077
L101 3800 86 590 1-7 0.0021
P03 4950 338 507 8-12 0.0061
P04 5000 536 610 12-18 0.0034
P103 6300 739 36.0 12-18
F108 14600 2653 503 24 0.022
L1211 4400 100 683 1-7 0.0010
Lin 5000 02 69.0 1-7
P123 5750 302 694 7-12 0.0044
F127 12,600 2005 652 18-23 0.0028
Tetronic®
304 1650 150 171 12-18 6.06
901 4700 107 729 1-7 148
904 6700 60.9 693 12-18 1.04
908 25000 4545 8.2 24 040
1107 13000 2386 7156 18-23 046
1301 6800 155 1055 1-7 013
1307 18000 2864 031 24 0356
150R1 7900 200 1160 1-7 0.00

59




Es relevante destacar que las técnicas de preparacion de MPs comunmente empleadas son de
facil manufactura y se basan en el equilibrio simple (método directo), dialisis, emulsién aceite
en agua, hidratacion de pelicula y liofilizacién, como las principales y més empleadas (Figura
18) (Gaucher, 2005). Las propiedades de las MPs, como su diametro hidrodindmico (Dh)
distribucion de tamafios (indice de polidispersion, PDI), potencial-Zeta, agregacion, y su
morfologia, son necesarias para conocer su comportamiento fisicoquimico y bioldgico

(Lorenzo, Concheiro, y Sosnik, 2015).
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Figura 18. Esquema de técnicas de preparacion de MPs. Adaptado de Gaucher, 2005.

Para finalizar, es de destacar que la seleccion del tipo de poloxamero o poloxamina en este tipo
de estudio dependera de las propiedades del antigeno, aptamero, proteina o biomolécula
activa a co-asociar, encontrando una mayor interaccion con moléculas hidréfilas solubles
cuando los polimeros tienen un mayor porcentaje de PEO, mientras que las biomoléculas
hidrofobicas con regiones transmenbrana interactuarian mejor con polimeros con un mayor %

de PPO (Todd, Balusubramanian & Newman, 1998).
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3.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS



3.1 HIPOTESIS

La co-asociacion Sgc8c-ALEXA647 con liposomas pegilados preformados y micelas
poliméricas incrementaria su tiempo medio de residencia in vivo y favorecia la acumulacion
en el tumor por efecto EPR e ingreso a la célula por targeting activo al receptor PTK7

sobreexpresado en tumores de linfoma.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Estudios de vehiculizacion y co-asociaciéon de un derivado fluorescente del aptamero Sgc8c,
utilizando materiales nanoestructurados de diferente composicion y posterior evaluacion

biologica.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(A) Estudios de vehiculizacién/co-asociacion de la sonda Sgc8c-Alexa Fluor 647 en
nanosistemas: liposomas preformados (LPS) y micelas poliméricas (MPs) a base de

poloxamero Pluronic® (F127) y poloxaminas Tetronic® (T1307 y T908).
(B) Caracterizacion fisicoquimica de los sistemas co-asociados.

(C) Evaluacion bioldgica de los sistemas co-asociados seleccion del sistema 6ptimo.
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4. MATERIALES Y METODOS



4.1 Vehiculizacion de Sgc8c-Alexa Fluor 647

4.1.1 Preparacion de Sgc8c-Alexa Fluor 647

El aptdmero Sgc8c, modificado en el extremo 5’ con un grupo aminohexilo (-(CH2)s-NH>) (13
kDa, 5’-/6-AM/ATC TAA CTG CTG CGC CGC CGG GAA AAT ACT GTACGG TTA GA
-3, Sgc8-c-NH2) fue comprado en IDT Technologies (Integrated DNA Technologies,
Coralville-USA), posteriormente fue conjugado con Alexa Fluor 647® succinimidil éster
(Alexa647-NHS, Figura 8) adquirida en Thermo Fisher Scientific (A-20006, Thermo Fisher
Scientific, Waltham-USA), mediante el protocolo reportado previamente por Calzada et al.,
2017. Luego, se procedié a realizar la purificaciéon del Sgc8-c-NH-Alexa Fluor 647 (Sgc8c-
Alexa Fluor 647) (Figura 19), utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)
(Agilent 1200 Series Infinity Star, Santa Clara-USA) en fase reversa (HPLC-RP) con una
columna C-18 Kinetex, 5 um, 150 mm x 4.6 mm (00F-4605-E0O, Phenomenex,), con una fase
movil de trietilamina 50 mM, pH 7.5/ 5% de acetonitrilo (disolvente A) y metanol (disolvente
B), flujo 1 mL/min. El gradiente utilizado fue de A: B (90:10) en tiempo inicial, de A:B (83:17)
a tiempo 6 minutos, de A:B (78:22), de A:B (40:60) a tiempo 26 hasta 30 min. La deteccion se
realiz6 por UV a 260 nm y 650 nm. Finalmente, el Sgc8c-Alexa Fluor 647 se liofilizo sin
ningun agregado (Biobase BK-FD10 PT) y se almaceno a -20 °C. La cuantificacion final del
producto aislado se realizd por espectrofotometria UV en un espectrofotémetro Shimadzu UV-

1603 a una longitud de onda () de 260nm, €: 397600L.mol™.cm™.
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Figura 19. Estructura de Sgc8c-Alexa Fluor 647.

4.1.2 Preparacion de Sgc8c-Alexa Fluor 647 co-asociado a nanosistemas

La co-asociacion de Sgc8c-Alexa Fluor 647 (sonda) se realizo por incubacion de ésta, a: (i)
liposomas pegilados preformados (LPS) y a (ii) micelas poliméricas pristinas (MPs) a base de

poloxamero (F127) y poloxaminas (T1307 y T908), durante tiempos adecuados.
Preparacion de nanoestructuras:

Los liposomas preformados (LPS) a base de colesterol (2 mg/mL), fosfatidilcolina hidrogenada
de soja (6 mg/mL) y fosfatidiletanolamina anclada a polietilenglicol (4 mg/mL), fueron

otorgados gentilmente por MR-Pharma S.A (Argentina).

Los copolimeros formadores de MPs a base de poloxamero Pluronic® 127 (F127, 12.6 kDa,
PEO 70 % peso total, HLB 18) y poloxaminas Tetronic® 1307 (T1307, 18 kDa, PEO 70 %
peso, HLB 27) y 908 (T908, 25 kDa, 80 % peso PEO, HLB 31) fueron donados por BASF
Corporation (New Milford CT, EE. UU). Para la preparacién de las MPs 10% p/v, se maso el

copolimero, se agregd el 70% del volumen final de agua MilliQ estéril, pH 7, y se dejé
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hidratando durante toda la noche en frio (4°C). Luego se llevd a volumen final, con agua

MilliQ, a temperatura ambiente.

Preparacion de Sgc8c-Alexa Fluor 647 co-asociado a liposomas preformados. Para
estudiar la co-asociacion de Sgc8c-Alexa Fluor 647 (sonda) a los liposomas preformados (LPS-
sonda), se realiz6 la incubacién de la sonda junto a los LPS en diferentes relaciones molares
sonda:LPS. Las relaciones estudiadas fueron 1:10, 1:100, 1:500, 1:5000, 1:5500 y 1:10000

(Tabla 5).

Se procedié al calentamiento de los LPS durante 30 minutos a 60°C y se filtraron por membrana
de 0,22 um. Se agregd 1 mL de los LPS preformados (ver Tabla 5) a temperatura ambiente, a
la sonda previamente liofilizada en las cantidades correspondientes. Se agitdé durante 30
minutos a 4 rpm en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente, partiendo del sistema
crudo (LPS-sonda), se procedio a la separacién de la sonda-libre, de la sonda co-asociada a los
liposomas (LPS-sonda-columna), utilizando una columna de exclusién vesicular gEVoriginal
de 70 nm (1ZON), fase movil agua MiliQ pH 7 y PBS pH 7,4. La fase mévil PBS M pH 7,4 se
utilizo6 para las relaciones 1:10, 1:100, 1:10000 y 1:5500 (ver Tabla 5, indicado con *) y agua
MilliQ pH 7 se utiliz6 para las relaciones 1:10000 y 1:5000 (ver Tabla 5, indicado con **). Se
estudio el perfil de elucién de los LPS y de la sonda libre. Finalmente, las fracciones colectadas
(0,5 mL) se midieron por intensidad de fluorescencia (IF) (A emiex 675/640) y por absorbancia
a A = 650 nm, en placas de 96 pocillos (655101, Greiner), en el equipo Varioskan Flash
(Thermo Fisher Scientific). Se realizé la curva de calibracion de IF con Alexa Fluor 647 en

buffer TRIS 50,0 mM pH 8, con concentraciones de 0.04, 0.1, 0.5,1.0y 2.0, 3.0 y 5.0 uM.
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Tabla 5. Relacion LPS:sonda y porcentaje de sonda co-asociada a LPS.

Nota: * Fase movil para ese sistema PBS/ ** Fase movil para ese sistema agua MilliQ

Sonda: LPS 1:10 1:100 1:5000 1:5500 1:10000
Sonda 50 pg/mL 50 pg/mL 50 pg/mL 44 pg/mL 22 pg/mL
LPS (17,4 mM) 2uL/mL* 20 pL/mL * 1mL ** 1mL* 1 mL */**

Preparacion de la sonda Sgc8c-Alexa Fluor 647 co-asociada a MPs a base de F127, T1307
y T908. La co-asociacion de la sonda a MPs (MPs-sonda), se llevd adelante mediante
incubacién de la sonda (Sgc8c-Alexa Fluor 647) previamente liofilizada (50,0 pg; Tabla 6) al
nanosistema preformado (1mL, 10% p/v). Las MPs se prepararon en agua MilliQ estéril pH
7,0 y en PBS 0,01 M pH 7,4. Posteriormente, se agitd en agitador magnético, durante 30
minutos a 4 rpm, en oscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente, partiendo del sistema
crudo (MPs-sonda), se procedio a la separacion de la sonda-libre, de la sonda co-asociada, por

columna de exclusion vesicular geV (IZON) de 70 nm, fase movil PBS.

Tabla 6. Esquema de MPs-libres (F127-libre, T1307-libre y T908-libre) y MPs-sonda.

MPs (10% p/v) Concentracion de Sonda

(Hg/mL)
F127 0
F127-sonda 50
T1307 0
T1307-sonda 50
T908 0
T908-sonda 50

Estudios de separacién de la sonda-libre no co-asociada a los nhanosistemas. Se procedi6 a
estudiar por columna de exclusién vesicular, geVoriginal (IZON, 70 nm) y por microcones
con un corte de 10 kDa (MRCPRTO010, Microcon®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y 30
kDa (MRCFOR030, Microcon®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) (Figura 20), la

separacion de la sonda imagenoldgica, libre, no co-asociada a los nanosistemas de estudio (LPS

67



y MPs). A los sistemas sometidos a este proceso los llamaremos sonda-columna (sonda-c),

LPS-columna (LPS-c) y MPs-columna (MPs-c), de ahora en adelante.

&~

»

Opn/

Figura 20. Sistemas de separacion usados: columna gEV 1ZON (izquierda) y microcones 10 kDa y 30

kDa (derecha).

4.2 Caracterizacion fisicoquimica

4.2.1 Determinacion de tamario de particula y potencial Zeta

El didametro hidrodindmico (Dn), el indice de polidispersion (PDI) y el potencial-zeta (Z-pot),
de la sonda libre (50 pg/mL), los nanosistemas libres, la sonda co-asociada a LPS y MPs (10%
p/v), fueron preparadas segun el apartado 4.1.2 y analizadas por Dispersion dinamica de luz
laser (DLS, Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments, UK), provisto de un laser He-Ne (633
nm) y un correlator digital, modelo ZEN3600, en el Instituto NANOBIOTEC (FFyB-UBA,
Buenos Aires-Argentina) (ver Tabla 7). Las mediciones fueron realizadas a 25 °C y 37 °C, a

un angulo de dispersién de 173° y una posicion fija de luz laser de 4.65 mm.
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Tabla 7. Caracterizacion de los sistemas libres y co-asociados a la sonda, por DLS.

