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Capitulo | Introduccién general

INTRODUCCION GENERAL

En los ultimos afios, la nanotecnologia ha adquirido un fuerte
impulso gracias a las soluciones que propone tanto para el desarrollo
de nuevas aplicaciones biomédicas como para la mejora de las
convencionales?. En gran medida, estos avances se deben a la
introduccion de materiales inéditos que permiten el disefio de
nanoestructuras que responden a aquellas limitaciones que suponen
importantes impedimentos para la medicina tradicional®¢. El
espectacular avance de la nanotecnologia al combinarse con el
progreso de la ciencia y la tecnologia de polimeros, en particular, abre
campos emergentes para la busqueda de soluciones a problemas

complejos en diversos ambitos sociales que existen actualmente.

Entre los grandes retos del siglo XXI figuran tanto la capacidad
de detectar de forma precoz la presencia de enfermedades y defectos
genéticos que las favorezcan, asi como también la de curar y
regenerar aquellos 6rganos y tejidos que estén dafiados dentro de
nuestro cuerpo. En este sentido, recientemente ha aparecido la
expresion “teragnosis”, acufiada por Zhang y col.’, que hace
referencia a la mezcla de ambos elementos, diagnosis y terapia, antes
citados. De esta manera nace una nueva forma de afrontar el
problema, diagnosticar y tratar un problema al mismo tiempo con
materiales preparados a tal fin. De encontrar una soluciéon a estos
retos dependera el futuro de la calidad de vida de los seres humanos

en las préximas décadas.

La nanomedicina y la nanobiotecnologia, disciplinas fronteras
de la nanotecnologia con la medicina y la biotecnologia, son areas
emergentes en ciencia y tecnologia que prometen obtener grandes

avances en esta direccion a la vista de los ultimos logros alcanzados.
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Uno de los progresos mas interesantes en nuevos tratamientos y
sistemas de diagnosis es la preparacion de polielectrolitos
diagnésticos y terapéuticos en combinacién con la nanotecnologia.
Estos polimeros teragnosticos son una de las “nanomedicinas”
probadas con mas éxito348 debido principalmente a la posibilidad que
ofrece su arquitectura polimérica de poder manipularse, permitiendo,

asi, combinar diversos farmacos en la misma cadena.

En los dltimos 20 afios, la nanomedicina, aplicacion de la
nanotecnologia en las ciencias de la salud, se esta desarrollando
fuertemente en laboratorios de todo el mundo gracias a esta
asociacion de tecnologias de polimeros y la biotecnologia®*. Asi, se
estdn promoviendo nuevas terapias frente a enfermedades de
caracter relevante entre las que se encuentran el cancer y
enfermedades degenerativas. Todo ello sin dejar de lado las
enfermedades de origen infeccioso que ademas de generar por si
solas una afeccién, pueden complicar procesos en pacientes con otros

diagnosticos®8.

En la actualidad, las infecciones por microorganismos
patégenos son una gran preocupacion en hospitales de todo el mundo
por el alto indice de mortalidad que causan, fundamentalmente por la
elevada aparicion de resistencias al limitado arsenal de antibi6ticos
conocidos. Por tanto, los materiales poliméricos con propiedades
antimicrobianas se han convertido en una prometedora fuente de
nuevos compuestos antibiéticos y son foco de gran interés tanto

desde el punto de vista académico como industrial.

Las propiedades de estos materiales aplicados a la
nanomedicina hacen que puedan aportar soluciones para otras
enfermedades tales como las tumorales, enfermedades con una alta

prevalencia e impacto en nuestra sociedad. En particular, en este
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trabajo hemos buscado aplicaciones, utilizando materiales
poliméricos, para aquellas enfermedades tumorales que implicasen
una terapia de administracion tépica, como la terapia fotodinamica
(TFD)®20, la cual también es aplicable a otros tipos de cancer como el
de vejiga o colon. La TFD, es un tratamiento que acumula una
sustancia fluorescente en células cancerigenas y que se activa por
excitacion luminica. En el estado excitado reacciona con el oxigeno
triplete generando oxigeno singlete (“diradical”’) que dafia las células

cancerigenas®19,

En el estudio de una nanoestructura con polielectrolito y un agente
curativo, sea bien con fines transportadores, fines terapéuticos o
simplemente esté incluido en la preparacion del ensayo, es necesario
considerar al complejo nanoestructura-célula como una entidad
biolégica nueva y dinamica. Si bien existen numerosos estudios que
han examinado la interaccién nanoparticula-célula, no hemos hecho
mas que empezar en nuestra comprensién del papel de las
propiedades de superficie de los nanomateriales en tales
interacciones, entre otros motivos por la gran cantidad de variables en
las condiciones experimentales utilizadas. Este desconocimiento hace
que la sistematica de este estudio sea un desafio en si mismo.

Algunos de los retos que pueden surgir son:

I) reproducir el control de las propiedades de superficie de las
nanoparticulas,

) normalizar las diferencias en la solubilidad de los
nanomateriales en diferentes medios,

lll) estudiar la agregacion de las nanoparticulas con diferentes

tamanos, y
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IV) diferenciar las respuestas en funcion del tipo de células a

analizar.

1. Los polimeros en nanotecnologia. Antecedentes

En nanotecnologia, los polimeros aplicados a esta ciencia son
materiales macromoleculares en auge debido a que la modificacién de
su estructura quimica y/o de métodos fisicos de fabricacion producen
cambios en sus propiedades fisicoquimicas como tamafio, carga,
hidrofobicidad, ramificacion y degradacion. En la quimica de
polimeros, la estructura y la funcion estan intimamente relacionadas,
por lo que modificar la estructura final del polimero para encontrar la
funcion deseada es una prioridad del investigador. Brevemente, un
polimero es una macromolécula o molécula grande constituida por la
repeticibn de pequefias unidades quimicas simples denominadas
mondmeros. La longitud de la cadena polimérica viene definida por el
grado de polimerizacion, es decir, por el numero de unidades
monomeéricas que se repiten en la cadena. Las repeticiones pueden
ser lineales o ramificadas, formando redes tridimensionales. La
naturaleza quimica del monémero, el nimero y la forma en la que se
disponen las cadenas repetidas son claves para estudiar las
interacciones macromoleculares con otras entidades relacionadas con
el ambito de la salud.

Por otra parte, la nanotecnologia es un conjunto de ramas
cientificas dedicadas a la ciencia a las técnicas que estudian,
manipulan y obtienen de manera controlada materiales de
dimensiones muy reducidas. Esta escala abarca desde el nanémetro
hasta la micra (1000 nm), aunque los limites varian segun el autor o el

tipo de aplicaciones!. La mayoria coincide con el limite inferior que
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viene impuesto por el tamafio del atomo de hidrogeno. Sin embargo,
las nanoparticulas han sufrido cambios en los limites superiores, por
ejemplo, considerar valores inferiores a 500 nm (referencia al tamafio
de mesoporos de silice) o hasta los 100 nm que se ha convenido para
las llamadas particulas ultrafinas'?>. En una revision reciente!3, las
nanoparticulas son consideradas particulas coloidales con tamafios
aproximadamente entre 10-1000 nm. En nuestro caso, algunos
ejemplos dimensionales tipicos de entidades macromoleculares son el
fosfolipido, el fullereno, dobles hélices de acidos nucleicos, bicapas de
lipidos, virus, etc. Es evidente que esta nueva terminologia y su
influencia en la vida cotidiana esta siendo cada vez mas cercana y
habitual. Este camino ya se recorrid hace unos afios por la ciencia de
los materiales poliméricos que tradicionalmente se conocian como
plasticos y que, poco a poco, han ido introduciéndose en nuestro
entorno hasta situarse entre los materiales mas apreciados por su
versatilidad y economia.

Desde el célebre trabajo de Folkman y Long sobre los
polimeros de silicona®4, han surgido muchos grupos de investigacion
cuyo trabajo ha estado encaminado a hacer que estos materiales,
algunos ya adaptados al mundo NANO, sigan siendo exitosos. Por un
lado, algunos autores apuntan a evitar caer en delimitaciones cuando
aun se pueden descubrir nuevos materiales e incluso a disefiar y
sintetizar nuevos materiales dentro de una misma clase de
polimeros'® Recientemente, otros autores apuestan por hablar del
“final del principio”® como una actitud a seguir después de cincuenta
afos realizando pruebas de concepto y haciendo que este largo
camino, directamente avance hacia aspectos mas directos y
relacionados con tratamientos farmacoldgicos y clinicos.

En los Ultimos afos, la nanomedicina ha sido utilizada en

combinacion con la ciencia de polimeros para desarrollar moléculas,

11



Capitulo | Introduccién general

bien sean hidrofilas o hidrofobas para abordar la encapsulacion y
poder dirigir los principios activos, aunque con diferentes estrategias
para su liberacion. Los diferentes mecanismos por los que se liberan
las sustancias estan relacionados con el tamafio de las moléculas
generadas. Logicamente, el problema es diferente si se trata de
macromoléculas o de moléculas pequefias. Las macromoléculas
tienen baja biodisponibilidad, poca estabilidad, una degradacion
proteolitica e hidrolitica y ademas baja permeabilidad y corta vida
media en el sistema circulatorio. Por otro lado, las moléculas
pequefias en muchas ocasiones tienen falta de solubilidad,

biodistribucién inespecifica y bajos indices terapéuticos?’.

2. Polimeros transportadores

Con el término transportador se hace referencia a la funcion
gue va a ejercer el material en esas estructuras. En este caso sera
Unicamente el actuar a modo de matriz para trasladar sustancias a
una determinada ubicacién y no con el fin terapéutico de ser ellos los
que ejerceran la accion en si misma.

Hasta el presente, los polimeros terapéuticos son unas
moléculas con alto grado de interés y buenos resultados, sobre todo,
por la facilidad de control de su estructura®. Estos son biocompatibles
y/o biodegradables, es decir, son unos materiales que pueden ser
utilizados en un sistema vivo sin causar reacciones alérgicas o
inmunes y se degradan por accién bioldgica.

La busqueda y desarrollo de formulaciones transportadoras de
polimeros se debe en gran medida a la comparacién que existe entre
la respuesta nanoscépica y la macroscopica que permite aplicaciones
Unicas en muchos casos, empleando métodos de preparacion faciles.

En general, los nanomateriales poliméricos pueden subdividirse
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atendiendo a la naturaleza de los materiales que lo componen en
organicos e inorganicos, o también en base a su morfologia:
nanoparticulas, nanofibras, etc. Uno de los aspectos mas destacados
de los nuevos materiales esta en la relacion superficie y tamafo, que
es mucho mas alta que el volumen y que redunda en las propiedades
del polimero final.

Con el uso de cualquier tipo de polimero, los sistemas
avanzados de visualizacion y liberacién de farmacos deben tener en
cuenta el control farmacocinético, la toxicidad, la inmunogeneidad, la
especificidad y la eficacia del medicamento. En el grupo de polimeros
transportadores de farmacos se encuentran los dendrimeros,
biopolimeros y polimeros sintéticos solubles o insolubles, los cuales
son formulados como nanoparticulas u otros tipos de nanoestructuras.
Otras formulaciones emplean complejos polimeros, dendriplejos,
liposomas, micelas y nanogeles®.

Entre todos estos materiales, los biopolimeros han sido
tradicionalmente los mas wusados para la fabricacion de
nanoestructuras con aplicacion en biomedicina. Actualmente se
dispone de polimeros de distinto origen, natural o sintético, para la

formulacion de sistemas nanoestructurados.

o Naturales: encontramos las proteinas, polisacaridos vy
polihidroxialcanoatos. Entre las proteinas, la albimina ha sido muy
utilizada en la fabricacién de microparticulas y nanoparticulast®1®, La
albimina es un polimero no antigénico, de facil preparacion y
biodegradable. Esta ultima cualidad la comparte con el colageno
empleado en la industria farmacéutica, que ademas es biocompatible
y bioreabsorbible?°. Otro polimero natural a destacar entre otros es la
celulosa que es un polisacarido que resulta economico para la

fabricacion de nanoparticulas y posee diversidad de formas que en

13



Capitulo | Introduccién general

algunos casos son accesibles para la modificacion quimica?l. A este
polisacérido le sumamos el alginato, quitosano, pululano, dextrano y
acido hialurénico que han tenido que derivatizarse por su alta

solubilidad en agua y rapida degradacion en el cuerpo.

o Sintéticos: tenemos los poliésteres, polifosfacenos, polialquil-
cianoacrilatos, polianhidridos y copolimeros en bloque micelares. En

cuanto a los polimeros sintéticos, la lista se reduce a pocos los que

han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para
su uso hiomédico. Entre los aceptados, destacan los polilacticos,
como son poli (L-lactico) (PLLA) y poli (DL-acido lactico)?? y, también
poli (glicélico) (PGA) y sus copolimeros?®. Estos polimeros presentan
una buena compatibilidad tisular y no son téxicos. Son biodegradables
y se utilizan como excipientes para microparticulas y nanoparticulas
de uso humano. Otro polimero sintético muy implementado en
biomedicina es la poli (7-caprolactona) que se considera un polimero
no téxico, compatible con los tejidos y es permeable a farmacos de
bajo peso molecular. Por otra parte, es un material biocompatible que
se degrada facilmente por hidrélisis de sus enlaces éster. La reducida
velocidad de degradacién lo hace idébneo como sistema de liberacién
de farmacos en aplicaciones que no pueden ser cubiertas por otros
polimeros mas facilmente degradables (es mas hidréfobo que los
homopolimeros y copolimeros de los acidos lacticos y glicélicos y, por
tanto, su degradacién es mas lenta que la de estos Ultimos)?*. Por
estas y otras razones hacen que este polimero haya sido utilizado en
diversos trabajos de encapsulacion de farmacos y proteinas como la
ciclosporina A%4-28,

En cuanto a los copolimeros en bloque micelares, en los
dltimos afios han sido estudiados por sus aplicaciones en la

elaboracion de sistemas de transporte de farmacos. Estan formados
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por macromoléculas constituidas por bloques poliméricos dispuestos
en una secuencia lineal. Algunos ejemplos son plurénicos,
polietilenglicol-fosfolipidos conjugados, PEG-b-poliésteres y PEG-b-
poli(L-aminoacidos)?®. Los de tipo anfifilico poseen bloques lipofilicos
unidos a bloques hidrofilicos y poseen propiedades tensioactivas,
formando distintos tipos de asociaciones, asi como micelas y
estructuras liquido cristalinas, que pueden actuar como excelentes

vehiculos de principios activos®°.

Aunque desde hace mas de 30 afios se vienen utilizando
polimeros biodegradables como es el caso del PLA y PLGA, en los
ultimos afios se han enfocado para su uso en humanos. Un caso de
estos son los polianhidridos, los cuales se fabricaron con el objetivo
de obtener un material que fuese biodegradable y que su tiempo de
degradacién se ajustase al tiempo de aplicacion. Dentro de los
polianhidridos encontramos diversos tipos como pueden ser los
alifaticos, aroméaticos, copolimeros derivados de ambos, polianhidridos
derivados de &cidos grasos y sus entrecruzados. En general, los
polimeros alifaticos tienen una degradacion rapida mientras que los
aromaticos tardan varios afios. Los polianhidridos poseen alta
hidrofobicidad y por ello presentan una erosién superficial en la

preparacion de sistemas de liberacion controladas3!#2,

En esta tesis doctoral, el grupo de copolimeros de alquil vinil
éteres y anhidrido maleico se ha seleccionado para el desarrollo de
ambas nanoestructuras propuestas en los objetivos para encapsular
distintos farmacos. ElI motivo por el cual se eligieron fue por sus
caracteristicas de biodisponibilidad y biocompatibilidad, que se
describen a lo largo de las siguientes lineas, asi como por sus

caracteristicas hidrofilicas modificables.
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El poli [metil vinil éter -alt- (anhidrido maleico)] (PMVEMA),
del inglés poly [methyl vinyl ether-alt-(maleic acid)], comercializado por
Ashland bajo la marca registrada de Gantrez®, es el copolimero
alternado del derivado del metil-éter-vinilo y del anhidrido maleico. Su
baja toxicidad, con una dosis letal del 50% (LDso) de 8 g/kg por via
oral en cerdo de guinea, y su alta biocompatibilidad, los convierten en
excelentes candidatos para el disefio de polimeros terapéuticos.
Ademas, su precio y facil obtencion los hacen ventajosos para su uso

en tecnologia farmacéuticas®3.

El copolimero de metil vinil éter-alt-anhidrido maleico se
sintetiza por polimerizacion radical de los monémeros metil vinil éter y
anhidrido maleico empleando un iniciador térmico de radicales, como
un peroxido o peréster, a temperaturas moderadas-altas
comprendidas entre 50-150 °C. Los tiempos de reaccion oscilan entre
2 y 9 h en funcién de las condiciones experimentales. Se emplean
disolventes como tolueno y diclorometano, o incluso el propio
mondémero de éter en exceso, produciendo altos pesos moleculares

en una polimerizacion en masa (figura 1).

™~

O

@) o
®)

Figura 1: Estructura quimica de poli [metil vinil éter-alt- (anhidrido

maléico)].
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Los polimeros de PMVEMA poseen unas caracteristicas que
los hacen atractivos para un desarrollo de nanoestructuras. Entre sus
propiedades cabe destacar la amplia variabilidad de masas
moleculares, cubriendo un rango que oscila entre 213-1980 kg/mol,
pudiendo escoger la mas adecuada para elaborar las nanoestructuras
requeridas. Su viscosidad Brookfield a 25 °C varia de entre 15-35
hasta 85-1400000 (mPa; 5-10% p/p) dependiendo de de la masa
molecular. Este dato resulta util a la hora de realizar disoluciones para
mejorar la solubilidad y sus aplicaciones en la fabricacion de
nanoestructuras. Las temperaturas de transicién vitrea, que no
presentan mucha variabilidad entre ellos se mantienen entre 151-154
°C y con ellas se puede saber cuando disminuye su densidad, dureza
y rigidez y también donde disminuye su porcentaje de elongacién en
funcion de la temperatura.

El PMVEMA presenta baja solubilidad en etanol e isopropanol
y es muy soluble en acetona. Al mismo tiempo, es poco soluble en
agua, sin embargo, en contacto con ella, el grupo anhidrido puede
hidrolizarse, hinchandose, induciendo dispersion y posterior disolucién
del copolimero3*. Por ello, los factores que influyen en el proceso de
disolucién del polimero son ) la temperatura, Il) el pH, Ill) la masa
molecular y 1V) el grado de sustitucion de los grupos anhidrido. La
hidrolisis de una dispersion del PMVEMA al 10% en agua dura
aproximadamente unas 8 h a 40 °C, mientras que a 90 °C la reaccién
tiene una duracién de 15 min®%. Estos copolimeros aumentan su
disolucién en medio &cido puesto que presentan un pK medio basico o
neutro alrededor de 5,33 para la forma monoéster etilico y de 3,51y
6,41 para el derivado acido de menor peso molecular.

Los copolimeros de PMVEMA son lineales alternados y muy
reactivos. Por otro lado, esta reactividad quimica depende del grupo

anhidrido, el cual puede reaccionar facilmente con un gran namero de
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grupos nucleofilicos, incluyendo el agua, los alcoholes, los &cidos y las
bases. Esta propiedad permite la formacién de diferentes derivados
(figura 2). Entre éstos destacan: el PMVEMA acido (PMVEMA-AC) y el
PMVEMA éster (PMVEMA-ES) aunque también se podria obtener el
PMVEMA en forma de sal. Su derivado acido y monoéster etilico son
los que se emplearan para el desarrollo de las formas farmacéuticas

propuestas.

PMVEMA-Ac: es el 4cido libre de la forma anhidrido
(PMVEMA). Es soluble en agua y en etanol. Es un polvo fluido que se
disuelve completamente en agua dando una solucién transparente.
Las disoluciones del acido, se pueden obtener a partir del anhidrido en
agua y con mas o menos rapidez en funciéon de la temperatura. Dentro
del derivado acido, se pueden encontrar diversos acidos atendiendo a
su peso molecular. En el caso que nos concierne, el de un peso
molecular de 216 kg/mol, polidispersion (PDI) de 2,71 y una
temperatura vitrea que esta en 139 °C.

Las soluciones acuosas de acido sin neutralizar presentan una
viscosidad creciente conforme se aumenta la concentracion del
polimero. Interacciones i6nicas con el PMVEMA-Ac pueden afectar
significativamente a la viscosidad de la disolucion. Las propiedades
reoldgicas, se ven muy afectadas por los cationes divalentes y
trivalentes. Estas propiedades de viscosidad tienen interés a la hora

de la fabricacion de las futuras nanoestructuras.

PMVEMA-ES: es un éster derivado del PMVEMA que se
obtiene por reaccion del anhidrido con el correspondiente alcohol.
Cuando se neutralizan son solubles en agua mientras no lo son y se
comercializan en soluciones alcohdlicas. La viscosidad de este

derivado de PMVEMA en agua a bajas concentraciones no presenta
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cambios en la viscosidad. Unicamente se ven afectadas las
disoluciones del derivado éster al afiadir un neutralizador que produce
un incremento de la viscosidad conforme aumenta la cantidad del
agente neutralizante. Dentro de los derivados esterificados se
encuentra disponibles comercialmente el monoéster etilico y el
butiléster. EI monoéster empleado en este trabajo posee una
temperatura vitrea de 102 °C y una polidispersién entre 2,5y 3 con un
peso molecular de 130 kg/mol medido por dispersion de luz y
comerciaizado bajo una disolucion etandlica al 50% p/p.

En medio acuoso, el PMVEMA puede reaccionar
espontdneamente con moléculas que contengan grupos amino
primarios (-NHz), dando como resultado la formacién de enlaces
amida estables. Esta reaccién puede ser muy (til para modificar la
superficie de la matriz del copolimero y, asi, modificar sus
caracteristicas fisicoquimicas afectando a su estabilidad y fuerza
mecanica, asi como a sus propiedades farmacéuticas (distribucion del
farmaco, potencial bioadhesivo y tasa de liberacién). El producto
resultante presenta una gran solubilidad acuosa y no es capaz de
reaccionar con grupos nucleofilicos®’.

Este polianhidrido esta aprobado por la FDA para su uso en
productos comerciales de higiene bucal en determinadas formas
farmacéuticas de liberacion controlada y como adyuvante en parches
transdérmicos En la industria se han utilizado estos copolimeros
sintéticos de PMVEMA como agentes espesantes, floculantes,
adhesivos dentales®®, excipientes en comprimidos bucales®3, parches

transdérmicos®® y para la formacién de nanoestructuras.
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Figura 2: Esquema sintético de algunos derivados del PMVEMA.

El uso de éstos también ha sido descrito para realizar
liberacién controlada de farmacos*’. Estos sistemas son capaces de
retener sustancias bioldgicamente activas por diversos mecanismos

como son3’;

1. La disolucion o atrapamiento dentro de la estructura
macromolecular o matriz.

2. La unién covalente del farmaco con los grupos anhidrido del
polimero.

3. Procesos de adsorcion mediados por enlaces débiles.

Todas estas cualidades les hacen unos prometedores
polimeros para ser empleados en nuevas aplicaciones a escala

nanomeétrica.
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3. Polimeros sefializadores

En el siglo XXI, uno de los grandes logros ha sido conseguir
unir distintas areas de la ciencia como son la fisica, la quimica y la
biologia entorno al mundo nano creando la nanobiotecnologia. La
nanobiotecnologia posee un gran potencial y presenta ciertas
aplicaciones que han cobrado gran importancia como son la
transferencia de farmacos y la terapia génica. En este contexto, los
sistemas nanotecnolégicos ofrecen la posibilidad de producir
nanoestructuras multifuncionales que actian como nuevos
biomarcadores y biosensores. Particularmente, es remarcable el
incremento de nuevos materiales poliméricos fluorescentes debido a
la cantidad de ventajas que ofrecen, superiores en algunos aspectos a
cualquier otro tipo de producto, debido a que poseen una elevada
sensibilidad, un rango de longitudes de onda bastante amplio, son
capaces de producir detecciones de la medida de fluorescencia a
tiempo real de manera facil y sencilla y son biocompatibles. Uno de los
maximos exponentes de los polimeros fluorescentes son los polimeros
conjugados con esta propiedad que los hace atrayentes por tener un
efecto multiplicador muy interesante para explotar en aplicaciones

biolégicas.

Los polimeros conjugados son macromoléculas basadas en
carbonos compuestas por unidades monoméricas repetidas formando
una cadena principal. Su caracteristica fundamental es su sistema n-
extendido donde hay una deslocalizacion de electrones debido a un
solapamiento de orbitales a lo largo de un gran ndmero de unidades
monomeéricas. Esto origina materiales de baja dimensionalidad con

una conductividad fuertemente anisotropica, siendo la direccion de
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méaxima conductividad coincidente con la direccion de la cadena
conjugada.

Todos ellos presentan una baja solubilidad en disolventes
polares por lo que es un inconveniente en su procesabilidad. Las
estrategias sintéticas que normalmente se adoptan para su mejora de
solubilidad es la que se alcanza del modo mas simple, claro y eficiente

posible. Entre las dos metodologias mas empleadas se encuentran:

1) La sintesis de nuevos mondmeros, posible gracias a la
gran cantidad de métodos desarrollados para obtener
moléculas discretas.

2) La transformaciéon de un polimero que contenga un grupo
funcional susceptible de cambio, manteniendo ciertas
propiedades macromoleculares inalteradas en el polimero

final.

En ese sentido, muchas de las reacciones de derivatizacion
persiguen mejorar la solubilidad de la cadena polimérica en medios
acuosos para aplicaciones bioldgicas y, por tanto, las cadenas
laterales se transforman por grupos colgantes mas polares como
pueden ser carbohidratos o grupos de cardcter idnico tipo
carboxilatos, sulfonatos, fosfatos y amonio dando lugar a los llamados
polielectrolitos conjugados (PCs) (CPEs, del inglés conjugated
polyelectrolites). Estas cadenas laterales ibnicas facilitan la
solubilizacién del polimero y favorece interacciones electrostaticas con
especies que contengan cargas opuestas, lo que posee gran interés
biolégico y ambiental***°. A pesar de los esfuerzos realizados en
sintesis para aumentar esta propiedad de solubilidad, los

polielectrolitos obtenidos presentan gran tendencia a agregarse en
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medio acuoso. No forman una verdadera disolucién, sino una
dispersion meta-estable en agua®->’.

Los PCs poseen una absorcion intensa en la region del UV-
visible, asi como una alta fluorescencia en el estado excitado5%8,
También, en su mayoria, muestran superdesactivacion de la
fluorescencia al asociarse con iones de carga opuesta por una
combinacion de interacciones electroestaticas e hidrofobicas, de forma
que los iones actian como desactivadores de la fluorescencia

mediante procesos de transferencia de energia o de electrones.

En esta tesis doctoral, y dentro de los PCs, se ha focalizado en
los copolimeros de fluorenos como los polielectrolitos marcadores o
sefalizadores debido a sus sorprendentes propiedades luminiscentes.

Los polifluorenos son polimeros conjugados basados en anillos
de fluoreno que tienen la ventaja de poseer una gran fluorescencia,
fotoestabilidad y una excelente estabilidad térmica y quimica frente a
agentes oxidantes. Estos copolimeros de fluoreno presentan la
capacidad de poder introducir facilmente grupos en posicion C9, lo
que permite una mejora de la solubilidad en disolventes organicos.
Ademads, al introducir cadenas alquilicas de mas de seis carbonos
contribuye a que no se formen agregados y mejora la procesabilidad
de estos polimeros.

Las propiedades mas significativas de los copolimeros
derivados del fluoreno es que emiten generalmente en el azul, aunque
también pueden hacerlo en un rango amplio del espectro visible que
va hasta el rojo en funcién del anillo que acompafa al fluoreno en la
unidad monomérica®. Por otra parte, como se ha comentado en
lineas anteriores, otra importante caracteristica de los polifluorenos, y
en general de los polimeros conjugados, que se presenta como

inconveniente a la hora de trabajar con este tipo de polimeros, es su
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baja solubilidad, sobre todo en medios acuosos. Para variar la
solubilidad Wang y col.6961 validaron que los polifluorenos con grupos
amonio cargados en las posiciones finales de las cadenas laterales

son solubles en agua, previamente referenciada por Mallavia y col.%2.

A pesar de las modificaciones quimicas, la naturaleza
hidrofébica de la cadena principal es decisiva al tratar de solubilizar
estos materiales en medios acuosos y su aplicacion en el campo de la
biomedicina. Por todo ello, se ha puesto el foco en la busqueda de

estrategias para solubilizar estos polielectrolitos en medios acuosos.

En medio acuoso los grupos polares se orientan hacia el
disolvente y en disolventes organicos es el esqueleto polimérico el que
se orienta hacia el disolvente. La adicion de pequefias cantidades de
disolventes organicos reduce la formacion de agregados y produce un
estrechamiento de los espectros de emisién y absorcion, asi como un
aumento de la intensidad y desplazamiento hacia la zona del espectro
del azul de la fluorescencia®®.

Otra técnica para mejorar la solubilidad de polielectrolitos
conjugados es incorporar tensioactivos®3-%. Estos aditivos forman
micelas en agua en las que se puede incorporar el polimero
mejorando de esta forma su solubilidad, estabilidad y fluorescencia.
Esta adicién puede producir diferentes efectos en las propiedades
Opticas del polimero desde la estabilizacion de la emisién hasta la
desactivacion de ésta.

Una estrategia generalmente muy utilizada para solubilizar
todo tipo de polimeros es la formacion de nanoparticulas poliméricas
(NPs). Las dos técnicas mas utilizadas son la miniemulsion y la

reprecipitacion.
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- La técnica de miniemulsion consiste en disolver el copolimero

en un disolvente orgénico inmiscible en agua y afiadir esta disolucion
a una solucién acuosa con algun emulsionante bajo sonicacion. Se
agita enérgicamente hasta formar wuna emulsion estable.
Posteriormente, se evapora el disolvente organico obteniendo una

dispersién estable del CP en la solucién acuosa.
Técnica de miniemulsion

CP disuelto en un
disolvente organico

Sonicacién

Evaporacidn del
disolvente organico

Disolucién acuosa de un
emulsionante

Figura 3. Técnica de preparacion de NPs por miniemulsion®”

- La técnica de reprecipitacion consiste en preparar una

disolucién muy diluida del copolimero hidrofébico en un disolvente
miscible en agua. Esta disolucién se afiade a un exceso de agua, se
sonica y se agita. Posteriormente, se evapora el disolvente organico

obteniendo una dispersion estable del copolimero en agua.

Generalmente, con el método de la reprecipitacién se obtienen
nanoparticulas de menor tamafio y no requiere el uso de

tensioactivos.
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Técnica de reprecipitacidon

CP disuelto en un disolvente
organico miscible en agua

Sonicacion

Evaporacion del
disolvente organico

**‘*_*
X N X

Disolucion CPNPs
acuosa

Figura 4. Técnica de preparacion de NPs por reprecipitacion®”.