Nanosistemas Concentracion de Sonda (ug/mL)
F127 0
F127-sonda 50
T1307 0
T1307-sonda 50
T908 0
T908-sonda 50
LPS 0
LPS-sonda 50
LPS-columna 0
LPS-sonda-columna 22
Sonda 50

En esta metodologia la intensidad de la luz dispersada producida por las particulas fluctia a
una velocidad dependiente del tamafio de las particulas. Por ello, el anélisis de la intensidad de
dichas fluctuaciones genera el coeficiente de difusién de la particula y a partir de éste se
determina el tamafio hidrodinamico de la particula. Se mide la difusion de la particula debido
al movimiento Browniano y se lo relaciona con el tamafio de la misma. El parametro calculado
se define como el coeficiente de difusion traslacional (D). El tamafio de la particula se calcula

a partir de dicho coeficiente mediante la ecuacion de Stokes-Einstein:

kT

d(H) = 3nnD

Donde, d(H) es el diametro hidrodinamico; D es el coeficiente de difusién traslacional, k es la
constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta y n es la viscosidad. Mediante la
resolucion de Mie de las ecuaciones de Maxwell se puede transformar la distribucion por
intensidad en distribucion por volumen y nimero. Aunque estas Ultimas no pueden usarse para

informar sobre el tamafio de particula ya que son estimadas a partir de la primera.

El Z-pot de los nanosistemas-libres y nanosistemas-sonda, fueron medidos a 25 y 37°C. Los

indices de refraccion (IR) utilizados fueron de 1,48 (LPS) y 1,33 (MPs) y la viscosidad de
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0,8869 cP. Cada muestra se prepard tres veces, en idénticas condiciones y se realizaron al

menos 6 corridas de cada una.

4.2.2 Anélisis de los nanosistemas por Microscopia Electronica de Transmision

Los nanosistemas libres y co-asociados se prepararon frescos en agua MilliQ (ver apartado
4.2.1, Tabla 7), fueron analizados utilizando un microscopio de transmision electronica
(ZEISS EM109 TEM, Oberkochen, Alemania) equipado con una cadmara CCD digital
ES1000W ErlangshenTM de alta velocidad y asequible de 11 megapixeles (Modelo 785, Gatan
GmbH, Miinchen, Alemania) del Laboratorio Nacional de Investigacion y Servicios de
Microscopia Electronica, Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires-Argentina. Las muestras
(10 pL) se depositaron sobre una membrana de rejilla de carbon recubierta con una resina
acrilica hidréfila (LR) blanca (LRW) de baja viscosidad y se dejaron reposar durante 5 minutos
previo al andlisis. Después de la incubacidn, el exceso de muestra se adsorbid con papel de
filtro y se dejé secar durante 10 minutos. Luego, la rejilla se cubrié con una gota de acetato de
uranilo (UA; 50 mL, 2 % p/v en agua desionizada, pH 7,0 - 7,5) durante 180 segundos.
Finalmente, las rejillas se secaron al aire, a temperatura ambiente, durante 15 minutos y se
analizaron. Las iméagenes se realizaron a 80 kV y a temperatura ambiente y se procesaron con
el software TEM AutoTune™ (Gatan Digital Micrograph® software, Gatan GmbH). El

diametro de las MPs y los LPS co-asociados a la sonda, se estimo utilizando el software ImageJ.

4.2.3 Analisis de los nanosistemas por Microscopia de Fuerza Atémica

Mediante microscopia de fuerza atomica se estudio la morfologia y topografia de la co-
asociacion de los LPS y MPs a la sonda (Tabla 7). Se utilizé mica y silicio como soporte,
depositando 2-5 puL de muestra. Las muestras de LPS-libre y LPS-sonda, se utilizaron sin

dilucion. Para las MPs libres y MPs-sonda, se efectuo una dilucion 1/300. Posteriormente, se
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realizd el secado con gas N2. Las medidas se efectuaron por tapping y con un cantiléver de
silicio con recubrimiento reflex, una constante de elasticidad de 42 N/m y frecuencia de 285
Hz. Posteriormente, se coloc6 la muestra en el equipo (Alpha 300-RA, WITec GmbH, Ulm,
Germany), iniciando en una escala de 5 um y posteriormente, a escalas de nm. Para el andlisis

de las muestras y el procesamiento de imagenes, se utilizo el Project FOUR 4.0 WITec.

4.2.4 Estabilidad en el tiempo

Se evalud la estabilidad de los nanosistemas co-asociados a la sonda (50 pug/mL), preparados
segun apartado 4.1.2, almacenados a 4 °C en oscuridad, a los tiempos 0, 24 y 72 horas. Se
analizo por DLS (Zetasizer Nano-ZS, Malvern Instruments, UK), en el Instituto
NANOBIOTEC - Facultad de Farmacia y Bioguimica, Universidad de Buenos Aires, Buenos
Aires-Argentina. El angulo de dispersion fue de 173° y una posicion fija de luz laser de 4,65
mm. Todas las muestras fueron medidas a 25 y 37°C. Los parametros preestablecidos como el
IR fueron de 1,48 (LPS) y 1,33 (MPs) y la viscosidad de 0,8869 cP. Cada muestra se prepar6
tres veces, en idénticas condiciones y se realizaron al menos 6 corridas de cada una. Se estudié

el D, el PDI y el potencial-zeta, de cada muestra.

4.2.5 Estudio de liberacion in vitro

Para el ensayo de liberacion se eligieron dos nanosistemas: LPS-sonda y T908-sonda (10% p/v,
50 pg/mL) (ver preparacion, apartado 4.1.2), utilizando una membrana de dialisis de 14 kDa
(Spectra/Por® Dialysis Membrane. MWCO 14000), con un volumen interior de 2 mL y
exterior de 7,5 mL de agua MilliQ (para los LPS-sonda) o PBS pH 7,4 (para T908-sonda). La
liberacion, se realizo en tubos Falcon™ de 50 mL, recubiertos con papel de aluminio en
agitacion constante y temperatura ambiente (Figura 21). La didlisis se realizo por un periodo

de 44 horas, tomandose una muestra de 500 pL a los tiempos 0, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 4, 24,
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Materiales y Métodos

25, 28, 30 y 44 horas. Finalmente se midi6 la absorbancia de la sonda libre, los nanosistemas
libres y la sonda co-asociada a LPS y MPs, a 650 nm, en el espectrofotometro UV-Vis
Shimadzu 1800 en el Instituto NANOBIOTEC-FFyB-UBA, Buenos Aires-Argentina. El
contenido extraido fue devuelto luego de la medicion. A su vez, a las 24 horas, se realizd
recambio de medio exterior a la membrana. Como controles, se realiz6 la dialisis de los

nanosistemas libres (T908 y LPS) y sonda libre.

Figura 21. Sistemas de liberacion a base de MPs (10% p/v): T908-libre (izquierda), T908-sonda

(centro), sonda-libre (derecha) (A). Sistemas de liberacion in vitro en agitador (B).

4.3. Caracterizacion biologica

4.3.1 Captacion celular por Microscopia Confocal

La linea celular tumoral A20 fue incubada con la sonda-libre y co-asociada a los nanosistemas
y observadas por microscopia confocal (Zeiss LSM 800, software ZEN Blue 2.3 y médulo
AiryScan Processing). Para ello, previamente la linea celular A20 (modelo murino de linfoma
de células B, ratdn Mus musculus, TIB 208, ATCC), se crecié en suspension y el medio de
cultivo (RPMI-STA, Capricorn Scientific, Alemania) suplementado con 10% de suero fetal

bovino (SFB), 2 mM de L-glutamina y 0,05 mM de -mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). El
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medio se retir6 por centrifugacion a 800 rpm por 5 min, posteriormente las células se
suspendieron en PBS 1X, pH 7,4 y fueron centrifugadas nuevamente y resuspendidas en medio

de cultivo.

El estudio se llevo a cabo tras la incubacion de la sonda-libre y la sonda co-asociada a LPS,
F127, T1307 y T908 (ver apartado 4.2.1, Tabla 7) con 5000 células a 37 °C a los tiempos 0,25,
0,5y 1 hora. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las células se centrifugaron a 1800
rpm por 3 min, y se quito el medio de cultivo. Las células se lavaron con PBS 1X, pH 7,4, y se
centrifugaron a 1800 rpm por 3 min. Posteriormente, las células fueron fijadas en formaldehido
al 4 %, 15 minutos y lavadas con PBS 1X, pH 7,4, como se describi6 anteriormente. Las células
se montaron en el portaobjeto, se centrifugaron a 800 rpm por 4 minutos a 4 °C y finalmente
se realizaron las marcaciones adicionales usando el marcador endosomal temprano Rab5
(anticuerpo primario de conejo, 1:100, C8B1 mAb 3547, Cell Signaling Technology, USA),
con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a Alexa 488 (1:500, ab 150077 Abcam,
USA) y con marcador nuclear Hoechst 33342 (1:100, InmunoChemestry Technologies, LLC).
Los preparados fueron realizados usando medio de montaje (ProLong®) y las imagenes fueron
adquiridas en microscopio confocal Zeiss LSM 800, laseres 405, 488 y 640 nm, en la
Plataforma de Microscopia Confocal y Epifluorescencia del Instituto de Investigaciones

Bioldgicas Clemente Estable (1IBCE), MEC, Montevideo-Uruguay.

4.3.2 Estabilidad en suero fetal bovino

Se realizo estabilidad en SFB, de la sonda libre y co-asociada a LPS (LPS-sonda) (sin
separacion por columna). La sonda (50 pg/mL) se lavo con agua MilliQ estéril y se filtro por
microcon de 10 kDa (MRCPRTO010, Microcon®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante
15 minutos a 13000 rpm. Se incubd la sonda libre y LPS-sonda con el SFB a 37 °C, a los

tiempos 0,5, 2 y 24 horas. Posteriormente, se filtré por microcon de 30 kDa (MRCPRTO030,
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Microcon®, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) durante 15 minutos a 13000 rpm. Se
recuperd lo que pasé por lo membrana y se filtrd por microcon de 10 kDa durante 15 minutos
a 13000 rpm. Las fracciones mayores a 30 kDa, entre 10 y 30 kDa y menor a 10 kDa, se
midieron por IF (A emex 675/640) y por absorbancia a A = 260 y 650 nm, en placas de 96 pocillos

(655101, Greiner), en el equipo Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific).

4.3.3 Biodistribuciones e imagenologia molecular

Los estudios de biodistribucion por imagen ex vivo, fueron realizados en ratones BALB-c
normales (6 a 8 meses de edad) proporcionados por la Facultad de Medicina, Universidad de
la Republica, Montevideo-Uruguay. EI modelo tumoral murino fue generado en dichos ratones
BALB-c, los cuales fueran inoculados con una inyeccion subcutanea de 0,2 mL de 5x10°
células A20 (modelo murino de linfoma de células B). Una vez que el tumor fue palpable en
aproximadamente 15 dias, los animales estuvieron prontos para el experimento. Cada raton se
inyectd con una Unica dosis de sonda-libre, LPS-sonda-c y T908-sonda, en bolo por via
intravenosa (200 uL). Pasado el tiempo de biodistribucion 0,5, 2 y 24 h (n=5), los grupos de
ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical (protocolo aprobado por la CEUA, #595).
Finalmente, los 6rganos disectados se pesaron y se adquirieron las imagenes ex vivo con el
equipo In-Vitro MS FX Pro (Bruker) del Centro de Investigaciones Nucleares, Facultad de

Ciencias-UdelaR, Montevideo-Uruguay, con el modo rayos-X y de fluorescencia (Aex 650).

El anélisis de las imagenes fue realizado mediante la adquisicion de la region de interés (ROI,
del inglés Regions Of Interest), tomando como dato means/area, con el programa Bruker Ml

SE.
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4.3.4 Farmacocinética

Para realizar los estudios farmacocinéticos se selecciono la co-asociacion T908-sonda (10%
p/v). Para ello, una tnica dosis de sonda-libre o0 T908-sonda (10% p/v, 50 pg/mL) de 0,2 mL,
fue administrada a ratones hembra BALB-c normales (6 a 8 meses de edad) (20-25 g) por via
intravenosa en bolo (n=5). Los animales fueron dispuestos en una jaula metabdlica. Se
colectaron muestras de sangre del globo ocular (30 uL), a 0,08, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 6, 18,
24 'y 48 horas post-inyeccion, y se dispusieron en placa de 96 pocillos (Greiner, modelo
655101) con EDTA.2Na (450 pg/uL). Tras la dltima recoleccién se adquirié una imagen de la
placa en el equipo imagenoldgico In-Vitro MS FX Pro (Bruker), (filtro de emisién 650 nm),
del Centro de investigaciones Nucleares, Facultad de Ciencias-UdelaR, Montevideo-Uruguay
y del Instituto Pasteur, Montevideo-Uruguay. Para la obtencidn de los valores de la region de
interés (ROI, del inglés Regions Of Interest), se tomo el dato means/area y se realizd el

procesamiento de datos con el programa Bruker MI SE.

Para los célculos de la dosis (Dv) de la sonda nanovehiculizada (ROI/pL), se estimo a partir
del ROI, considerando la cantidad de sangre y la dilucién usada en la medicion del ROI. Se
tomaron 30,0 pL de sangre, se diluyeron con 18,0 uL de EDTA.2Na, siendo el volumen final

de 48 pL. De esta disolucién se toman 30,0 uL para medir la fluorescencia.

Dv = (ROI / 30) x (48 / 30)

Se utilizaron diferentes herramientas para diagnosticar la bondad del ajuste y la validez del modelo:
predicciones individuales y observaciones en funcion del tiempo y la verificacion visual predictiva
(VPC). En donde se simulan perfiles farmacocinéticos en base al modelo obtenido y se compara
graficamente la distribucion de predicciones con la distribucion y observaciones. El software

utilizado para los andlisis farmacocinéticos fue MonolixSuite 2020R1 (Lixoft, SimulationsPlus).
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El protocolo para manipulacion con animales de experimentacion de laboratorio, fue

previamente aprobado por la Comision de Etica en el Uso de Animales (CEUA, #595).
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5.  RESULTADOS Y DISCUSION



5.1 Vehiculizacién de Sgc8c-Alexa Fluor 647

5.1.1 Preparacion de Sgc8c-Alexa Fluor 647

Se logré la obtencion derivatizado Sgc8c-Alexa Fluor 647 (sonda), mediante la conjugacion
del aptdmero Sgc8-c-NH: con el fluordforo Alexa Fluor 647®. Luego de la derivatizacion se
controlé por RP-HPLC, con columna C18 y con deteccion UV-vis a 260 nm y a 650 nm,
obteniéndose los cromatogramas que se muestran en la Figura 22. A continuacion, se procedid
a la purificacion de la sonda, la que en las condiciones de trabajo posee un tiempo de retencion
caracteristico de 24 minutos. En paralelo, se realiz6 control por RP-HPLC del derivado del
fluoroforo utilizado para la derivatizacion (Figura 23), Alexa647-NHS. Finalmente, luego de
la purificacion, se liofilizé el producto y se lo resuspendié en agua milliQ, para su
cuantificacion de la sonda por espectrofotometria al medir con una longitud de onda de 260
nm. El porcentaje de sonda pura obtenida fue del 56 %, el mismo se calculd en relacion a la
masa obtenida en la derivatizacién, medida por espectrofotometria. EI cromatograma de la

sonda purificada se observa en la Figura 24.

Sgc8c-Alexa Fluor 647
Alexa647-NHS

Sgc8c-Alexa Fluor 647

Sgc8-c-NH,

Figura 22. Cromatograma de HPLC-RP de control de la derivatizacion de c, con columna C18. En la
parte superior, se observa el cromatograma por UV (UV_B) a 650 nm y en la parte inferior, el

cromatograma por UV (UV_A) a 260nm.
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Figura 23. Cromatograma de HPLC-RP de Alexa647-NHS, con columna C18. En la parte superior, se
observa el cromatograma por UV (UV_B) a 650 nm y en la parte inferior, el cromatograma por UV

(UV_A) a 260nm.

Figura 24. Cromatograma de HPLC-RP de Sgc8c-Alexa Fluor 647 purificado, con columna C18. En
la parte superior, se observa el cromatograma por UV (UV_B) a 650 nm y en la parte inferior, el

cromatograma por UV (UV_A) a 260nm.
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5.1.2 Co-asociacion y purificacion Sgc8c-Alexa Fluor 647 a los nanosistemas

Co-asociacion y purificacion de LPS-sonda

Se realizd la co-asociacion de la sonda a los LPS en diferentes relaciones sonda:LPS. Las
relaciones estudiadas fueron 1:10, 1:100, 1:500, 1:5000, 1:5500 y 1:10000 (Tabla 8).
Asimismo, evaluar la existencia de fluorescencia en la fraccion liposomal, lo cual podria
entenderse como una co-asociacion, y tambien evaluar si existe excedente de sonda-libre sin
co-asociar a los nanosistemas a los efectos de eliminarla y que no interfiera en los ensayos
posteriores. Como control, se realizé la evaluacion de los LPS-libre y de la sonda-libre de forma
independiente, se midio la absorbancia e intensidad de fluorescencia (Tabla 9 y Figuras 25-
27). Los LPS-libre eluyeron en los primeros 5,0 mL (fracciones 6 a 10) y la sonda-libre entre
los 7,0 y 9,0 mL (fracciones 14 a 18), mostrado en la Tabla 9. En las relaciones 1:10 y 1:100,
no se observo co-asociacion de la sonda en los liposomas. Sin embargo, para las relaciones
1:10000, 1:5500 y 1:5000, se observa una co-asociacion del 44%, 48% y 79%, respectivamente
(Tabla 8). Notese, que, para los objetivos establecidos en este trabajo, no es necesario purificar
el excedente de LPS-libre o MPs-libre. Ademas, mediante esta metodologia de purificacion no
es posible hacerlo; segun se observa en los resultados, los LPS-libres y los LPS-sonda eluyen
en las mismas fracciones. Sin embargo, la exclusiéon vesicular parece ser eficiente en la
separacion de la sonda-libre de los nanosistemas LPS-sonda, si bien debera tenerse en cuenta
si la dilucion obtenida al ser eluidos es adecuada para el trabajo posterior. La relacion 1:5000
pareceria la mas adecuada para el trabajo sin purificacién debido a que hay solamente un 21%
de sonda-libre, pero a futuro podrian probarse otras condiciones que impliquen la no

purificacion del nanosistema.
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Tabla 8. Esquema representativo de co-asociacion LPS-sonda, relacion sonda:LPS y porcentaje de

sonda co-asociada a los LPS.

Nota: * Fase movil para ese sistema PBS/ ** Fase movil para ese sistema agua MilliQ

Relacién sonda:LPS 1:10 1:100 1:5000 1:5500 1:10000
Sonda 50 pg/mL 50 pg/mL 50 pg/mL 44 pug/mL 22 pg/mL
LPS (17,4 mM) 2 uL/mL * 20 puL/mL * 1mL ** 1mL* 1 mL */**
Sonda-LPS 0% 2% 79% 48% 44%

Tabla 9. Estudio de separacion de sonda-libre de LPS-sonda (22 pg/mL, relacion 1:10000), mediante
una columna de exclusion vesicular gEV y agua como fase mdévil agua. Medicion de intensidad de

fluorescencia (IFs72647) y absorbancia a 650 nm, de las fracciones de 0,5 mL, eluidas de la columna.

Intensidad de Fluorescencia Absorbancia 650 nm

Fraccion 672/647 (1Fs721647) (Absesonm)

0,5 mL) | Sonda-libre . LPS-sonda| Sonda-libre . LPS-sonda

( : 22 ugimL | EPST0re oo aimi | 22 pg/mi [FPS10M o0 LgimL
1 36 8 46 0,003 0,000 0,012
2 1 52 1 0,000 0,000 0,003
3 0 0 25 0,001 0,000 0,000
4 0 0 14 0,004 0,000 0,000
5 0 27 0 0,001 0,000 0,000
6 0 0 0 0,000 0,000 0,000
7 0 23 164 0,001 0,044 0,071
8 0 180 1044 0,006 0,209 0,218
9 10 245 1534 0,002 0,163 0,169
10 58 158 1376 0,004 0,072 0,092
11 200 54 995 0,008 0,041 0,058
12 445 237 601 0,018 0,029 0,038
13 747 142 414 0,026 0,016 0,027
14 975 86 304 0,039 0,019 0,019
15 1035 0 199 0,042 0,008 0,011
16 831 78 142 0,033 0,009 0,001
17 582 57 130 0,025 0,006 0,008
18 488 23 101 0,018 0,006 0,005
19 181 0 1190 0,009 0,002 0,004
20 168 0 362 0,005 0,001 0,002
21 30 0 716 0,004 0,001 0,002
22 31 5 563 0,003 0,000 0,000
23 126 40 151 0,013 0,000 0,000
24 42 0 8 0,005 0,000 0,000
25 9 27 36 0,001 0,000 0,000
26 0 0 19 0,005 0,000 0,000
27 0 0 0 0,000 0,000 0,000
28 0 8 15 0,000 0,000 0,000
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Figura 25. Perfil de elucién en agua, de la sonda-libre (22 pg/mL), LPS-libre y LPS-sonda (22 pg/mL,
relacién 1:10000), mediante una columna de exclusion vesicular gEV. Medicién de intensidad de

fluorescencia (IFs72647) de las fracciones de 0,5 mL, eluidas de la columna.

0,25 .
— Sonda-libre 22 pg/mL
0,20- —— LPS-libre
e — LPS-sonda 22 pug/mL
S 0,15+
o
!
(o]
& 0,10
<
0,05+

0 10 20 30

Fracciones/0,5mL

Figura 26. Perfil de elucion en agua, de la sonda-libre (22 ug/mL), LPS-libre y LPS-sonda (22 pg/mL,
relacion 1:10000), mediante una columna de exclusién vesicular gEV. Medicién de absorbancia a 650

nm de las fracciones de 0,5 mL, eluidas de la columna.
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Figura 27. Perfil de elucién de la sonda-libre (50 pg/mL) y LPS-sonda (50 pg/mL, relacion 1:5000),
mediante una columna de exclusion vesicular gEV. Medicion de intensidad de fluorescencia (IFe72/647)

de las fracciones de 0,5 mL, eluidas de la columna.

Co-asociacion y purificacion de MPs-sonda

La co-asociacion entre la sonda y las MPs (10% p/v) a base de F127, T1307 y T908 se realizo
con 50 pg/mL de la sonda (ver apartado 4.1.2). En el analisis mediante columna de exclusion
vesicular (qEV) y PBS 1X de fase movil, se observo un solo pico de elucion MPs-sonda
(fraccion 23 a 25), diferente a la sonda (fraccion 17 a 18), medidos por IF (A emex 675/640) y
absorbancia (A = 650 nm). En este analisis no se observd ningun pico que indique una co-
asociacion. Por lo tanto, esto no permitié asegurar la co-asociacion, pero tampoco descartarla,
ya que la dilucién propia de la técnica afectaria la CMC de las micelas y provocando que se
desensamblen. Esto ademas tiene sustento en que las MPs son eluidas en fracciones altas. La
exclusion vesicular entonces no seria una metodologia adecuada en este caso, ni para observar

la co-asociacion ni para purificar la sonda-libre.
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5.2. Caracterizacion fisicoquimica

5.2.1 Determinacién de tamafio de particula y potencial Zeta

Caracterizacion de liposomas preformados libres (LPS). En primer lugar, se llevé a cabo la
caracterizacion exhaustiva de los LPS-libres (otorgados gentilmente por MR Pharma S.A.) a
diferentes concentraciones, en agua MilliQ estéril y en PBS 1X. Z-average, didmetro
hidrodindmico (D), indice de polidispersion (PDI) y Z-potencial, fueron estudiados por DLS
a 25y 37°C. Los resultados se muestran en las Tablas 10y 11, y los valores fueron expresados
como la media + desvio estandar (DE). Se estudiaron los LPS-libres a diferente dilucion en
agua (1:10 y 1:50), considerando que los mismos seran enfrentados a una dilucion in vivo,

posterior a su administracion.