El problema asociado a esta estrategia es que las
nanoparticulas pueden unirse de forma inespecifica a multitud de
moléculas biolégicas. Por este motivo se estan investigando otras
estrategias para la solubilizacion de los copolimeros de fluoreno. Los
procedimientos para mejorar la solubilidad y evitar este problema se
centran en la encapsulacion de las nanoparticulas de polifluorenos
dentro de otras nanoestructuras tales como liposomas, ciclodextrinas,
NPs de otros polimeros biocomplatibles, NPs de silice, NPs

magnéticas o NPs de oro o plata.
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En esta tesis, los polimeros fluorescentes que se van a
incorporar en las nanoparticulas poliméricas seran polielectrolitos
basados en fluoreno, disefiados y sintetizados en nuestro laboratorio:
bromuro de poli{[9,9-bis(6”-N,N,N-trimetilamonio)hexilo]-2,7-fluoreno-
alt-1,4-fenileno} (PFP*) 'y bromuro de poli{[9,9-bis(6"-N,N,N-
trimetilamonio)hexilo)-2,7-fluoreno-alt-naftaleno[2,3c]-1,2,5-tiadiazol}
(PENT™).

Q-0

® @
Me3N® © NMe, 5 BQNMeg
Br Br Br

Figura 5: Estructura quimica de los polielectrolitos.
A) PFP*. B) PENT".

EL PFP* es un copolimero catibnico que contiene un grupo
fenilo en el anillo de fluoreno cuya unidad repetitiva se muestra en la
figura 4. Sus cadenas alquilicas laterales poseen aminas cuaternarias
cargadas positivamente®?. Presenta unas propiedades de absorcion y
fluorescencia que dependen de su conformacion y estado de
agregaciéon. En agua, presenta baja fluorescencia y se encuentra muy
agregado con cadenas que se unen formando un nucleo cilindrico

interior. Sin embargo, al afadir tensioactivos, estos agregados se
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rompen y permite obtener una mayor fluorescencia y un cambio en el
espectro de emisién azul*4%48 Es un gran candidato de transferencia
de energia para aceptores sobre una gran parte del espectro visible
debido a su alto rendimiento cuéntico fluorescente y emision en la
banda del espectro del azul. Ademas, también se ha observado que
presenta caracteristicas para ser un adecuado aceptor de energia de
residuos de triptéfano en péptido y proteinas®® . Finalmente, el PFP*
es un donador de electrones y esta propiedad puede ser utilizada para
aplicaciones de deteccion y sefalizacion.

Por otra parte, el PFNT* es otro polimero catidnico pero que
emite en la banda del rojo e incorpora un anillo de naftaleno en lugar
del benceno del PFP*. Este nuevo cromo6foro aumenta la emision
batocromica; es decir, se desplaza la absorcién a longitudes de onda
de menor energia (hacia el rojo). Este polielectrolito también se
presenta en forma de agregados en medios acuosos por interacciones
hidrofébicas entre las cadenas laterales y, por tanto, también
disminuye la fluorescencia comparandola con el producto en
disolventes organicos y otros medios.

Ambos polielectrolitos han evolucionado con diversas
aplicaciones y, dado que la sintesis de PFP* se realiz6 con
anterioridad a PFNT*, éste se ha experimentado en mas ambitos. El
PFP*, entre otras utilidades, se ha empleado como sistemas de
aplicaciones de deteccién de iones metdlicos, recoleccion de luz
artificial y transporte de carga’, como marcador fluorescente de
membranas’® y en interacciones con bases de DNA y RNA"
Posteriormente se publicé la sintesis y aplicaciones del PFENT* el
pasado afio’.

Los polimeros modificados han sido empleados como sistemas
de seguimiento y liberacion controlada como transportadores en

micro- y macro-escala debido a su potencial funcionalizacion, que

28



Capitulo | Introduccién general

impacta en las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas tales como
hidrofobicidad o hidrofilia, estabilidad, bioadhesion e internalizacion

celular.

Los PCs presentan una amplia variedad de aplicaciones.
Dejando a un lado las destinadas a tecnologias (diodos emisores de
luz) que estan apartados del ambito biol6gico, estos polimeros

conjugados fluorescentes han participado en diversos campos:

I) Biodeteccion: adquiriendo mucha relevancia en este
sentido los biosensores. Numerosos sistemas basados en estos
polielectrolitos han sido desarrollados para varios analitos, incluyendo
iones metdélicos, biomoléculas, proteinas, enzimas y &cidos
nucleicos445.75.76,

Por lo general, los sistemas de sensores basados en PCs, trabajan
con lo que se denomina mecanismo turn-on o turn-off. Este sistema,
turn-on, consiste que inicialmente la fluorescencia del polielectrolito
estd disminuida y la adicién del analito hace que la fluorescencia se
reactive, justo lo contrario del mecanismo turn-off.

Muchos de los sensores con PCs también utilizan el mecanismo de
desactivacion de la fluorescencia como herramienta de trabajo para
analizar la presencia del analito y utilizan uno de los siguientes
mecanismos de quencheo: transferencia fotoinducida de electrones,

transferencia de energia Féster o cambio conformacional’”.

I) Sondas quimicas o bioldgicas: ello requiere que los
polimeros sean solubles en agua. Por ello, los PCs son mas utilizados
en esta técnica, ya que como se ha comentado anteriormente, son
mas solubles en agua y disolventes polares que los polimeros

neutros®0.78,
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[l) Sondas para la deteccion de iones, biomoléculas

pequefias, proteinas, polinucledtidos y acidos nucleicos (ARN vy
ADN)79-81,

IV) Marcadores fluorescentes; hoy dia la evolucién de nuevos

sefalizadores fluorescentes con gran sensibilidad sobre imagenes
celulares y procesos fisioldgicos esta adquiriendo gran interés en
aplicaciones como diagnéstico clinico, identificacion de células
cancerigenas, deteccion de contaminacion/infeccién bacteriana,
técnicas inmunofluorescentes y monitorizacion de sistemas de

liberacién a través de membranas o citoplasma®284,

Los PCs son biocompatibles y biodegradables, y poseen
cadenas laterales faciles de manejar para la bioconjugacion. Ademas,
sus propiedades fotofisicas pueden personalizarse de manera factible
mediante modificaciones de cadena principal y lateral. Si a estos PCs
se les afladen elementos reconocibles, pueden ser utilizados como
sefalizadores ya que pueden acumularse en regiones especificas del
organismo (tumores, zonas inflamadas, etc.) sin causar riesgo para la
viabilidad celular4?47.85-87,

Muchos principios activos, nanoparticulas y marcadores
fluorescentes utilizados en la toma de imagenes celulares, interactian
primero con las células a través de su membrana. Las interacciones a
nivel molecular de una particula extracelular con la membrana
plasmatica requieren de una evaluacion para ver su potencial de
actividad. En este sentido, precursores de modelos lipidicos de
membrana se han desarrollado porque imitan las membranas
celulares para el estudio de las interacciones y asi poder desarrollar
aplicaciones biotecnolégicas®. Otros autores tales como, Ngo y
Cosa® caracterizaron el complejo polimérico-vesiculas en la

interaccion entre vesiculas lipidicas con PCs de carga negativa y
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potenciaron las aplicaciones como sistemas de deteccién. Las
concentraciones requeridas de polimero para esta Ultima aplicacion,
son muchos mayores que las utilizadas para la deteccién por
interaccion del polimero con las membranas®®°,

Con estos precedentes, para elaborar la presente tesis doctoral
y realizar las nanoestructuras propuestas se eligieron los derivados de
copolimeros sintéticos con posibilidad de transformarse en aniénicos y
de alto caracter hidréfilo, en combinacion con los polielectrolitos
conjugados de caracter catidnico desarrollados en nuestro laboratorio.
Con estas caracteristicas i6nicas se prevé que interaccionen de forma
electrostatica y sirva para desarrollar nuevas formas farmacéuticas y
sus posibles aplicaciones.

A pesar de la dificultad del desafio, la aparicion de potenciales
beneficiosos en nanobiotecnologia parece una meta que vale la pena

explorar.

Partiendo de estas premisas, en esta tesis doctoral se proyecta
el desarrollo de nuevos sistemas nanoestructurados basados en
ciencia de polimeros con fines terapéuticos y de diagndstico,
empleando la nanotecnologia como herramienta de disefio. Para ello,
se propuso el desarrollo de dos tipos de nanoestructuras:
nanoparticulas y nanofibras realizadas con el mismo polimero base de
origen comercial (“carrier” o transportador) y con otros polielectrolitos
sintetizados en nuestro laboratorio con propiedades luminiscentes
singulares (sefalizador). Con estos sistemas formulados se pretende
obtener un aumento de la estabilidad de los materiales y
almacenamiento del medicamento, proteger el material encapsulado
de la inactivacion quimica, enzimatica o inmunolégica, controlar la

liberacion del farmaco y disefiar nanoestructuras fluorescentes con

31



Capitulo | Introduccién general

propiedades fotoestables y biocompatibles que presente selectividad

frente a la aplicacién prevista.

Esta tesis doctoral se ha dividido en cuatro capitulos que se
inicia con un breve preambulo de la motivacion del trabajo, seguida de
una vision y repaso de los tipos de materiales poliméricos que se han
empleado para el desarrollo de las diferentes nanoestructuras,
incidiendo en por qué se han seleccionado estos polimeros para las

aplicaciones objeto de estudio.

El capitulo 1l esta dirigido a enumerar y desglosar los objetivos

de la presente tesis.

En el capitulo lll se abordaran las formas farmacéuticas
basadas en nanoparticulas. Este capitulo quedara dividido, en una
introduccion que se fundamenta en las aplicaciones y su
particularidad, seguida de los materiales y métodos, resultados y

discusion comentados en detalle.

El capitulo IV quedara estructurado igual que el anterior, pero
en este caso basado en las nanofibras, segunda forma farmacéutica
elegida para exponer la encapsulacion de farmacos. Por ultimo, en el

capitulo IV se enunciaran las conclusiones de los anteriores capitulos.
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Capitulo 1l Obijetivos

El objetivo global de esta tesis doctoral es el desarrollo de
sistemas nanoestructurados mediante ciencia de polimeros en la
escala nanométrica. Con estos sistemas se pretende potenciar la
actividad antimicrobiana de ciertos agentes terapéuticos con
polielectrolitos conjugados para administracion oral o transdérmica y
desarrollar un sistema transdérmico para aplicacion en terapia

fotodinamica.

Las nanoestructuras a utilizar seran: 1) nanoparticulas
formadas por la unién de polimeros de diferente naturaleza y Il)
nanofibras poliméricas fabricadas con materiales analogos a las
nanoparticulas pero de diferente dimensionalidad. Con el desarrollo de
estos sistemas nanoestructurados también se pretende adquirir una

posible herramienta de deteccion por bioimagen en salud humana.

Para la elaboracién de los nanosistemas poliméricos se

combinaran dos tipos de copolimeros atendiendo a su funcion:

a) derivados del copolimero comercial PMVEMA, que posee
diferente reactividad segun las condiciones experimentales. Lo
utilizaremos como transportador y mejora de las propiedades de
solubilidad del sistema final.

b) el copolimero sintético conjugado (PFP* y PFNT*), con
propiedades fluorescentes, sera un polielectrolito catiénico derivado

de un copolimero neutro y se utilizard como marcador o sefalizador.

Para conseguir este objetivo global, el trabajo se desglosa en

tres objetivos concretos:

Objetivo 1. Selecciébn del sistema de vehiculizacion:

transportador, sefializador y farmaco.
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Objetivo 2. Preparacion y caracterizacion de sistemas

nanoestructurados: nanoparticulas y nanofibras.

Objetivo 3.  Aplicaciones  biotecnolégicas de las

nanoestructuras en ensayos in vitro.

Estos objetivos estan detallados por capitulos. Cada capitulo
se ha confeccionado teniendo en cuenta la dimensionalidad del
nanomaterial y, por tanto, en cado uno se puntualizan los hitos en
cada nanoestructura, comenzando con las nanoparticulas vy
terminando con las nanofibras: Por dltimo, cada una de los
nanosistemas ha sido dirigido a una aplicacién biotecnoldgica
especifica que se han iniciado y se estan desarrollando en nuestros

laboratorios.

En esta tesis doctoral se pretende desarrollar nuevos sistemas
nanoestructurados con aplicaciones biotecnoldgicas,
fundamentalmente en patologias infecciosas y terapia fotodinamica.
Para llevarlo a cabo se empleara la nanotecnologia como herramienta
de mejora de las prestaciones de los nuevos materiales a utilizar a lo

largo del trabajo.
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Capitulo 111 Introduccion

1. Introduccién

Las nanoparticulas se definen como sistemas particulares
coloidales de entre 10 nm y 1 ym de diametro que pueden ser de
distintos materiales, lo cual va a depender de la aplicacion para la que
son disefiadas y/o del método utilizado para su fabricacion. Segun su
estructura se clasifican como: nanocapsulas (estructura vesicular) o

nanoesferas (estructura matricial)®*-%* (figura 1).

Figura 1: Tipos de nanoparticulas.
A) nanocéapsula. B) nanoesfera

Por una parte, las nanocapsulas son sistemas vesiculares
formados por una cubierta polimérica que delimita una cavidad en
cuyo interior se puede contener un compuesto de interés. Por otra
parte, las nanoesferas son formas matriciales compuestas por una red
tridimensional polimérica donde se encuentra disperso el compuesto
de interés. En ambos casos, la sustancia puede quedar atrapada en la
estructura o adherida a ella dependiendo de la estrategia de sintesis
utilizada®*. El encapsulamiento del compuesto de interés dentro de la
nanoestructura se logra afiadiéndolo durante la fabricacién de las
nanoparticulas, mientras que la adsorcion del principio activo a la

superficie requiere que primero se realicen las nanoparticulas y
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posteriormente se incube la molécula activa con la suspension de

estas nanoestructuras.

En cuanto a los métodos de fabricacion, el que generalmente
se sigue para la produccion de nanocapsulas consta de dos pasos:
Primero, la generacién de gotas acuosas en una fase organica y, a
continuacion, la polimerizacién interfacial monomérica o bien la
deposicion de polimeros®. Por su lado, las nanoesferas se fabrican
adicionando la sustancia al medio de reaccion con anterioridad o al
mismo tiempo que el polimero durante el proceso de generacion de

las nanoparticulas®.

Las nanoparticulas poliméricas de interés en esta tesis son las
de tipo vesicular y el objeto de su estudio es realizar cdpsulas con
principios activos hidrofilos con actividad antimicrobiana, a la vez de
incorporar un polielectrolito sefalizador. Si bien las nanoparticulas
poliméricas se estan utilizando tanto para encapsular sustancias
hidréfilas como lipéfilas. Las moléculas hidrofilicas presentan baja
biodisponibilidad debido a poseer una degradacién hidrolitica y
proteolitica, ademas de poseer una baja permeabilidad y estabilidad vy,
por tanto, un tiempo de vida medio corto. Por ello, la nanomedicina en
los ultimos afios se ha centrado en encapsular estas moléculas y

dirigirlas al punto de accién®.

En general, estas formas farmacéuticas aportan las siguientes

ventajas:

» Proteccion frente a posibles degradaciones fisico-quimicas
y/o enzimaticas.
* Posibilidad de disminuir los efectos toxicos que son causados

a veces por una administracion directa de la solucion®,
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« Posibilidad de adhesion a la mucosa intestinal.

« Posibilidad de liberacién controlada.

Normalmente, las nanoparticulas estan compuestas por un
polimero y el principio activo. A éstas, se les pueden afiadir otros
excipientes en funcion de la finalidad de las mismas.

La ruta seleccionada de administracion de las nanoestructuras,
determina el disefio y la estructura de las nanoparticulas a fabricar.
Por la comodidad en la administracion, seguridad de la dosificacién y
coste reducido las nanoparticulas que se van a desarrollar en este
trabajo van a ir destinadas a la via oral, que ha sido la ruta principal de
administracion de farmacos para el tratamiento de muchas
enfermedades. Para ello, el método de fabricacién seleccionado en
este proyecto es la técnica de desplazamiento de disolvente que se
detallara en el siguiente apartado de este capitulo. Este método puede
producir nanocapsulas o nanoesferas dependiendo de ciertos
pardmetros como son la introduccién de volimenes de aceites,
aunque por lo general se forman naoesferas, que es el caso que nos

ocupa en este proyecto.

1.1. Tipos de nanoparticulas

Desde hace varios afos se estan realizando esfuerzos para
encapsular sustancias de diferente naturaleza. Para desarrollar un
sistema nanoestructurado adecuado para encapsular la sustancia
deseada, hay que valorar las propiedades del analito a introducir en el
interior de la estructura. Ademas de las propiedades que se requieren
se seleccionara el material adecuado con el que se va a realizar la

nanoestructura.
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A lo largo de los afos se han ido desarrollando diversos

nanomateriales que se pueden clasificar en cuatro blogues:

1. Materiales realizados a base de carbdn: Sus propiedades mas

destacadas son su bajo peso y alta dureza, su elasticidad y su

conductividad eléctrica.

2. Materiales metalicos entre los que se encuentran los quantums

dots, nanoparticulas de oro, plata o de metales reactivos como el

diéxido de titanio, entre otras.

3. _Dendrimeros: son polimeros nanométricos construidos como si

tuviese una estructura tipo arbol que van creciendo de unas ramas

otras y asi sucesivamente.

4. Composites: combinaciones de diferentes nanoparticulas o con

materiales de mayor tamao.

Nanoes Nar

Dendrimero Conjugado polimero-farmaco

Nanoparticula Silica Oxidos Nanotubo de
de oro mesoporosa metélicos carbono

Figura 2: Esquema de diferentes nanoestructuras.

organicas (arriba) inorganicas (abajo)®’.

Si se centra la visibn en la estructura quimica de los

transportadores, pueden desarrollarse nanoparticulas orgénicas e
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inorganicas y nanoparticulas biodegradables tanto naturales como

sintéticas®s.

Dentro de las particulas inorganicas se encuentran: las
particulas de fosfato calcico, de silice, de oro, magnéticas, quantum
dots (6xidos metdlicos) y los nanotubos de carbono. Las organicas
quedan seleccionadas como lipidos catidnicos, nanoemulsiones
lipidicas, nanoparticulas soélidas de lipidos y transportadores
poliméricos entre los que se encuentran como se ha descrito

anteriormente polimeros naturales y sintéticos.

A continuacion, se describen algunos de los tipos de

nanoparticulas mencionadas:

Nanoparticulas de silice

Las nanopatrticulas de silice han sido muy empleadas dada la
baja toxicidad que posee, pero tienen la desventaja de presentar
interaccion con las proteinas del suero y por tanto disminuir asi su

eficacia de liberacion.

Nanoparticulas magnéticas

Son particulas que poseen un nucleo metalico y, por tanto, las
hace susceptibles de ser atraidas por un iman. Este tipo de
nanoparticulas se suelen recubrir segun la funcionalidad que se desee
para que su biocompatibilidad sea apta segun el tipo celular. Su
desventaja mas remarcable es la imposibilidad en algunos tejidos de
poner un campo magnetico fuerte para ser atraidas y que tienden a la
aglomeracion®. Otro problema que tiene este tipo de nanoparticulas
es que solamente son solubles en disolventes orgénicos y para evitar

esto se debe realizar una co-precipitaciéon en medio acuoso alcalino®.
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A pesar de estos inconvenientes, este tipo de nanoparticulas
esta adquiriendo gran interés en aplicaciones biomédicas tales como
el diagnostico, prevencion y tratamiento de diferentes enfermedades
ademéas de ser utlizadas en ingenieria de tejidos y medicina

regenerativa.

Nanoparticulas metalicas

Se trata de particulas con un nucleo de oro o plata que
absorben luz en la regién cercana a la luz infrarroja. Poseen una
elaboracion sencilla y una toxicidad relativamente baja, aunque debido
a la estabilidad quimica de estos nucleos, es complicado disolver su

recubrimiento dentro de la célula®®.

Las nanoparticulas de plata, en las ultimas décadas, han
tomado interés en nanociencia por sus propiedades quimicas, fisicas,
Opticas y biolégicas que le dan capacidad para diversas aplicaciones
industriales, quimicas y médicas. Estas nanoparticulas poseen
capacidad antifangica, antibacteriana y antiviral pero siempre teniendo
en cuenta su toxicidad. Para la formacién de nanoparticulas de plata
se encuentran diversos métodos, aunque predominan los de

reduccion quimical®,

Las nanoparticulas de oro, han tomado importancia en el
campo de la nanobiotecnologia por sus posibles aplicaciones. Tienen
diversas diligencias, pero por su propiedad fisica Unica de localizarse
en la superficie de resonancia plasmaodica las hace de interés para
dispositivos electréonicos y foténicos y como amplificadores de

traductores de sefialeso?.
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Quantum dots

Son nanoparticulas realizadas por moléculas semiconductoras
inorganicas de Oxidos de CdSe, CdS, CdTe, ZnS, PbS, etc. Pueden
contener de 100 a 100.000 atomos y con un diametro total entre 2 y
10 nm. Su mayor desventaja es la baja estabilidad coloidal que
muestran estas moléculas en suspension y su bioacumulacion tanto

en tejidos como en 6rganos cuando su tamafio supera los 5 nm?®,

Poliméricas

La nanoparticulas poliméricas, también llamadas
convencionales, se definen como sistemas particulares que, segin su
estructura, se denominan nanocapsulas o nanoesferas ya descrito
previamente. Se realizan con una técnica escogida y con un polimero
seleccionado. Dentro de las nanoparticulas poliméricas podemos
encontrar las que poseen propiedades bioadhesivas, que en el caso
que nos ocupa el polimero transportador tiene esta propiedad.

Las NPs bioadhesivas, son particulas poliméricas realizadas
con materiales con capacidad de adherirse a los tejidos del organismo
por un tiempo prolongado. Segun el tipo de material que se adiciona al
polimero tendera a pegarse a ciertos érganos o a otros. Si ademas se
le afladen sustancias especificas con una diana de accién
determinada, iran directamente al sitio indicado.

La bioadhesion puede definirse como la capacidad de un
material, sintético o natural, de adherirse a los tejidos del organismo
por un periodo de tiempo relativamente prolongado'®?. El fenémeno de
bioadhesion cobra una gran importancia en el area de la tecnologia
farmacéutica, pues al incorporarse a diversas formas farmacéuticas
ocasiona un incremento del tiempo de permanencia del farmaco en el
lugar de absorcion, aumentando asi su eficacia. En el caso de

sistemas bioadhesivos para el transporte de farmacos, el término
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bioadhesion se emplea para describir la adhesién entre polimero y

tejido.

1.2. Métodos de preparacion de nanoparticulas poliméricas

Durante muchos afios se esta intentando encapsular diversas
sustancias tanto lipofilicas como hidrofilicas. Para llevar a cabo estas
encapsulaciones hay una gran posibilidad de métodos. Dependiendo
de la naturaleza de la sustancia a encapsular es posible seleccionar el
método mas adecuado en funcidn del polimero seleccionado.

Los métodos de fabricacion se pueden dividir en dos grandes

grupos y éstos a su vez en subgrupos:

1. Polimerizacion de mondmeros

1.a. Polimerizacion por emulsion

1.b. Polimerizacion interfacial.

2. Dispersion del polimero

2.a. Evaporacion del disolvente por emulsificacion

2.b. Método del desplazamiento de disolvente y disposicion
interfacial.

2.c. Difusion o emulsion del disolvente.

2.d. Salting out con polimeros sintéticos.

La mayor diferencia entre los métodos de polimerizaciéon de
mondémeros y los de dispersion del polimero radica en el uso de
polimeros generalmente no biodegradables o muy poco

biodegradables en la polimerizacion. Ademas, en estos métodos se
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generan normalmente moléculas residuales mas o menos téxicas que
requieren métodos de purificacion rigurosos. Por estos inconvenientes
en ciencia de la salud se proponen los métodos de dispersion de

polimeros ya sintetizados®:1%,

1. Métodos de nanoencapsulacion por polimerizacion de

monémeros

1.a. Polimerizacion por emulsién

Dentro de este método de fabricacion se puede distinguir entre el
método y fase continua organica y el método de fase continua acuosa.
La diferencia entre ellos, es que el de fase continua organica utiliza
tensioactivos o polimeros solubles que protejan de las agregaciones
en momentos iniciales del proceso mientras que el método de fase

continua acuosa no los necesita en ninguna fase del proceso.

1.b. Polimerizacién interfacial

En este método las nanocapsulas se forman espontdneamente
por polimerizacién después del contacto del polimero con los iones
presentes en el agua. Lo primero es disolver el polimero a utilizar en
una mezcla de aceite y disolvente organico y posteriormente esta
mezcla se hace extruir por una aguja y caerd a una solucién acuosa
en agitacién con o sin etanol.

La eficacia de encapsulacion es superior que, para la
polimerizacion por emulsion, pero su inconveniente es el uso de

disolventes orgénicos en la fase externa.
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2. Métodos de nanoencapsulacion por dispersion del polimero

2.a. Evaporacion del disolvente por emulsificacion

Este proceso de fabricacion requiere en una primera etapa la
emulsificacion de la solucion polimérica en la fase acuosa y asi, en la
segunda etapa se realiza la evaporacion del disolvente y consecuente
precipitacion como nanoesferas.

Este método s6lo puede aplicarse a sustancias lipofilas debido a

la alta energia requerida en la homogenizacion.

2.b. Método del desplazamiento de disolvente y disposicién

interfacial

Ambos métodos se comentan al mismo tiempo por su parecido en
la elaboracién. Ambos se basan en una emulsificacion espontanea
entre la fase interna organica donde se encuentra el polimero dentro
de la fase externa acuosa (figura 3).

El método de la disposicion interfacial Unicamente forma
nanocapsulas y el método de produccion por desplazamiento de
disolvente puede formar tanto nanoesferas como nanocapsulas. Ello
es debido al instante en el que se forman las nanoparticulas que
dependerd de como se introduce el polimero. En el método del

desplazamiento de disolvente tiene un paso que es la precipitacion del

polimero desde la fase organica y la difusion del disolvente organico
en el medio acuoso en presencia o no de un tensioactivo. La
disposicién del polimero en la interfase entre el disolvente organico y
el agua, causa una rapida difusion del disolvente permitiendo la
formacién instantanea de una suspension coloidal. Generalmente se
forman nanoesferas, salvo en el caso de utilizar un volumen pequefio
de aceite no toxico en la fase organica que nos daria la formacion de

nanocapsulas.
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Solucién organica "Q h@
Polimero+sustancia a ‘ \ . —
encapsular \ i
Disolvente polar ‘ ‘ Evaporacion del ‘

‘ disolvente ‘ !
Opcional el tensioactivo \ )

’ Soluciéon acuosa ‘

Figura 3: Esquema de la técnica de desplazamiento de disolvente

Sin embargo, en la técnica de deposicidn interfacial, el

polimero se disuelve junto a la sustancia a encapsular en una mezcla
de disolventes y ésta se introduce lentamente en una solucién acuosa
en agitacién, quedando el polimero en la interfase entre el agua y la

mezcla de disolventes formando nanocépsulas.

2.c. Difusién o emulsion del disolvente

Para realizar la encapsulacion, esta técnica, disuelve el
polimero en un disolvente miscible con el agua y, posteriormente, se
aflade agua hasta saturarlo para asegurar el equilibrio termodinamico
inicial de ambos liquidos. Una vez el disolvente organico esta miscible
con el agua se produce la precipitacion del polimero y formacién de
nanoparticulas. Se pueden producir tanto nanocapsulas como
nanoesferas dependiendo de la relacion entre el aceite y el polimero.

Las ventajas que presenta esta técnica es su alta eficacia de
encapsulacion, aunque al eliminar grandes volimenes de agua de la
suspension reduce esta eficacia. Este método es adecuado para

sustancias lipofilas.

2.d. "Salting out'con polimeros sintéticos.

El método “salting out” (precipitacion o expulsion salina) se
basa en la separacién de un disolvente miscible con el agua de una

solucién acuosa aprovechando el fenémeno fisico quimico basado en
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las interacciones de electrolitos (cloruro de magnesio, cloruro de
calcio...) con no electrolitos segun la cual a mayor fuerza idnica
algunos polimeros precipitan debido a las interacciones hidrofébicas
entre ellos. Se puede considerar este método como una modificacion
del anterior. Esta técnica posee la desventaja de poder encapsular

Unicamente sustancias de caracter lipdfilo.

Otro método de clasificar las nanoparticulas, y citado al inicio
de este capitulo, es atendiendo a la estructura de las nanopatrticulas y
segun se disponga el principio activo en ellas. En la siguiente tabla se
pueden observar las diferentes ventajas e inconvenientes de las

diversas técnicas de encapsulacion.
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Tabla 1: Ventajas e inconvenientes de las técnicas de

encapsulacion en nanoparticulas poliméricas.

Técnica
encapsulacion

Ventajas

Inconvenientes

Farmaco en una
matriz
polimérica.

-Proteccion del pa*.
-Liberacion controlada.

-Eficacia de encapsulacion
dependiente del proceso de
formulacion.

-Falta de solubilidad del
pa en el polimero.

-Reaccién entre el pay el
polimero.

-Uso de
organicos.

disolventes

-Acidificacion del medio
durante la degradacién
del poliéster.

Adsorcion a la
membrana
polimérica.

-Pa no sometido al proceso
de formulacion.

-La naturaleza del polimero
influird en la carga del pa.

-No hay reacciéon entre el
pa y el polimero.
Posibilidad de modificacion
de la superficie de la
nanoparticula.

-Liberacion rapida del pa.

-Desestabilizacion de la
nanoparticula por cargas.

-Modificacion de algunas
propiedades.

-Baja eficacia bioldgica

-Uso de
organicos.

disolventes

Nanocapsulas
con nucleo
acuoso.

-Proteccion del pa.

-Solubilidad del pa en el
nucleo.

Liberacion controlada del
pa.

-La reaccion entre el pa y el
mondmero esta limitada.

-Bajo contenido de

polimero.

-Uso de dispositivos de
alta energia para producir
emulsiones 0
nanoemulsiones.

-Disolventes organicos.

*pa = principio activo
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1.3 Aplicaciones de las nanoparticulas

Las nanoestructuras que nos ocupan este capitulo cada vez
tienen un rango de actuacibn mayor, pudiéndose aplicar desde
campos agroalimentarios, medios ambientales, ingenieriles y lo que
nos interesa en esta tesis doctoral que es el campo de la
nanomedicina. La nanomedicina es la aplicacion médica de la
nanotecnologia molecular y se ha pensado como el progreso de la
terapia en humanos para conseguir mejora de la salud a escala
molecular. Este campo de la medicina, en la dltima década, esta
sufriendo un gran desarrollo a lo largo de todo el mundo gracias al
conjunto de nuevas tecnologias como la de polimeros a escala

nanometrica y la biotecnologia.

Por otra parte, el avance en esta tecnologia nos ha llevado a
otros campos como es el del acondicionamiento, energia solar y
automocion. En esos sectores se utilizan nanoparticulas de materiales
poliméricos para poder elaborar nanocompuestos 0 nanocoberturas
con especial interés en acondicionamiento de comida y cosmética,
energia solar (especialmente en la organica fotovoltaica) y en ciertas
partes de la automocion. En energia solar contribuyen en la
realizacién de paneles solares, placas fotoactivas y protectoras o
simplemente intervienen en la superficie de los paneles solares. En el
campo de la automocién se utilizan con fines mecanicos, electrénicos
y aislamiento térmico, ofertando resistencia al desgaste y retraso en la
llama. Y por dltimo, si ponemos la vista en el acondicionamiento
alimentario y cosmético, los nanocompuestos realizados con
nanoparticulas tienen interés dado su poder de formar barreras para
los gases y por sus propiedades antimicrobianas®*.