El tamafio de particula se obtiene a partir de la funcién de correlacion usando varios algoritmos.
I) El andlisis de cumulantes donde se ajusta una exponencial simple a la funcién de correlacién
para obtener el tamafio promedio (didmetro Z-Average) y una estimacion del ancho de la
distribucion (PDI). PDI es una medida aproximada del grado de agregacion. I1) Analisis de
CONTIN donde se ajusta una exponencial maltiple a la funcién de correlacion para obtener la
distribucion de tamafios de particulas. El analisis de CONTIN provee informacion numérica y
graficos de distribucién de tamafio. Asi, el valor de Z-Average se puede emplear para informar
un valor promedio, pero, es inadecuado para dar una descripcion completa de la distribucion
de tamafios, por lo tanto, se informaran también los picos obtenidos y su porcentaje en
intensidad. EI Z-potencial, es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccion entre las

particulas. Puede servir como aproximacion para inferir la estabilidad de las particulas.
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Tabla 10. Z-average, didmetro hidrodindmico (D), indice de polidispersién (PDI) y potencial Zeta (Z-
potencial) de LPS-columna y LPS-libres a diluciones 1:10 y 1:50, determinados por DLS, en agua y

PBS, a 25 °C. Los célculos se expresan como la media de cada parametro + DE.

NA: no aplica. Para las medidas en PBS, no se toman medidas de potencial Zeta.

Dispersante  Sistemas Z-average (nm) [zE_r(DnIQ;) % I?;Ené;dad (:DDé) (Zn']fgtﬁggé;
LPS-libres 189,8 (6,3) 249,3(20,2) 100,0(0,0) 0,403 (0,031) -35,2 (0,6)
LPS (1:10) 168,6 (0,2) 2255(15,1) 100,0(0,0) 0,408 (0,055) -57,1 (1,3)

H20 LPS (1:50) 167,8 (2,5) 196,8 (6,0) 100,0 (0,0) 0,390 (0,040) -34,9 (0,5)

LPS-columna  171,6(3,2)  213,0(157) 100,0(0,0) 0,379 (0,017)  -64,9 (0,8)

LPS (1:10) 169,8 (1,3) 2043 (129) 100,0(0,0) 0,306 (0,034) NA
LPS (1:50) 168,5(1,0)  229,3(226) 100,0(0,0) 0,310 (0,026) NA

PBS

A partir de los resultados obtenidos, se observo que los LPS-libres presentaron un tamafio de
249,0 £ 20,2 nmy 256,6 £ 17,6 nm, con potencial Z -35,2 + 0,6 mV y -33,5 + 0,7 mV, medidos
a 25 °C y 37 °C, respectivamente. El tamafio, con un adecuado desvio estandar y valores de
potenciales por debajo de -30 mV, indican que todos los LPS tanto a 25 y 37 °C, presentan una
formulacion estable (Tabla 10 y 11), siendo la mas estable debido a su potencial de -64,9 + 0,8

mV, la formulacién LPS-columna.

Respecto a las diluciones de trabajo, se obtuvo que el tamafio de los LPS-libres diluidos en
agua (1:50 y 1:10) se encuentra en el rango de 196,8 + 6,0 nm a 225,5 + 15,1 nmy 181,9 +
10,8 nm a 209,9 + 22,7 nm, a 25 °C y 37 °C, respectivamente. EI PDI se mantiene constante
con una leve variacion segun la fase movil utilizada. Por lo cual, cambios en las diluciones,
temperatura de analisis y fase movil utilizada, genera diferencias en el tamafio y la agregacion

de los LPS.
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Tabla 11. Z-average, didmetro hidrodindmico (D), indice de polidispersién (PDI) y potencial Zeta (Z-
potencial) de de LPS-columna (LPS-c) y LPS-libres a diluciones 1:10 y 1:50, determinados por DLS,

en agua y PBS, a 37 °C. Los célculos se expresan como la media de cada parametro = DE.

NA: no aplica. Para las medidas en PBS, no se toman medidas de potencial Zeta.

Sistemas Z-average Dn (nm) % Intensidad PDI Z-Potencial

(nm) (+DE) (+DE) (+DE) (mV) (+DE)

LPS-libres 202,1(11,5) 256,6 (17,6) 100,0 (0,0) 0,404 (0,056) -33,5(0,7)

LPS (1:10) 178,2(1,4) 2099 (22,7)  100,0(0,0) 0,424 (0,045) -47,4 (1,2)

HO  LPS (1:50) 199,2 (30,2) 181,9 (10,8) 100,0 (0,0) 0,412 (0,040) -50,3 (5,6)

LPS-c 184,2(7,7)  221,1(14,6) 100,0 (0,0) 0,420 (0,045) -60,7 (1,0)
oBS LPS (1:10) 172,1(6,8) 20509 (6,3) 100,0 (0,0) 0,311 (0,070) NA
LPS (1:50) 201,0 (1,6)  290,2 (35,7) 100,0 (0,0) 0,470 (0,083) NA

En cuanto a los Z-potenciales, la formulacion de los LPS-columna (ver apartado 5.1.2) fue la
que presento resultados de -64,9 + 0,8 mV y -60,7 £ mV, a 25 °C y 37 °C, respectivamente,
siendo la formulacion mas estable en comparacion con el resto. Los LPS diluidos en PBS (1:10
y 1:50) a 25 °C, mostraron un tamafio de 204,3 + 12,9 nm y 229,3 + 22,6 nm, un PDI de 0,306
+ 0,034 y 0,310 + 0,026, y un Z-potencial de -8,49 + 0,81 mV y -8,23 + 0,80 mV,
respectivamente. EIl Z-potencial, con valores entre -30 y + 30 mV, nos indica que dichos LPS
no se encuentran estabilizados, formando agregaciones, por ende, trabajar en PBS, no seria
recomendable. Esto ha sido observado previamente por nuestro grupo al intentar eluir en PBS
a traves de la columna de exclusion vesicular por lo cual se descarta que sea artefacto de la

técnica sino mas bien un efecto del PBS sobre los LPS.

Liposomas preformados co-asociados a la sonda

Una vez realizada la caracterizacion exhaustiva de los LPS-libres en distintas condiciones (ver

mas arriba), se procedio a la caracterizacion de los LPS-sonda. Por DLS se estudiaron dos
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formulaciones LPS-sonda, modificando la cantidad de la sonda: 25 y 50 pg/mL (Tabla 12).
Posteriormente, se realizo la separacion por columna de la sonda-libre no asociada, y se opto
por una de las formulaciones (ver apartado 5.2.1), con lo que se prosigui6 con dicha muestra-
purificada para la caracterizacion por DLS (Tabla 13). Se evalu6 el didmetro hidrodinamico
(Dn), Z-average, indice de polidispersion (PDI) y Z-potencial. Los resultados se muestran en

las Tablas 12 y 13, y se expresan como la media = DE.

Tabla 12. Z-average, didmetro hidrodinamico (D), indice de polidispersion (PDI) y potencial Zeta (Z-
potencial) de LPS-sonda (25 y 50 pg/mL), determinados por DLS, en agua a 25y 37 °C. Los célculos

se expresan como la media de cada parametro + DE.

Siseas  Tep Conenrac Zavrage D) %6 el gy gy 2l
LPS-sonda 25 25 191,0(71) 2551 (19,3) 100,0 (0,0) 0,421(0,070) -252(0,7)
LPS-sonda 25 50 2364 (82) 2639(84)  100,0(00) 0,601(0,072) -313(05)
LPS-sonda 37 25 208,7 (14,55) 237,0(14,3) 1000 (0,0) 0,385(0,017) -239(0,7)
LPS-sonda 37 50 176,2 (17,0) 192,0(18,9)  100,0 (0,0) 0,151(0,056) -28,9 (0,7)

A partir de los resultados obtenidos, se observo que los LPS-sonda-columna (LPS-sonda-c,
separados por columna de exclusion vesicular), presentaron mayor tamafio de particula que los
LPS-libres y carga superficial con mayor negatividad, lo cual implicaria una mayor estabilidad
por parte del sistema co-asociado. EI PDI, para LPS-sonda-c (0,363 + 0,033 y 0,391 + 0,043,
25y 37 °C respectivamente) es menor que para LPS-c (0,379 £ 0,017 y 0,420 + 0,045, 25y 37
°C respectivamente). Estos resultados son consistentes ya que muchos sistemas liposomales se

estabilizan a través de la co-asociacion o carga con diversas sustancias (Tabla 13).
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Tabla 13. Z-average, didmetro hidrodindmico (D), indice de polidispersién (PDI) y potencial Zeta (Z-
potencial) de LPS-columna co-asociado a sonda (LPS-sonda-c) y LPS-columna (LPS-c), determinados

por DLS, en agua a 25 y 37 °C. Los calculos se expresan como la media de cada pardmetro + DE.

urs T e Zamwe | Om) %G g, P
DE)
Sonda-libre 25 50 129(22) 26,6 (3,4) 100,0 (0,0) 0,417 (0,114)  -12,8 (2,6)
LPS-c 25 0 1716 (32) 213,0(157)  100,0 (0,0) 0,379 (0,017)  -64,9 (0,8)
LPS-sonda-c 25 11 186,6 (4,8) 241,4(19,1)  100,0 (0,0) 0,363 (0,033)  -64,9 (0,8)
Sonda-libre 37 50 11,8(0,2)  42,1(118)  100,0 (0,0) 0,405 (0,016)  -8,0(0,7)
LPS-c 37 0 1842 (7,7) 221,1(146)  100,0(0,0) 0,420 (0,045)  -60,7 (1,0)
LPS-sonda-c 37 11 203,9(6,0) 2261(19,3)  100,0 (0,0) 0,391(0,043)  -64,0 (2,9)

Micelas poliméricas libres y co-asociadas a sonda imagenoldgica

Las MPs-libres y MPs-sonda, se prepararon segin apartado 4.1.2 y se realizaron las
determinaciones de los pardmetros de interés por DLS: diametro hidrodinamico (D), Z-
average, indice de polidispersion (PDI) y potencial Z, a 25y 37°C. Se muestran, las medidas
realizadas a 25 °C en la Tabla 14. Los diametros hidrodinamicos a 37°C, se encontraron dentro
de los mismos rangos analizados a 25 °C, con lo que no se han incorporado al manuscrito de

tesis.

Se observé variaciones en el tamafio de particula de las MPs co-asociadas a la sonda en
comparacion con las MPs-libres. Los tamafios de las MPs menores a 10 nm corresponden a

unimeros, como se puede apreciar en la columna de pico 1, de la Tabla 14.

Los valores de PDI en las MPs 10 % p/v a base de Tetronic®, T1307 y T908, son mayores a
0,700, en el caso de las mediciones en agua MilliQ, esto indica que hay una amplia distribucion

en dicha poblacion. En cambio, el PDI de T1307 y T908 libres, medidas en PBS, mejora
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notoriamente. Esto se debe a la neutralizacion de los grupos nitrégeno de la cadena central de

etilendiamina de las poloxaminas con el PBS, favoreciendo su micelizacion.

Tambiéen se puede observar que el PDI de las MPs a base de T1307 y T908 co-asociadas con
la sonda, en agua MilliQ, presentan valores mas aceptables, respecto a las MPs-libres,
indicando que la presencia de la sonda las estabiliza. Los poloxameros, F127 10% p/v libres,
presentaron dos grupos de tamafios 5,3 = 0,2 nm y 44,1 + 3,1 nm, siendo este Gltimo el
mayoritario. En cambio, en las F127 co-asociadas a la sonda, se observo una unica poblacion

de 31,8 £ 7,3 nm, sin variaciones en el PDI ni en el potencial Zeta.

Finalmente, mediante esta metodologia, podemos notar cambios en los parametros de los

nanosistemas con y sin presencia de sonda, indicando la posible co-asociacion de los mismos.
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Tabla 14. Didmetro hidrodinamico (Dp), indice de polidispersion (PDI) y potencial Zeta (Z-potencial)
de las MPs al 10% p/v: F127, T1307 y T908, libres y co-asociadas a la sonda, determinados por DLS,

en aguay PBS a 25 °C. Los calculos se expresan como la media de cada parametro = DE.

Nota: NA, No es adecuado medir el potencial Zeta en PBS, debido a la oxidacién de las celdas de Z-potencial con el buffer.

Comcantrniii Plol Plo? PDI  Z-Potencial
Sistemas libres y cargados sonda Dy 9% Intensidad Dy % Intensidad (= DE V) (< DE
(25°C) (1g/mL) ( ) (mV)( )
’ ¢ (m)(DE)  (DE)  (am)(:DE) (¢DE)
. 0473
F127 - libre (H:0) 0 53(02) BIOS  441G)) 6409 gy 1O
0,447
F127 - sonda (H:0) 50 318(73) 100,0 (0,0) oy 009
T1307 - libre (H:0) 0 5,6(02) 8106 46307 56,9 (08) (g;f:) 50(03)
T1307 - sonda (H:0) 50 30,1 (8,1) 100 (0,0) 0419 4007
MPs 2! » s ) (0,030) s ]
0% : . 0,551
PA) TI307 - libre (PBS) 0 69 (03) 46306 64409 BTA9 0081 Bl
. 0,459
T1307 - sonda (PBS) 50 24,0 (3,2 81268  105(80) 18860 e, NA
bl
T908 - libre (H:0) 0 64(03) 100,0 (0,0) (8243) 19(06)
. 0,467 .
T908 - sonda (H:0) 50 7.7(06) GSAY  SELY  M2EH o 3409
. 0,502
T908 - libre (PBS) 0 62(0.8) WIOH  IMIBY WO e NA
. 0,447
T908 - sonda (PBS) 50 10,7(0,1) 92603 16640 64049 o) NA

5.2.2 Morfologia de los nanosistemas por Microscopia de Transmision

Electronica

Para el estudio de TEM, se realiz6 la observacion de las nanoestructuras libres y co-asociadas
a la sonda. A su vez, como control, se realizo la observacion de la sonda libre. De esta forma,
se complemento la caracterizacion de las MPs y los liposomas (libres y co-asociados a la
sonda), por una técnica complementaria al DLS y a la purificacion por exlusion vesicular. La

TEM, brinda informacion morfoldgica y estructural de la muestra. Se logro la visualizacion

90



con buena resolucion de las MPs (con y sin sonda), con una escala de 20 a 200 nm y una
magnificacion de 30000X, 50000X, 85000X, 140000X y 250000X. Igualmente, para los
liposomas preformados (con y sin sonda), se utiliz6 una escala de 200 a 500 nm, con un

aumento de 3000X, 7000X, 12000X, 20000X y 30000X.

A partir de las imagenes adquiridas, se observaron tamafios nanométricos y estructuras
esféricas (Tabla 15) de las nanoestructuras-libres y nanoestructuras-sonda. A su vez, se
distinguio diferencia de tamafio y tipo de distribucion del tamafio (nanoparticulas del mismo
sistema, de tamafio similar o variable) entre las nanoestructuras libres y co-asociados a la sonda

imagenoldgica (Figuras 28 y 29).

En el caso de los LPS-libres y LPS-sonda se observa gran variabilidad en el tamafio y no es
posible observar cambios que indiquen la co-asociacion. Sin embargo, los tamafios observados
se correlacionan con los datos obtenidos previamente por DLS. Nétese que la distribucion de
tamafo es muy amplia y esto puede deberse a la presencia de exceso de LPS en la preparacion.
El sistema de secado de muestra y vacio de la técnica también puede afectar la visualizacion

de la co-asociacion. A futuro esta previsto realizar un crio-TEM de los nanosistemas.

En el caso de las MPs, al ser incubadas con la sonda se observan morfologias mas pequefias,
un efecto de contraccién, modificaciones en la morfologia al co-asociarse a moléculas han sido
reportados en la literatura previamente (Glisoni, 2014). Dicho resultado es observado

principalmente para los nanosistemas F127 y T908.

Tabla 15. Tamafios de las nanoestructuras libres y co-asociados a la sonda, mediante TEM.
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Resultados y Discusion

Nanosistemas

Diametro (nm)

Distribucion de tamafio
Promedio + DE (nm)

LPS 150 a 475 222 + 86
LPS-sonda 137 a 478 221 £107
F127 61 a 523 283 + 145
F127-sonda 14249 32+10
T1307 49 a 209 131+54
T1307-sonda 39a 265 122 + 69
T908 342126 81+25
T908-sonda 26298 68 + 22

Figura 28. Micrografias TEM de sonda-libre (50 pg/mL) (A), LPS-libre (B) y LPS-sonda (50 pg/mL)

(C). Aumento: 30000X. Barra de escala: 200 nm. No se observa la sonda-libre por TEM.
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Figura 29. Micrografias TEM de MPs libres (10% p/v): F127 (A), T1307 (B) y T908 (C). Micrografias
TEM de MPs-sonda (10% p/v, 50 pg/mL): F127-sonda (D), T1307-sonda (E) y T908-sonda (F).

Aumento: 85000X. Barra de escala: 100 nm.

5.2.3 Morfologia de los nanosistemas por Microscopia de Fuerza Atomica

Asimismo, se estudio la morfologia de las nanoestructuras libres, nanoestructuras-sonda y
sonda libre, mediante AFM. Las MPs-libres y MPs-sonda fueron observadas, realizando una
dilucién 1/300, utilizando un soporte de silice. Los LPS-libres y LPS-sonda-columna se
observaron utilizando soporte de mica. De esta forma, se complementa la caracterizacion de
los nanosistemas libres y co-asociados a la sonda de iméagen, brindando informacién estructural

y morfoldgica de los mismos en profundidad.
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En las Figuras 30, 31y 32, se observan las imagenes obtenidas por AFM, de la sonda libre,
los LPS-libres y MPs-libres y co-asociados a la sonda. Se observaron diferencias morfologicas
entre las nanoestructuras-libres y las nanoestructuras-sonda. La sonda observada por AFM
(soporte mica) mostro estructuras lineales, con picos de altura variable, hasta 4,3 nm. Los LPS-
libres tienen una estructura en forma similar a una roseta, esféricos, con un ancho de hasta 400
nm y altura de 238 nm (Figura 28, C). Los LPS-sonda, mostraron estructuras mas pequefias
que los LPS-libres, en el entorno de 25 nm, de centro esférico y en los bordes rodeados de
estructuras de altura variable con forma de picos. A su vez, se puede observar las variaciones
de la amplitud en los diferentes sistemas. En la Figura 30, se observa también los gréaficos de
amplitud de la seccion longitudinal en el eje de las Y, de la primera estructura. En el mismo se
observa la diferencia de voltaje entre la primera parte de la estructura y la segunda, denotando
diferente composicion de material. En la Figura 31, se observan las imagenes de la sonda libre,
T908-libre y T908-sonda (10 % p/v, 50 pg/mL), dilucién 1:300. Se observé una reduccion de
tamafio de las T908-sonda en comparacion con T908-libres, presentando las primeras un
didmetro de hasta 212 nmy las segundas entre 319 y 616 nm. A su vez, se observo diferencias
de alturas entre ambos sistemas, siendo casi el doble (hasta 70 nm) para el sistema co-asociado

con la sonda.

En cuanto a las MPs a base de F127 y T1307, libres y co-asociadas a la sonda (10% p/v, 50
pg/mL), dilucién 1:300 (Figura 32), se puede destacar que la morfologia de los sistemas co-
asociados, presenta en la region central de las estructuras un nucleo esférico y en la periferia
estructuras similares a pétalos. Estas se diferencian notoriamente de los sistemas-libres,
sugiriendo la ubicacion de la sonda en la superficie de las mismas. A su vez, esta diferencia de
composicion, se observo en los graficos de amplitud que los sistemas cargados presentan un

voltaje caracteristico y repetitivo a lo largo de los sistemas.
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Por lo tanto, en las microscopias por AFM, se observé diferencias morfoldgicas relevantes,
tanto de amplitud, como de tamafio de particula, entre los nanosistemas-libres y nanosistemas

indicando también la co-asociacion.

Es de destacar, que en los LPS-sonda y T908-sonda (10% p/v), se evidencio una contraccion
de los sistemas al compararlos con los nanosistemas-libres. En las MPs (10% p/v): F127-sonda

y T1307-sonda, se apreci6 una regién central rodeada de estructuras de diferente composicion.

Cabe mencionar, que se observaron diferencias al cambiar el soporte de mica o silice, en cuanto
a lamorfologia de la sonda libre (Figura 30 y 31, A). A su vez, el estudio de las MPs en soporte
silice pudo llevarse a cabo, no asi en una primera instancia en mica. Por lo tanto, esta
planificado realizar microscopia AFM de MPs, en soporte de mica modificando la dilucion a

modo tratar de unificar el mismo soporte para los nanosistemas en estudio.
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Figura 30. Microscopias AFM de fase (A), topograficas 3D (B) y grafico de amplitud (C), de sonda-

libre, LPS-libre y LPS-sonda (soporte de mica).
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F127-sonda

Figura 31. Microscopias AFM de fase (A), topograficas 3D (B) y grafico de amplitud (C), de sonda-

libre (50 pug/mL), F127-libre y F127-sonda (10% p/v, 50 pg/mL), dilucién 1:300 (soporte de silice).
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T1307-sonda T908-sonda

—
400 nm

Figura 32. Microscopias AFM de fase (A), topogréficas 3D (B) y gréafico de amplitud (C), de T1307-
libre (10% p/v), T1307-sonda (10 % p/v, 50 pg/mL), T908-libre (10 % p/v) y T908-sonda (10 % plv,

50 pg/mL), dilucién 1:300 (soporte de silice).

5.2.4 Estabilidad en el tiempo

El estudio de estabilidad in vitro a 4°C de (i) sonda-libre (50 pg/mL) y (ii) nanosistemas-sonda:
LPS-sonda, T1307-sonda y T908-sonda (10% p/v, 50 pg/mL), se realiz6 hasta las 72 horas,
mientras que para F127-sonda (10% p/v, 50 pg/mL), se realizé hasta las 24 horas, por la
posterior desestabilizacion del sistema que ya se evidenciaba. La estabilidad se estudi6é por
DLS, a través del seguimiento de los parametros criticos de control de calidad de los
nanosistemas: Z-average, diametro hidrodindmico, PDI y potencial Zeta, como se observa en

los resultados desplegados en las Tablas 16 a 18.

98




Los LPS-sonda, se analizaron sin purificacion por columna, teniendo en cuenta el
almacenamiento de la sonda imagenoldgica, previo a su administracion. Como se observa en
la Tabla 16, el Z-potencial de la formulacion se mantiene estable, a lo largo del tiempo, al igual

que el tamafio y el PDI.

Tabla 16. Z-average, didmetro hidrodinamico (Dy), indice de polidispersion (PDI) y potencial Zeta (Z-
potencial) a 0, 24 y 72 horas, de LPS-sonda (50 pg/mL) en agua-ultrapurificada, determinados por

DLS, a 25 °C, en el plan estabilidad. Los calculos se expresan como la media de cada parametro + DE.

%

Sistema Tiempo Z-average Dh (nm) Intensidad PDI Z-Potencial
(25°C) (h) (nm) (xDE) (+DE) (xDE) (mV) (xDE)
0 236,4 (8,2) 2639 (8,4) 1(8%;) (8:8%) -31,3(0,5)
LPS-sonda 24 230,3 (6,4) 328,6 (78,0) 1(890'? (&g?f) -30,7 (0,6)
72 257,3 (21,0) 324,8 (52,9) 1(8%? (8:?‘213) -26,1 (1,2)

Las MPs-sonda a base de poloxaminas (10% p/v), mostraron un PDI cercano a 0,7 indicando
inestabilidad a las 24 horas, manteniéndose en el mismo rango hasta las 72 horas, como se

observa en la Tabla 17.