Entre las principales aplicaciones de las nanoparticulas al

principio de los estudios se encuentra el tratamiento de enfermedades
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respiratorias como el asma bronquial, los desérdenes genéticos de las
vias respiratorias (fibrosis quistica), las enfermedades infecciosas y el
cancer de pulmén. Incluso se han utilizado estos vectores
administrados por via respiratoria como sistemas de vacunacion®®,
Otra importante aplicacion la constituye el tratamiento de las
enfermedades hepaticas, tanto de la hepatitis B como de la hepatitis
C, en las que se administra al paciente nanoparticulas cargadas con
interferon y diversos antivirales'®. Hoy dia, se encuentran diversos
tipos de farmacos encapsulados que abarcan desde
anticancerigenos®” hasta antimicrobianos, pasando por diferentes
sustancias encapsuladas como son antifiingicos® y algun tipo de
virustoe,

El uso de la nanobiotecnologia en medicina, sobre todo para la
liberacion de farmacos, esta adquiriendo mucho auge, sin dejar de
lado otras aplicaciones importantes en ingenieria genética, imagenes
tecnoldgicas como pueden ser in vivo o diagndstico in vitro, diferentes
terapias e ingenieria de tejidos. Por otra parte, las nanoparticulas
magnéticas, nanotubos de carbono y otros estan tomando importancia
en el sector del marcaje de dianas por mecanismos poco 0 nhada
invasivos y tener un buen diagndstico sobre todo en enfermedades

como el cancerod,

Por dltimo, cabe destacar el uso de las nanoparticulas en el
campo de la deteccion e identificacion de patégenos en muestras
biol6gicas!'®1!! y las nanoparticulas magnéticas como nuevos

métodos de diagnéstico en medicinal?,

Con todos los nuevos avances se estd mejorando vy
progresando en nuevos tratamientos para diferentes terapias
incluyendo el céncer, mejora en tratamientos ya convencionales,

actividades antimicrobianas y medicina regenerativa.
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1.4. Bacterias

Los seres vivos han tenido diversas clasificaciones a lo largo
de la historia, pero actualmente la clasificacion de Carl Woese de
1990 basada en el analisis filogenético del ARN ribosémico 16S
presenta la existencia de tres dominios: archaea, bacteria y eucarya.
Los dos primeros dominios quedan dentro del tipo celular procariota y
el tercero dentro de los eucariotas. En el dominio bacteria se engloban
las bacterias patdgenas humanas que en su mayoria se ubican dentro
de las Eubacterias que son seres procariotas y unicelulares. Este
dominio se divide en 12 reinos entre los que se encuentran las

bacterias Gram positivas y las Gram negativas.

Para gque un microorganismo se considere agente causal de
una enfermedad segun R. Koch, debe cumplir los siguientes

postulados:

1. Encontrarse en todos los casos de la enfermedad.

2. Aislarse en un cultivo puro a partir de las lesiones.

3. Reproducir la enfermedad cuando se inocula a un animal.
4. Reaislarse a partir de las lesiones producidas en el animal.

5. Opcional: inducir una respuesta inmunoldgica especifica.

Las bacterias patdgenas tienen la estructura bacteriana dividida

en dos: a) Elementos constantes: membrana externa en Gram

negativas, peptidoglicano, membrana citoplasméatica y citoplasma,

ribosoma y nucleo y, b) Elementos facultativos: capsula, organulos

exteriores (flagelos, fimbrias y pili), inclusiones citoplasmaticas,

esporas y plasmidos.
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Para valorar las diferencias entre las bacterias Gram positivas y
Gram negativas, brevemente, se van a comentar a continuacion

algunos aspectos de su estructura.

La membrana externa estd presente Unicamente en las bacterias

Gram negativas y contienen el liposacérido (con el antigeno somatico
O, el core y el lipido A), las porinas que son canales proteicos que
permiten la entrada de nutrientes y existen diversas lipoproteinas que
participan en la unién de la membrana externa al peptidoglicano.

La membrana citoplasmatica o también denominada interna, es

una envoltura lipoproteica constituida por un 40% de fosfolipidos y un
60% de proteinas. A diferencia de los eucariotas, no poseen esteroles,
excepto los Micoplasmas. En esta membrana se desarrolla la cadena
respiratoria y la fosforilacion oxidativa ya que las bacterias no poseen
mitocondrias.

Entre la membrana externa y la interna se encuentra el espacio
periplasmico con las conexiones denominadas uniones de Bayer para
conectar ambas membranas, que no esta bien definido en las Gram
positivas ya que estas membranas se encuentran muy pegadas. El
peptidoglicano (PG) o mureina es un heterdsido localizado por encima
de la membrana interna, es una cubierta rigida que da forma y rigidez
a la bacteria, y que protege en medios hipotonicos. Las bacterias
Gram positivas contienen mayor porcentaje de PG que las Gram
negativas, por ello la pared celular de las Gram positivas es mas polar
que la de Gram negativas y ello facilita la resistencia a compuestos
hidrofébicos como pueden ser las sales biliares. Los ribosomas
bacterianos, estan compuestos por proteinas y ARN ribosémico. Son
70s (50s+30s), suelen presentarse agrupados (polirribosomas) y su

secuenciacién se utiliza en filogenética bacteriana.
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El dltimo elemento constante en las bacterias es el nucleo, que

carece de membrana nuclear limitante y no esta asociado a histonas.
Posee una unica molécula circular de ADN acompafiada de ARN y
polimerasas.

En cuanto a los elementos facultativos de las bacterias, tenemos
el glicocalix, que es la cubierta mas externa, donde se realiza el
reconocimento especifico de las células y posee una capa mucosa
con funcibn de adherencia. Generalmente posee composicion
polisacérida excepto en Bacillus que es proteica formada por D-
glutdmico. Las bacterias mas clasicas que poseen capsula y todas
producen meningitis son: Streptococcus pneumoniae y agalactiae,
Neisseria meningitidis, Escherichia coli K1, Haemophilus influenzae
tipo B y Cryptococcus neoformas. También tiene capsula Bacillus
anthracis, Clostridium  perfingens,  Streptococcus pyogenes,
Salmonella tiphy y paratyphi C y Klebsiella.

Los pili, fimbrias y flagelos tienen una composicién proteica y

son antigénicos. Por su parte, las inclusiones citoplasmaticas son las

vacuolas (poseen funcion de osmolaridad), y los granulos (almacén de
energia) entre los que destacan los poli-B-OH-butirato, polifosfatos y
carboxisomas entre otros.

El ultimo elemento facultativo, son las esporas que son formas

de resistencia a cambios de temperatura, pH y nutrientes.

El tamafio bacteriano es un parametro que esta determinado
genéticamente, pero para cada cepa viene influido por una serie de
factores externos: medio de cultivo, edad de éste, retraccion por la
coloracién, agentes ambientales, etc. En general, para la mayoria de
las especies patdégenas, oscila entre una y diez micras de longitud. En
cuanto a la morfologia distinguimos entre las que poseen forma

esférica como son los cocos, las que tienen forma alargada, bacilos y
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las que presentan forma helicoidal: espiroguetas. Los cocos se
encuentras aislados, en parejas, en cadenas, en racimos 0 en
tétradas. Los bacilos pueden ser pequefios, que es el caso de los
cocobacilos. Poseer extremos redondos, rectos, afilados o curvos. Ser
bacilos coriniformes o presentarse en forma de cadena.

Las nuevas tecnologias han puesto el foco de atencién en las
resistencias bacterianas a los antibiéticos para intentar combatirlas. La
resistencia bacteriana es la capacidad que posee un microorganismo
de permanecer refractario a los efectos de un agente antiinfeccioso.

Existen dos grandes grupos de resistencias, las naturales o las

adquiridas:

1. Naturales: el microorganismo es, desde el principio, insensible
a un antibiotico por falta del sitio diana, por ser impermeable a
él. Este tipo de resistencia, determina el espectro de accién de
un antibiético cuando es introducido en clinica.

2. Adquiridas: son las mas frecuentes e importantes. Un
microorganimo, se considera resistente cuando para conseguir
alterarlo, se necesitan concentraciones de farmaco téxicas o
superiores a la concentracién que este puede alcanzar en el

sitio de infeccion.

Los mecanismos de resistencia antibacteriana pueden adquirirse
por dos mecanismos: la mutacion cromosémica o la adquisicion de
genes.

La mutacion cromosémica es una resistencia cromosomica. Para
que se dé es necesario administrar antibiético para seleccionar la
poblacidon resistente. Aparecen de forma espontanea y son
persistentes, es decir, irreversibles y se transmiten a la descendencia.

Son poco habituales, aunque algunos antibidticos las poseen como
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via principal. A destacar: las quinolonas, fosfomicina y rifampicina
por diminucién de la captacién de farmaco. Y para Staphylococcus
aureus meticilin resistente y Streptococcus pneumoniae
resistente a betalactamicos por alteracion en la diana de accién, en
este caso concreto modificacion de las PBPs (del inglés penicillin
binding proteins que son proteinas de union a la penicilina).

El segundo mecanismo de adquisicion de resistencias es la
adquisicidn por genes, que es una resistencia extracromosémica. Es
la méas frecuente. Tienen Ilugar a través de procesos de
transformacion, conjugacién o transduccion. Son resistencias
reversibles. Pueden estar vehiculizadas por plasmidos conjugados
(Factores R) y mas raramente por pladsmidos no conjugativos,
adquiridos por transduccién o recombinacion. Estas resistencias
pueden ser debidas a tolerancia al antibi6tico o por destruccion
(betalactamasas y las fosforilasas que provocan la hidrélisis de
aminoglucésidos) o inactivacion enzimatica del mismo?13,

Por todo lo expuesto en cuanto a la problematica de resistencias a
los antibidticos y los avances en nanotecnologia, se tomo la decision
de realizar formas farmacéuticas a base de nanoparticulas con los
antibioticos seleccionados para intentar mejorar en algun punto los
tratamientos actuales y asi poder disminuir resistencias, mejorar la
estabilidad de farmacos y probar disminuir alguna dosis para evitar

efectos adversos.

1.4.1. Bacterias seleccionadas para desarrollar los ensayos

Las cepas fueron adquiridas del Hospital General de Alicante y
se manipularon en las instalaciones del propio hospital, salvo la cepa

E. coli que también se manipul6 en el IBMC.
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Las bacterias seleccionadas para realizar los experimentos in
vivo del capitulo que esté llevando a cabo fueron: Escherichia coli Top
10 F* sensible (E. coli sensible), Escherichia coli BLEE resistente (E.
coli resistente) que es una especie productora de betalactamasas de
espectro  extendido, Staphylococcus aureus (S. aureus),
Staphylococcus aureus meticilin resistente (SARM), Enterococcus
faecalis (E. faecalis), Enterococcus faecium resistente (E. faecium
resistente) y Klebsiella Pneumonia sensible y resistente (K.

pneumoniae sensible y resistente).

Las bacterias E. coli sensible, son bacilos Gram negativas
pertenecientes al grupo de las enterobacterias. Son unos gérmenes
muy abundantes en la flora intestinal normal de los animales, pero
también contaminan aguas y alimentos y sobreviven bien en el medio
ambiente. E. coli pertenece al género de patdgenos reconocidos y
puede producir infecciones extrahospitalarias. Los cuadros clinicos en
los que se manifiesta son digestivos y extradigestivos. Entre los
externos al aparato digestivo, se pueden encontrar infecciones
urinarias, meningitis, infecciones superficiales o intraabdominales y

alguna sepsis y los cuadros digestivos mas comunes son las diarreas.

K. pneumoniae son bacilos al igual que la anterior Gram
negativos perteneciente también a enterobacterias pero en este caso
enterobacterias oportunistas que producen infecciones nosocomiales.
Los cuadros més tipicos en los que estan presentes son infecciones

respiratorias tipo neumonia.

Las cepas de S. aureus, son cocos Gram positivo. Crecen en
medios comunes y toleran medios con alto contenido en sal. Forma
parte de la flora normal de la piel y mucosas. Los cuadros clinicos que
presentan son desde infecciones cutdneas a mastitis, neumonia,

endocarditis aguda, artritis-osteomielitis e infeccioén de heridas.
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Y, por ultimo, ambas cepas de enterococos (E. faecalis y E.
faecium), son cocos Gram positivos pertenecientes al género
estreptococos. Son muy resistentes al medio ambiente y su cuadro
clinico principal es ser causantes de infecciones del tracto urinario,

infeccién de heridas e infecciones intraabdominales.

1.5. Antibioticos

En 1920, Paul Ehrlich comenzé el tratamiento con antibiéticos
gracias al descubrimiento con la asfernamina para el tratamiento de la
sifilis, aunque ha sido Fleming con su descubrimiento de la penicilina
producida por el hongo Penicililum nonatum quien conquistdé la
popularidad. En la segunda guerra mundial, la sulfonamida fue
utilizada por un gran namero de soldados para el tratamiento de
diversas infecciones con buenos resultados. Todo ello, llevo a la
comunidad cientifica a pensar que con el descubrimiento de estas
moléculas se iban a terminar las enfermedades infecciosas, pero
desde los afios cuarenta, el mal uso y el exceso de utilizaciéon de
antibioticos, han producido una desventaja ambiental y una amplia
resistencia a los mismos!*314, La busqueda y aparicion de nuevos
tratamientos, son hasta la fecha escasas y, por tanto, el objetivo es
mejorar o modificar las terapias que se tienen para intentar disminuir

las resistencias de las bacterias.

Los antibidticos son metabolitos secundarios pequefios
producidos por la naturaleza o disefiados sintéticamente para competir
contra las diferentes bacterias. Estos metabolitos, pueden actuar en
diferentes puntos de la bacteria. Pueden regular el crecimiento, la
virulencia, transformacion, la transferencia genética, inducir la
autofagia, mutagénesis, la respuesta al estrés o formar una capa

protectora!,
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La actividad de un farmaco estd definida por su espectro
antibacteriano, es decir, el conjunto de agentes patégenos que se ven
afectados por las concentraciones del antibiético que se pueden
alcanzar en el paciente sin inducir toxicidad.

Los antibidticos se clasifican en: i) bactericidas: producen la
muerte de los agentes infecciosos. En este grupo se encuentran los
antibidticos betalactamicos, aminoglucasidos, rifampicina,
vancomicina, poliximinas, fosfomicina, quinolonas y nitrofurantoina. ii)

bacterioestaticos: inhiben el crecimiento bacteriano, aunque el

microorganismo permanece viable, de forma que, una vez suspendido
el antibiético, puede volver a multiplicarse. La eliminacién de bacterias
exige el concurso de las defensas del organismo infectado. Dentro de
este grupo, encontramos las tetraciclinas, cloranfenicol, macrolidos,
lincosamidas, sulfamidas y trimetroprim.

Para calcular la actividad antimicrobiana se utilizan técnicas
normalizadas mediante los métodos in vitro de comprobacion de
susceptibilidad del microorganismo en relacién con el antibiético:
antibiograma y técnicas de dilucion.

La sensibilidad de un germen frente a un antibidtico se clasifica
segun su concentraciéon minima inhibitoria ya que poseen un alto valor
orientativo entre in vitro e in vivo. La actividad antimicrobiana, queda

caracterizada segun:

a) Concentracion minima inhibitoria (CMI): es la concentracion
menor de antibiotico capaz de inhibir el crecimiento de 10°
bacterias en un mililitro de medio de cultivo, tras 18-24 horas
de incubacion.

b) Concentracién minima bactericida (CMB): es la concentracion
menor de antibiético capaz de destruir o matar 10° bacterias e

un mililitro de medio de cultivo, tras 18-24 horas de incubacion.
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El objetivo principal de la terapia con antibiéticos es alcanzar una
concentracion tisular del antibiético que supere en 2-8 veces la CMI.
También hay que considerar el factor tiempo o la duracion entre el
contacto del antibiético con el germen y las propiedades
farmacocinéticas (distribucion y eliminacion) que condicionan el
intervalo posologico.

A la hora de administrar un tratamiento antibacteriano, en un
primer escalon, se utiliza un Unico antibidtico para el tratamiento de
una infeccion. De este modo, se evitan riesgos téxicos innecesarios,
se reduce el coste y se disminuye la posible aparicién de resistencias.

En caso de dar dos antibigticos, las consecuencias pueden ser las

siguientes:

e Sinergia: la accion combinada de los antibidticos es mayor que
la suma de ambos cuando se administran por separado.

e Adicién: la accibn combinada es igual a la suma de las
acciones independientes.

¢ Antagonismo: la accién combinada es inferior a la del producto
mas eficaz cuando se emplea sélo.

¢ Indiferencia: la accion combinada no es mas potente que la del

producto mas eficaz cuando se emplea sélo.

La asociacion de antibiéticos esta justificada para impedir la
aparicion de resistencias, en terapia inicial en pacientes
inmunodeprimidos o con infecciones graves para asi, cubrir un amplio
espectro, en infecciones mixtas, para reducir la toxicidad y en casos
de sinergia.

Las continuas apariciones de resistencias bacterianas a los
antibidticos estan actualmente dafiando seriamente los estandares de

salud en todo el mundo. Las resistencias multibacterianas constituyen
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un significante impacto en el bien estar de los ciudadanos, recursos
clinicos y costes asociados!!4. Por el extenso uso de antimicrobianos,
se han producido diferentes mecanismos de resistencia a ellos por
parte de los microorganismos. Estas resistencias, se podrian dividir en

tres grandes grupos!?®3,

1. Disminucién de la captacion de farmaco
2.  Maodificacion de la diana de accion

3. Inactivacion del farmaco

Estas resistencias han sido reconocidas como un gran
problema de salud humana y en clinica'!®. Tanto en la Unién Europea
como en Estados Unidos han aumentado las resistencias bacterianas
a los antibioticos sobre todo en personas hospitalizadas con cancer, lo
cual conlleva mas mortalidad y costes!?®.

El descubrimiento de nuevos antibiéticos, en las tres ultimas
décadas, ha disminuido. Para el desarrollo de nuevos tratamientos, es
muy importante, predecir las posibles resistencias que pueden
aparecer en un futuro para poder abordarlas!!’. Una manera de
abordar las resistencias bacterianas, seria monitorizar la forma que
tienen los microorganismos en producir sus diversas resistencias.
Mientras se obtienen nuevas terapias, los gobiernos han propuesto el
uso controlado de antimicrobianos y tratar de no abusar de los

mismaos, para asi evitar posibles resistencias.
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1.5.1. Antibioticos seleccionados

1.5.1.1. Aminoglucdsidos

Los aminoglucésidos son agentes antimicrobianos que
generalmente poseen dos o tres azucares unidos por enlaces
glicosidicos a un grupo amino en un anilllo aminociclitol. Tienen un
amplio espectro de accién, incluyendo algunos Gram positivos y
particularmente activos frente a bacterias Gram negativas incluyendo
Enterobacterias y Pseudomonas 819, Su mecanismo de accion ha
sido muy estudiado e interfiere en la biosintesis de proteinas actuando
en la subunidad 30S de los ribosomas provocando la muerte celular.

A pesar de su amplio espectro, su actividad queda limitada
por su nefrotoxicidad y ototoxicidad. Por ello su prescripcion esta muy
limitada y se regulan sus dosis??°. Por tanto, su uso queda reservado
para el tratamiento de serias infecciones cuando otras opciones han
sido probadas e ineficaces. A pesar de ello, se han descrito
resistencias a los aminoglucdsidos. Los distintos mecanismos pueden

ser:

e Alteraciones en los puntos de union en el ribosoma
bacteriano.

e Reduccibn en el acceso de los aminoglucésidos al
citoplasma bacteriano. Se debe a la alteracion de los
sistemas de transporte.

e Modificacion de la estructura de los aminoglucdsidos debido
a la generacion de enzimas bacterianos que reducen la
actividad antibacteriana. Las consecuencias pueden ser; el

bloqueo en el paso del antibiético a través de la membrana y
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la formacion de un compuesto inactivo incapaz de alterar las

funciones de los ribosomas.

Dado las complicaciones que tienen este tipo de antibiéticos
y el poco uso que se les puede dar debido a su toxicidad vy
complicaciones a la hora de la administracion, nos parecié un grupo
interesante de escoger para elaborar una nueva forma farmacéutica y
poder intentar mejorar el tiempo de duracién del tratamiento, la
estabilidad y disminuir su toxicidad. Conjuntamente con el jefe de
departamento de microbiologia del Hospital General de Alicante, se
decidié trabajar con la amikacina, farmaco de este grupo que presenta

unas caracteristicas que se describen a continuacion.

Amikacina

Este antibidtico es efectivo frente a infecciones importantes
como son muchas bacterias Gram-negativa'?!, entre las que destacan
Pseudomonas y también es utilizado, aunque de segunda eleccion en
el tratamiento de fibrosis quistica. Ademas, es el antibiotico de
eleccion en infecciones nosocomiales 2°. Este antibiético ademas de
la problematica que tiene por ser un aminoglucésido, presenta la
desventaja de tener que ser utilizado en grandes concentraciones
para obtener niveles terapéuticos en los pulmones y ello provoca
grandes efectos adversos de nefrotoxicidad 1.

Por tanto, un sistema de liberacién controlado ayudaria a
obtener niveles terapéuticos adecuados reduciendo la toxicidad. Hasta
la fecha se han investigado diversos sistemas como liposomas de
amikacina, nebulizadores de amikacina y nanoparticulas sélidas de

lipidos con amikacina pero sin ser probados in vivo 20,
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Neomicina

Este aminoglucosido se utiliza como referencia en estudios
bioquimicos en las instalaciones del IBMC. Este antibidtico es
utililizado por via oral en el tratamiento de reduccion de bacterias que
producen amonio en el intestino y evitar asi la encefalopatial??. Induce
la precipitacion del colesterol en las micelas digestivas, evitando asi
su absorcion. Por este motivo, se empled en las hiperlipoproteinemias

tipo 11'23,

1.5.1.2. Quinolonas

Este grupo de antibidticos tiene una estructura quimica
basada en el anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina. Este grupo de
antibidticos se clasifican segin su espectro de accion en diferentes
generaciones denominadas de primera generacion hasta cuarta
generacion. Conforme se aumenta de generacidon aumenta el campo
de actuacion. La primera generacion posee un espectro de accion
reducido a Gram negativos en infecciones urinarias, intestinales y
biliares. La segunda generacion, donde se encuentra la quinolona
selecionada para trabajar en esta tesis, el ciprofloxacino, tiene
mayor potencia que los del primer grupo. Poseen mayor semivida
biolégica, alcanzan altos niveles séricos y tisulares y poseen un mayor
espectro de accion, aunque predominantemente frente a bacterias
Gram negativas. La tercera y cuarta generacibn ademas de ser
activas frente a Gram negativas, también poseen actividad frente a
Gram positivas anaerobias y patégenos intracelulares.

El mecanismo de accién de las quinolonas es inhibir la ADN-
girasa bacteriana, enzima responsable del enrollamiento del ADN; por

tanto, inhiben la sintesis de ADN al bloquear la reaccion de
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superenrollamiento dependiente de ATP. A concentraciones mayores,
inhiben la topoisomerasa Il, un enzima cuya secuencia de
aminoacidos presenta homologia con la girasa, y que también
desempefia un papel importante en la reaccion de superenrollamiento
del ADN. Tiene una accioén bactericida.

Las resistencias que presentan este grupo son de tipo
cromosémico, debidas a modificacion enzimética de la subunidad A o
B de la girasa 0 a impermeabilidad de la pared bacteriana.

Las fluoroquinolonas, como ciprofloxacino, difunden
ampliamente alcanzando concentraciones altas en tejidos periféricos y
fluidos organicos, con elevada penetracibn en macrofagos vy
polimorfonucleares.

Las fluoroquinolonas que es el caso que nos ocupa, por su
amplio espectro antibacteriano, semivida prolongada, gran difusion
tisular, buena absorcidon oral y resistencia no cruzada con otros
antibiéticos, pueden utilizarse para el tratamiento de un amplio nimero
de enfermedades infecciosas. Son de eleccién en diarrea del viajero,
Salmonella typhi, Shigella, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus.

El ciprofloxacino, debido a que es un antibiético ampliamente
utilizado, se seleccion6 para encapsularlo en nanoparticulas con el fin
de poder en un fututo dar un tratamiento con dosis mas espaciadas y
evitar las posibles resistencias bacterianas que puedan derivar en un

UsSO excesivo.

1.5.1.3. Cefalosporinas

La estructura basica de las cefalosporinas es un anillo
betalactdimico asociado a otro de dihidrotiazina (acido 7-

aminocefalosporanico; 7-ACA). Son dos las cadenas laterales que se
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unen a este nucleo y modifican la actividad antibacteriana y las
caracteristicas farmacocinéticas.

Las cefalosporinas junto con las penicilinas pertenecen a los
denominados antibidticos B-lactamicos. Se caracterizan por poseer
potente accion antibacteriana de caracter bactericida, amplio espectro
de accion, existencia de antibidticos que resisten la inactivacion
enzimatica inducida por las bacterias, y de inhibidores enzimaticos,
buena absorcién oral, buena difusion tisular y aumento de la vida
media por parte de ciertos derivados y por Ultimo poseer escasas
reacciones adversas.

Este tipo de antimicrobianos se clasifica en diferentes
generaciones basandose en su espectro de accion, estabilidad frente
a betalactamasas, CMI y actividad frente a enterobacterias.

Los betalactamicos inhiben las etapas finales de la sintesis
de peptiglicano o mureina, impidiendo la reacciéon de transpeptidacion.
Se unen a la enzima formando un enlace covalente con una serina de
su centro activo, lo que produce la inactivacion irreversible de la
enzima.

Ejercen una accién bactericida por alterar la pared celular
bacteriana, estructura que no existe en las células humanas y, por
tanto, presentan una baja toxicidad.

El mecanismo de resistencia bacteriana principal es la
sintesis bacteriana de enzimas inactivadores denominados
genéricamente betalactamasas. Producen la hidrolisis de las
moléculas del antibidtico con apertura del anillo betalactAmico y su
inactivacion bioldégica. En las bacterias Gram negativas, las
betalactamassas ocupan sitios estratégicos en el espacio
periplasmatico, inactivando el antibi6tico en su camino hacia los sitios

de fijacién. En las bacterias Gram positivas, las betalactamasas son
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expulsadas al medio extracelular por lo que, en principio, su capacidad
de degradar el antibiético es menor.

Otros mecanismos de resistencia que presentan este tipo de
antibioticos son la pérdida de porinas y la produccion de PBP con
afinidad disminuida por los betalactdmicos.

En cuanto a las reacciones adversas de las cefalosporinas,
hay que tener en cuenta que pueden ocasionalmente producir
nefrotoxicidad (excepto cefalotina y cefaloridina que si presentan) pero
que asociadas con aminoglucésidos se puede potenciar esta
toxicidad.

El antibidtico seleccionado de este grupo fue la cefotaxima,
perteneciente a la tercera generacion de la clasificacion y, por tanto,
activo frente a las enterobacterias resistentes a la primera y segunda
generacion. Su actividad frente a Pseudomonas y Bacteroides varia
de unas moléculas a otras y su actividad frente a estafilococos es
inferior a la correspondiente a las cefalosporinas de primera
generacion.

Es un antibiético que se utiliza en diferentes enfermedades
infecciosas importantes tales como la neumonia intrahospitalaria por
P. aureginosa, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia y E.coli
asocociada a aminoglucésidos (grupo anteriormente mencionado y
seleccionado en los estudios). En el tratamiento de infecciones 6seas
y articulares debidas a enterobacterias o P. aeruginosa asociada
también a aminoglucésidos. En enfermedades del sistema nervioso
como es la meningitis, antes de ver los estudios microbioldgicos y
posteriores a la toma de muestras, se trata a los neonatos con
meningitis por S. tipo B o C, Listeria o enterobacterias con cefotaxima,
ceftriaxona asociado a ampicilina. La asociacién es debida a que el
uso unico de cefotaxima o ceftriaxona no es eficaz frente a Listeria ni

estreptococos del grupo D. También se utiliza cefotaxima en
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meningitis de nifios infectados por H. influenzae, S. pneumoniae, N.
meningitidis asociado a ampicilina y dexametasona. En adultos, se
utiliza asociado a ampicilina, rifampicina y dexametasona frente a
meningitis causada por S. pneumoniae, N. meningitidis y Listeria. Por
ualtimo, las cefalosporinas de tercera generacion también son utilizadas
en infecciones ginecoldgicas (exceptuando las de transmision sexual)
tales como, endometritis, inflamacion pélvica que suelen estar

causadas por enterobacterias, estreptococos o Bacteroides.
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2. Material y métodos

2.1. Material
2.1.1. Polimero transportador

Para la elaboracion de estos nanosistemas se utilizo la solucién al
50% (p/v) en etanol del polimero poli (metil vinil eter-alt-monoetilester
acido maleico) (PMVEMA-ES) con Mw= 130000 g/mol (calculado por
dispersion de luz) adquirida de Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, USA) y

gue es usado como polimero transportador.

N

O

OH EtO

PMVEMA-ES

Figura 4: Estructura quimica del polimero transportador para
fabricacion de nanoparticulas.

2.1.2. Polielectrolitos conjugados

Se utilizaron los polielectrolitos sefalizadores sintetizados y
caracterizados en nuestro laboratorio. Los bromuros de poli{[9,9-
bis(6"-N,N,N-trimetilamonio)-hexilo]-2,7-fluoreno-alt-1,4-fenileno}
(PFP*), emisor azul, lote My=8340 g/mol, Mu= 694 g/mol y una
polidispersion (PDI) de 2,00 (calibracién estandar por GPC: PS) y

poli{[9,9-bis(6”-N,N,N-trimetilamonio)hexilo]-2,7-fluoreno-alt-naftaleno-
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[2,3c]-1,2,5-tia-diazol} (PFNTY), emisor rojo, lote Mw de 8990 g/mol,
Mu= 716,17 g/mol y una PD de 1,99 (calibracion estandar por GPC:
Poliestireno (PS) (figura 5).

R4

[ PFP* ] [ PFNT* ]

R;= (CH,)gN(Me);Br

Figura 5: Estructura quimica de los polielectrolitos conjugados.

Brevemente, PFP* se obtiene por derivatizacion post-
polimerizacion a partir del copolimero precursor neutro, poli-([9,9-bis-
(6”-bromonhexilo)-2,7-fluoreno-co-alt-1,4-fenileno], y éste, a partir del
acido 1,4-fenildiborénico y 2,7-dibromo-9,9-bis-(6"bromohexilo)
fluoreno, con paladio (lI) como catalizador y en medio basico
(condiciones Suzuki). Posteriormente, este polimero neutro es tratado
con trimetilamina condensada, para obtener el correspondiente
polielectrolito®.

El segundo polielectrolito, PFNT+, se sintetiza por via Suzuki, de
manera analoga al PFP+, obteniendo primero el polimero bromado y
posteriormente, éste se derivatiza por reaccién de Menschutkin en el
polielectrolito cationico. A modo resumen, en medio basico y tolueno
se adiciona el mondémero 2,7-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]—
dioxanoborolado)-9,9-bis(6"-bromohexilo)-fluoreno y el 4,9-

dibromonaftol (2,3)-1,2,5-tridiazol y se obtiene el polimero bromado
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con el anillo de naftol. Consecutivamente, por reaccidbn con

trimetilamina condensada se obtiene el polielectrolito catiénico®.