Las T908-sonda (10% p/v), al cabo de las 72 horas se observo un tamafio de 495,4 + 52,6 nm
y de 7,9 £ 1,7 nm, mientras que hasta las 24 horas mostraron tamafios de hasta 13,1 £ 0,2 nm.
Las T1307-sonda (10% p/v), mostraron una distribucion de tamafio estable en el tiempo, de

215,6 £4,3nmy 8,9 + 3,0 nm a las 72 horas (Tabla 17).
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Tabla 17. Didmetro hidrodindmico (Dh), indice de polidispersion (PDI) y potencial Zeta (Z-potencial)
como pardmetros de control en la estabilidad in vitro de las MPs (F127, T1307 y T908, 10% p/v) co-
asociadas a la sonda (50 pg/mL) a tiempos: 0, 24 y 72 horas, determinados por DLS, en agua-

ultrapurificada y PBS, a 25°C. Los célculos se expresan como la media de cada parametro + DE.

Nota: NA, No es adecuado medir el potencial Zeta en PBS, debido a la oxidacion de las celdas de Z-
potencial con el buffer.

Pico 1 Pico 2 7.
MPs . .
Tiempo 0 o PDI Potencial
10 % plv % Yo
( °PN) (h) Dn(nm) Intensidad Dh{nm) Intensidad (+ DE) (mv)
(+ DE) (+ DE) (+ DE)
- (x DE) - (x DE) =
318 0,447
0 (7.3) 100,0 (0,0) - - (0.058) -3,0 (0,8)
F127-sonda ' '
(H20) 73,4 0,572
24 (26.1) 100,0 (0,0) - - (0.079) -3,8 (0,5)
24,0 170,5 0,459
0 (3.2) 81,2 (8,8) (58.0) 18,8 (6,0) (0.080) NA
T1307-sonda 237,2 8,6 0,797
(PBS) 24 5.7) 89,6 (0,8) 1) 10,4 (0,8) (0.009) NA
215,6 8,9 0,549
72 4.3) 91,6 (1,6) (3.0) 8,4 (1,0) (0.081) NA
10,7 166,4 0,447
0 ©0.1) 93,6 (1,3) ©.1) 6,4 (0,4) (0.018) NA
T908-sonda 13,1 ) ) 0,614
(PBS) 24 02) 100,0 (0,0) (0.052) NA
495,4 79 0,666
72 (52.6) 89,8 (4,3) w7 10,2 (1,5) (0.055) NA

F127-sonda (10% p/v), desplegd aproximadamente el doble de tamafio de particula a las 24
horas (Tabla 17), mientras que el PDI y el Z-potencial se mantuvieron dentro de los intervalos,
en el transcurso del tiempo. La sonda-libre mantuvo un tamafio a lo largo de las 72 horas,
presentando un potencial zetaen el rango de —11,8 a-21,4 mV, debido a su estructura y tamafio

(datos no mostrados).
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Tabla 18. Z-average, didmetro hidrodindmico (D), indice de polidispersién (PDI) y potencial Zeta (Z-
potencial) de la sonda-libre (50 pg/mL), determinados por DLS, en agua-ultrapurificada a 25 °C, en

el plan estabilidad. Los célculos se expresan como la media de cada parametro + DE.

%

Sistema Tiempo Z-average Dn (nm) Intensidad PDI Z-Potencial
(25 °C) () (nm) (+DE) e *DE)  (mV) (+DE)
0 126(18) 27,6 (3.4) 1(800;) (8:6%2) 12,8 (1,0)

Sonda libre 24 136(30) 14,6 (3,0) 1(8009 (8:32‘7‘) 21,4 (1,0)
72 14229 150 (32) 1(80053 (8:82% 11,8 (0.4)

5.2.5 Ensayo de liberacion in vitro

Se estudid la liberacion de la sonda-libre y de dos nanosistemas-sonda: LPS-sonda y T908-
sonda. Se realizé una curva de calibracion de la sonda libre (Tabla 19 y Figura 33), midiendo
absorbancia a 650 nm, obteniéndose una muy buena correlacion entre concentracion y
absorbancia (y = 0,0157 x - 0,0021; Rz = 1). Debido a la baja concentracion de sonda, se estudid
la relacién masa de la sonda (pg) en funcion del volumen final, obteniendo entonces, una
relacion de 13,3 para una masa de 100,0 pug de sonda en 7,5 mL de volumen final, quedando
entonces, las mediciones de absorbancia dentro de los intervalos inferiores y superiores de la
curva de calibracion de la misma. Por lo tanto, se selecciond una co-asociacion final de la sonda
de 50 pg/mL. Siendo el volumen interior de la membrana de dialisis de 2 mL y volumen

exterior de 7,5 mL.
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Tabla 19. Datos obtenidos de la concentracion de la sonda vs absorbancia (650 nm) para la construccion

de la curva de calibracion de la sonda, en agua-ultrapurificada.

. Relacion
Masa Sonda (ug) Concentracion sonda (ug/mL)  Abs 650 nm masa sonda/vol. final (ug/mL)
0,0 0,0 0,0 0,0
2,5 5,0 0,076 5,0
5,0 10,0 0,154 10,0
10,0 20,0 0,314 20,0
20,0 40,0 0,627 40,0
30,0 60,0 0,936 60,0
40,0 80,0 1,261 80,0
1,57
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Figura 33. Curva de calibracion de sonda-libre. Concentracién (ug/mL) en funcién de absorbancia

medida a 650 nm.

En primer lugar, se estudio la liberacion de la sonda-libre como control de liberacion adecuada

de la misma, a través del poro de la membrana de dialisis (cut off 14 kDa) y se observé una

liberacion del 18,2% de la sonda a los 15 minutos, mientras que se encontrd liberado

aproximadamente un 43,5% de la sonda a las 24 h. Posterior a este tiempo, se realizé un

recambio de medio de liberacion exterior, para evitar la saturacion del mismo y mantener las
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condiciones sink del ensayo. El % de sonda liberado acumulado a las 3 h del recambio fue de
55,5% (ver Figura 34). Podemos concluir que se libera aproximadamente hasta el 60% de la
sonda entre las 24 y las 48 h de tiempo. Asimismo, LPS-sonda mostré un perfil de liberacion
maés lento que la sonda, con un 2,5% de sonda liberada a los 30 minutos. A las 17 h, el
porcentaje acumulado de sonda liberada fue de 9%, siendo de 9,7% a las 24 h. Posterior al
recambio de medio a las 27 horas, la liberacion de la sonda alcanzé el 10% final (ver Figura
34). T908-sonda (10% p/v, 50 ug/mL), mostré un perfil de liberacion de sonda muy lento (0,3%
a los 30 minutos), llegando a su maximo de liberacion del 3,1% a las 3 h, aun posterior al

recambio total del medio exterior (24 horas) (ver Figura 34).

Téngase en cuenta que las MPs en este ensayo sufren una dilucién 1:5 en el medio de liberacion
manteniendo su estructura micelar, por no encontrarse por debajo de la CMC (2,7% p/v final).
Al comparar el porcentaje liberado acumulado de T908-sonda y sonda-libre, se observé una
difusion del 52,3% de la sonda-libre, en comparacion con la sonda co-asociada a T908 a las 27
horas, este retraso de tiempos favoreceria al targeting pasivo con la posterior entrega de la

sonda en el microambiente tumoral.
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Figura 34. Perfiles de liberacion in vitro de la sonda-libre, LPS-sonda y T908-sonda (10 % p/v), a
intervalos pre-establecidos de tiempo: 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4, 20, 24, 25 y 27 horas. Todas las preparaciones

se ensayaron a una concentracion de 50 pug/mL de sonda.

Nota: no se continu6 el ensayo a tiempos mayores, ya que no se observd cambios en la absorbancia,
manteniéndose el % de liberacién de la sonda, a pesar de los recambios de medio pertinentes que

aseguraron las condiciones sink del ensayo.

Segun lo esperado, los resultados para el LPS-sonda y MPs-sonda muestran una liberacion de
primer orden y no un efecto Burst (0 meseta). Asimismo, este perfil hace pensar también acerca
de la existencia de la co-asociacion y como podrian comportarse estos sistemas en un entorno

bioldgico/tumoral.
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5.3. Caracterizacion biologica

5.3.1 Captacion celular por Microscopia Confocal

Las imagenes obtenidas por Microscopia Confocal de la sonda libre y las nanoestructuras-
sonda, se observan en las Figuras 35, 36 y 37, respectivamente. Las células A20, se incubaron
por 15, 30 y 60 minutos con la sonda-libre, LPS-sonda y MPs (10% p/v): F127-sonda, T1307-
sonda y T908-sonda. ElI marcador nuclear (Hoechst 33342), el marcador endosomal temprano
(Rab 5-Alexa 488) y el generador de imagen de la sonda (Alexa 647), se visualizaron con
laseres 405 (azul), 488 (verde) y 640 nm (magenta), respectivamente. Las imagenes observadas
en las Figuras 35, 36 y 37, son el resultado de la superposicion de las sefiales obtenidas a 405,

488 y 640, procesamiento realizado con el software ImageJ.

Se observd captacion en la linea celular A20, tanto de la sonda-libre como de LPS-sonda y
MPs-sonda. A los 15 minutos, se aprecio la co-localizacion de la sonda (libre y co-asociada a
las nanoestructuras) con el endosoma, observandose la superposicion de sefiales con color
blanco. La acumulacion de la sonda en la célula parece notarse mas rapido para los

nanosistemas T1307-sonda y T908-sonda (Figura 35).

A los 30 minutos, se observo agrupamientos de la sonda méas notorios en los nanosistemas en
comparacion a la sonda-libre. Para los nanosistemas LPS-sonda esto podria explicar el patron
de roseta observado por TEM. A los 60 minutos, los nanosistemas se visualizaron de forma
mas acentuada, en comparacion con la sonda-libre. Principalmente en el nanosistema F127-

sonda. Se enfatiza que han sido seleccionadas las imagenes mas representativas.

Por lo anterior, se destaca que la co-asociacion de la sonda con las nanoestructuras podria estar
compartiendo la via endosomal como ingreso a las células, favorenciendo a su vez la captacion

en las células.
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Control Sonda-libre LPS-sonda

15 min F127-sonda T1307-sonda T908-sonda

Figura 35. Imagen de Microscopia Confocal de células A20, incubadas 15 minutos con la sonda-libre,

LPS-sonda y MPs (10% p/v): F127-sonda, T1307-sonda y T908-sonda.
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30 min F127-sonda T1307-sonda T908-sonda

Figura 36. Imagen de Microscopia Confocal de células A20, incubadas 30 minutos con la sonda-libre,

LPS-sonda y MPs (10% p/v): F127-sonda, T1307-sonda y T908-sonda.
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60 min F127-sonda T1307-sonda T908-sonda

Figura 37. Imagen de Microscopia Confocal de células A20, incubadas 60 minutos con la sonda-libre,

LPS-sonda y MPs (10% p/v): F127-sonda, T1307-sonda y T908-sonda.

5.3.2 Estabilidad en suero fetal bovino

La estabilidad de LPS-sonda-c en SFB, se realizé a las 0,5, 2 y 24 horas. Los resultados
obtenidos de % IF de cada rango de masa molecular, se aprecian en la Tabla 20 y Figura 38.
El mayor % IF tanto de la sonda-libre como LPS-sonda, se obtuvo en la fraccion
correspondiente a masas mayores e iguales a 30 kDa. Esta relacion de % IF y masa, se mantiene
en todos los tiempos de incubacion. Al cabo de 24 h, se observa una diferencia en la
distribucion de % IF entre la fraccion de 10 a 30 kDa y la menor a 10 kDa, al comparar la sonda

libre y LPS-sonda. En la estabilidad de la sonda-libre, el % de intensidad de fluorescencia a las

108



24 h fue de 14,8% en la fraccion de 10 a 30 kDa, mientras que el % de intensidad de
fluorescencia fue de 3,3% en la fraccién menor a 10 kDa. En cuanto a la estabilidad de LPS-
sonda, se obtuvo un % de intensidad de fluorescencia de 7,6 %, tanto para la fraccion de 10 a

30 kDa, como para la menor a 10 kDa.