2.1.3. Antibioticos

La amikacina (Mw= 587,6 g/mol, volumen relativo (Vr) = 129,85
cm®mol, pKa desde 15,6 a 6,7). La cefotaxima (Myw= 455,06 g/mol,
volumen relativo (Vr) = 108,44 cm3®/mol, pKa=2,7) fueron adquiridas de
los laboratorios Normon (Tres Cantos, Madrid, Spain) en formato de

envase clinico.

AMIKACINA NEOMICINA

F. COH

he

COzH o

Figura 6: Estructuras quimicas de los diferentes antibiéticos
utilizados.

El ciprofloxacino (Myw= 333,15 g/mol, volumen relativo (Vr)=
89,55 cm3mol, pKa=8,5 y 3,2) de los laboratorios Genéricos (Las

Rozas, Madrid, Spain) también en formato de envase clinico. La
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neomicina (Myw= 614,65 g/mol, volumen relativo (Vr) = 139,78 cm3®/mol,
pKas desde 13,6 a 6,6) fue comprada a Sigma-Aldrich como
referencia de farmacopea (St.Louis, MO, USA) (figura 6).

Las disoluciones de trabajo para todos los antibiéticos fueron
realizadas con agua Milli Q y a una concentracion estandard 0,5
mg/mL, alicuotadas y conservadas protegidas de la luz a -20 °C hasta

ser utilizadas.

2.1.4. Otros reactivos

Los diferentes disolventes empleados para la realizaciéon de los
siguientes estudios tanto los de pureza HPLC (metanol, acetona,
acido fosférico y acido trifluoroacético) como el DMSO y etanol de
purezas ambos superiores al 95% fueron adquiridos en Sigma-Aldrich
(St.Louis, MO, USA).

El agua bidestilada y desionizada (DDW) proviene de un
sistema Milli-Q Synthesis A10 (Millipore, Madrid, Spain).

El material utilizado para el desarrollo de cultivos celulares;
solucién de tripsina 0,25% con EDTA, medio Dulbecco's modificado
con alta concentracion de glucosa (4,5 g/L) con L-glutamina and
bicarbonate sédico (DMEM, del inglés Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), suero fetal bovino (FCS del inglés fetal calf serum), solucién
con 5000 unidades de penicilina y 5 mg/mL de estreptomicina, tampon
fosfato salino a pH=7,4 (PBS), frascos de poliestireno para cultivos y
placas de 96 pocillos, fueron adquiridas de Sigma-Aldrich (Sant Loise,
MO, USA). El medio de cultivo neurobasal fue adquirido de Gibco, Life

technologies (Madrid, Espafia).
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El bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
(MTT), etanol, isopropranol anhidrido, &cido hidroclorhidrico y
dimetilsulfoxido (DMSO) fueron comprados a Merk (Darmstadt,

Alemania).

2.1.5. Cultivos

El medio de cultivo empleado para las lineas celulares
(descritas en los siguientes apartados) HaCat, HeLa, SW480 y HT-29,
3T3 y el cultivo primario de retina fue el DMEM mientras que para los

cultivos primarios de corteza se utilizo el medio neurobasal.

2.1.5.1. Eucariotas

Para los ensayos biologicos in vitro de este capitulo, se
utilizaron las conocidas lineas celulares HaCaT de queratinocitos
humanos inmortalizados y la linea celular HeLa de cancer humano de
cérvix proporcionadas por el Prof. Antonio Ferrer, las lineas celulares
de adenocarcinoma humano de colon, SW480 (ATCC® Ref.: CCL-
228™) y HT-29 (ATCC® Ref.: HTB-38™) cedidas por el Dr. Miguel
Saceda, de tejido colorectal y colon respectivamente y la linea celular
3T3 de fibroblastos de raton cedidas y utilizadas en colaboracién con
el Instituto de Bioingenieriade la UMH (Prof. Eduardo Fernandez
Jover) junto a los cultivos primarios de corteza cerebral y retina de rata
embrionada.

Todas las lineas celulares, se crecieron en frascos flasks de 25 cm? a

37°C en atmoésfera con un 5% CO..
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2.1.5.2. Procariotas

Las bacterias empleadas en este capitulo y descritas en la
introduccion mas detalladamente son E. coli Top 10 F'como referente
de Gram negativa procedente de Sigma-Aldrich (Sant Loise, MO,
USA). Cedidas y caracterizadas por el departamento de microbiologia
del Hospital General Universitario de Alicante (Prof. Juan Carlos
Rodriguez) se encontraran E. coli BLEE (Gram negativa), especie
resistente a antibiéticos y, por otra parte, S. aureus y K. pneumoniae
como especies Gram positivas procedentes de muestras clinicas y
habra resistentes, representadas con una R y no resistentes

representadas con una S.
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2.2. Instrumentacién y metodologia
2.2.1. Metodologia de preparacidon de nanoparticulas

Para elaborar las nanoparticulas de PMVEMA-ES, se
selecciond el método de desplazamiento de disolvente (seccion 1.1 de
la introduccion de este capitulo) y fue una madificacion del
procedimiento descrito previamente por Hesham y col.®*. El PMVEMA-
ES se disolvi6 al 2% p/p en etanol y permanecié bajo agitacion
magnética durante 10 min a 300 rpm (revoluciones por minuto) y
temperatura ambiente (T?). Posteriormente se afiadieron los PCs
correspondientes para alcanzar las concentraciones deseadas en
cada caso (1,5; 5; 10 y 15 uM). Tras 20 min en agitacion a 300 rpm,
protegido de la luz y T2 se afiadio finalmente el antibidtico disuelto en
agua y se mantuvieron las condiciones de agitacion magnética
durante 10 min. Trascurrido este tiempo, se completd lentamente con
agua Milli Q hasta alcanzar una concentracion de PMVEMA-ES de 10
mg/mL. A continuacién, se elimind todo el disolvente organico
mediante presidn reducida (rotavapor) y, por udltimo, se purificaron las
muestras a 20000g, 20 minutos y 4 °C (dos veces) y después de
separar el concentrado del sobrenadante, este Ultimo se centrifugé a
300009, 30 minutos y 4 °C (figura 7).

Las muestras y los sobrenadantes se conservaron a -20 °C para su

posterior utilizacion.
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PMVEMA-ES solucion etandlica

—
S

Polielectrolito E
., - ﬁ
cationico ‘

Principio

AguaMilliQ |<—|  .ctivo

20 min, T2, 300rpm
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| 10 min, T2, 300rpm

Agua Milli Q
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presidnreducida

!

Centrifugacion

270009
4°C, 20 min (x 2)

30000g
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Almacenaje

Figura 7: Esquema de fabricacion de nanoparticulas.
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2.2.2. Espectroscopia de correlacién de fotones

Para obtener el tamafio de las nanoparticulas e informacion
sobre la variabilidad de este en la suspension total, asi como sobre su
carga eléctrica total se procedi6 a determinar el diametro
hidrodinamico y potencial Z de cada una de las formulaciones
mediante esta técnica (Espectroscopia de correlacion de fotones),
también denominada dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas
en inglés de "Dynamic light Scattering”). En este punto sefialar que el
potencial Z es una medida de la magnitud de repulsién o atraccion
entre las particulas que proporciona una idea detallada de los
mecanismos de difusién. Para ello se utiliz6 un equipo 90 Plus
Nanoparticle Size Analyzer (Brookhaven Instruments) que consta de
una fuente laser de diodo rojo de 35 mV (A=640 nm) cuyo haz es de
angulo regulable. En este trabajo las muestras de las diferentes
formulaciones (diluidas en agua Milli-Q), se midieron a 90° en cubetas
cuadradas desechables de poliestireno de 1 cm de y 4,5 mL de
volumen (BI-SCP) para evitar que posteriores medidas se contaminen
de restos de cualquier polimero utilizado e interfiriese en las medidas.
Las medidas se realizaron por triplicado. Los resultados se expresan
como la media y el error como * desviacion estandar (sd) de tres

experimentos diferentes.

2.2.3. Microscopia 6ptica de fluorescencia

Mediante esta metodologia, y debido a la propiedad
fluorescente de los PCs se pretendié describir la localizacion de las
nanoparticulas objeto de este estudio en células eucariotas. Para ello,
se tratan células tanto de las lineas celulares HeLa S3 y 3T3 asi como
de cultivos primarios de corteza cerebral y retina de rata embrionaria.

En las lineas HeLa S3 y 3T3 con densidades celulares de 300.000
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células/pocillo se afiadieron 100 pL de la formulacién a un volumen
final por pocillo de 1000 pL y se mantuvo durante 96h a 37 °C, asi
como, en los cultivos primarios de corteza cerebral y retina de rata
embrionaria con densidades celulares de 100.000 células/pocillo se
afadieron 50 pL de la formulacién en un volumen final del pocillo de
500 uL y se mantuvo durante una semana. Tiempo durante el que las
células fueron incubadas a 37 °C en un incubador con aporte de aire
con 5% de CO2 y 5% de Oq,

Al cabo de ese tiempo, se retiraron los tratamientos y se
afadi6 el medio fresco correspondiente a cada tipo células
previamente a la toma de imégenes. Las imagenes fueron tomadas
con un microscopio AxioObserver Z1 (Carl Zeiss) con sistema
ApoTome acoplado y dotado de un software de andlisis de imagen
ZEN 2 (Blue Edition). Todas las imagenes de un mismo experimento
fueron tomadas con los mismos pardmetros y ajustes de ganancia y

filtros de fluorescencia.

Para los ensayos realizados con los microorganismos, el
objetivo era ver el marcaje positivo o negativo de las bacterias y
compararlo con lineas celulares. Para ello se emplearon dos especies
bacterianas, una Gram negativa, E. coli Top 10 F" y S. aureus como
Gram positiva. Como linea celular, se recurrié a las células HelLa. El
equipo utilizado para la toma de imagenes, fue el microscopio Leica
DMI 3000 B invertido, equipado con una fuente de luz compacta
Leica EL6000 y una camara digital Leica DFC 3000G. Las imagenes
siguientes se realizaron a 63x con objetivo de 0.7 y filtro DAPI (Ex: BP
350/50, Em: BP 460/50) o DsRed (Ex: BP 555/25, Em: BP 620/60). El
procesado de las imagenes, se realizé manualmente mediante el

programa Leica Application Suite AF 6000 Module Systems)’“.

84



Capitulo 11l Material y métodos

2.2.4. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Con este equipo se tuvo como objetivo confirmar el tamafio de
las nanoparticulas midiendo su didmetro y compararlo con el tamafio
obtenido por DLS, describir la morfologia y realizar un estudio de
localizacién de las nanoparticulas en cultivos primarios (los mismos
cultivos utilizados que para los ensayos con microscopia de

fluorescencia).

El microscopio electronico de transmisién Jeol 1011 (Jeol,
Japan) trabaja con fendmenos fisico-atdmicos que surgen al choque
entre un haz de electrones acelerado (100-1000kV) y una muestra
finamente preparada. Al colisionar los electrones, dependiendo del
espesor de la muestra y del tipo de atomos que la forman, los
electrones son dispersados bien si atraviesan directamente las
muestras 0 si son totalmente desviados. La informacién que se
obtiene es una imagen con intensidades diferentes en la escala de los

grises segun la dispersion de los electrones incidentes.

Para determinar la morfologia y confirmar el tamafio de las
nanoparticulas se dispuso una gota (10 uL) de la solucion de
nanoparticulas sobre una rejilla de de cobre de 3 mm de diametro
(portaobjetos adecuados para microscopia electréonica) de Electron
Microscopy Sciences (Hatfield) dejandolas secar a temperatura
ambiente durante unos minutos previamente a la observacion en el
microscopio.

Por su parte, el estudio de la localizacion de las nanoparticulas
utilizé6 células de cultivo primario de corteza cerebral de rata
embrionaria. Para ello, se tratd un cultivo primario de corteza cerebral
de rata embrionaria con 50 microlitros de nanoparticulas y se incubd
durante 72 horas. Tras este tiempo, se procedié a la inclusion del

cultivo para poder analizarlo mediante microscopia electrénica de
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transmision. El cultivo se fij6 con una solucion de paraformaldehido al
4% vy glutaraldehido al 2% en tampén cacodilato 0,1 M durante 4
horas. Después se lavd 3 veces con tampoén cacodilato 0,1 M durante
10 minutos cada uno. El dltimo lavado se dejo toda la noche a 4°C. Al
dia siguiente, se fijo con tetroxido de osmio al 1% en tampon de
cacodilato 0,1M durante 1 hora a 4°C. Se volvio a lavar 3 veces con
tampén de cacodilato 0,1M durante 10 minutos cada uno.
Posteriormente a los lavados, el cultivo se deshidratd con secuencias
crecientes de alcohol; desde 30 a 100 (30, 50, 70, 96 y 100) y
manteniéndolos en cada concentracion durante 10 minutos, salvando

que para la Gltima concentracion se repitié por triplicado.

A continuacion, se introdujo en una solucién acetona-alcohol
1:1 durante 10 minutos y, seguidamente acetona-alcohol 2:1 durante
otros 10 minutos. Se lavaron dos veces con acetona durante 10
minutos y se pasaron a acetona-Epon 1:1 durante 1 hora. Se dejaron
toda la noche en Epon y al dia siguiente se hicieron los bloques y se
polimerizaron en una estufa a 58-60°C durante 24 horas. Obtenidos
los bloques, se cortaron con un ultramicrotomo (Leica Ultracut UCT
MZ6) cortes ultrafinos de 100 nanémetros, y los cortes se recogieron
sobre rejillas de cobre. Estas rejillas, se sometieron a un contraste
posterior con acetato de uranilo al 1%, agua destilada y citrato de
plomo al 0,03%. Una vez contrastadas las rejillas, se secaron sobre
papel de filtro (Whatman) y se observaron en el microscopio

electrénico de transmision.

2.2.5. Espectroscopia de fluorescencia

Con este ensayo se quiso comprobar si habia alguna

diferencia entre las intensidades de fluorescencia de las
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nanoparticulas con respecto a los polielectrolitos conjugados sin

encapsular en medio acuoso.

Las medidas de fluorescencia de las nanoparticulas se
analizaron mediante un espectrofotdmetro QuantaMaster (Photon
Technology International, Birmingham, NJ, USA) interconectado con
celdas Peltier. Las muestras se introdujeron en cubetas de cuarzo de
10 mm x 10 mm. Todas las medidas para el polimero emisor en azul
se realizaron con las mismas aperturas de rejillas, al igual que para el
polielectrolito emisor en el rojo. Los experimentos se realizaron por

triplicado con distintos lotes de nanoparticulas.

2.2.6. Cromatografia liquida de alta resolucion

Esta técnica se utilizd para cuantificar las cantidades de
antibiético encapsulado y determinar la eficiencia de encapsulacion,
asi como valorar la integridad de estos tras el proceso de
encapsulacion. Para desarrollar esta técnica, comuUnmente
denominada HPLC por sus siglas en inglés (High Performance Liquid
Chromatography) se emple6 la misma columna de fase reversa
LiChrospher 100 RP-18 (250 mm x 4 mm, 5 pym) (Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) para todos los antibiéticos analizados en esta
tesis. Todos los analisis fueron llevados a cabo a temperatura
ambiente y equilibrando la columna con su precolumna (4 x 4 mm i.d.)

durante 30 minutos con anterioridad al andlisis de las muestras.

Para la elaboracion de las curvas de calibrado, los antibidticos
fueron disueltos en agua Milli Q a diferentes concentraciones cuyo
rango estuvo comprendido entre 3,13 y 300 upg/mL. Entre estos
valores se observo una correlacion lineal entre concentracion y el

valor del area delimitada por el pico detectado para cada antibiético en
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el cromatograma y la linea basal. Cada punto de la curva de calibrado

corresponde a la media de tres medidas.

Las muestras analizadas corresponden al sobrenadante
resultante de la purificacién de las nanoparticulas durante el ultimo
paso del proceso de la sintesis de éstas (ver seccién 2.2.1 de este
capitulo). Para valorar la eficacia de encapsulacion (EE%), se
cuantificé la cantidad de antibiético no encapsulada (sobrenadante).
Con los datos obtenidos, se calculd la cantidad de antibiético que
quedaba en las nanoparticulas por simple diferencia con respecto a la
cantidad inicial afiadida en la fabricacion de nanoparticulas. Este
procedimiento cuenta con la ventaja de la menor cantidad de
impurezas (otros compuestos que no son antibiético utilizados para la
sintesis de las nanoparticulas) que puedan dificultar la deteccion y
cuantificaciéon del antibidtico en el cromatograma?:94121.124_ Por tanto,
la eficiencia de encapsulacion (EE%) de los antibidticos en las
nanoparticulas se calculé mediante la relacion entre la cantidad de
antibidtico inicial (Qo) utilizado para la elaboracion de las
nanoparticulas y la cantidad final (Qf) en las nanoparticulas segun la

siguiente férmula:

EE (%) = (Qf / Qo) x 100

Los equipos utilizados para el andlisis de los antibi6ticos fueron
tres cromatografos diferentes, todos ellos en las instalaciones del

Instituto de Biologia Molecular y Celular (IBMC):
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HPLC Hitachi (Merck Hitachi LaChrom) que consta de una bomba
L-7100, un detector automatico L-7200, horno para la columna y un
detector de diodo array L-7455. Los datos fueron analizados utilizando
el software D-7000 HSM para LC system.

A. HPLC Agilent 1100 Series (Agilent Technologies, Inc., Palo
Alto, CA, EE.UU.) controlado por el software ChemsStation y
equipado con una bomba G1311A Quat PUMP, un inyector
automatico G1329A ALS, horno para la columna y un detector
de de diodo array G1316A.

B. HPLC Shimadzu LC-20AD (Shimadzu, Kyoto, Jap6n) con un
moédulo de comunicaciones CBM-20A, un automuestreador
SIL-10AF y un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD
3300, Alltech Associates, Inc.). Para el procesado de datos se

utilizé el programa LabSolutions Lite for HPLC system.

Los métodos analiticos utilizados para cada antibi6tico se describen a
continuacion y todos son ellos modificaciones realizadas a partir de las

referencias que se van a citar.
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2.2.6.1. Método de ciprofloxacino

Para el analisis cromatografico del ciprofloxacino se utilizo el
equipo A con un método isocratico utilizando como fase mévil una
mezcla de &cido fosférico 0,25 M (16,85 mL/L de &cido fosforico al
85%, d=1,71 g/mL y grado HPLC) y acetonitrilo 75:25 (v/v). El flujo fue
de 0,8 mL/min y las condiciones cromatograficas fueron: volumen de
inyeccion de 20 uL, tiempo de analisis de 8 minutos y la longitud de
onda a la que se leyeron los datos fue de 280 nm!?, En la siguiente
figura se puede observar la curva de calibrado y un ejemplo de perfil

cromatogréfico obtenidos con este método para este antibiotico.

B tg=2.3 min

Area (AUC) x 106
Absorbancia (AU)
L

Y= 46558 + 99468
Re=0,9979

10 15 m 50 n B0 ; i l T I T L T i T [ T T

Concentracién Ciprofloxacino (ugimL) Tiempo de retencién (min)

0 0

Figura 8: A) Recta de calibrado del ciprofloxacino. B) Perfil
cromatografico a A=280 nm del punto de 200 pg/mL del ciprofloxacino.

2.2.6.2. Método de cefotaxima

Con este antibidtico, el analisis fue llevado a cabo con el
equipo B mediante un método isocratico con una fase mouvil
metanol:agua 30:70 (v/v), ajustando el pH a 4.0 con acido acético
glacial. El flujo que se utilizé fue de 0,8 mL/min. En este caso, el
volumen de la inyeccién fue de 5 pL, y se detecté a 235 nm con un

tiempo de analisis de 10 minutos %5, En la siguiente figura se puede
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observar la curva de calibrado y un ejemplo de perfil cromatogréafico

obtenidos con este método para este antibidtico.
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Figura 9: A) Recta de calibrado de cefotaxima. B) Perfil
cromatogréfico a 235 nm del punto de 200 pg/mL de cefotaxima.

2.2.6.3. Método de amikacina y neomicina

El analisis cromatografico de ambos antimicrobianos, se realiz6
mediante el equipo C. EI procedimiento empleado reunia las
caracteristicas de un método isocratico con una fase movil de
acetona:agua 50:50 (v/v) con 1,50 mL TFA por litro y un flujo de 1,0
mL/min. Las condiciones para el detector evaporativo (ELSD) fueron:
presién de nitrégeno de 3,5 bar, temperatura de evaporacion 45 °C y
la ganancia del detector de 16. El tiempo de analisis requerido para
ambos antibidticos fue de 10 minutos. En la siguiente figura se
observan las curvas de calibrado y un ejemplo de perfil cromatografico

obtenidos con este método para ambos antibi6ticos!?’.
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Figura 10: A) Recta de calibrado de neomicina. B) Perfil
cromatogréfico del punto de 200 pg/mL de la neomicina. C) Recta de
calibrado de la amikacina. D) Perfil cromatografico del punto de 200
pug/mL de la amikacina.

En la tabla siguiente se resumen los métodos analiticos
descritos para determinar cuantitativamente cada antibiotico, asi como
los datos cromatograficos relevantes como son el tiempo de retencion
(tr) y el factor de retencion de la columna. El tr, nos indica en cada
caso, como a pesar de afadir polielectrolitos conjugados a las
diferentes nanoparticulas con antibiéticos, éstas no modifican su perfil
cromatogréfico. El factor de retencion, es una medida del tiempo que
un compuesto permanece en la fase estacionaria, en relacién con el
tiempo que permanece en la fase mdvil. Matematicamente, es la
relaciéon entre el tiempo de retencion ajustado del compuesto y el

tiempo muerto del eluyente en esa columna para ese método.
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Tabla 2: Resumen de los métodos analiticos empleados en la

determinacion de los antibiéticos ensayados.

Antibiético E* Método analitico tr k!
(min)
Ciprofloxacino A Isocrético 2,4+0,1 1,34

0,25M éc. fosférico
/acetonitrilo 30:70 (v/v).

Flujo:0,8 mL/min; Vi?=20 pL;

ta3:8 min; Miectura=280 nm;

Cefotaxima B Isocrético 3,1+0,1 14
Metanol/agua 30:70 (v/v).
Flujo:0,8 mL/min; Vi=5 yL
ta=10 min; Niectura=235 nm

Neomicina C Isocrético 54+0,1 4,2
Amikacina Acetona/agua 50:50 (v/v). 2,640,1 2,0
Flujo:1,0 mL/min; Vi=10 pyL
ta=10 min
"E= equipo

! k= factor de retencion.
2V; = volumen de inyeccion.
3 ta = tiempo de andlisis.

4 Necwra = longitud de onda de lectura.
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2.2.7. Ensayos de actividad antimicrobiana

2.2.7.1. Consideraciones previas

En un principio, para evaluar la capacidad antimicrobiana de
las diferentes formulaciones, se utilizaron de manera preliminar
diferentes métodos para determinar la concentracion inhibitoria del
90% (Clgo) y/0 la concentracion minima inhibitoria (CMI) en una cepa
de laboratorio de E. coli (Top 10 F’). Finalmente se optd por el método
de la microdilucion en caldo de cultivo para realizar los test de
susceptibilidad antimicrobiana determinando la CMI en otras especies

y/o cepas de bacterias mas relevantes en salud humana.

La seleccion de este método fue por su facilidad tanto para
automatizar el trabajo como para la interpretacién de resultados. Esta
técnica es también una de las recomendadas para este fin por el
Comité Nacional para Estandares de Laboratorios Clinicos!?8. El caldo
de cultivo utilizado fue el Mueller-Hinton (MH), el cual es el
recomendado por esta misma institucion?® como el medio de eleccién
para las pruebas de susceptibilidad de los organismos aerébicos o
facultativos cominmente aislados y de rapido crecimiento porque: (i)
presenta muy pocas diferencias entre los distintos lotes comerciales,
(i) es bajo en inhibidores de sulfonamida, trimetoprima y tetraciclina,
(i) en él crecen bien la mayor parte de las bacterias patégenas, (iv)
permite satisfactoriamente el crecimiento de la mayoria de los
patégenos y (v) existe una gran cantidad de datos y experiencias
sobre estas pruebas usando este medio. Para organismos mas
exigentes este medio se suplementaria con los compuestos

necesarios.

Previamente a esta decision, se realiz6 la evaluacion de Clgo

de los polielectrolitos PFP* y PENT* por el método de contaje de
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colonias, aunque posteriormente se realizard con el método de

microdilucion en caldo.

Otros ensayos realizados fueron la evaluacion de la actividad
antimicrobiana de los polielectrolitos conjugados fluorescentes en
tampén fosfato con diferentes concentraciones de sal cloruro
sédico(NaCl), para valorar y comparar la influencia de estos iones en
los polimeros y la influencia del polimero comercial en la actividad

antimicrobiana, tanto en forma de nanoparticula como libre.

2.2.7.2. Determinacion de la Clggo mediante el andlisis de unidades

formadoras de colonias (UFCs)

El objetivo de esta técnica era acotar la Clg de los PCs PFP*y
PFNT*. Para ello se adaptdé con algunas modificaciones un protocolo
descrito por Y.P. Lai y col. (2006)'?°. Brevemente, partiendo de una
disolucién previamente titulada de E. coli (cepa Top 10 F) conservado
a -80 °C en medio de cultivo LB (medio Luria Bertani) con un 15% de
glicerol se realizé una dilucion de bacterias a una concentracion de
2x108 UFCs/mL en tampoén fosfato 10 mM con 10 mM de NaCl. A
continuacion, esta dilucion se mezclé en una relacion 1:1 (v/v) con
concentraciones crecientes de cada PC en el mismo tampén usado
para diluir las bacterias. La concentracion final de bacterias utilizada
fue, por tanto, 1x10° UFCs/mL. Como control negativo se uso
neomicina (Sigma Aldrich) a una concentracion de 0,25 yg/mL y como
control positivo tampén fosfato 10 mM con 10 mM de NaCl mas la
cantidad de disolvente correspondiente (DMSO, Metanol y Etanol)
presente en los PCs a las concentraciones experimentales. También
como control negativo se prepararon muestras con sé6lo tampon
fosfato 10 mM con 10 mM de NaCl. Estas muestras se incubaron

durante 6h a 37°C. Transcurrido este tiempo se diluyeron en serie en
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LB, se inocularon (100pL) en placas de LB agar y se incubaron
durante la noche (overnight) a 37°C. Finalmente se procedi6 a contar
las colonias que habian crecido. Los ensayos se realizaron por
triplicado. Los resultados estan expresados en media de porcentaje
(%) y su error como desviacion estandar (sd) respecto al control. Los
resultados que no presentan este error es debidido a que no surgio

ninguna variabilidad entre los experimentos realizados.

2.2.7.3. Determinacion de la Clgg mediante el analisis de la DO620

La determinacion de la Clg también se realiz6 midiendo la
turbidez de los cultivos tratados. La turbidez se correlaciona con la
cantidad de bacterias en suspensién en un medio liquido, de forma
que la disminucion de turbidez implica inhibicion del crecimiento
bacteriano en estos ensayos. La turbidez se puede -cuantificar
midiendo la absorbancia a 620 nm (densidad o6ptica, DO620). Al
disponer de lectores (espectrofotdmetros) de placas, estos ensayos se
pueden realizar en placas multipocillo. Este método permite, por tanto,
y de ahi la razén de probar a utilizar este método, trabajar y analizar
un mayor nidmero de muestras en menos tiempo al requerir menos
manipulacion experimental, ser facilmente automatizable y a que la
toma de valores la realice una maquina, la cual es ademas mas

precisa.

El desarrollo de los ensayos usando esta metodologia es muy
similar a la descrita anteriormente mediante el andlisis de UFCs.
Brevemente, los diferentes tratamientos fueron dispuestos diluidos en
serie en una placa de 96 pocillos, junto con los respectivos controles,
en un volumen de 50 pl (en tampodn fosfato 10 mM con 10 mM de
NaCl). A continuacion, en cada pocillo que correspondiera fueron

inoculados 50 pl de una dilucion de bacterias (procedentes de una
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disolucion titulada) a una concentracion de 2x10° UFCs/mL en tamp6n
fosfato 10 mM con 10 mM de NaCl. Las concentraciones finales
consideradas son por tanto la mitad de las afadidas originalmente al
diluir ambas 1:1 en la mezcla. Estas muestras se incubaron durante
6h a 37°C. Transcurrido este tiempo se afiadio 100 pl de medio MH
por pocillo y se se incubaron durante la noche a 37°C. Finalmente se
procedié a medir la DO620 en un lector de placas (Biotek EON, Biotek
Instruments, Winooski, UT, USA). Los ensayos se realizaron por
triplicado. Los resultados estan expresados en media de la inhibicion
del crecimiento en porcentaje (%) y su error como desviacion estandar

(sd) respecto al control.

Los resultados que no presentan este error es debidido a que

no surgioé ninguna variabilidad entre los experimentos realizados.

2.2.7.4. Determinacion de la CMI mediante el método de la

microdilucién en caldo de cultivo

Este método se denomina "microdilucion” porque implica el uso
de pequefios volumenes de caldo dispensados en placas estériles de
plastico multipocillo. Este método esta descrito tanto por el NCCLS!%®
como en la norma ISO 20776-11%. Existen paneles comerciales para
uso profesional con antibiéticos y concentraciones estandar. Sin
embargo, en este caso los paneles con las concentraciones de las
formulaciones experimentales fueron disefiados en el laboratorio y
dispensados manualmente. La microdilucion se realiz6 en placas de
96 pocillos (Kartell S.p.A, Noviglio, Italia), siendo el volumen final en
cada pocillo de 200pL, lo que implica que antes de la inoculacién de la
placa con 100puL de cultivo bacteriano habia previamente dispensados
100uL en cada pocillo de cada formulacion, estando estas distribuidas

en un gradiente de concentraciones de diluciones 1:2 en serie.
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Sefialar que estas diluciones fueron distribuidas en las placas y
congeladas el dia anterior a la inoculacion en ellas de las bacterias, lo
cual era realizado en las instalaciones del Departamento de
Microbiologia del Hospital General de Alicante al tratarse de cepas

clinicas.

Por esta razén, previamente a la realizacién de estos experimentos se
comprobé que la congelacion de las formulaciones en estas
condiciones no alteraba su actividad antimicrobiana. El volumen de
100uL correspondientes a las diluciones estaban compuestos por
50uL de la dilucion de cada formulacién propiamente dicha en agua
mas 50uL de caldo MH afiadido posteriormente. Con el fin de que en
cada diluciébn de formulacién sélo variase la concentracion de
antibiotico, en las diluciones las cantidades de NPs y/o PCs eran
compensadas en este gradiente para mantenerlas constantes a las
concentraciones de 2,5 mg/mL (PMVEMA-ES en NPs) y 3,75 uM,
respectivamente, en los 200puL finales. El rango de concentraciones de
antibiotico en el gradiente de cada formulacién de NPs depende por
tanto de la eficiencia de encapsulacion alcanzada en cada una de las
sintesis de éstas, siendo la concentracion mas alta (la inicial en cada
gradiente) 4 veces menor que la encapsulada al estar ésta diluida 4
veces en los 200uL finales. Consecuentemente, el gradiente de
concentraciones de antibiético en los controles (antibiético sélo o con
PCs en disolucién) fue adaptado al de la formulacién con mayores
porcentajes de encapsulacién en cada panel. En la tabla 3 se detalla
la eficiencia de encapsulacién y concentracién de cada antibiético en
las distintas formulaciones de los lotes utilizados para estos ensayos,
asi como la concentracion inicial (total en 200uL) del gradiente
antibiético en cada una de estas formulaciones y de los controles de

antibidtico previamente mencionados.
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Tabla 3: Eficacia de encapsulacion, concentracion de antibiético,

concentracion inicial del gradiente antibitico y controles de antibiético

en cada formulacion.

Antibidtico Formulacién EE(%)? CEP CIG®
(ug/mL) (ug/mL)
Amikacina Controles - - 11,5
NP sin PEC 18 36 9
NP con PFNT 18 36 9
NP con PFP 23 46 11,5
Neomicina Controles - - 24,5
NP sin PEC 37 74 18,5
NP con PFENT 33 66 16,5
NP con PFP 49 98 24,5
Ciprofloxacino  Controles - - 32,5
NP sin PEC 65 130 32,5
NP con PFNT 53 106 26,5
NP con PFP 54 108 27
Cefotaxima Controles - - 315
NP sin PEC 74 148 37
NP con PFNT 61 122 30,5
NP con PFP 63 126 31,5

a Eficacia de encapsulacion para el lote concreto utilizado en estos ensayos.

b Concentracion encapsulada.

¢Concentracion inicial del gradiente.
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Una vez preparadas estas diluciones se procedid a la
inoculacion de la placa con 100puL del cultivo bacteriano
correspondiente por pocillo. Para ello, colonias de cada una de las
especies de bacterias se sembraron y dejaron crecer en placas Petri
con agar sangre (Biomerieux, Madrid, Espafia) durante toda la noche
en un incubador a 37 °C, recuperadas al dia siguiente con un asa de
siembra y resuspendidas en aproximadamente 1 mL de PBS. La
cantidad de unidades formadoras de colonias (UFCs) resuspendidas
fue medida con un turbidimetro DensiCheck Plus McFarland
(Biomerieux, Madrid, Espafa) y a dicha resuspensién se le afiadio
mas bacteria o PBS hasta alcanzar un valor de 0,5 unidades
McFarland, estandar que contiene 1,4x10®8 UFC/mL. Esta
resuspension fue entonces diluida cien veces en caldo MH y usada

para inocular los paneles.

Tras su inoculacion, los paneles fueron incubados durante toda
la noche a 37 °C y posteriormente analizados para determinar
visualmente el Ultimo pocillo en cada gradiente que no presentaba
turbidez como consecuencia de la presencia/crecimiento de bacterias.
En aquellos casos en los que debido a un crecimiento débil del in6culo
la determinacion visual de la presencia/ausencia de crecimiento
bacteriano era dificil, esta se determin6 mediante la medicién de la
densidad o6ptica a 620 nm (DO620) en un lector de placas (Biotek
EON, Biotek Instruments, Winooski, UT, USA).
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Figura 11: Placa resultante de un ensayo mediante el método de
la dilucién en caldo. X CMI de las diferentes formulas probadas. Fila
G: 4 pocillos de NPs PMVEMA-ES, 4 pocillos de NPs PMVEMA-ES +
0,75 uM PFP*y 4 pocillos de NPs PMVEMA-ES + 0,75 uM PENT".

Como anteriormente se ha comentado, los estudios
preliminares se realizaron con una cepa de E. coli disponible en el
laboratorio (Top 10 F) para después continuar con la determinacién
de la CMI de las distintas formulaciones en otros grupos de bacterias
potencialmente patégenas en humanos. Estas bacterias patdgenas
incluyen especies Gram positivas y Gram negativas, asi como cepas
multirresistentes a antibidticos (Tabla 4). Los ensayos con estos
microorganismos fueron realizados en las instalaciones del Hospital
General de Alicante en colaboracion y supervision del doctor Juan

Carlos Rodriguez.
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Tabla 4: Listado de las especies de bacterias utilizadas para la

determinacion de la CMI de las formulaciones experimentales.

Clasificacion  Susceptibilidad Especies

Gram a antibioticos
Sensibles E. faecalis* S. aureus

Gram

. E. faecium* S. aureus
positivas

Resistentes (resistente)
Sensibles E. coli K. pneumoniae

Gram

. E. coli BLEE K. pneumoniae
negativas

Resistentes (resistente ) (resistente)

*NOTA: Ambas especies bacterianas quedaron excluidas de ensayos
posteriores por resultar extremadamente resistentes con las
concentraciones de antibidtico probadas (CMI>256 ug/mL). Ademas,
se realizaron pruebas preliminares con NPs obteniéndose resultados

que no mejoraban la respuesta.

Una variante de este método desarrollado es el que
empleamos en el IBMC antes de acudir a las instalaciones del
Hospital General de Alicante y que se utilizé para los ensayos
comentados en consideraciones previas. Es un método de
microdiluciéon en caldo, pero realizado con medio LB y en lugar de
sembrar directamente la sustancia y la bacteria en medio LB como
sucede en el explicado que se siembra directamente en medio MH,

aqui, se mantienen las diferentes concentraciones a testar mezcladas
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con la correspondiente concentracién de bacterias durante 6h (en el
caso que nos ocupa) a 37 °C en tampon fosfato 10 mM-10 mM NaCl y
posteriormente se disponen las cantidades necesarias en las placas
de 96 pocillos con el medio LB y se dejan durante toda la noche a 37

°C para transcurrido este tiempo proceder a la lectura de placa.

Esta variacién del método, se realizaba debido a la visulizacién
por nuestra parte que el medio LB parece que ejercia una accion
inhibitoria sobre la actividad antimicrobiana del polielectrolito, por
tanto, se decidieron realizar los ensayos con la modalidad de

microdiluciéon en caldo modificado.

2.2.8. Ensayos de citotoxicidad

Para realizar los cultivos de células, el medio DMEM fue
tratado con un 10% de FCS y 100 unidades de penicilina y 0,1mg de
estreptomicina/mL (Sigma-Aldrich). Para la medida de los ensayos de
viabilidad celular, se prepararon 5 mg/mL de solucion madre de MTT
en PBS y se almacenaron a -20°C antes de su uso (ver seccion 2.1.5

de materiales de este capitulo).

2.2.8.1. Ensayo de viabilidad MTT de los polielectrolitos
conjugados en linea celular

Los ensayos de viabilidad conocidos como MTT estan basados
en la reduccibn metabdlica del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) por parte de la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa, presente en las mitocondrias de todas las células
vivas. Si el color azul-violeta del MTT vira hacia un color mas azul
significa que las mitocondrias de las células sanas y vivas son

capaces de reducir el MTT.
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Para los ensayos biologicos in vitro de este capitulo, se
utilizaron las conocidas lineas celulares HaCaT de queratinocitos
humanos inmortalizados proporcionadas por el Prof. Antonio Ferrer y
la linea celular de adenocarcinoma humano de colon HT-29 (ATCC®
Ref.: HTB-38™) cedida por el Dr. Miguel Saceda, de tejido colorectal y
colon respectivamente. El medio celular previamente descrito se utilizd
para todas las lineas celulares. Al igual que todas ellas se crecieron
en frascos flasks de 25cm? a 37°C en atmdsfera de un 5% de COs,.

Se analizo la toxicidad en las lineas celulares descritas
tanto de los polielectrolitos individualmente como de las
nanoparticulas, midiendo los cambios en la viabilidad celular mediante
el ensayo MTT. En resumen, se trataron células con una confluencia
del 90-100%, que se sembraron en placas de 96 pocillos 24 horas
antes, con diferentes concentraciones de cada tipo de nanoparticulas
y compuestos (previamente disuelto en agua) en medio de cultivo
celular durante 24h (100 pL/pocillo). A continuacion, los tratamientos
se reemplazaron por medio de cultivo celular fresco (100 yL) con 0,5
mg/mL de MTT (a partir de disoluciones concentradas 10 veces). Las
células se incubaron después durante 2 horas adicionales, se retird
cuidadosamente el medio y se disolvio el producto de formazan
(estado reducido del nitroazul de tetrazolio) coloreado en 100 uL de
DMSO y se midi6 a 570 nm (corregido a 620 nm) con un lector de
microplacas de absorcion Omega SPECTROstar® (BMG LABTECH,
Alemania). La densidad Optica se correlaciono directamente con la
cantidad de células y se expresé en porcentajes con respecto al grupo
de control (células no tratadas). Todos los experimentos se realizaron
por triplicado y los resultados se muestran como media de porcentaje
y su error como desviacion estandar (sd) de tres experimentos

diferentes.
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2.2.9. Analisis estadistico.

Los datos obtenidos de los ensayos para determinar la
actividad biolégica de cada una de las formulaciones fueron, cuando la
cantidad de estas era suficiente, analizados estadisticamente
mediante el uso de ANOVA de una o dos vias (dependiendo del
namero de variables del experimento en cuestidn) tras comprobar que
la distribucion de los datos era normal. Para ambos ANOVAs se
aplicaron comparaciones mdultiples de Bonferroni post-prueba. Tanto
para graficar estos datos, asi como para su analisis estadistico se

utilizé el software GraphPad Prism v5.
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3. Resultados y discusion

En esta seccion, se expondran los resultados obtenidos en la
fabricaciébn de nanoparticulas de PMVEMA-ES y su caracterizacion
morfolégica incluyendo la presencia de diferentes componentes:
polielectrolitos emisores de luz (azul y roja) y/o antibiéticos de ambito
hospitalario. Estos materiales nanoestructurados se estudiaran vy
evaluaran en diversos ensayos biolégicos, como localizacion celular,

toxicidad y actividad antimicrobiana.

3.1. Caracterizacién de las nanoparticulas (NPs) de PMVEMA-ES
con y sin polielectrolitos

3.1.1. Espectroscopia de correlacion de fotones (“dynamic light

scattering”; DLS)

Las nanoparticulas de PMEVEMA-ES obtenidas por el método
de desplazamiento de disolvente (ver metodologia seccion 1.1) han
sido caracterizadas por su tamafio y potencial zeta mediante
espectroscopia de correlacion de fotones con el equipo Brookhaven
90 Plus, midiendo a 90°. En la tabla 5 se muestran los resultados
obtenidos en funcion de la concentracién de polimero transportador,
para una concentracién constante de polielectrolito conjugado o
emisor. Con esta técnica tan sensible y facil de utilizar, se ha
comprobado la homogeneidad y estabilidad de las muestras en
funcién de concentraciones variables de PMVEMA-ES desde 1,25
hasta 26,6 mg/mL, correspondiente con la concentracion maxima del

polimero comercial incluido en las preparaciones.

En general, se aprecia como a menor cantidad de polimero
comercial, disminuye el tamafio de las nanoparticulas. Si pasamos a

relacionar los tamafios de las NPs dentro de la misma cantidad de
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polimero PMVEMA-ES entre
fluorescentes, se observa que al incluir los polielectrolitos aumenta su

tamano, excepto a la maxima concentracion.

Tabla 5. Tamafios y potenciales zeta (PZ) de nanoparticulas

Resultados y discusion

las NPs con y sin polimeros

(NPs) con diferentes cantidades de PMVEMA-ES, con y sin
polielectrolito conjugado (PC) 2.
NPs
SVVEMAES Tamario+sd® PZ+sdP
(mg/mL) pca (nm) PDl+sd®¢ (mV)
35345 0,12+0,03 -29+2
26,6 PFP* 29049 0,08+0,04 -30+£5
PENT* 282+21 0,10+0,02 -30+22
2301 0,06+0,01 -32+1
20 PFP* 286x7 0,23+0,07 -29+10
PENT* 25242 0,11+0,03 -38+8
202+11 0,20+0,06 -35+9
10 PFP* 211+21 0,14+0,07 -27+13
PFENT* 194116 0,15+0,06 -28+11
1064 0,10+0,04 -5+6
5 PFP* 17517 0,15+0,07 -18+12
PFENT* 169+13 0,14+0,01 -10+£3
139+26 0,19+0,03 -5+4
2,5 PFP* 142+14 0,11+0,02 -2243
PENT* 15544 0,13+0,02 -3015
8415 0,11+0,04 -26x10
1,25 PFP* 160+16 0,23+0,05 -28+8
PENT* 98+18 0,25+0,11 -11+7

a PC= PFP* (azul) 6 PFNT* (rojo); [PC]= 1,50 uM (constante).
b El error se ha expresado como la desviacion estandar de una poblacion de al

menos n=3.

¢PDI es la polidispersién del tamafio medido en las nanoparticulas.
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A la concentracion mas alta de polimero comercial sin ningan tipo
de aditivo, el tamafio de las NPs es el mas alto, aproximadamente 350
nm, sin embargo, disminuye ligeramente hasta los 300 nm con la
adicion de los polielectrolitos. Por otro lado, a la concentracion mas
baja (1,25 mg/mL) se obtiene valores dispares cuando se incorpora un
polielectrolito. Es probable, que las nanoparticulas al ser mas
pequefias y con una menor cantidad de polimero transportador, la
capacidad para albergar la misma cantidad de polielectrolito se vea
alterada, no siendo capaz de incorporarlo en su totalidad. Por lo tanto,
ambos extremos, el primero por exceso de tamafo y falta de
correlacion entre material adicionado y tamafio y el segundo caso por
falta de material, se descartan como concentraciones a reproducir en

la preparacion de nanoparticulas poliméricas de PMVEMA-ES.

Para concentraciones del polimero transportador entre 20-2,5
mg/ml encontramos tamafios que oscilan entre 150-250 nm, y se
aprecia una tendencia logica del tamafio medido en funcién de la
cantidad de la carga incluida. Esta tendencia estaria también de
acuerdo con la capacidad de carga de la nanoparticula que permite
afiadir otras sustancias sin modificar en exceso el tamafo de la
particula, como se ha visto previamente en la preparacion de

nanoparticulas poliméricas analogas?*s?.

La polidispersién (PDI) es una medida de la homogeneidad de las
poblaciones. Segun las especificaciones del equipo, un valor de PDI
inferior a 0,2 es indicativo de una poblacién homogénea. Atendiendo a
este criterio, hay mucha homogeneidad entre las poblaciones
preparadas, con la excepcion de las nanoparticulas con la minima
cantidad de polimero comercial y con ambos polielectrolitos. Esto
coincide con el aumento desproporcionado de tamafio al incorporar el

polielectrolito. La explicacion de estos resultados se podria justificar
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por la aparicion de agregados de NPs. donde los polielectrolitos
fuesen los conectores, minimamente recubiertos por el polimero

transportador.

Por dultimo, el potencial zeta es una medida de la magnitud
electrostatica de la doble capa interfacial de una particula con su
entorno. El signo entre cargas de las particulas corresponde a la
atraccion (positivo) o repulsién (negativo) entre las cargas y es uno de
los pardmetros clave a tener en cuenta de coémo se afecta la
estabilidad de los coloides 0 NPs. La magnitud del potencial zeta nos
indica el grado de estabilidad eléctrica, valores bajos o cercanos al
cero indican que las particulas tienden a precipitar mientras que
valores altos del potencial en valor absoluto indican estabilidad y que

se resistiran a la agregacion'®?.

Las nanoparticulas de PMVEMA-ES con concentraciones de 20 y
10 mg/mL, presentan los valores de potencial zeta mas altos y, por
tanto, los que aportan mayor estabilidad como medios dispersos.
Estos resultados son parecidos en signo y en valor con nanoparticulas
compuestas de mono ésteres (de metilo C1 a butilo, C4) de poli-(metil
vinil éter-alt-anhidrido maleico), siguiendo un procedimiento de
fabricacion analogo al descrito aqui®*. A partir de los valores
anteriores, la preparacion de nanoparticulas con una concentracion de
10 mg/mL de PMVEMA-ES se elige como la mas adecuada por su
buena reproducibidad lote a lote, estabilidad y menor cantidad de

polimero empleado.

Una vez valorada la cantidad 6ptima de polimero transportador
comercial a emplear se variaron las cantidades de polielectrolito
conjugado afadido a la preparacion de las nanoparticulas. La adicién
de los polimeros fluorescentes oscila entre 0,01% y 0,12% peso/peso

con respecto al polimero transportador PMVEMA-ES o entre 1,5 y
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15uM de cada polielectrolito (calculado sobre cada unidad
monomeérica) y se han estudiado los mismos parametros quimico-

fisicos por DLS, que los anteriormente descritos.

400

™ PFP+
H PFNT+

Diametro hidrodinamico (hm)

1,5 5 10 15
[Polielectrolitos] (uM)

Figura 12: Diametro hidrodinamico de las nanoparticulas de
PMVEMA-ES (10 mg/mL) con diferentes concentraciones de
polielectrolitos.

En la figura 12, se representan los resultados de la adicion de
ambos polielectrolitos catiénicos (PFP*y PFENT*) y se puede apreciar
como a mayor cantidad de cualquiera de los dos polielectrolitos
aumenta el tamafio de las nanoparticulas hasta superar los 300 nm
cuando la concentracion de polielectrolito conjugado esta por encima
de 10 uM. En todas las muestras, la polidispersion se mantiene
inalterada con valores promedio 0,17+0,07. En relacion a los
potenciales zeta, todos los valores se conservan con datos negativos
para las distintas formulaciones, y el promedio es de -25+6 mV. Esto

nos indica la poca influencia que presenta la adicion de las cantidades
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estudiadas de polimero conjugado como sonda fluorescente en la
estabilidad de las nanoparticulas. Por tanto, se obtienen poblaciones
fluorescentes, estables y poco dispersas para su uso en posteriores

ensayos bioldgicos.

Como resumen, la relacion éptima para la preparacion de las
nanoparticulas es: 10 mg/mL de PMVEMA-ES y 150 uM de
polielectrolitos catiénicos. ElI tamafio hidrodinamico de estas
nanoparticulas se encuentra alrededor de 200-220 nm, rango de
valores apropiados para traspasar algunas barreras 0 membranas
celulares de interés biol6gico''1133134 | a cantidad de polielectrolito
conjugado sera afadida en funcion de la cantidad necesaria para
emplearse como sonda de fluorescencia o para ejercer una actividad
antimicrobiana y no se necesitaria alcanzar cantidades que podrian
causar dafio celular, ni tampoco encarecer la produccién de estas

nanoparticulas.

3.1.2 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Con el fin de estudiar la morfologia de las nanoparticulas y
comparar el tamafo de la medida de tamafio realizada con la técnica

anterior se utilizé el microscopio electrénico de transmision.

114



Capitulo 11l Resultados y discusion

Figura 13: Esquema de wuna nanoparticula
sefalizando el radio hidrodindmico (Rn) medido por
DLS y el radio (R) medido por TEM.

La disminucion de los tamafos de las nanoparticulas al medir
con TEM se debe a que con el microscopio electrénico de transmision
se mide el didmetro real de la nanoestructura (verde en la figura)
mientras que el equipo de correlacion de fotones mide el diametro
hidrodinamico de las nanoparticulas (naranja en la figura). El diametro
hidrodinamico se debe a una medida de la particula en medio liquido
que se esta moviendo y la mayoria de veces se adhiere a una capa
eléctrica dipolar a su superficie. Por otra parte, esta medida esta
sujeta a la precision del equipo dependiendo de las diferentes

poblaciones de nanoparticulas fabricadas.
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Figura 14: Nanoparticulas de PMVEMA-ES 10 mg/mL. A) y B)
NPs PMVEMA 10 mg/mL (Escala: 500 nm y 200 nm). C) con 1,5
MM de PFP* (Escala: 500 nm). D) con 1,5 pM de PFNT" (Escala:
500 nm). E) con 15 pM de PFP* (Escala: 200 nm). F) con 15 pM
de PFENT* (Escala: 200 nm).

En la figura anterior, las nanoparticulas presentan una
disminucién de tamafio con respecto a las medidas realizadas por
DLS en cualquiera de las concentraciones vistas en las imagenes
fotograficas. Como muestra representativa de las poblaciones
visualizadas en la fotografia A, figura 13, se ha confeccionado el
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histograma (figura 14) que representan la media de poblaciones

registrada en la preparacion de NPs de PMVEMA-ES 10 mg/mL

Numero de nanoparticulas

65 95 125 155 190
Diametro (nm)

Figura 15: Histograma de NPs de PMVEMA-ES

10 mg/mL sin carga.

Las muestras de NPs sin cargar o cargadas de polielectrolitos
a concentracion 1,5uM 6 15 uM de PFP* o PFENT* y realizados con
esta técnica de microscopia electronica de transmisién se han
analizado de forma particular, fotograma a fotograma con el mayor
namero posible de particulas. Los resultados se muestran en la tabla 6

y todas presentan morfologia esférica.
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Tabla 6: Didmetros promedios obtenidos por TEM y DLS en
las muestras de NPs de PMVEMA-ES 10 mg/mL con diferente

composicion.

Composicién de

NPs Dn Drem Dv/ )
(nm) (nm) Drem Observaciones TEM
PMVEMA . nm nm
‘ES [PC*]
Multimodal; n=16
- 202+11 114+37 1,77
(95y 125 nm)
Bimodal; n= 16
+ PFP* 211+21 181+41 1,17
(200 y 125 nm)
1,5 uM
Bimodal; n=6
+ PFENT™ 194+16 217+29 0,89
(250 y 200 nm)
Bimodal; n=6
+ PFP* 304+8 194456 1,55
(255 y 165 nm)
15 uM
Bimodal*; n=12
+ PFNT* 3267 256450 1,27

(330 y 230 nm)

! En negrita se indica poblacién mayoritaria.

Las muestras que contienen bajas concentraciones de
polielectrolito presentan dos poblaciones diferentes en microscopia de
transmisién de electrones, cuyo diametro se asemeja a los obtenidos
por DLS, mientras que a alta concentraciébn de polielectrolito, el
tamafio aumenta de forma significativa. Este hecho puede deberse a
la presencia de nanoparticulas agregadas que se forman cuando hay
una alta cantidad de polimero transportador o simplemente donde los
polielectrolitos ayudan a conectarse entre las particulas formadas,
como se aprecia en la figura siguiente, donde dos nanoparticulas con
diametros similares se agregan y se comportan como una particula de

diametro mayor.
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Figura 16: Imagen del TEM de NPs
PMVEMA-ES 10 mg/mL con 15 pM de
PFP* (Escala: 100 nm).

3.2 Caracterizacion de las NPs de PMVEMA-ES con y sin

antibioticos y/o polielectrolitos

Después de evaluar los resultados de los diferentes tamarios
de muestras de NPs con y sin polielectrolitos conjugados, se decidio
incluir en las nanoparticulas antibiéticos de uso hospitalarios con el fin
de evaluar su efecto en ensayos de actividad antimicrobiana. En este
caso, las nanoparticulas seleccionadas para la elaboracién con
antibiéticos fueron las compuestas por 10 mg/mL de PMVEMA-ES y
15 uM de polimeros conjugados que presentaban tamafos de 305-

325 nm segun diametro hidrodindmico y 195-255 nm de TEM.
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3.2.1 Espectroscopia de correlacion de fotones (DLS) vy

cromatografia liguida de alta resolucion (HPLC)

Empleando la misma metodologia de fabricacion vy
caracterizacion de las nanoparticulas anteriores, se procedio a incluir
diferentes antibidticos a una concentracién caracteristica 0,2 mg/mL.
Esta concentracién fue seleccionada para ajustar las dosis por dilucion
necesaria en los calculos de ensayos biolégicos de actividad
antimicrobianas. En la siguiente tabla, se muestran las caracteristicas
fisico-quimicas de las nanoparticulas cargadas con antibiético
obtenidas con DLS y se incluye la eficiencia de la encapsulacién del
contenido en farmaco, obtenida mediante analisis cromatogréafico por

HPLC para cada formulacion.
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Tabla 7: Tamafos (Ru), polidispersiones (PDI), potenciales zeta (PZ)
y eficacia de encapsulacion (EE) de nanoparticulas de PMVEMA-ES
(10 mg/mL) con diferentes antibidticos a concentracién (0,2 mg/mL),

con o sin polielectrolito conjugado (15 uM).

NPs Tamafotsd®  PDItsd® PZisd® EE sdaf
PMVEMA-ES (nm) (mV) (%)

Blancas® 19547 0,15+0,04 -38+13

Amikacina 25315 0,17+0,07 -39+2 14+4
Amikacina-PFP* 317+6 0,31+0,03  -25#3 24+1
Amikacina-PFNT* 258+8 0,2740,14  -16+2 32+11
Neomicina 209+4 0,20+0,07  -29+7 40+3
Neomicina -PFP* 166+1 0,15+0,08  -21+2 51+4
Neomicina -PFNT* 300+7 0,09+0,04 -42+4 30+5
Cefotaxima 1566 0,29+0,03  -318 69+7
Cefotaxima-PFP* 15742 0,17+0,05 -26+8 66+4
Cefotaxima-PFNT* 2116 0,1740,04  -18+4 6646
Ciprofloxacino 256+8 0,17+0,01  -16%3 59+8
Ciprofloxacino-PFP* 151+3 0,19+0,07 -24+£11 46+11
Ciprofloxacino-PFNT* 13545 0,14+0,03  -2145 45+12

2 El error se expresa como la desviacion estandar de poblaciones con n=3 medidas de
dos lotes distintos como minimo.

b Eficacia de Encapsulacién promedio es el cociente entre antibiético retirado respecto
del total y expresado en tanto por ciento, de al menos tres inyecciones para cada
muestra y lote.

¢ Blancas se refiere a las nanoparticulas compuestas de solo polimero transportador
(sin carga).
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En todos los casos, las poblaciones son reproducibles y poco
dispersas, segun la polidispersion obtenida, con excepcion de
nanoparticulas cargadas con el aminoglucésidos de amikacina y
polielectrolitos conjugados que tiene unos valores superiores a 0,2.
Los diametros mas grandes medidos son para las nanoparticulas
cargadas con aminoglucosidos: amikacina (255-315 nm) y neomicina
(165-300 nm). Las que contenian ciprofloxacino presentaban unos
valores que oscilaron entre 135-256 nm y fueron muy parecidos para
nanoparticulas cargadas con cefotaxima que se mostrtaron ente 156-
211 nm.

En cuanto a los potenciales zeta, todos ellos siguen siendo
negativos, alrededor de los mismos valores que cuando Ilas
nanoparticulas no estan cargadas con antibiéticos, por tanto, cabe
esperar que no se haya afectado a la capa externa de la
nanoestructura, aunque algunos autores justifican pequefias
variaciones debido al caracter hidrofilico de cada antibi6tico®®. La
estabilidad de la dispersidén en todos los casos es moderada siendo en

general mas favorables con los aminoglucésidos.

En la tabla no destacan resultados al adicionar diferentes
antibioticos en la preparacion de las NPs y no siguen una pauta
establecida por la polarizabilidad, impedimento estérico o volumen
especifico del medicamento afadido. Los tamafios registrados
comprenden valores entre 135 y 300 nm, en radios hidrodindmicos,
que se traducirian en poblaciones reales inferiores a 200 nm. La
presencia de los polielectrolitos cationicos en el procesado de las
nanoparticulas juega un papel distinto en cada caso y sin ninguna
pauta clara. Con cefotaxima y ciprofloxacino se afectan minimamente
tanto en el tamafio como en la estabilidad, al igual que ocurria con las
nanoparticulas blancas de PMVEMA-ES (10 mg/mL) y 1,5 uM de
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polielectrolitos (tabla 5). Con neomicina tienden a compactarse los
tamafos con la adicion de PFP* mientras que el efecto contrario surge
al adicionar PFNT"*. Por su parte, las nanoparticulas cargadas con
amikacina incrementan los tamafios como ya ocurria en altas
concentraciones de polielectrolitos conjugados (ver figura 11). En el
caso de nanoparticulas de amikacina, este aumento de tamafio se ha
observado previamente en un estudio realizado con el copolimero de
acidos lactico y glicdlico (PLGA, 50:50) al que adicionan dos
concentraciones de polimero estabilizante (pluronic F68)'%°. Aqui se
justifica que a baja concentracion de estabilizante F68 se produce un
aumento del tamafio de la particula como consecuencia de un
incremento de la tensién superficial y de la diferente viscosidad y
difusién del medicamento durante el proceso de formacion de las
nanoparticulas. En general, se esperaba que el aumento de la relacion
polimero transportador medicamento produjese un aumento en la
cantidad almacenada de medicamento por unidad de masa de
nanoparticula y en la eficiencia de encapsulacion, si bien estas
concentraciones empleadas nos han permitido ajustar los ensayos

biolégicos.

El desarrollo del estudio de encapsulacion se llevé a cabo
analizando los diferentes cromatogramas de los distintos lotes de cada
antibiético en las diferentes formulaciones de PMVEMA-ES. La
eficacia de encapsulacion (EE%) promedio de las distintas
nanoparticulas cargadas con los diferentes antibidticos se evalud
mediante la técnica de cromatografia de liquidos y sus protocolos
analiticos descrita en la seccion 2.2.6 de materiales y métodos de este

capiitulo (tabla 2).

En la columna correspondiente de la tabla 7, destaca que el

antibiotico betalactamico (cefotaxima) presenta los valores de
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encapsulacion mas altos por encima del 65% mientras que la
quinolona (ciprofloxacino) se encapsula entre el 45-60%. Los
aminoglucdsidos se incorporan en el interior de las nanoparticulas de
modo menos eficiente, neomicina present6 unos valores entre 30-50%
y la amikacina inferiores al 32%. La diferencia observada entre los
distintos antibidticos probados se puede deber a que los
aminoglucésidos poseen mayores pesos moleculares y un mayor
volumen especifico que los otros dos antibibticos, ciprofloxacino y
cefotaxima. Ademas, las estructuras quimicas de la quinolona y el
betalactdmico son planas lo que nos podrian indicar que presentan
probablemente un empaquetamiento mas compacto del propio
medicamento que ayude a optimizar su carga en el interior de la
nanocapsula y asi obtener una mayor carga de farmaco en el interior

de la nanoestructura.

En todos los casos se mantienen inalterados los tiempos de
retencion de los antibitticos en las nanoparticulas en comparacion con
los antibidticos en solucién. Tampoco se observaron otros picos
debidos a degradacion de las muestras 0 nuevos compuestos y las

cantidades fueron medidas previa calibracién de muestras recientes.

3.3. Espectroscopia de fluorescencia

Con el fin de ser empleados como sondas fluorescentes en
bioimagen, las nanoparticulas cargadas con los polielectrolitos
conjugados fueron analizadas por fluorimetria en disolucién acuosa.
En este estudio se ha comprobado el rendimiento de fluorescencia en
estado estacionario de las nanoparticulas con PFP* (polielectrolito
emisor azul) y PENT™* (polielectrolito emisor rojo) y se ha comparado
con los polielectrolitos en medio acuoso, evaluando la estabilidad en el

tiempo de estas muestras y el efecto que produce sobre la
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fluorescencia de cada polielectrolito la presencia de los antibidticos

incorporados en las nanoparticulas.

3.3.1. Espectroscopia de fluorescencia de nanoparticulas

cargadas con los polielectrolitos conjugados

En la siguiente figura se registraron los espectros de
fluorescencia de PFP* y PFNT* directamente en medio acuoso y
dentro de las nanoparticulas a dos concentraciones molares (1,5y 15

uM) y a temperatura ambiente.