Tabla 20. Estudio de estabilidad en suero fetal bovino (SFB) de sonda-libre y LPS-sonda a 0,5, 2y 24
h de incubacion, medido en % de intensidad de fluorescencia (% IF) en los diferentes rangos de masa

molecular (> 30 kDa, 10 a 30 kDa y <a 10 kDa).

>30kDa 10-30kDa <10kDa

Tiempo (h) Muestra % IF
0.5 Sonda 97,6 15 0,8
’ LPS-sonda-c 91,1 55 3,5
» Sonda 96,1 2,6 1,4
LPS-sonda-c 89,5 4,0 6,5
24 Sonda 81,9 14,8 3,3
LPS-sonda-c 84,8 7,6 7,6
1007 mE > 30 kDa
90-] 10 - 30 kDa
80-_ mm <10kDa
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Figura 38. Gréfico de estabilidad en suero fetal bovino (SFB) de sonda-libre y LPS-sondaa 0,5, 2y 24
horas de incubacion, medido en % de intensidad de fluorescencia (% IF) en los diferentes rangos de

masa molecular (> 30 kDa, 10 a 30 kDa y <a 10 kDa).
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En base a los resultados obtenidos, se observa que el comportamiento de la sonda-libre y LPS-
sonda, es similar, donde no es observable una marcada fragmentacion de la sonda, debido a los
bajos % de IF, en todos los tiempos analizados. Por lo tanto, se puede inferir una buena

estabilidad de la sonda co-asociada a los LPS.

Con las MPs no pudieron realizarse estos estudios debido a que el sistema coloidal generado
resulta ser lo suficiente estable para no poder utilizar este tipo de filtros. El estudio por
exclusion molecular en HPLC podria ser una opcién para evaluar a futuro, si el nanosistema

resiste la dilucién causada por la metodologia.

5.3.3 Biodistribuciones e imagenologia molecular

LPS-sonda y sonda-libre

Los estudios de biodistribucion de LPS-sonda-c (LPS-sonda separados por columna) en ratones
BALB/c portadores de linfoma a 0,5, 2 y 24 horas post-inyeccion, se resumen en la Tabla 21.
La biodistribucion de LPS-sonda-c mostr6 sefial de fluorescencia a nivel renal y hepético
principalmente. Al comparar LPS-sonda-c con sonda-libre, no se observan diferencias
significativas a nivel de eliminacion, 2 h post-inyeccion. Result6 interesante que no se observe
una diferencia significativa entre la captacion de fluorescencia a nivel hepatico, de LPS-sonda-
c en relacién con sonda-libre, ya que hubiera sido esperable que los LPS tengan mayor afinidad
por dicha via de eliminacion y que la fluorescencia en dicho rgano sea mas notoria (Kingsley,

2006).

También se observa tanto para la sonda-libre como para LPS-sonda-c, que hay principalmente
sefial a nivel renal (1041,8 + 380,1 y 884,4 + 283,1 ROI, respectivamente) y algo de captacion
a nivel tumoral sin mostrar diferencias significativas entre los sistemas estudiados 2 horas post-

inyeccion (14,3% y 12,1% ROI, respectivamente). Se observan diferencias significativas
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mediante el analisis entre los tiempos 0,5 y 2 horas post-inyeccion de LPS-sonda-c (p=0,02).
En cuanto a las relaciones tumor/sangre, se mantienen de forma similar en comparacién sonda-
libre y LPS-sonda (Figura 40). Lo mismo sucede con las relaciones tumor/musculo,
tumor/rifiones y tumor/higado, al comparar LPS-sonda-c con la sonda libre. Por lo tanto, al no
ser significativamente diferentes los resultados de sonda co-asociada a LPS y de sonda libre
(Figuras 39 y 40) se puede inferir que la co-asociacion no promueve cambios en el
comportamiento bioldgico. Asimismo, las relaciones ya mencionadas tienden a disminuir en el

tiempo para el sistema de la sonda co-asociada a LPS.

Tabla 21. Biodistribucion LPS-sonda-columna a 0,5, 2, 24 h post inyeccion y control con sonda-libre
a 2 h post-inyeccion en BALB/c con tumor de linfoma inducido A20 (n=5). Relaciones tumor/érgano

a 0,5, 2, 24 h post inyeccidn. Valores informados en ROI.

Organo/Tejido 0,5h 2h 24 h 2 h control
ROI

Sangre 284,7 + 134,6 2076 = 74,1 2817 + 118 2104 + 3,7
Tiroides 256,9 = 109,2 232,3 = 91,4 1880 = 21 2104 <+ 173
Cerebro 2972 = 63,4 3255 # 40,8 2379 + 112 2975 + 133
Hueso 6114 = 2143 4279 = 84,1 2094 = 124 4020 <+ 58,7
Bazo 3173 #* 92,3 2894 + 6,8 2381 + 2272 3771 + 745
Higado 7438 = 60,0 642,0 =* 18,9 3979 = 481 6539 + 31,0
Rifiones 9353 + 192,2 8844 + 283,11 719,2 + 219,6 1041,8 + 380,1
Pulmon 698,7 = 359,0 388,8 = 126,1 2126 = 223 4958 + 1398
Corazén 3309 = 1732 2537 77,8 1669 =+ 25,6 2559 + 274
Musculo 5405 = 2429 3116 = 1004 1472 = 204 3996 + 68,8
Tumor 10428 + 65,9 5445 = 1391 3381 + 30,6 7230 + 2429

Captacion relacion Tumor/6rgano

Tumor/sangre 418 <+ 221 2,75 + 0,88 1,00 <+ 0,29 343 £
Tumor/rifiones 1,15 + 0,31 063 + 0,06 051 + 0,20 0,70
Tumor/pulmones 1,75 = 0,99 1,18 + 031 161 + 0,32 145 +
Tumor/higado 141 + 0,20 084 =+ 0,20 085 + 0,08 1,12+
Tumor/musculo 218 + 1,10 1,78 + 0,17 235 + 054 1,89 +

1,09
0,02
0,08
0,42
0,93
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Figura 39. Gréfico de biodistribucion de LPS-sonda-columna (LPS-sonda-c) a 0,5, 2, 24 horas post
inyeccidn, control con sonda-libre, a 2 h post-inyeccion en ratones BALB/c con tumor de linfoma

inducido A20 (n=5).

Nota: *Valores significativamente diferentes a 2 h post-inyeccion LPS-sonda-c y 0,5 h LPS-sonda-c

(p=0,02). ™ No hay significancia estadistica entre 2 h post-inyeccién LPS-sonda-c y sonda-libre.
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Figura 40. Gréficos de relacion tumor/sangre, tumor/rifiones, tumor/higado y tumor/musculo.
Biodistribucion de LPS-sonda-c a 0,5, 2, 24 h post inyeccidon, con control sonda-libre, a 2 h post-

inyeccion en ratones BALB/c con tumor de linfoma inducido A20 (n=5).

MPs-sonda y sonda-libre

Los estudios de biodistribucion de T908-sonda (10% p/v) se resumen en la Tabla 22. Los
estudios a 0,5, 2 'y 24 h post-inyeccién mostraron una rapida distribucion en ratones portadores
de linfoma (Figura 41). La sefial de fluorescencia fue superior en los rifiones (160,31 + 93,98,
41,78 +7,32y 25,40 £2,80a 0,5, 2'y 24 horas respectivamente) y en el higado (92,49 + 10,21,
46,70 + 17,62 y 20,44 + 4,14 a 0,5, 2 y 24 horas respectivamente), comparado con el resto de

los 6rganos. Se observé una diferencia significativa en la sefial de fluorescencia a las 2 h post-
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inyeccion de T908-sonda (10 % p/v) en comparacion con la sonda-libre, en rifiones (41,78 +
7,32 y 198,47 + 81,93, respectivamente) e higado (46,70 + 17,62 y 72,82 + 8,00,
respectivamente. A su vez, como se muestra en la Figura 42, a las 2 h post-inyeccion, T908-
sonda (10% p/v) presentd mayor relacion tumor/masculo (2,36 + 0,67) y tumor/rifiones (1,49
+ 0,67), en comparacion con la sonda-libre (1,69 £ 0,79 y 0,56 £ 0,34, respectivamente),
aunque no significamente diferentes (p=0,2). La relacién tumor/sangre, 2 h post-inyeccion, fue
considerablemente mayor en la sonda-libre (5,17 + 1,68) en comparacion con T908-sonda (10

% p/v) (3,99 = 1,25), aunque nuevamente significativamente no-diferentes (p = 0,5).

Los resultados de las biodistribuciones mostraron mayor captacion renal en comparacién con
los demaés 6rganos, en la mayoria de los tiempos estudiados, lo cual indica que T908-sonda
(10% p/v) se eliminaria preferentemente por via urinaria. Dicho comportamiento es esperado,
debido a su PM es ~25 kDa y se encuentra ampliamente descrita su eliminacién renal (Stolnik,
1995, Lecot 2020c). A su vez, se observo menor eliminacion renal a las 2 h post-inyeccion de
T908-sonda (10% p/v) en comparacion con la sonda-libre, indicando que T908-sonda se
mantiene mas tiempo en el organismo, consistente con su mayor circulacion sistémica que ha
sido ampliamente descrito (Glisoni 2014, Lecot 2020c). Dicho resultado, es consecuente con
la obtencion de una relacion tumor/sangre menor en T908-sonda (10% p/v), respecto a la
sonda-libre, indicando que T908-sonda permaneceria méas tiempo en circulacién que la sonda-
libre. La relacion tumor/higado es mayor en T908-sonda lo cual es esperable, debido a que las
MPs presentan como caracteristica cierta eliminacién hepéatica (Movassaghian, 2015). T908-
sonda en ratones BALB/c portadores de linfoma, presenté una adecuada eliminacion renal y
una captacion tumoral significativa respecto al resto de los tejidos. Las diferencias entre T908-
sonda y sonda-libre, fueron significativas en cuanto a la eliminacién renal y el tiempo de
circulacion en el animal. Por lo tanto, se puede sugerir que la co-asociacion de la sonda a MPs

a base de T908 (10 % p/v), por un lado, favorece la entrega activa debido a la interaccion de la
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sonda con el receptor PTK7 y, por otro lado, una entrega pasiva por el tamafio nanométrico de
los nanosistemas micelares, propiamente dichos.

Un seguimiento a tiempos mayores de los nanosistemas co-asociados nos permitiria poder
confirmar el aumento del tiempo de circulacion. Un mayor nimero de animales también seria
adecuado para estudios futuros dado que las variaciones entre datos son grandes. A su vez una
marcacion con radiois6topos como ’Ga, reportado previamente, podria ser adecuada para tener
mayor sensibilidad en la metodologia y menos interferencia de fondo debido a la

autofluorescencia de tejido y restos de alimento en 6rganos como intestino y estomago.

Tabla 22. Biodistribucion de T908-sonda (10% p/v) a 0,5, 2, 24 horas post inyeccién y control con
sonda-libre a 2 h post-inyeccion en BALB/c con tumor de linfoma inducido A20 (n=4). Relaciones

tumor/6rgano a 0,5, 2, 24 h post inyeccion.