Intensidad de fluorescencia normalizada

50 500
Longitud de onda (nm)

625 675
Longitud de onda (nm)

Figura 17: Espectros de intensidad de fluorescencia normalizados de
NPs cargadas y en disolucién acuosa a [PC*]= 1,5y 15 uM. A) PFP*
(Aex:380 nm) y B): PFENT* (Aex:510 nm). En los graficos insertos se
muestra los espectros de intensidad de fluorescencia.

En ambos casos, destaca que ambos polimeros conjugados
presentan una intensidad de fluorescencia mucho mayor dentro de las
nanoparticulas que rodeados del ambiente acuoso. Uno de los efectos
mas estudiados con anterioridad en nuestro grupo y colaboradores es
la rapida formacion de agregados de estos polielectrolitos en medios
acuos0s’36466.68.136-139 - En particular, el polielectrolito PFP* ha sido

empleado en multitud de aplicaciones debido al desplazamiento de las
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longitudes de onda del maximo de emisibn como consecuencia del
entorno del polielectrolito conjugado. Esta sensibilidad se amplifica
como consecuencia de un estiramiento conformacional de las cadenas
principales que permite una conjugacion mas efectiva y un aumento
significativo de su rendimiento cuantico de fluorescencia cuando tiene
un buen disolvente!*°. En las figuras anteriores se aprecia de nuevo
que las NPs que contienen PFP*, independientemente de la
concentracion de PC, aumentan significativamente la fluorescencia,
pero ademas hay un desplazamiento del maximo de emision de 10 nm
hacia longitudes de onda menores. Las NPs favorecen la
conformacion fluorescente del polielectrolito como ocurre en presencia
de buenos disolventes como pueden ser las mezclas de
propanol/agua (3:2), o directamente en etanol, metanol, DMSO con
longitudes de onda en el maximo de 406 nm mientras que en medio
acuso o tamponado estan sobre 420 nm?*4'. Al comparar los resultados
de las NPs de PFENT", en primer lugar, destaca que el desplazamiento
del maximo de emisién en este caso es de 24 nm, y con un efecto
hipsocrémico respecto del agua (igual que anterior polielectrolito), que
en PFENT* no habia sido observado con anterioridad. Con estas NPs
se alcanza el rendimiento cuantico mas elevado con respecto a otros
medios estudiados en nuestro grupo!4l. En la siguiente tabla se
resumen los valores mas significativos encontrados con estos

polielectrolitos.
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Tabla 8. Longitud de onda en el maximo de emision (nm) y

rendimiento cuantico de polielectrolitos en diferentes medios.

PC* PFP* PENT"
lvent _
ggven © © 8 C <§E © T <§( O
S §imgdg|s 3 g@p &
< see zzv [ & 227 8
o o o
Aem(nm) | 420 406 408 635 645 607 635
® 016 0,75 067 | 001 017 0,19 0,14

El entorno de los polielectrolitos encapsulados en NPs de
PMVEMA-ES favorece la definicion del espectro de fluorescencia lo
que indica un entorno favorable y, ademas, se ha comprobado que las
muestras mantenidas en oscuridad al cabo de tres meses mantienen
los altos valores de fluorescencia, por lo que su almacenaje y
estabilidad fotoquimica se mejora como consecuencia de la

encapsulacion con estas formulaciones.

Por tanto, las nanoestructuras formadas por polimero
comercializado encapsulando polielectrolitos fluorescentes (0,1-
0,01%) son mejores para estabilizar fotoquimicamente y poder
producir fluorescencia efectiva en medio acuoso y entornos biolégicos
gue los polimeros conjugados libres. Este resultado, tiene
concordancia con los obtenidos por Zehra y colaboradores®® en el que
incorporaban el PENT* dentro de liposomas con el fin de estabilizar el
polielectrolito y se observé que efectivamente a mayor cantidad de
vesiculas lipidicas, mayor era la fluorescencia emitida por el PFNT".
Los datos de fluorescencia presentados por los liposomas en su
mayor concentracion (1 mM) fueron de 48 unidades arbitrarias de

intensidad de fluorescencia para una concentracion de PFNT* de 1,5
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UM y su valor de rendimiento cuantico es ligeramente inferior (0,14) al
presentado en las nanoparticulas (0,19). La longitud de onda de los
liposomas en su méaximo de emisiéon rondaba los 630 nm frente a los
607 nm que presenta el polielectrolito conjugado dentro de las
nanoparticulas. Estos datos confirman que la encapsulacién del
polimero conjugado en una nanoparticula de PMVEMA-ES le confiere

una conformacién mas estable que la presentada en liposomas.

3.3.2. Espectroscopia de fluorescencia de nanoparticulas
cargadas con los polielectrolitos conjugados y distintos
antibidticos

Obtenidos los valores anteriores, se realizd la espectroscopia
de fluorescencia a las nanoestructuras cargadas con antibiéticos para

evaluar si la incorporacién de los antimicrobianos afectaba a esta

caracterizacion.

En la figura 18 se representaron los espectros normalizados de
fluorescencia del PFP* y PFNT* tanto en medio acuoso a 15 uM como
dentro de las nanoparticulas a la misma concentracién y cargadas a

una concentracion de 0,2 mg/mL de los diferentes antibioticos.

En ambos espectros normalizados destaca que las
nanoparticulas de PMVEMA-ES con 15 uM de polielectrolitos
conjugados siguen siendo mas estables que los polielectrolitos en
medio acuoso aun a pesar de contener en su interior los diferentes
antibidticos. Esta estabilidad es mas destacable con el polielectrolito
emisor rojo con un desplazamiento del maximo de emision de 33 nm
frente al desplazamiento del polielectrolito emisor azul con un valor de
25 nm. Este hecho quiere decir, que el PFNT* presenta una

conformacion de cadenas mas estiradas y estables dentro de las
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nanoparticulas, fenébmeno que comparte con el PFP* aunque éste
menos destacable. Por tanto, la incorporaciéon de las moléculas de
farmaco a las nanoestructuras realizadas en este capitulo, no afecta a

la estabilidad de los polielectrolitos.
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Figura 18: Espectros de intensidad de fluorescencia normalizados de

NPs cargadas a [PC*] =15 pM y 0,2 mg/mL de diferentes antibioticos.
A) PFP* (Lex:380 nm). B) PENT* (Aex:510 nm). En los graficos insertos

se muestran los espectros de fluorescencia absolutos.

Aunque la estabilidad de los sistemas nanoestructurados se
mantiene, en ambos polimeros conjugados en este tipo de
nanoparticulas con antibiéticos presentan en casos de una intensidad
de fluorescencia inferior a la del polielectrolito en medio acuoso,
desactivacion de la fluorescencia (efecto quenching). En el caso del
polielectrolito emisor azul se afecta a los cuatro tipos de
nanoparticulas, mientras que, en el polielectrolito emisor rojo,
Unicamente afecta a los antibidticos aminoglucésidos. En ambos
espectros insertos de nanoparticulas cargadas con antimicrobianos,
se puede apreciar como la intensidad de fluorescencia de los dos

antibidticos aminoglucosidos tienen menor fluorescencia que el
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polielectrolito disuelto en agua. Ademas, en el caso del polielectrolito
PFP* (figura A inserta), se aprecia una ligera disminucién de la
fluorescencia por parte de la cefotaxima (betalactamico) y el
ciprofloxacino, justo lo contrario que cuando van encapsulados con el

polielectrolito PENT™ (figura B inserta).

La desactivaciébn generalizada de la fluorescencia podria
deberse a reacciones en estado excitado, transferencia de energia,
formacion de complejos o desactivacion de la fluorescencia por
colisiones moleculares. En el caso que nos ocupa, la desactivacion de
la fluorescencia no parece ser debido a la formacién de complejos o
reacciones en estado excitado ya que al analizar los cromatogramas
por HPLC no se observan cambios en la estructura de las moléculas
antibiéticas. Por tanto, este efecto sera debido o bien a transferencia

de cargas o colisiones moleculares.

Brevemente, las nanoparticulas de PMVEMA-ES con [PC*]= 15
UM y cargadas con antibidticos presentan una estabilidad
conformacional mayor que el polielectrolito sélo en medio acuoso al
igual que las nanoparticulas sin antibiético. Sin embargo, a la hora de
actuar como sondas fluorescentes, Unicamente en caso de los
aminoglucésido encapsulados con PFP* podrian utilizarse, ya que en

los otros casos hay una desactivacion de la fluorescencia.

3.4. Estudio de la interaccion de los PCs y NPs con muestras

biolégicas mediante microscopia

3.4.1. Deteccién de PCs (solos o0 en NPs) en muestras biol6gicas

mediante microscopia 6ptica de fluorescencia

Tras comprobar mediante espectroscopia de fluorescencia el

poder emisor de las NPs, se valoré la posibilidad de usarlas para
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marcar bacterias ya que, recientemente, se ha comprobado en otros
estudios la afinidad por membranas bacterianas de PCs como estos’
y otros similares!42143.144.145 | 3 creacion de NPs fluorescentes en si
puede servir como herramienta para el estudio de la biodistribucion de
nanoparticulados para uso terapéutico como el descrito en esta tesis.
Ademds, dada la afinidad de los PCs por la membrana de procariotas,
estos compuestos podrian tener un potencial uso como detector de
bacterias, sefalizador de focos de infeccion e incluso agente

antimicrobiano.

Para alcanzar este obijetivo la visualizaciéon del marcaje de los
cultivos de bacterias tratados con los PCs se realiz6 con los equipos
de microscopia descritos en el apartado 2.2.3 de material y métodos
de este capitulo. (NOTA: Algunos de los resultados mostrados en este
apartado forman parte de una publicacion en la que el autor de la
presente tesis es coautor e intervino directamente en la obtencion de

dichos resultados).

3.4.1.1. Descripcion de la sefializacion de bacterias y/o células
eucariotas con PCs mediante microscopia Optica de

fluorescencia

Para observar el marcaje de bacterias con los PCs objeto de
estudio, colonias individuales de E. coli (figura 19) y S. aureus (figura
20) fueron aisladas de cultivos en placas Petri de LB-agar e incubadas
con 100 uL de una solucién 0,2 uM de PC durante 5 minutos, tiempo
tras el cual se procedié a su observacion en microscopio y toma de

imagenes.
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Superposicion

Fluorescencia campo claro / fluorescencia

) - .
h . .
20 pm

Figura 19: Imagenes de microscopia de fluorescencia de bacterias E.
coli tras el tratamiento con [0,2 uM] PCs’. Las barras son indicadores

escalados de tamanfo.

En ambos casos se observa colocalizacion de la seial
fluorescente del PC correspondiente y la bacteria, de lo que se deduce
la uniéon de estos a algin componente bacteriano probablemente

superficial como por ejemplo la membrana o pared celular bacteriano.

Este mismo ensayo se repitié siguiendo la misma metodologia
con una cepa de S. aureus para asi comprobar si habia diferencias de
marcaje entre Gram-positivas y Gram negativas, obteniéndose
resultados muy parecidos (figura 20). EI componente celular por el que
presentan afinidad los PCs debe ser por tanto comin a ambos tipos

de bacteria.
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Superposicion
Fluorescencia campo claro / fluorescencia

. . .
B . .

25 um

Figura 20: Imagenes de microscopia de fluorescencia de bacterias S.
aureus tras el tratamiento con [0,2 uM] PCs. Las barras son

indicadores escalados de tamafo.

Sin embargo, aunque el marcaje de las bacterias es bastante
eficiente a partir de lo observado en las imagenes de las figuras 19 y
20, las posibilidades del uso de los PCs en aplicaciones como
sefalizador dependerian de la existencia de un marcaje diferencial

con respecto a otro tipo de células.

Por lo tanto, en paralelo a los ensayos anteriores, para

comparar la afinidad que mostraban los PCs por componentes de
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células eucariotas, estos se incubaron, en las mismas condiciones con
células Hela (linea celular de cancer cérvico-uterino) (figura 21).

Como se observa en la figura 21, los PCs también presentan
afinidad por componentes celulares de HelLa. A priori, esto hace
suponer que los PCs no son buenos sefializadores bacterianos al
unirse también y de forma aparentemente muy eficiente a las células

eucariotas utilizadas en este ensayo.

Campo claro Fluorescencia

PFP*

PFNT*

100 pm

Figura 21: Imagenes de microscopia de fluorescencia de células
HelLa tras el tratamiento de PCs’. Misma metodologia que para el
marcaje bacteriano. Las barras insertadas son indicadores escalados

de tamafno.
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Sin embargo, para realmente comprobar la selectividad de los
PCs por ambos tipos de células se hace necesaria una comparacion
directa. Por este motivo, mediante este mismo método también se
comprobd si habia diferencias en el marcaje con PCs entre las E. coli
y las células eucariotas citadas mediante el tratamiento de un co-

cultivo de ambas (figura 22).

Campo claro Fluorescencia

& o~
» U
>
CG um

Figura 22: Imagenes de microscopia de fluorescencia de un co-cultivo
de células humanas Hela y bacteria E. coli tratadas con los PCs"4.
Misma metodologia que para el marcaje bacteriano. Las flechas
incluidas indican ejemplos de bacterias marcadas. Las barras

insertadas son indicadores escalados de tamano.
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Aunque, como veiamos en la figura 21, ambos PCs también
tienen afinidad por las membranas de las células HelLa, al combinar
bacterias y células el PFNT* en concreto presenta mayor afinidad por
las primeras al no apreciarse apenas marcaje en las células. En
contraposicion, el PFP* no parece tener mayor afinidad por unas que
por otras, al observarlas por el microscopio y en estas condiciones. De
esta manera, se confirma que estos PCs presentan afinidad por
membranas celulares y en el caso del PFNT* preferentemente por las
de origen bacteriano (0 componentes de estos). Estos resultados
fueron descritos en la publicacién comentada en la que se presentaron
valores de coeficiente de particion del polielectrolito PFNT* de dos
o6rdenes de magnitud superior en membranas lipidicas de caracter
anionico frente a los sistemas zwitterionicos. Este dato confirmé la
mayor afinidad del PFNT* por las bacterias que el PFP* debido a la
composicion de las membranas de las bacterias frente a la estructura

del polielectrolito™.

Existen otros pocos ejemplos en la bibliografia confirmando
esta propiedad para los PCs basados en fluoreno!#®. Otros PCs
similares pero basados en otra base estructural como son los
xantenos tipo Rosa de Bengala, sales de piridinio y amonio y algunas
quinolonas, también fluorescentes, han mostrado cualidades
parecidas!4>144145  En muchos de los casos, estos PCs presentan
ademas actividad antimicrobiana, aunque ésta parece activarse o
aumentar con la presencia de luz a la longitud de onda adecuada'#*
145 En todo caso, cabe afiadir que la afinidad de los PCs por el
componente celular diana puede depender de la composicién del
tampon en el que se realiza la mezcla de ambos. En este sentido, en
otro estudio con PCs basados en imidazol*4?, se describié, aunque no

de manera muy extensa, que la concentracion de NacCl era clave para
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dicha unioén. Estudios méas detallados son todavia necesarios para

conocer mejor tanto la dinamica como el sitio de la union de los PCs.

3.4.1.2. Determinacién de la localizacion/internalizacion de NPs
fluorescentes en células eucariotas mediante microscopia éptica

de fluorescencia

Dada la propiedad fluorescente con la que se puede dotar a las
NPs al combinar el PMVEMA-ES con PCs fluorescentes en la sintesis
de estas, la internalizacién y localizacién de las NPs en células puede
ser facilmente detectable y descrita. Las lineas celulares utilizadas
fueron HelLa (al igual que en el apartado anterior) y 3T3 (fibroblastos
de tejido embrionario de ratén). Las NPs utilizadas fueron de 10
mg/mL con 1,50 uM de PFNT*. Se utiliz6 uUnicamente este
polielectrolito ya que por los resultados de los ensayos anteriores
parecian presentar menor afinidad por las membranas eucariotas que
el PFP*. Otros ensayos se realizaron con cultivos primarios de tejido
nervioso extraido de rata embrionaria. Todos estos ensayos se
realizaron en el contexto de una colaboraciéon con el grupo del Dr

Eduardo Fernandez Jover del Instituto de Bioingenieria.

El tratamiento de las lineas celulares citadas se realizd
incubando cultivos celulares al 70-90% de confluencia con una
concentracion de NPs correspondiente a 10 mg/mL de PMVEMA-ES
(1,50 uM de PFENT") durante 4 dias. En ambos casos (mas apreciable
en las células 3T3) se observa una distribucién punteada alrededor de

los nucleos en algunas células (figura 23).

137



Capitulo 11l Resultados y discusion

Tratamiento

Sin tratamiento con NPs-PFNT*
3T3 . .
I . .
30 pm

Figura 23: Imagenes de fluorescencia de células 3T3 y HeLa con y sin
tratamiento de NPs-PFENT* durante 96 h. Las NPs estan compuestas
por 10 mg/mL de PMVEMA-ES con [PFNT*] = 1,5 uM. Los ndcleos de

las células fueron marcados con Hoechst (tincién azul).

Ademas de lineas celulares se decidio también tratar cultivos
primarios. En un intento por aproximarnos mas a lo que sucederia en
las células de un organismo. Con este objetivo, se procedié a observar
por microscopia optica de fluorescencia células de cultivos primarios
de corteza cerebral embrionaria y retina de rata que fueron tratados

como se describe anteriormente para las lineas celulares (figura 24).
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20 pm

Figura 24: Imégenes de fluorescencia de células de cultivos primarios
de corteza cerebral (A) y retina (B) de embriones de rata tratadas con
NPs-PFNT*. En ambos casos las células fueron tratadas con 1 mg/mL
de NPs y 0,15 uM de PFNT* durante 7 dias. Los nucleos de las
células en A fueron marcados con Hoechst (tincion azul). Los nucleos

y citoplasmas en B estan marcados con calceina (tincion verde).

En las imagenes de la figura 23 se puede observar una mayor
internalizacion de las NPs con PFNT™* en las células de estos cultivos
primarios en comparacion con la observada en las lineas celulares
(figura 22). Por tanto, en los cultivos primarios las NPs parecen
localizarse en el citoplasma, mayoritariamente en las cercanias del

nacleo (probablemente en el reticulo endoplasmico).

Ocasionalmente se detectaron NPs en el nlcleo, pero este
fendbmeno no es comun a todas las imagenes. Estos datos coinciden
con los publicados por Ojer y col.*%6 en los que se observa como
diferentes tipos de nanoparticulas se distribuyen por el interior del
citoplasma, aunque cabe destacar que aquellas nanoparticulas que
estaban pegiladas tenian méas predisposicion por situarse cerca de las

membranas plasmaticas. Por otra parte, estudios recientes de
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nanoparticulas realizadas con poli (DL- lactico-co- glicélico) han
demostrado una salida rapida de las nanoparticulas dede el

compartimento endolisosomal al compartimento citoplasmatico1147,

3.4.2. Determinacion de la internalizacion/localizacién de las NPs
en cultivo primario mediante microscopia electronica de

transmisiéon (TEM)

Para determinar con mayor precision la localizacion de las NPs
en muestras bioldgicas se realiz6 el siguiente estudio mediante TEM.
Las células seleccionadas para estos ensayos fueron las de cultivo
primario de corteza cerebral de rata embrionaria al haberse observado
en estas células una mayor internalizacion de NPs en los estudios con
microscopia Optica de fluorescencia. Por tanto, el tratamiento de estos
cultivos para los ensayos de TEM fue igual al realizado en los de

microscopia 6ptica de fluorescencia anteriormente descritos.

En las imagenes seleccionadas de la figura 24, se aprecia la
presencia de varias NPs (algunas en concreto indicadas con una
flecha roja) en el interior de células que por su morfologia parecen ser
astrocitos. La identificacion de las NPs (formas circulares muy
contrastadas) es dificil en algunos casos al poderse confundir con
elementos celulares como por ejemplo mitocondrias cortadas
transversalmente. Cabe destacar que el tamafio de las NPs
observadas varia mucho Ilo cual puede deberse a varias
circunstancias tales como el plano de corte realizado con
ultramicrotomo en la preparacion de las muestras (ver seccién 2.2.4
de materiales y métodos). Por otro lado, algunas NPs parecen mas

grandes de lo estimado por otros métodos, lo cual puede ser debido a
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gue en el proceso de internalizacion éstas sean envueltas por
membranas procedentes de lisosomas celulares que aumenten su

tamano aparente.

Como se muestra en esta figura en ocasiones la localizacién
de las NPs era proxima a cuerpos residuales o maquinaria lisosomal
(figura 25A y 25B). En otros casos, se detectaban las NPs en zonas
con alta densidad de mitocondrias, rodeadas por ellas, como se puede
apreciar en la imagen de la figura 25 y su ampliacion (figura 25C y
25D).

Figura 25: Detalle de la localizacion de NPs obtenida por TEM en
un cultivo primario de corteza cerebral de rata embrionaria. Ay C)
La barra de escala corresponde a 2 um. B y D) Ampliaciones de la
region enmarcada en linea discontinua en Ay C, respectivamente. B y
D) La barra de escala corresponde a 0,5 y 1 um, respectivamente.

Ejemplos de NPs son indicados con una flecha roja.
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La presencia de NPs cercanas a lisosomas (A y B) es
probablemente debido al proceso de degradacién de las NPs en el
interior de las células. En cuanto a la localizacion de las NPs en las
proximidades de las mitocondrias (C, D), este fenOmeno se ha
observado también en otras imagenes similares a las presentadas en
este trabajo. Aunque se requieren mas estudios para clarificar dicho
suceso, si las NPs tienden a acumularse en las proximidades de las
mitocondrias esta disposicion podria ser Gtil para funcionalizar las NPs
descritas en este trabajo hacia tratamientos orientados a solucionar

disfunciones relacionadas con estos organulos.

3.5. Viabilidad celular

3.5.1. Determinacién de la viabilidad celular tras el tratamiento

con PCs y NPs (con y sin PCs) de lineas celulares

Tras la optimizaciéon de la sintesis de los diferentes tipos de
NPs y su caracterizacion, se procedio al analisis de la funcionalidad de
estos en ensayos biolégicos in vitro. En este punto, se decidid
comenzar por determinar los niveles de citotoxicidad en lineas
celulares humanas tanto del sistema nanoparticulado en si (NPs con y
sin PCs), como de los PCs por separado y como referencia (figura 26).
Las lineas celulares utilizadas fueron HaCaT (anteriormente usada en
los experimentos de microscopia) y una linea celular de

adenocarcinoma de colon (HT-29).

Como se puede observar en la figura 26, los distintos
tratamientos conteniendo PCs mostraron perfiles de toxicidad
similares a los correspondientes en ausencia de estos, es decir,
concentraciones de DMSO equivalentes a las que corresponderian a

la concentracion de PC utilizada en cada caso y NPs creadas usando
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tan solo PMVEMA. En términos generales, las células HaCaT parecen
ser mas sensibles a los tratamientos que las HT-29 ya a que, por
ejemplo, a la méaxima concentracion utilizada para ambos tipos de
tratamiento los porcentajes de viabilidad celular fueron de 74,0%
(PFP*) y 66,1% (NPs sin PCs) para las primeras frente a 80,9%
(PENT*) y 88,1% (NPs con PENT?*) para las HT-29. En cualquier caso,
salvo excepciones, se alcanzé mas de un 85% de viabilidad celular
con 1,5 uM (en HaCaT) y 3 uM (en HT-29) en los tratamientos con
PCs y con 0,13 mg/mL (en HaCaT) y 2 mg/mL (en HT-29) de
PMVEMA-ES en los tratamientos con NPs.

Las excepciones a los anteriores resultados se encuentran en
los tratamientos con NPs sintetizadas sin PCs, caso mucho mas
acentuado en las células HaCaT (lo cual estd en sincronia con la
tendencia general encontrada en estos ensayos). En detalle, se
observa que a las concentraciones mas bajas (0,03-0,6 mg/mL) el
tratamiento con NPs sin PCs los porcentajes de viabilidad celular
fueron significativamente mas bajos que con NPs con PFNT* y/o NPs
con PFP* (ANOVA de dos vias, P<0,05 - P<0,001). El significado
biolégico de esta observacion es dificil de interpretar con los datos

actuales y el tratamiento de otras lineas celulares seria necesario.

Estadisticamente (ANOVA de dos vias), en todos los casos el
tipo de tratamiento produce cambios significativamente diferentes
(P<0,05 - P<0,001) y en todos salvo el tratamiento de HT-29 con PCs
el factor concentracion influye significativamente también (P<0,01 —
P<0,001).
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Figura 26: Viabilidad celular en células HaCaT y HT-29 tras el
tratamiento con PCs en disolucion y NPs con y sin PCs.
Diferentes concentraciones de PC (de 0,03 a 6 uM) y NPs (de 0 a 2
mg/mL en PMVEMA) fueron incubados durante 24 h a 37 °C con las
lineas celulares en placas de 96 pocillos por triplicado. Los resultados
estan representados como la media con desviacion estandar de tres
experimentos independientes. Leyenda: en negro, sin polielectrolito;

en azul, con PFP*y en rojo, con PFNT".

3.6. Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los PCs y las

diferentes formulaciones nanoparticuladas

Desde un principio, el objetivo del presente estudio era no sélo
la creacion de NPs poliméricas con capacidad de carga usando
PMVEMA como polimero transportador sino ademas la evaluacion de
estas nanoestructuras como sistema de transporte y liberacion de un

compuesto terapéutico, concretamente, antimicrobiano. En este
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sentido, dada la gran afinidad observada anteriormente de los PCs por
componentes celulares (probablemente superficiales) y, sobre todo, la
preferencia de PFNT* por aquellos componentes de origen bacteriano,
los ensayos disefiados para evaluar la capacidad antimicrobiana de
agentes antimicrobianos nanoencapsulados van a incluir dichos PCs.
Asi, la posibilidad de interacciones sinérgicas o sumativas de estos
PCs a la del antimicrobiano se podra evaluar aunque inicialmente la
finalidad del uso de los PCs fuera como sefalizador de la distribucién
de las NPs. Por esta razdn, también se realizaron una serie de
estudios preliminares para evaluar la actividad antimicrobiana de los

PCs individualmente.

3.6.1. Estudio de la actividad antimicrobiana de los PCs

3.6.1.1. Selecciébn de métodos para determinar la actividad

antimicrobiana de los PCs

Para seleccionar un método de valoracion de la actividad
antimicrobiana y determinar la capacidad antimicrobiana de los PCs
en disolucion, se usaron tres métodos diferentes para determinar la
actividad antimicrobiana usando E. coli como microorganismo
experimental modelo en este caso. Los métodos escogidos fueron
determinar la Clgy de los PCs por contaje de UFCs y medicion de la
D0O620 y determinar la CMI mediante el método de microdilucién en

caldo de cultivo.

La metodologia seguida en este apartado viene descrita en la
seccion 2.2.7 de material y métodos de este capitulo. Los ensayos
para cada método fueron realizados tres veces de forma

independiente y por triplicado (excepto en la microdilucion en caldo de
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cultivo que fue realizado por duplicado). En la figura 27 se muestra los

resultados obtenidos por los métodos destinados a determinar la Clgo.

UFCs DO620
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Figura 27: Determinacion de la inhibicion del crecimiento de E.
coli mediante contaje de UFCs y determinacion de DO620. El
rango de concentraciones seleccionado para las graficas comienza a
partir de la concentracion minima probada que muestra inhibicién total
del crecimiento bacteriano. Los resultados estdn expresados en
porcentaje de inhibicion del crecimiento. La linea de rayas horizontal
indica el 90% de inhibicion. Las barras azules indican tratamiento con
PFP*y las rojas con PFNT™.

Como se puede observar en la figura los valores son muy
parecidos entre métodos. Ademas, ambos PCs muestran perfiles muy
parecidos en los que el porcentaje de inhibicion del crecimiento de E.
coli producido es dependiente de la concentracién de estos (ANOVA
de dos vias; P<0,0001 en ambos métodos; F (F de Snedecor, que
hace referencia a una distribucuion de probabilidad continua)=90,72
para el método de contaje de UFCs y F=44,91 para el de medicién de

D0620). Por el método de contaje de UFCs la ICq para ambos PCs
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parece estar comprendida entre 1 y 1,5 pM mientras que por el de
DO620 esta entre 0,5y 1 pM.

Cuando se determina la CMI por el método de microdilucién el
resultado fue mucho mayor en comparacion con los dos métodos
anteriores, 5,7 = 2,7 uM para ambos PCs. Esta diferencia puede
deberse a que en los otros dos casos las bacterias fueron incubadas
con los PCs en tampén fosfato 10 mM con 10 mM de NaCl durante 6h
a 37 °C, previamente al sembrado en placas Petri (método de contaje
de UFCs) o adicion de caldo de cultivo y distribucion en placas de 96
pocillos (método de determinacion de D0O620). Sin embargo, en el
método de microdilucion, la interaccion entre PC y bacteria es, desde
el inicio en un medio rico en muchos tipos de moléculas diferentes que
pueden modificar las propiedades de los PCs y/o bloquear su unién

por los componentes celulares.

3.6.1.2. Descripciéon del efecto de la composicién de los

tampones en la actividad antimicrobiana de los PCs

Como se coment6 anteriormente, cuando se discute la afinidad
de los PCs por los componentes celulares, dicha afinidad y, por tanto,
la potencial actividad antimicrobiana asociada, puede variar
dependiendo de la composicion del medio en el que se co-incuban
como se describe en el trabajo de Lee y col. (2016)*3. Para
comprobar si en los PCs de esta tesis la composicion del tampén, y en
concreto la cantidad de cloruro sédico (NaCl) como apunta el autor
referenciado, afecta a la afinidad de éstos por los componentes
celulares y como consecuencia a la actividad antimicrobiana de los
PCs, se procedi6 a determinar por DO620 la inhibicién del crecimiento
de bacterias E. coli tratadas con PFNT*. Se escogi6 este polielectrolito

por ser el que mejor se unia a las membranas bacterianas y mostraba
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mas especificidad en tampones con distintas concentraciones de NacCl
(figura 28).

Para la realizacibn de este ensayo se escogid una
concentracion de PFNT* de 0.75 pM, la cual se estima que es
aproximadamente la Clg obtenida por este método en los ensayos
anteriores (figura 26). En este caso (figura 27), el PFNT* causé una
inhibicion de aproximadamente el 100% (98,7 + 2,1%) cuando se pre-
incubd (6 h) con las bacterias en el mismo tampoén (fosfato 10 mM con

10 mM de NaCl) que en aquellos ensayos.
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Figura 28: Efecto de la concentracién de sales en la inhibicién
producida por PFNT" en el crecimiento de E. coli. El rango de
concentraciones de tampodn incluye un tampén fosfato 10 mM sin NaCl
y el usado para los experimentos anteriores (tampon control fosfato 10
mM con 10 mM de NaCl) dentro de una serie creciente en

concentracion de sales (1, 10 y 100 mM) con la misma concentracion
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de fosfato y NaCl. Los resultados estan expresados en porcentaje con
desviacién estandar de inhibicion del crecimiento. *** P<0,001
(ANOVA de una via).