Organo/Tejido 0,5h 2h 24 h 2 h control
ROI
Sangre 3369 + 11,34 16,75 + 2,29 476 + 044 1766 + 450
Tiroides 50,10 + 14,29 28,16 + 17,00 230 =+ 031 50,51 + 19,551
Cerebro 2682 + 2,10 2416 + 7,59 17,04 + 311 4951 + 734
Hueso 70,71 + 21,74 26,67 + 6,00 1263 + 0,30 63,97 + 0,52
Bazo 2383 = 727 10,79 + 1,00 707 + 159 3595 + 0,38
Higado 92,49 + 10,21 46,70 + 17,62 2044 + 414 72,82 + 8,00
Rifiones 160,31 + 93,98 41,78 + 7,32 2540 + 2,80 198,47 + 81,93
Pulmén 76,74 + 20,90 27,48 + 3,86 20,64 + 2,26 89,69 + 0,66
Corazén 30,79 + 761 1452 + 4,39 722 + 239 40,72 + 9,35
Mdsculo 4496 + 8384 26,33 + 0,96 1651 + 1,50 6153 + 16,35
Tumor 136,06 + 31,49 55,03 + 18,30 29,31 + 0,79 97,54 + 20,70
Relacion captacion Tumor/6rgano

Tumor/sangre 449 + 141 399 + 125 6,09 <+ 055 517 + 1,68
Tumor/rifiones 089 + 035 149 + 0,67 1,17 + 017 056 + 034
Tumor/pulmones 1,83 + 0,48 191 + 1,00 1,43 + 0,13 1,09 + 0,22
Tumor/higado 147 + 0,26 083 + 0,5 147 + 0,30 136 + 043
Tumor/musculo 196 + 0,74 236 * 0,67 1,78 £+ 0,17 169 £ 0,79
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Figura 41. Grafico de biodistribucion de T908-sonda (10% p/v) a 0,5, 2, 24 h post inyeccion y control

con sonda-libre a 2 h post-inyeccion en ratones BALB/c con tumor de linfoma inducido A20 (n=5).

Nota: *Valores significativos 0,5 y 2 horas post-inyeccion de T908-sonda (p=0,02). ™ No hay

significancia estadistica entre 2 h T908-sonda y sonda-libre (p=0,2).
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Figura 42. Graficos de relacion tumor/sangre, tumor/rifiones, tumor/higado y tumor/musculo.

Biodistribucion de T908-sonda (10% p/v) a 0,5, 2, 24 h post inyeccién y control con sonda-libre a2 h

post-inyeccion en BALB/c con tumor de linfoma inducido A20 (n=5).

Para el estudio in vivo del comportamiento de la sonda libre, T908-sonda (10 % p/v) y LPS-

sonda, se realizaron imagenes ex vivo debido a que la autofluorescencia de tejidos y pelaje del

animal no permitian realizar el estudio con animal entero.

Los ratones BALB/c, inoculados con células A20, fueron sacrificados mediante dislocacién

cervical, a 0,5, 2 y 24 horas post-inyeccion. Los 6rganos fueron disecados, como se muestra en

la Figura 43. Las imagenes que se observan a continuacion en las Figuras 44 a 47, fueron

tomadas ex vivo con el equipo In-Vitro MS FX Pro (Bruker) del Centro de Investigaciones
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Nucleares. Las imagenes se adquirieron a los tiempos anteriormente mencionados en modo de

rayos-X y fluorescencia (con un l&ser de excitacion de 650 nm (Aex 650)).

Figura 43. Esquema de los 6rganos disectados de raton BALB/c con tumor de linfoma inducido A20,

para su posterior toma de imagenes ex vivo con el equipo In-Vitro MS FX Pro (Bruker).

La captacion del sistema LPS-sonda a la media hora (Figura 44), es mayor a nivel del tumor
en comparacion con el resto de los 6rganos. A las 2 horas post-inyeccion, se observa

principalmente captacion a nivel tumoral, de higado y vejiga (Figura 45).

En el sistema T908-sonda (10 % p/v), se observd una captacion a nivel renal y tumoral a la
media hora post-inyeccion, observandose a las dos horas una captacion sustancialmente mayor
en tumor en comparacion con el resto de los 6rganos, como se muestra en la Figura 46 y 47.
Dicha captacion a nivel renal es la esperada para MPs debido a su filtracion a nivel renal (Lecot,
2020c). La captacion en intestino y estbmago puede estar relacionada a la ingesta de racién con

alto contenido de componentes que aumenten la sefial de fluorescencia (Lecot, 2020c).
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Figura 44. Imagen ex vivo de los érganos disecados en raton BALB/c con tumor de linfoma inducido
A20, 0,5 horas post inyeccion de LPS-sonda, tomada con el equipo In-Vitro MS FX Pro (Bruker). En

circulo amarillo y con la letra T, se indica el tumor.
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Figura 45. Imagen ex vivo de los érganos disecados en raton BALB/c con tumor de linfoma inducido
A20, 2 h post inyeccién de LPS-sonda (A) y control de sonda-libre (B), tomada con el equipo In-Vitro
MS FX Pro (Bruker). En circulo amarillo y con la letra “T”, se indica el tumor, en naranja 'y con la letra

“V” vejiga y con “H” higado.
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Figura 46. Imagen ex vivo de los érganos disecados en ratén BALB/c con tumor de linfoma inducido
A20, 0,5 horas post inyeccion de T908-sonda (10% p/v), tomada con el equipo In-Vitro MS FX Pro

(Bruker). En circulo amarillo, con la letra “T™, se indica el tumor y en naranja y con la letra “R” rifiones.
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Figura 47. Imagen ex vivo de los 6rganos disecados (en A se muestran todos los 6rganos, en B se extrae
de la misma imagen intestino y estbmago) en raton BALB/c con tumor de linfoma inducido A20, 2 h
post-inyeccion de T908-sonda (10% p/v), tomada con el equipo In-Vitro MS FX Pro (Bruker). En
circulo amarillo, con la letra “T”, se indica el tumor y en gris, con la letra “I” intestino y con la “E”

estdbmago.
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5.3.4 Farmacocinética

En base a los resultados obtenidos hasta el momento, el estudio farmacocinético fue realizado
para el sistema T908-sonda (10% p/v). Se evalu6 la sonda libre (féormula 0) y T908-sonda (10%
p/v) (Férmula 1) en ratones BALB/c normales (n=5), a 0,08, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 6, 18, 24
y 48 h post-inyeccion. Se obtuvo un modelo farmacocinético bicompartimental (Figura 48)
con eliminacion lineal. Obteniéndose el volumen del compartimiento central (V1), volumen
del compartimiento periférico (V2), clearance intercompartimental (Q) y clearance de
eliminacion (CL) (Tabla 23). Se obtuvo un volumen de distribucion estacionario (VSS)
significativamente diferente T908-sonda y sonda-libre, de 72,0 £ 13,2 mL y 39,7 + 13,04 mL,
respectivamente. A su vez, el tiempo medio de residencia (MRT) en el organismo de T908-

sonda (10% p/v) fue de 6,0 £ 1,8 horas y para la sonda-libre de 2,9 + 1,0 horas.

T908-sonda afecta el volumen de distribucion periférico, permaneciendo mas tiempo en el
organismo, respecto a la sonda-libre. Este tipo de comportamiento es esperable en las micelas
poliméricas, ya que, por su tamarfio, pueden ser reabsorbidas a nivel sanguineo. Adecuandose
a un modelo bicompartimental, comprobado mediante el ajuste individual y el VPC (Figura
49 y 50), al comparar la simulacién del modelo con las observaciones (medidas realizadas de

Dv en escala logaritmica).

v

\b 1 | CL
I

2

Figura 48. Esquema de modelo bicompartimental.
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Tabla 23. Parametros farmacocinéticos estudiados en la sonda-libre (Férmula 0) y T908-sonda (10%

p/v; Férmula 1), en ratones BALB/c normales (n=5), a 0,08, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 2, 3, 6, 18, 24y 48 h

post-inyeccién.

Nota: los valores *, se desestiman para el célculo de MRT (h) promedio ya que son significativamente

diferentes.

n Férmula CL V1 (uL) Q V2 (uL)  VSS (uL) MRT (h)
1 1 22027,1 15694,5 41723,9 67241,5 82936,0 3,8
2 1 13213,9 12626,8 34046,5 70886,6 83513,4 6,3
3 1 3185,6 5649,4 241175 46025,1 51674,5 16,2*
4 1 12987,9 13616,2 41553,8 62063,1 75679,3 58
5 1 8194,6 11943,8 46370,8 54329,3 66273,1 8,1
6 0 3425,0 5617,3 29742,0 16348,2 21965,5 6,4*
7 0 11947,3 10916,9 55659,4 32395,2 43312,1 3,6
8 0 31532,4 17978,8 43733,9 28971,2 46950,0 15
9 0 15335,5 215444 49822,9 33317,4 54861,8 3,6
10 0 10178,5 9480,0 26876,5 21803,9 31283,9 3,1
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Figura 50. Grafico de simulacion mediante VPC, de perfiles farmacocinéticos de la sonda-libre y T908-

sonda (10% p/v), en base al modelo bicompartimental obtenido. Se compara graficamente la

distribucion de predicciones (puntos negros, mediana: ---) con la distribucion de observaciones (puntos

azules, mediana: —). Nota: sombra azul, es el intervalo de prediccion para la mediana, obtenido a partir

de simulaciones del modelo.
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6. CONCLUSIONES



La co-asociacion de la sonda y nanoestructuras preformadas resulta interesante por la facilidad
de la técnica, pero principalmente porque ninguno de los componentes es modificado y
facilitaria la interaccion anicamente a nivel superficial. Si bien no se conoce la naturaleza de
esta interaccién, la misma podria facilitar la disponibilidad del aptdmero para el ingreso a la

célula, lo cual no ha sido descrito previamente con aptameros.

Hay varias posibles ventajas de la co-asociacion de un aptdmero a una nanoestructura: (i) la
proteccion de un aptdmero frente a la degradacién por nucleasas, (ii) sumar al
direccionaamiento activo, el ingreso al microambiente tumoral mediante targeting pasivo, (iii)
aumentar el tiempo de circulacion, (iv) mejorar las vias de eliminacion. Por otro lado, una
nanoestructura co-asociada a un aptamero incluye: (v) su direccionamiento activo, (vi) la

posibilidad de vehiculizar farmacos a nivel del core.

En este trabajo, se han aplicado gran parte de las metodologias disponibles a nuestro alcance
para comprobar la co-asociacion. Esto sumado a los estudios farmacocinéticos, indican

cambios que nos acercan a nuestra hipotesis y responden parte de las preguntas realizadas.

Se caracterizaron exhaustivamente LPS y MPs, libres y co-asociadas con el aptamero Sgc8c
marcado con Alexa 647. Los nanosistemas obtenidos mostraron un adecuado tamafio
hidrodindmico, distribucion de tamafio y potencial Zeta, e indicaron ser estables en el tiempo.
Ademas, se realizaron estudios de caracterizacién por AFM y TEM de los nanosistemas-libres
y de los nanosistemas-sonda, mostrando notorias diferencias morfologicas, que confirman

dicha co-asociacion.

Asimismo, todos los sistemas fueron evaluados in vitro en la linea celular A20 (modelo murino
de linfoma de células B). Las biodistribuciones e imagenes en ratones BALB/c portadores de
linfoma inducido A20, evidenciaron acumulacion en los tumores, para LPS-sonda y en mayor

medida para T908-sonda (10% p/v).
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Finalmente, MPs a base de T908-sonda (10% p/v), mostrd6 mayor permanencia en circulacién

en los ensayos en animales portadores de tumor, respecto a la sonda-libre.
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/. PERSPECTIVAS



Mediante la mejora de las plataformas tecnoldgicas en estudio, se podria optimizar la co-
asociacion o carga de la sonda a los nanosistemas de manera mas eficiente, incluyendo estudios
de purificacién y andlisis mediante HPLC, estudios de espectrometria de masas, NTA,
anisotropia, entre otros. A su vez, seria interesante profundizar incluyendo un estudio

comparativo de conjugacion covalente nanosistemas-sonda.

Independientemente, también seria muy interesante probar la vehiculizacion de algin farmaco
como dasatinib (Sicco, 2021) con un agente terapéutico para su uso como potenciales agentes
teragnosticos, por lo que la accion hibrida de acciones farmacoldgicas otorgaria un valor

agregado a dichos estudios.

Para los estudios in vivo, un mayor numero de animales o una sonda radioactiva serian mas
adecuados para complementar y mejorar la caracterizacion biolédgica de los nanosistemas. La
evaluacion a tiempos mas cortos y mas largos también seria muy interesante para poder analizar
los cambios generados por el nanosistema. Todo esto redundaria, en el involucramiento de

nuevos ensayos in vitro, in vivo y nuevas caracterizaciones a nivel fisicoquimico.
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