Las concentraciones de las sales en los distintos tampones
utilizados para comprobar el efecto de estas en la actividad del PC
fueron 1, 10 y 100 mM (con la misma concentracion en fosfatos y
NaCl en cada tampon) y un tampon fosfato 10 mM sin NaCl. Como se
observa en la figura 27, a concentraciones de 1 y 10 mM en ambas
sales la inhibicién en el crecimiento de E. coli producida por PFNT* es
cercana al 100%. Estos valores son significativamente mayores
(P<0,001 en ambos casos mediante ANOVA de una via, F=291,8) que
con el tampén control 10 mM fosfato sin NaCl, el aumento en la
actividad antimicrobiana de PFNT* es probablemente debido a la
presencia de NaCl. En este sentido, conviene sefalar que a la
concentracion mas alta (100 mM) la inhibicibn vuelve a estar

aproximadamente a los niveles del control (17,6 + 8,7%).

Si bien la metodologia utilizada no sirve para evaluar la
afinidad de los PCs por los componentes celulares, la actividad
antimicrobiana (que es la variable analizada) puede representar una
medida indirecta de dicha afinidad si existe una, muy probable,
relacién directa entre union y actividad antimicrobiana. A falta de
comprobar la relacion propuesta, se debe tener también en
consideracion que el aumento en la actividad antimicrobiana al
aumentar la cantidad de NaCl puede ser debido a que se contribuye al
desequilibrio osmético entre el interior y exterior de las células lo cual
afectaria negativamente a su integridad si sus membranas estan
siendo ademas perturbadas por la accién del PC. En este sentido,

trabajos mas exhaustivos enfocados a estudiar como afecta la
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presencia de determinadas sales a la estructura quimica y estabilidad

de estos PCs asi como a sus propiedades quimicas son necesarios.

3.6.1.3. Determinacion de la CMI de los PCs mediante el método
de microdilucion en caldo para las diferentes especies de

bacterias

Volviendo al objetivo inicial, este era analizar la actividad
antimicrobiana de las distintas formulaciones nanoparticuladas frente
a un panel de especies bacterianas potencialmente infecciosas que
incluye bacterias tanto Gram-positivas como Gram-negativas, asi
como multirresistentes a antibidticos. Para la realizacion de estos
ensayos se decide utilizar el método de microdilucion en caldo de
cultivo. Las razones para la eleccion de este método frente a los otros
son que el método de contaje de UFCs es demasiado tedioso para la
vasta cantidad de variables a analizar y que el método de medicién de
la DO620 produce gran variabilidad en los resultados y es necesaria
instrumentacion no presente en las instalaciones del Departamento de
Microbiologia del Hospital General de Alicante. Ademas, el método de
microdiluciéon en caldo de cultivo es el utlizado por el personal
especializado en las estancias citadas y se incluye entre los
recomendados por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio
(Clinical & Laboratory Standards Institute, CLSI).

Previamente a estos ensayos, y para concluir con el estudio de
la actividad antimicrobiana de los PCs, se procedié a determinar la
CMI de los PCs para el panel de bacterias patdgenas utilizando este
método (tabla 9). En general, estos resultados muestran que la CMI
de cualquiera de los dos PCs para el conjunto de especies

bacterianas utilizadas esta dentro del margen 3,75-7,5 pM.
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Tabla 9: CMI de los PCs para el panel de bacterias obtenida por el
método de microdilucion

CMI? (uM)

Especie Resistencia®

PFP* PFNT*
E. coli NO 5,6£2,7 5,6£2,7
E. coli BLEE Si 3,75 3,75
K. pneumoniae NO 5,612,7 5,627
K. pneumoniae Si 3,75 3,75
S. aureus NO 5,6x2,7 4,7£1,3
S. aureus R* Si 3,75 7,5

* R=resistente a meticilina.
@ Media * sd de dos experimentos realizados por duplicado.
b Resistencia a antibiéticos (SI/NO).

3.6.2. Determinacion de la CMI de las formulaciones con
antibioticos mediante el método de microdilucién en caldo para

las diferentes especies de bacterias

Finalmente, se realizaron los ensayos para determinar,
mediante el método de dilucién en caldo, la CMI de cada una de las
formulaciones experimentales para el panel de bacterias patégenas
presentado anteriormente. El objetivo es valorar la diferencia en
actividad de los antibiéticos al encapsularlos o combinarlos con PCs
tanto en disolucion como en el interior de la NPs. Las formulaciones
incluyen cada uno de los antibidticos seleccionados en disolucion con
PFP* y PENT* y en nanocdpsulas sintetizadas con PMVEMA-ES,
PMVEMA-ES + PFP* y PMVEMA-ES + PFNT". En todos los ensayos
se mantuvo constante la concentracion de los polimeros (2,5 mg/mL
de PMVEMA-ES y/o 3,75 uM de PCs) y sdlo varid la del antibidtico en
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cuestion. El gradiente de concentraciones de cada antibidtico fue
diferente al depender de la eficiencia de encapsulacion de cada uno

de ellos.

Por tanto, en este gradiente, la concentracion maxima para
cada antibiético es igual a la correspondiente para 2,5 mg/mL de
PMVEMA-ES segun cada cociente (antibiético/PMVEMA-ES) de
encapsulacion obtenido. En consecuencia, los gradientes de
concentraciones de los antibiéticos en disolucion solos o con PCs se
adaptaron a los de NPs. Los resultados obtenidos y clasificados por
antibidticos, se expresan en ug/mL de antibiético y se corresponden a
la media de dos experimentos por duplicado. Los resultados
representados en las tablas que no muestran errores son debido a

que no hubo ninguna variabilidad entre ambos experimentos.

3.6.2.1. CMI de las formulaciones con amikacina por el método de

microdilucién

Como se discute en el apartado 2.3.2.1, la encapsulacion de la
amikacina fue la menos eficiente de los antibidticos seleccionados
(EE%: 14-32%). Por esta razon, en el gradiente de concentraciones
utilizado para la amikacina la concentracion méaxima fue 11,5 pg/mL.
En la tabla 10, se muestran las CMI obtenidas para cada una de las
formulaciones experimentales con amikacina. A continuacion, se
describen y discuten los resultados mas relevantes en comparacion

con la CMI obtenida para el control de antibiético en disolucion.

Respecto a la actividad de este antibiético en combinacion con
los PCs en disolucion, no se observaron diferencias significativas en
ninguna de las cepas de E. coli ni en la cepa resistente de S. aureus

para ninguno de los PCs. En el resto de microorganismos la
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combinacion de antibiético con PFP* redujo la CMI del antibiotico a la
mitad aproximadamente mientras que no se observd variacion con
PENT™.

Respecto a la actividad de este antibidtico cuando es
encapsulado con o sin incluir PCs, la encapsulacion redujo en gran
medida la actividad del antibiético para todos los microorganismos
excepto para la cepa no resistente de E. coli y para las NPs con
antibiotico de S. aureus resistente. En el caso de E. coli, las CMls
fueron similares a la del control en el caso de NPs sin PCs y con
PFNT*, y hasta unas 10 veces inferiores en NPs con PFP*. Para S.
aureus (R), la diferencia la marcé la encapsulacion aumentando la

actividad antimicrobiana practicamente el doble.

Tabla 10: CMI de cada formulacién con amikacina determinada por el
método de la dilucion de caldo de cultivo.*

Especie de ATB2  ATB con PC? ATB en NPP
bacteria c PFP* PFNT* NP PFP* PFNT*
E. coli (S) 0,6 0,6 0,6 0,9 0,05 0,9

E. coli (R) 5,8 115 115 4,5 >115 45

K. pneumoniae 0,7 5,8 11,5 0,6 11,50 0,3
()

K. pneumoniae 0,7 5,8 11,5 0,6 115 0,3
(R)

S. aureus (S) 43x1 >115 >115 3,4+0,8 >115 >1,7
S. aureus (R) 43+1 >115 >115 >2,25 >11,5 2,25

& En disolucién.

b Encapsulado.

¢Concentracién maxima en gradiente probada para este antibiético fue 11,5
pg/mL.

*En negrita aquellas CMI dos o mas veces menores a la del control de
antibiético y en verde las que presentan valores menores.
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3.6.2.2. CMI de las formulaciones con neomicina por el método de

microdilucion

La encapsulacién de neomicina, otro aminoglucésido, también
presento ciertas limitaciones en su encapsulacién, aunque finalmente
pudieron obtenerse eficiencias (EE%: 40-51) que permitieron utilizar
concentraciones maximas en los gradientes de 24,5 pg/mL. En la tabla
11, se muestran las CMI obtenidas para cada una de las
formulaciones experimentales con neomicina. A continuacion, se
describen y discuten los resultados mas relevantes en comparacion

con la CMI obtenida para el control de antibi6tico en disolucion.

Tabla 11. CMI de cada formulacién con neomicina determinada por el
método de la dilucion de caldo de cultivo*.

Especie de ATBac |f‘|:TPB+ COTD;S: NP ATEFe;NPb PFNT*
bacteria .

E. coli (S) 0,6 0,6 0,6 0,08+0,04 2,5 >0,042

E. coli (R) 4,6x1.1 >245 >245 SIS >24.5 4,1

K. pneumoniae 1,5 >245 >245 1,2 >7,7 1,03

(S)

K. pneumoniae 1,5 >245 >245 1,2 >24.5 1,03

(R)

S. aureus (S) 15 >245 >245 1,2 >12,5 1,03+0,14
S. aureus (R) >24.5 >245 >245 >24.5 >24.5 >24.5

a En disolucion.

b Encapsulado.

¢ Concentracién méxima en gradiente probada para este antibiético: 24,5 pg/mL.

* En negrita aquellas CMI dos o0 mas veces menores a la del control de antibiético y
en verde ligeramente menores.

Respecto a la actividad de este antibidtico en combinacion con
los PCs en disolucidn, so6lo se observaron diferencias significativas

con respecto al control en la cepa sensible de S. aureus para la que la
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combinacion con cualquiera de los PCs la CMI del antibidtico

disminuye hasta unas 4 veces.

Respecto a la actividad de este antibidtico cuando es
encapsulado con o sin incluir PCs, al igual que ocurre con la
amikacina encapsulada, la encapsulacion redujo en gran medida la
actividad del antibiético para todos los microorganismos excepto para
la cepa no resistente de E. coli. En este caso, la CMI de la neomicina
encapsulada sin incluir ningtn PC fue unas siete veces inferior a la del

control.

Para este mismo organismo la encapsulacion del antibiético en
presencia de PCs redujo su actividad significativamente en el caso del
PFENT", sobre todo con PFP*,

3.6.2.3. CMI de las formulaciones con ciprofloxacino por el

método de microdilucion

La concentracion maxima utilizada en los gradientes con este
antibiotico es 32,5 pg/mL. En la tabla 12 se muestran las CMiIs
obtenidas para cada una de las formulaciones experimentales con
ciprofloxacino. Aunque en ninguno de los casos se observa un
aumento de actividad antimicrobiana del ciprofloxacino con las
formulaciones  experimentales, como si ocurre con los
aminoglucdsidos, los valores obtenidos tampoco muestran descensos
significativos salvo para la cepa resistente de S. aureus en cualquiera
de las formulaciones del antibiotico encapsulado. En otras palabras,
estos resultados sugieren que la actividad antimicrobiana del
ciprofloxacino no se ve afectada ni por su encapsulaciéon ni por su
combinacion con los PCs. Por consiguiente, si se comprobase que el

fendmeno de encapsulacion ofrece propiedades beneficiosas tales
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como proteccion a la degradacion por agentes fisico-quimicos y/o
biolégicos que mantuvieran estable la integridad estructural del
ciprofloxacino, este es un candidato prometedor a ser administrado
contenido en nanocapsulas de PMVEMA-ES.

Tabla 12. CMI de cada formulacién con ciprofloxacino determinada
por el método de la dilucién de caldo de cultivo*.

Especie de ATBaC ATB con PC? ATB en NP
bacteria PFP* PENT* NP +PFP*  +PFNT*
E. coli (S) 0,0008 0,001 0,001 0,001 0,003 0,002
E. coli (R) >32,5 >32,5 >325 >32,5 >325 >325
K. pneumoniae 0,09+0,02 0,13 0,13 0,063 0,32 0,05
(S)

K. pneumoniae 8,1 32,5 32,5 8,13 2,7 9,9+2,3
(R)

S. aureus (S) 0,5 0,76 0,76 0,51 1,3 0,6

S. aureus (R) 8,1 >325 >32,5 >32,5 >32,5 >32,5

a En disolucion.

b Eencapsulado.

¢ Concentracion maxima en gradiente probada para este antibiotico: 32,5 pg/mL.

* En negrita aquellas CMI dos o mas veces menores a la del control de antibiético y
en verde ligeramente menores.

3.6.2.4. CMI de las formulaciones con cefotaxima por el método

de microdilucion

La concentracion maxima utilizada en los gradientes con este
antibioético es 31,5 pg/mL. En la tabla 13 se muestran las CMils
obtenidas para cada una de las formulaciones experimentales con
cefotaxima. De manera similar a como ocurre con el ciprofloxacino,
aunque se observan pocos casos de aumento de actividad
antimicrobiana de la cefotaxima con las formulaciones experimentales
(por ejemplo, CMIs entre dos y cuarenta veces inferiores respecto al

control cuando la cefotaxima esta encapsulada, con y sin PCs), los
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valores obtenidos tampoco muestran descensos destacados. La
cefotaxima, al igual que como el ciprofloxacino, es por tanto otro
candidato prometedor a ser administrado contenido en nanocépsulas
de PMVEMA.

Tabla 13: CMI de cada formulacion con cefotaxima determinada por el
método de la dilucion de caldo de cultivo™

Especie de ATgac —AIB con pPC? ATB en NPP
bacteria PFP* PFENT* NP +PFP* +PFENT*
E. coli (S) 0,08 0,08 0,08 0,04+0,02 0,04+0,01  0,12+0,06
E. coli (R) >31,5 >31,5 >31,5 31,5 >31,5 >31,5

K. pneumoniae 0,02 0,02 0,03 0,02 0,02+0,01 0,02+0,01
S

K. pneumoniae >31,5 >31,5 >31,5 >315 >315 >31,5

(R)

S. aureus (S) 1,2 0,25 0,98 2,3 0,05 1,9

S. aureus (R) >31,5 >31,5 >31,5 >31,5 >31,5 >31,5

aEn disolucion.

b Encapsulado.

¢ Concentracion maxima en gradiente probada para este antibiotico: 31,5 pg/mL.
“En negrita aquellas CMI dos o mas veces menores a la del control de antibiético.
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A modo resumen, en la tabla siguiente, se recogen todos los datos

mas importantes que han supuesto una mejora en los valores de CMI

expresados en las tablas 10-13 anteriores.

Tabla 14. Resumen de CMIs de cada formulacion de NPs de
PMEVEMA-ES empleando cuatro antibioticos distintos y dos PCs?

Nps
Especie Referencia
bacteriana — ATBP
Antibiético - PFP* PFNT*
Amikacina 3.4 1,7 4,3
Neomicina
Ciprofloxacino
S. aureus Cefotaxima 0,05 1,2
Amikacina 2,25 2,25 4,3
Neomicina
Ciprofloxacino
Cefotaxima
Amikacina 0,56 0,28 0,72
Neomicina 1,15 1,03 1,53
Ciprofloxacino 0,063 0,052 0,095
K. . 0,01 0,023
. Cefotaxima
pneumoniae 5
Amikacina 0,56 0,28 0,72
Neomicina 1,16 1,03 1,53
Ciprofloxacino
Cefotaxima
Amikacina 0,05 0,6
Neomicina 0,08 0,04 0,6
Ciprofloxacino
E. coli Cefotaxima 0,04 0,04 0,08
Amikacina 45 45 5,75
Neomicina 3,5 4,13 4,6
Ciprofloxacino
Cefotaxima

@ CMI determinada por el método de la dilucién de caldo de cultivo.

b Referencia ATB corresponde con la concentracion maxima en gradiente
probada para el antibi6tico.
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Capitulo IV Introduccion

1. Introduccidn
1.1. Nanofibras en biomedicina

La nanotecnologia mediante diferentes procesos de
nanoencapsulacion, puede aumentar significativamente la proteccion
de productos farmacéuticos frente a la degradacion ambiental y al
suministro dirigido a un sitio especifico y / o liberacion controlada.
Desde un punto de vista clinico, estas contribuciones son de gran
interés porque pueden mejorar la eficacia de las sustancias
terapéuticas y de diagndstico, por ejemplo, aumentando sus semividas
y especificidad circulantes y reduciendo asi su dosificacién y efectos

secundarios4®.

En cuanto a los materiales que se pueden utilizar para
desenvolver este fin, los polimeros tienen la ventaja sobre otros
materiales de comprender un gran numero de moléculas
biocompatibles y biodegradables. Algunos de estos polimeros, son
adaptados mediante protocolos relativamente viables y cortos, para la
construccion de diferentes tipos de nanoestructuras susceptibles de
ser cargadas y asi poder satisfacer las necesidades clinicas
requeridas. Estos sistemas, se pueden conformar y ajustar el tamafio
para adaptarse a los requisitos de la ruta o al dispositivo de suministro
seleccionado. Con respecto a esta Ultima caracteristica, las formas
mas populares, aunque  versdtiles, son principalmente
nanoparticuladas, aunque las nanofibras poliméricas estan
adquiriendo cada vez mas importancia debido a sus caracteristicas
Unicas, adecuadas para aplicaciones médicas tales como prétesis de

tejidos y apositost®0-153,

Las nanofibras son materiales unidimensionales y se
caracterizan por presentar un didmetro (®) generalmente entre 50 y

500 nm y una longitud (L) con una relacién L/® > 10. Su tamafio les
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confiere una elevada relacion superficie/volumen, poseen una alta
porosidad y un pequefio tamafio de poro. Ademds, los sistemas
nanoestructurados manifiestan unas propiedades de superficie

diferentes a los materiales convencionales.

Para su uso en bhiomedicina un requisito inicial es que las
nanofibras estén compuestas de materiales biocompatibles que hayan
demostrado no presentar toxicidad sobre los tejidos y organismos
vivos. Con este fin se emplean mayoritariamente polimeros sintéticos
(poliésteres, polialcoholes, poliéteres y polianhidridos) o biopolimeros

(quitina, quitosano, colageno, fibroina de seda o celulosa).

Con respecto a las aplicaciones terapéuticas actualmente en
desarrollo cabe destacar la ingenieria de tejidos y la medicina
regenerativa, donde se utilizan las nanofibras para fabricar estructuras
tridimensionales porosas y ordenadas que simulan la matriz
extracelular y estimulan el crecimiento celular. Se han utilizado con
éxito tanto para la fabricacion de tejidos in vitro como para la

regeneracion in vivo de heridas y lesiones musculo-esqueléticas®4155,

Por otro lado, las nanofibras son de interés en el desarrollo de
nuevas formas farmacéuticas para la via tépica, generalmente en
forma de apébsitos, parches transdérmicos o implantes
biodegradables®®t. Se ha estudiado especialmente la vehiculizacién y
liberacion de: factores de crecimiento, genes y células madre para
medicina regenerativa'®>'%’, antibiéticos para profilaxis de infecciones
asociadas a protesis®®159 y antitumorales cuando se prefiere un efecto
local para aumentar la eficacia y minimizar toxicidad sistémica®®. En
esta memoria se ha vehiculizado el acido 5-aminolevulinico (ALA), que
es un precursor natural del fotosensibilizador Protoporfirina 1X

empleada para terapia fotodinamica.
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1.2. Electrohilatura

Para elaborar nanofibras, se pueden utilizar diversas técnicas
entre las que se encuentran, deposicién de vapori®!, separacion de
fase'®?, hilado centrifugo'®®, de autoensamblado!®*, pero la
electrohilatura o del inglés electrospinning*®® es la mas adoptada
debido a un conjunto de valiosas caracteristicas adecuadas para
aplicaciones médicas'66167,

La técnica de electrospinning o electrohilatura fue patentada
por Formhals en 1934 y en los Ultimos afios gracias al impulso de la
nanotecnologia se ha vuelto a rescatar esta técnica por Doshi y
D.H.Reneker en 19958, |a electrohilatura, permite obtener fibras de
diversos diametros, longitudes y porosidades (densidad y tamafio de
poro) y es una técnica, que destaca por su versatilidad, sencillez,
facilidad de implantacion, coste-efectividad'®® y posibilidad de

escalado industrial.

1.3. Electrohilatura: principios de la técnica

Este método consiste en aplicar un campo electrostatico
elevado entre dos polos, conformados por una aguja con un sistema
de inyeccién y un colector metalico donde se depositan las fibras,
formando una pelicula de baja relacion peso-volumen70-173,

El equipo mediante el que se fabrican las nanofibras, puede
disponerse en horizontal y vertical. Una disposicién vertical (figura 1A),
asegura que todo el material quede en el colector frente a una
disposicion horizontal (figura 1B). Sin embargo, si hay goteo y/o falta
de evaporacion del disolvente debido a la baja viscosidad de la
disolucién, se producirdn mas imperfecciones. En el caso que ocupa
esta memoria, se ha seleccionado la disposicién en horizontal, de este
modo, se asegura la produccion de nanofibras, aunque puede haber

pérdidas en el caso que no todo el disolvente se evapore.
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A B

Bomba infusora

Bomba
Fuente de Alte Voltaje @El Infusora
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Plste colector

Copilar

Fuente de Alto Voltaje
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S
Flate Cotector ‘; ]_

L
1

Figura 1: Distribucién del equipo de electrospinning.
A) Vertical. B) Horizontal

Como se observa en la figura 1, la disposiciéon horizontal,
posee en la parte izquierda situada una jeringa cargada con la
disolucién polimérica previamente preparada con una viscosidad
adecuada. Este fluido viscoelastico, sera impulsado por una bomba de
infusién con el flujo elegido. En esta bomba, se sitla la jeringa de
manera que la bomba empuja al émbolo, generando una presion
constante que se transmite a la disolucion del polimero en la aguja. El
campo eléctrico genera una polarizacién en la gota que se queda
cargada. La solucion es atraida en forma de chorro hacia la superficie
conductora del colector, situada a cierta distancia, y conectada a
potencial cero (toma de tierra). El disolvente se evapora gradualmente
a medida que hace el recorrido entre la aguja y el colector, de esta
manera se obtienen fibras no tejidas distribuidas al azar que se van
depositando en el colector. Se denomina jet o chorro, al flujo de fluido
impulsado desde la jeringa hasta la placa colectora.
En esta técnica, durante el recorrido entre los dos electrodos (punta
de la aguja y colector) se produce un fenébmeno denominado cono de
Taylort70.172-175 (figura 2).

Este fendbmeno, consiste en que las cargas son inducidas en el

fluido durante el recorrido entre los electrodos, la tension superficial se
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rompe a través del campo eléctrico y se descompone en una fuerza

tangencial y una normal. Su nombre, se debe a la geometria cénica

vy

Zona de transicidn
entre liguido y solido

gue adopta a la salida de la aguja.

Aguja

Tension
Cono de Taylor

Colector

Aceleracion lenta Aceleracion rapida

T

Figura 2: Esquema del proceso de electrospinning

Este proceso, genera una aceleracion significativa en el chorro
o0 jet, de manera que su diametro disminuye en magnitud. El jet acaba
solidificAndose y se convierte en una fibra de escala nanométrica. La
corriente aplicada en la operacion es de alto voltaje, pero de
intensidad muy reducida (orden de microamperios)’*.

Los resultados, no siempre son predecibles, depende del
control de las variables del proceso como la naturaleza del disolvente
empleado, la concentracién del polimero en la disolucion u otras
variables de aspecto operativo del equipo de electrospinning. En
algunos casos el polimero no se procesa en forma de fibras, sino que
se queda en fibras mezcladas con gotas o simplemente en forma de
gotas y se conoce con el término de electrospray, fenomeno empleado

en la ionizacién de las moléculas en espectroscopia de masas.
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1.4. Electrohilatura: control operacional

Las propiedades de las fibras, se ven afectadas por diversos
pardmetros que afectan simultdneamente a las propiedades de las
nanofibras obtenidas. Los parametros operacionales se pueden

clasificar en tres grupost’>176,

I. Parametros de la disolucién: tipo de polimero empleado (peso
molecular, estructura...), concentracion de polimero, viscosidad,
conductividad, densidad de carga en la superficie, tension
superficial, constante dieléctrica del disolvente.

Il. Parametros del equipo: velocidad de flujo de la bomba
infusora, potencial eléctrico generado por la fuente de alto voltaje,
distancia entre los electrodos (punta de aguja y colector),
geometria y tipo de colector.

[ll. Pardmetros ambientales: humedad relativa, temperatura de la
disolucion, atmésfera controlada y velocidad del aire en la camara

de electrospinning.

Los efectos de algunos de los pardmetros citados en las
nanofibras obtenidas, se recogen en la tabla 1. En este listado, se
resume los efectos en la morfologia de forma individual sobre las
fibras, pero durante el proceso pueden existir interrelaciones entre
ellos lo que lleva a complicaciones en el proceso de hilado. Por ello
para encontrar las condiciones éptimas en cada caso sera necesario
realizar  diversos  experimentos  variando los  diferentes

parametros’t177,
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Tabla 1: Parametros operacionales y efectos en el electrospinning.

Parametros Efecto en la morfologia de la fibra

Peso molecular Es necesario un peso molecular alto para
poder obtener fibras .

La concentracion esta relacionada con la
viscosidad.

- A concentraciones muy altas se obtienen

Solucién fibras de mayor grosor.

) ) Concentracion . .
Polimérica - A concentraciones muy bajas no se

obtienen fibras o aparecen de forma
discontinua.

Una alta conductividad favorece la
uniformidad de las fibras, un menor

Conductividad .
tamafo y menos defectos.

Tension superficial Si la tensién superficial es alta crea
inestabilidad en el haz con aparicién de
defectos.

Existe una distancia 6ptima para la
obtencidn de fibras, que implica que a

) distancias mas elevadas o mas pequefias
Aguja-colector se formen aglomeraciones.

Distancia

- A elevada velocidad de flujo no permite
la evaporacion completa del disolvente.

Equipo o AR - A velocidades de flujo pequefias permite
un menor grosor de fibras.

Velocidades de flujo entre 0.5-2 mL/h.

Un voltaje elevado implica mayor campo
eléctrico que provoca estrechamiento de

Voltaje ) L
la fibra y favorece la evaporacion del
disolvente.
La temperatura afecta directamente a la
Temperatura viscosidad de la disolucion polimérica.

- A una mayor temperatura disminuye la
viscosidad y por tanto el diametro de las

Ambiente fibras.

Valores de humedad altos conducen a la

Humedad relativa formacion de poros en las fibras.

- A valores bajos, el disolvente puede
evaporarse mas rapido y obstruir la
aguja.
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Si observamos la concentracion de la disolucién dentro de los

parametros de la solucion, ésta es una de los factores determinantes
del tamafio y la morfologia de las fibras. La concentracién de polimero
en la solucién va a influir tanto en la viscosidad como en la tension
superficial de la disolucién. La viscosidad de una solucién polimérica
esté relacionada con el entrecruzado de las cadenas de los polimeros,
si las cadenas son menos enredadas, la solucién tendra una
viscosidad baja y viceversa. El diametro de las fibras tiende a
aumentar con el aumento de la viscosidad!’®. Si la solucién esta muy
diluida las fibras de polimero se pueden llegar a romper en gotas
antes de llegar al plato colector debido al efecto de la tension
superficial. De la misma manera, si la solucién estd muy concentrada,
entonces las fibras no se podran formar debido a la alta viscosidad, lo
que dificulta el paso de la solucion a través del capilar de la
agujal7o8o,

Por otra parte, dentro de los parametros del equipo; el voltaje
es otro de los factores mas importantes dentro del proceso de
electrospinning. Algunos autores afirman que aplicar voltajes altos
hace que mas fluido se transporte en el chorro, lo que resulta en fibras
con mayores diametros!’’. Otros afirman que, un incremento en la
aplicacion del voltaje decrece el diametro de las nanofibras'®® vy
aumenta la probabilidad de obtener fibras con defectos (beads)?!#°,182,
Lo cierto es que, en la mayoria de los casos, un voltaje alto aplicado
permite un mayor estiramiento de la solucién debido a la presencia de
mayor fuerza de Coulomb en el chorro. En general, este efecto
promueve una reduccién en el diametro de las fibras'8®1,  |a
influencia del voltaje depende ademas de Ilas propiedades
viscoelasticas del material base, por ello, es importante analizar el

comportamiento para cada polimero con su respectivo disolvente.
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Otra medida que esté relacionada con el diametro de la aguja,
es el flujo de salida, que determina la cantidad de solucién disponible
para el proceso de electrospinning. Un flujo pequefio, podria ser
beneficioso, ya que el disolvente tendria mas tiempo para evaporarse
evitando la formacion de defectos en las fibras'®’. Si se incrementa
ocurre un aumento en el diametro de las fibras y posiblemente en el
namero y tamafio de los defectos (aparicibn y/o formacién de
gotas)*®8,18 Un valor minimo de volumen de solucién a la salida del
capilar deberia mantenerse para obtener un cono de Taylor estable!®,

Por ultimo, dentro de los parametros del equipo, se encuentra

la distancia aqguja-colector. Dependiendo de las propiedades de la

disolucidn, el efecto de la variacién de la distancia ejercer influencia en
la produccién de las fibras. Las fibras electrohiladas podrian romperse
debido a su propio peso, si se trabaja con distancias muy grandes,
especialmente si las fibras son de diametro pequefio'®!. Una distancia
minima se requiere para dar a las fibras el tiempo suficiente para que
el disolvente se evapore antes de alcanzar el plato colector. Distancias
muy grandes o excesivamente pequefias, se ha observado la
aparicion de gotas (beads)®? o fibras himedas, que promueven la
obtencion de fibras aplanadas o con forma de cintas. La mayoria de
los autores coinciden en que con mayores distancias la disolucion,
tendra& mayor tiempo de vuelo lo que promover4d un mayor
estiramiento de las fibras antes de depositarse en el plato colector 193,
Hay que tener presente que el potencial eléctrico aplicado (kV)
y la distancia que se recorre entre electrodos estan directamente
relacionados por un término fisico como es la intensidad de campo
eléctrico (V*m?), es decir, y son dos parametros en uno que se tienen
que optimizar cada vez que se preparan disoluciones. Por otra parte,
la velocidad de flujo esta intimamente relacionada con el diametro de

la aguja. Debe haber un buen equilibrio entre estas propiedades
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reoldgicas (viscosidad) y el paso por el capilar para producir un buen
cono de Taylor.

En cuanto a los parametros ambientales, Casper y col.1%
evaluo la influencia de la humedad en fibras de poliestireno obtenidas
por electrospinning y demostré la aparicion de pequefios poros
circulares en la superficie de las fibras debido al aumento en la
humedad. Al trabajar con alta humedad, el agua condensada en la
superficie de las fibras, puede tener influencia en la morfologia de las
fibras especialmente cuando se trabaja con disolventes volatiles®419,
La humedad en el ambiente podria determinar la velocidad de
evaporacion del disolvente en la solucién, a humedad relativa baja, un
disolvente volatil podria evaporarse muy rapido. Por otra parte, la
temperatura puede incrementar la evaporacion del disolvente y puede

ocasionar una reduccion en la viscosidad de la disoluciénsz,

Para evaluar la elaboracion de las fibras mediante la técnica de
electrospinning y poder caracterizarlas hay que centrar la atencién en

tres aspectos importantest’*:

) Distribucion monomodal: Los didmetros de las fibras
obtenidas han de ser representativos y controlables.

1)) Ausencia de defectos: La superficie de las fibras no
debe presentar defectos como formacion de gotas.

1)) Fibras no amontonadas: hay que conseguir fibras
aisladas, sin aglomeraciones para facilitar su posterior estudio

y caracterizacion.
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1.5. Aplicaciones generales de nanofibras

En una reciente busqueda en la base de datos SciFinder sobre
patentes relacionadas con nanofibras podemos encontrar 69000 citas,
de las cuales un 23% son patentes y un 15% han sido desarrollas en
los ultimos cinco afos.

Del gran numero de patentes existentes sobre electrospinning
si se clasifican por sectores, la biotecnologia aparece en el 80% de las
patentes registradas en nanofibras, de las cuales un 66% se dedican
al campo de la medicina, un 20% a la biologia, un 12% a la
alimentacion y agricultura y aproximadamente un 2% en toxicologia y
efectos adversos. En la tabla 2, se describen algunas de las

aplicaciones de las nanofibras segun el sector.

Toxicologiay
efectos Alimentacion
adversos y agricultura
12%

Biologia

20%

Medicina
66%

Figura 3: Distribucién de patentes dentro del campo de la

biotecnologia.
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Tabla 2: Aplicaciones por sectores de las nanofibras poliméricas.

Sectores

Aplicaciones

Filtros

Sirven como membranas en las filtraciones
de liquidos, gases y moléculas. Aplicaciones
biomédicas: las fibras obtenidas se pueden
utilizar para ser cargadas de farmacos de tal
forma que se consigue una liberacion
controlada, en dispositivos hemostaticos y
apositos para la proteccion de heridas y
gquemaduras.

Aplicaciones
industriales

Dentro de este campo se pueden emplear
en dispositivos nano/microelectrénicos, en
la disipacion electroestatica, en la
proteccién de interferencias
electromagnéticas, en celdas para
dispositivos fotovoltaicos, en dispositivos
LCD, en materiales ultraligeros para naves
espaciales y en catalizadores de alta
eficiencia y funcionalidad.

Prendas protectoras

Permite que estas prendas, tengan una
impedancia minima al aire, eficiencia para
atrapar particulas en aerosol y que proteja
de los gases bioguimicos.

Ingenieria de tejidos

Generacion de membranas porosas para la
piel, tubos para los vasos sanguineos que
también permiten la regeneracién nerviosa y
la produccion de estructuras
tridimensionales (matrices), con el objetivo
de regenerar huesos y cartilagos.

Nanosensores

Se pueden emplear en sensores térmicos,
piezoeléctricos y bioquimicos.

Mascarillas para la
piel

Fabricacion de cosméticos para la limpieza,
curacion y terapia médica.
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1.5.1. Aplicaciones biomédicas

Hoy en dia, las nanofibras fabricadas por electrospinning se
estan utilizando en una gran cantidad de aplicaciones biomédicas
como lo demuestra el alto numero de patentes registradas en los
ultimos cinco afios. Algunas de las diferentes aplicaciones'®® serian
las prétesis médicas, ingenieria de tejidos, proteccion de heridas y
administracién de farmacos.

En la Ultima década, los implantes ortopédicos se han

duplicado. Dentro de ellos, se incluyen los implantes articulares tales
como cadera, rodilla, codo y también placas para reparar fracturas.
Estos implantes, pueden provocar reacciones negativas en el huésped
como pueden ser la inflamacion, infeccion y dolor. Por tanto, hay que
promover una buena integracion del material de implante con el tejido
huésped, para ello, se estadn desarrollando nuevas técnicas para
revestir el implante con nanofibras. Estos recubrimientos se cargan
con medicamentos (como los antibiéticos) para prevenir la infeccion y
otros materiales (como el PLGA) que se utilizan para mejorar la
mineralizacion y la adhesion al tejido huésped. Algunas nanofibras se
fabrican con materiales biodegradables y estan disefiadas para
promover la integracién y luego absorberse en el tejido huésped
cuando finalizan su trabajo?!86:197.198,

Otro de los sectores en los que estas nanofibras se estan

desarrollando es en la ingenieria de tejidos. Mediante un proceso

llamado Melt electrospinning (electrohilado de fusién) para realizar
impresion 3D de materiales biomédicos. En él, también se pueden
fabricar estructuras fibrosas y andamiaje para reemplazar tejidos
humanos o animales. En los Ultimos afios, se ha dedicado mayor
esfuerzo al disefio de estructuras con polimeros sintéticos
biocompatibles que puedan imitar las estructuras bioldgicas, y

emplearse para disefiar tejidos de electrohilado y fabricados por el
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hombre que promueven la regeneracion de tejidos y el crecimiento de
células sanas?®®. Para que la adhesién de las células y proliferacion de
las células se vea favorecida es necesario que los didmetros de las
fibras sean menores que los de éstas?®.

Las nanofibras también son usadas en proteccion de heridas o

quemaduras en la piel. Para evitar la formacion de cicatrices e

infecciones bacterianas, las nanofibras se pueden disponer en capas
poliméricas o bien se pueden incorporar nanoparticulas con farmacos
dentro de las fibras y poder tratar a los enfermos. De esta manera se
impulsa el crecimiento de la piel y se evita la formacién de cicatrices y
posibles infecciones. Este método se ve limitado por las diferencias de
tratamiento que requieren hueso y piel, ya que no se puede utilizar el
mismo tipo de fibra para ambos casos?2°%:292,

Por dltimo, las nanofibras tienen cada vez mas importancia en la

administracién y liberacion de farmacos. La distribucion de

medicamentos en los seres vivos, depende de la distribucion de estos
en el organismo, segun sus propiedades fisicas como solubilidad,
coeficiente de particion y carga. Debido a esto los farmacos pueden
alcanzar tejidos y 6rganos que no lo necesiten. Ademas, en muchos
de ellos, es posible que estén fuera del intervalo terapéutico, que sean
inactivos o que su accion sea indeseada o nociva y, por ello, cause
efectos secundarios negativos?®32%4,  En la actualidad, la
administracion de sustancias activas se realiza conjuntamente con
otras sustancias que mejoran su funcionamiento. Estas sustancias
llamadas coadyuvantes, en la mayoria de casos son de naturaleza
polimérica. Existen dos metodologias generales de liberacién para

optimizar la accién de los farmacos:
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e Liberacion controlada: trata de eliminar o reducir los efectos
secundarios produciendo una concentracion terapéutica optima
para el organismo. Generalmente, se intenta que los cambios
en la concentracion del farmaco en el organismo sean nulos,
es decir que su cinética de liberacion sea de orden cero.

e Liberacion dirigida: trata de que el farmaco se dirija a lugares
especificos de manera que se asegura la liberacion de éste en
el lugar requerido, al mismo tiempo se mantiene el farmaco

inactivo en cualquier otro lugar del organismo.

El disefio de la administracién de medicamentos permite definir
diferentes tipos de respuesta. Normalmente, la absorcion de
medicamentos en el cuerpo humano es mejor si éstos son pequefos y
si la capa de recubrimiento es fina. La administracion de sustancias
activas, se rige con el principio que cuanto mayor sea la superficie del
medicamento y de la estructura que lo soporta, mayor sera la

velocidad de disolucion.

Desde el punto de vista de las nanofibras, la administracion de
medicamentos se puede enfocar desde tres diferentes puntos de

vista20s,

1) Las particulas del farmaco se incorporan a la superficie de las
nanofibras que sirven de matriz.

2) Tanto el medicamento como la matriz, se encuentran en forma de
nanofibras y el producto resultante esta formado por los dos tipos
de fibras entrelazadas.

3) La mezcla conjunta del medicamento y del soporte en un solo tipo

de fibras. La matriz se dispone por medio de electrospinning en
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formas tubulares y las particulas del medicamento se encapsulan

en su interior.

1.6. Administraciéon transdérmica

La via de administracion tépica, presenta una serie de barreras
diferentes a otras vias de administracibn que condicionan Ila
administracion de farmacos. La piel, es el epitelio mas impermeable a
todas las sustancias exégenas y una de las barreras que forman parte
de la inmunidad innata. Es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano
y presenta una superficie total aproximada de 1,7 m?, casi un 10% del

peso corporal.

Este oOrgano, debido a su composicion, se encarga de
mantener la homeostasia de los fluidos corporales, regular la
temperatura corporal, proteger al individuo de agresiones externas,

establecer las relaciones sensoriales y mantener la forma del cuerpo.

La piel estd formada por tres capas: epidermis, dermis e
hipodermis, de mas externa a mas interna (figura 4). Cada capa tiene
su funcién, la epidermis es mas protectora y ahi se encuentra el
estrato corneo que se considera la barrera mas importante de la
permeacion de farmacos 2. La dermis, presenta una funcion de
nutricion y sostén termorregulador y la hipodermis de proteccién y
reserva. Su estructura la hace resistente frente a la administracion de
farmacos y por ello limita el nimero de sustancias biolégicamente
activas capaces de proporcionar concentraciones plasmaticas

eficaces.

La penetracion del principio activo dependera de: |) factores
fisico-quimicos del farmaco (concentracion, solubilidad, coeficiente de

difusion y coeficiente de reparto) y del vehiculo. Il) biologicos (edad,
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zona corporal, estado patolégico, grado de hidratacion y flujo
sanguineo).

Pelo

La Piel Glandula Sebacea

Terminaciéon Nerviosa Libre
- Epidermis
|_~Nervio

- Dermis

L Hipodermis

Vasos
Capilares

Glandula .
Sudoripara Grasa, Colageno, Microblastos

Figura 4: Estructura de la piel?®”.

Cuando un farmaco se administra sobre la piel en primer lugar
debe disolverse en la capa superficial de la misma y si se absorbe

accedera a la red de vasos capilares que irriga la dermis.

Hay dos vias de penetracion: 1) via transepidérmica: por los
espacios intercelulares. La mayoria de medicamentos utilizan esta
forma de atravesar la piel y lo pueden realizar por dos vias:
transcelular e intercelular?®® o Il) via transapedicular: por las glandulas
sudoriparas y los foliculos polisebaceos?°8.

Esta Ultima via de administracion, estad siendo cada dia mas
pensada para diversos tratamientos debido a que es una manera de
administracion de farmacos que evita metabolismo de primer paso y

ciertos efectos adversos que pueden provocar otras vias de
administracion.
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En la actualidad, estd en auge el estudio de tratamientos
mediante terapia fotodindmina (TFD). Este tipo de administracion de
farmacos se emplea en pacientes con enfermedades neoplasicas
utilizando el profarmaco 5-ALA. El objetivo de este trabajo sera
desarrollar y aplicar las nanofibras con dicho profarmaco, para

potenciar un tratamiento mas eficaz.

La segunda generacion de fotosensibilizadores forma la clave del
desarrollo de la terapia fotodindmica y entre ellos el éacido 5-
aminolevulinico (5-ALA) ha sido uno de los referentes en muchos de
estos tratamientos. Precisamente la administracion de éste y otros
farmacos de segunda generacion ha supuesto el estudio de la tercera
generacion de fotosensibilizadores en problemas de administracion

por su baja solubilidad que limitan su uso.

1.7. Agente neoplasico y terapia fotodinamica

El acido 5-amino-4-oxo-pentanoico (figura 5) también
denominado acido 5-aminolevulinico (5-ALA), procede de la sintesis
de succinil coenzima Ay glicina mediada por la enzima ALA sintetasa.
El 5-ALA es el compuesto que inicia la via de las porfirinas en la
biosintesis del grumo hemo, cofactor de la hemoglobina. Debido a la
condensacion de moléculas de 5-ALA, se forma una estructura
tetrapirrélica, la protoporfirina IX (PplX). Esta estructura, es capaz de
formar compuestos de coordinacion del i6n de hierro (+2) con el anillo

de porfirina generando la estructura HEMO?2%°:210 (figura 5).

Como agente terapéutico, el acido 5-aminolevulinico es un
profarmaco que in vivo se bioactiva a PplX. La PplX es un compuesto
fluorescente y fotoactivo que se acumula en estructuras intracelulares,

principalmente en las mitocondrias. Aqui, mediante mecanismos
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oxidativos, la PpIX induce la formacion de especies reactivas de
oxigeno (oxigeno singlete) y radicales libres, que producen dafio
celular y finalmente la muerte de las células afectadas por

apoptosis?!L.

Porfobilinégeno (x2)

'

Hidroximetilbilano (x4)

P— '

Uroporfirinégeno (cicla)

Fe

l Bilirverdina
Ferritina

HEMO-ARNm

Bilirrubina

Figura 5: Mecanismos bioquimicos del 5-ALA implicados en la

produccién del grupo HEMO.

La selectividad del 5-ALA se basa en que se acumula y
bioactiva con mas fuerza a las células hiperproliferativas, su diana
terapéutica. Este profarmaco, se administra localmente por via tépica,

directamente sobre las lesiones cutaneas.

La exposicién a luz puede activar la generacion de radicales de
O.. Dependiendo del tipo de luz con el que se irradie, tendrd mayor o
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menor efecto ya que la luz con menores longitudes de onda (azul)
tienen menor penetracion en la piel que las de mayor longitud de onda
(roja). La TFD con &cido 5-aminolevulinico se utiliza habitualmente en
la préactica clinica en dermatologia para el tratamiento de lesiones
cutaneas como acné, queratosis actinica, carcinoma basocelular y

carcinoma de células escamosas in situ (enfermedad de Bowen)
(figura 6).

HyC

0 02y luz Especies
HoN MOH N reactivas de

HsC CHs 02

0
07 oH o7 TOH
Efecto terapéutico ‘

10 SHALA Protoporfirina IX ’
ADMINISTRACION

TOPICA DEL ALA ' J,ﬂ

! 2 i

Liberacion del 5-ALA y Bioactivacion | | iy IRRADIACION )|

penetracion cutanea | —> intracelular | LOCAL -:_ L A,

o ;

|

Figura 6: Mecanismo terapia fotodinamica del 5-ALA junto niveles de

penetracién de distintos tipos de irradiacion de luz 2°.

La eficacia antitumoral de la TFD con 5-ALA estd mediada,
ademés de por la fototoxicidad, por sus propiedades antiangiogénicas,
actuando sobre la neovascularizacién tumoral, y por la activacion del
sistema inmune, aumentando su respuesta antitumoral. Estos dos
mecanismos de accion contribuyen a disminuir las recurrencias

tumorales y la apariciéon de metastasis?1%:212,

182



Capitulo IV Introduccion

En una conferencia realizada en colaboracion con Hospital
General de Elche (octubre 2016), se explic6 como se esta
comprobando que la accién de la fototerapia en pacientes del hospital
con fistulas ciegas incompletas (conexién sobre la piel) sometidos a
cirugia no invasiva con 5-ALA seguido de aplicacion de luz segun
protocolos de fototerapia, obtienen resultados muy prometedores en la

cura y recuperacion de la patologia?s.

Otra caracteristica a evaluar con respecto a las formulaciones
tépicas de 5-ALA, es como se produce la liberacién del principio activo
desde la forma farmacéutica. En la TFD la administracion del
fotosensibilizador es so6lo el primer paso y, a fin de aumentar la
eficacia terapéutica, se requiere que la liberacion del 5-ALA sea rapida
para que la mayor cantidad posible penetre en las lesiones cutaneas

antes de que se lleve a cabo la irradiacion con luz.

El profarmaco 5-ALA, difunde con dificultad a través del estrato
corneo de la piel por su elevada hidrofilia y, por tanto, su absorcion
sistémica es casi nula. Gracias a esto apenas produce toxicidad
sistémica, salvo una leve fotosensibilidad, y se puede emplear
convenientemente sobre lesiones superficiales, como el acné o la
queratosis actinica. Sin embargo, derivados mas lipéfilos como el MET
pueden penetrar mejor en la piel y, por ello, son utilizados en el
tratamiento del carcinoma basocelular y carcinoma de células

escamosas in situ.

El &cido 5-aminolevulinico y sus derivados (MET:
aminolevulinato de metilo, HEX: hexaminolevulinato) también se
pueden emplear para la sefializacién de células hiperproliferativas, lo
qgue facilita el diagnéstico y proporciona orientacion para el
tratamiento. Esta técnica se basa en la deteccién de la fluorescencia

de la PplX acumulada intracelularmente en las lesiones. En Espafia
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esta autorizada para su uso en tumores cerebrales y cancer de vejiga.
En la siguiente tabla (tabla 3), se pueden apreciar las distintas marcas

comerciales y sus aplicaciones en clinica.

Tabla 3: Farmacos comercializados en Espafia con diferentes

aplicaciones terapéuticas.

Grupo Marca . Aplicaciones
PO . Farmaco plicacio
terapéutico registrada terapéuticas
Ameluz® , .
gel 5-ALA Queratosis actinica
Antineoplasicos : —
aplicados en Queratosis actinica,
TED Metvix® MET carcinoma basocelular y
crema carcinoma de células
escamaosas in situ
- Visualizacion de tejidos
§ ey malignos durante la
solucion 5-ALA e .
cirugia del glioma
oral )
maligno
Agentes : .
diagnésticos _ Cistoscopia de
Hexvix® fluorescencia con luz
solucién HEX azul para el diagnostico
intravesical y manejo del cancer de
vejiga

Por otra parte, la eficacia de la TFD con 5-ALA en lesiones mas
profundas como el melanoma se encuentra limitada por la baja
biodisponibilidad intracelular del fotosensibilizador tras la

administracion topica. Para mejorar este inconveniente se estan
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desarrollando varios campos de actuacion. Entre esas soluciones, se
encuentra el desarrollo de derivados del 5-ALA con una mayor lipofilia
(profarmacos como ésteres o péptidos)?** y también la fabricaciéon de
nuevas formas farmacéuticas tipo nanogeles o nanoparticulas, que y

asi, poder mejorar la penetracion cutanea del fotosensibilizador?®.

La terapia fotodinamica (TFD) con 5-ALA, se realiza mediante
dos pasos: en primer lugar, se administra el fotosensibilizador, y a
continuacion se irradian las lesiones con la dosis de luz (J/cm?)
adecuada. Normalmente mediante una fuente de luz roja de espectro
estrecho (630 nm) o mas amplio y continuo (570-670 nm). Asimismo,
para la administracion del 5-ALA por via topica, se requiere realizar un
vendaje oclusivo de la zona de aplicacion que se mantiene durante
diferentes tiempos dependiendo de tratamientos y lineas celulares.
Transcurrido este tiempo, necesario para acumulacion intracelular del
fotosensibilizador, se lleva a cabo la irradiacion luminica (figura 7).

La TFD, como se observa en la figura, consiste en la aplicacion
tépica del profarmaco, liberacion del mismo y activacion de la
protoporfirina IX. Esta PIX provocara radicales de oxigeno mediante
aplicaciones de irradiacion de luz con diferentes longitudes de onda

dependiendo del tratamiento y producir el efecto terapéutico.

Desde este punto de vista, del objetivo de este capitulo, ha
sido emplear los materiales utilizados previamente para fabricar
nanoparticulas que pudieran ser estructurados como nanofibras para

obtener parches transdérmicos en aplicaciones biotecnoldgicas.
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2. Material y métodos
2.1. Material
2.1.1. Polimeros transportadores

En la elaboracion de las nanofibras, se utilizaron dos derivados
del PMVEMA: poli(metil vinil éter-alt-acido maleico) (PMVEMA-Ac) con
Mw= 216000 g/mol y poli(metil vinil eter-alt-monoetilester acido
maleico) (PMVEMA-ES) con Mw= 130000 g/mol (calculados por
dispersion de luz). Ambos se utilizaron como matrices poliméricas y
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

™~ ™~

(0] O

OH HO OH EtO
PMVEMA-Ac PMVEMA-ES

Figura 7: Estructura quimica de las matrices poliméricas utilizadas en
la fabricacion de nanofibras.

2.1.2. Polielectrolitos sefnalizadores

Se Uutilizaron los polielectrolitos conjugados descritos en el
capitulo anterior: los bromuros de  poli{[9,9-bis(6"-N,N,N-
trimetilamonio)-hexilo]-2,7-fluoreno-alt-1,4-fenileno}  (PFP*), emisor
azul, lote My= 8340 g/mol, Mu= 694 g/mol y polidispersion (PDI) de
2,00 (calibracion estdndar por GPC: PS) y poli{[9,9-bis(6"-N,N,N-

trimetilamonio)hexilo]-2,7-fluoreno-alt-naftaleno-[2,3c]-1,2,5-tia-diazol}
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(PENT™), emisor rojo, lote Mw= 8990 g/mol, Mu= 716,17 g/mol y PD =
1,99 (calibraciéon estandar por GPC: PS) ambos sintetizados y
caracterizados en nuestro laboratorio® (figura 5, secciéon 2.1.2 del

capitulo 111).).

2.1.3. Antineoplasico

El acido 5-amino-4-oxopentanoico fue adquirido en Sigma-
Aldrich (St.Louis, MO, USA) en forma de sal, 4cido 5-aminolevulinico

clorhidrato con un grado de pureza superior al 97%.

HoN OH

Figura 8: Estructura quimica del acido 5-
amino-4-oxo-pentanoico (5-ALA).
2.1.4. Otros reactivos

Los disolventes empleados, etanol y DMSO con purezas
superiores al 99% y los disolventes grado HPLC, acetonitrilo y TFA, se
compraron a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

El agua bidestilada y desionizada (DDW) proviene de un
sistema Milli-Q Synthesis A10 (Millipore, Madrid, Spain).
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2.1.5. Cultivos celulares

Para los ensayos bioldgicos in vitro de este capitulo, se
utilizaron la linea celular HaCaT de queratinocitos humanos
inmortalizados proporcionada por el Prof. Antonio Ferrer y la linea
celular de tejido colorectal SW480 (ATCC® Ref.: CCL-228™) cedida
por el Dr. Miguel Saceda. Para su crecimiento y mantenimiento se
utiliza el medio celular previamente descrito en la seccion 2.1.5.1 del
capitulo 1ll. Se cultivé en frascos de 25cm? a 37°C con aporte de aire y
5% CO..

2.2. Instrumentacion y metodologia
2.2.1. Preparacion de las disoluciones para la preparacion de

nanofibras

2.2.1.1. Disoluciones madre poliméricas

En la fabricacién de nanofibras se realizaron dos disoluciones
madre de los polimeros que van a actuar como matriz polimérica. Para
el derivado acido, PMVEMA-Ac, se realiz6 una disolucion al 20% p/p
en agua (20 g en 100 mL)%*6. Para PMVEMA-ES se prepardé una
disolucion madre al 25% p/p en etanol partiendo de la disolucion
comercial al 50% p/p en etanol. Ambas soluciones, permanecieron en
agitacién constante (300 rpm) durante una hora y a temperatura

ambiente.
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2.2.1.2. Disoluciones madre poliméricas con polielectrolitos

conjugados

Las disoluciones con los polielectrolitos se prepararon
disolviendo 7,5 mg de PFP* o PFNT* en 10 uL de DMSO vy, a
continuacion, hasta 1 mL de las disoluciones madre poliméricas para
obtener una concentracion final de polielectrolitos conjugados de
0,75% p/p. La mezcla se mantuvo en agitacion magnética constante
300 rpm, temperatura ambiental y en oscuridad durante 20 horas para
el PFP*y 48 horas para el PENT*,

2.2.1.3. Disoluciones madre poliméricas con 5-ALA

Para la sintesis de nanofibras con 5-ALA, las disoluciones se
prepararon recientes para ser usadas y en oscuridad, para evitar su
degradacion. El 4cido 5-ALA se disolvié en agua a una concentracion
de 1 mg/mL y se afiadi6 hasta alcanzar una concentracién de 33,2
mg/mL 6 415 mg/mL de PMVEMA-Ac o PMVEMA-ES,
respectivamente. Equivalente a una carga del 16,6% p/p de 5-ALA
respecto a la cantidad del polimero derivado de PMVEMA. EIl conjunto
se mantuvo en agitacion magnética (300 rpm) durante 2 horas y

temperatura ambiente.

2.2.1.4. Disoluciones madre poliméricas con polielectrolitos

conjugados y 5-ALA

Las disoluciones madre poliméricas con PFP* o0 PFNT* 0,75%
p/p y 5-ALA 16,6% p/p, respecto al polimero derivado de PMVEMA, se
realizaron, procediendo del mismo modo que en los apartados

anteriores.
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Todas las disoluciones cargadas con polielectrolitos
conjugados y/o 5-ALA, se mantuvieron preservadas de la luz y a

temperatura ambiente hasta su manejo.

2.2.2. Elaboracién de nanofibras mediante electrohilatura

Las nanofibras poliméricas se elaboraron mediante la técnica
de electrohilatura o electrospinning en las mismas condiciones
experimentales optimizadas previamente en el laboratorio?'®: Voltaje
aplicado: 15 kV, distancia aguja-colector: 10 cm y flujo de bombeo:
0,25 mL/h. Se registraron las condiciones ambientales en que se
realizé el electrospinning, manteniéndose la temperatura entre 20-25

°C y la humedad ambiental entre el 35-60%.

La disolucion polimérica se introdujo en una jeringa Plastipak 2
mL (Becton Dickinson) y se bombeé a través de una aguja de acero
inoxidable 316, calibre 20 y longitud 101,6 mm (Sigma-Aldrich) con un
flujo (0,25 mL/h) controlado por una bomba de infusion kdScientific
100. La aguja y el colector estuvieron a una distancia establecida de
10 cm y conectados a una fuente de alta tensién Series FC (Glassman
High Voltage, Inc), que aplica el voltaje responsable de la aparicion del
jet (15 kV). La evaporaciéon del disolvente a lo largo del jet origina la

formacion de las nanofibras, que se depositan sobre el colector.

En la figura 9 se muestra la configuracién horizontal del equipo
de electrospinning de fabricacion casera. Este montaje se encuentra
en el interior de una campana de extraccion de gases dispuesto

conforme a las reglas y normativas de seguridad de la UMH.
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Figura 9: Configuracién del equipo de electrospinning.

Los elementos que constituyen el equipo que se utilizé para
realizar la técnica de electrospinning en el laboratorio, son: una bomba
de infusién modelo “kdScientific 100”, elemento electrénico que actua
sobre el émbolo de la jeringa mediante el movimiento de un piston.
Este componente del equipo, permite la dosificacion de la disolucién
polimérica hasta la aguja con flujo constante. La bomba empuja el
émbolo de la jeringa de manera constante segun la velocidad que se
haya programado y dependiendo del tipo de jeringa utilizada (figura
10).

Figura 10: Bomba de infusion “kdScientific 100”
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Otro elemento que forma parte del equipo, es la jeringa,
modelo Becton Dickinson Plastipak de 2 mL. Este elemento se utiliza
para almacenar e inyectar la disolucion polimérica. Debe de ser inerte
a ésta y no causar alteraciones que cambien su naturaleza, ademas,
tiene un diametro conocido para que pueda ser empleada en la bomba
de infusién. Esta jeringa va conectada a una aguja, en este caso de de
acero inoxidable 316 (Z261335-1EA) de Sigma-Aldrich, longitud 101,6
mm, calibre de aguja 20 (Diametro externo 0,902 mm y Diametro
interno 0,584 mm). Esta aguja, se utiliza para hacer fluir la disolucién a
la vez que se le conecta uno de los electrodos de la fuente de tension.
Del extremo de la aguja sale la disolucién polimérica en forma de gota

estirada, cono de Taylor, que va formando una fibra hilada.

El colector en este caso es una hoja fina de aluminio de varias
micras (5-20 um) que sirve para envolver la forma final sobre la que se
depositan las fibras y poder conducir la electricidad ya que esta

conectada al electrodo negativo de la fuente de alimentacién, que es

donde se acumularan las fibras obtenidas. La fuente de alta tension

empleada es de la marca Glassman High Voltage Inc. y modelo
‘FC60P2”. Este aparato se encarga de generar la diferencia de
potencial entre la aguja y el colector, creando un campo eléctrico para

formar las fibras (figura 11).
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Figura 11: Fuente de alta tension Glassman High Voltage Inc.

Para completar el equipo, se utilizé una cinta métrica y una
caja protectora. La cinta métrica, se empleé para medir la distancia
entre la aguja y el colector y la caja protectora, realizada de
metacrilato, se dispuso para aislar el montaje durante el
electrospinning, de manera que se evite el contacto directo con la
persona que manipula. El voltaje durante el electrospinning es de alta
tension, lo que hace que la caja protectora sea un elemento de
seguridad necesario. Para mayor seguridad, los experimentos se
realizaron dentro de una vitrina para evitar el contacto de cualquier

persona ajena.

La manipulacion de las nanofibras es diversa en funcién de la
aplicacion o del analisis a realizar. Directamente en portaobjetos para
su analisis mediante microscopia Optica, espectroscopia de
fluorescencia, en rejillas para microscopia electrénica, también puede
recogerse directamente del colector para FTIR, HPLC o para los
ensayos con celdas de Franz, o incluso sobre parches transparentes

de poliuretano empleados en dermatologia.
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2.2.3. Microscopia Optica de fluorescencia

Las imagenes de microscopia de las nanoestructuras se
emplearon para valorar de una forma rapida el grado de
homogeneidad a la hora de la incorporacion de los polielectrolitos
conjugados, asi como la visualizaciobn de la morfologia de las
nanofibras. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio éptico de
fluorescencia Leica DMI 3000 B invertido equipado con una fuente de
luz compacta EL6000 y una camara digital Leica DFC3000G. Se
obtuvieron imagenes de contraste de fases y de fluorescencia, asi
como la superposicion de ambas para resaltar la localizacién de zonas
fluorescentes. Los datos fueron monitorizados y procesados
manualmente utilizando la aplicacién Leica Suite AF6000 Module

Systems.

2.2.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido o SEM (Scanning
Electron Microscope), modelo JEO 6100 (Jeol, Japan) es un
instrumento que utiliza un haz enfocado de electrones de alta energia
sobre la superficie de una muestra sélida para generar una variedad
de sefales. Las sefiales derivadas de las interacciones de la muestra
con los electrones revelan informacion acerca de esta, como por
ejemplo la morfologia o la composicién quimica.

Algunas de las propiedades mas significativas de este tipo de
microscopia son: 1) obtencibn de imagenes en apariencia
tridimensional Il) su gran profundidad de campo, la cual permite que
se enfogue una gran parte de la muestra y lll) gran versatilidad, al no
atravesar las muestras como en el caso del TEM esta microscopia

puede aplicarse a mayor nimero de muestras.
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2.2.5. Microscopia Optica de transmision (TEM)

El tamafio y morfologia de las nanofibras fueron analizadas
con un microscopio Jeol 1011 (Jeol, Japan), a diferentes kV para
acelerar un haz de electrones, que colisiona con una muestra delgada
(ver seccién 2.2.4)). Para la preparacibn de las muestras, las
nanofibras fueron depositadas directamente durante el proceso de
electrospinning en rejillas de cobre de 3 mm de diametro (portaobjetos
adecuados para microscopia electronica) de Electron Microscopy

Sciences (Hatfield).

2.2.6. Analisis por espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (FT-IR)

La técnica del FT-IR se basa en la absorcion de radiacion
infrarroja a una determinada longitud de onda, a partir de la excitacién
de los modos de vibracién y subestados de rotacion de las moléculas
gue provocan un cambio en su momento dipolar. Es posible asignar
absorciones a grupos funcionales especificos y obtener un espectro
de IR diferente para cada molécula.

El andlisis mediante espectroscopia de Infrarrojo con
Transformada de Fourier (FT-IR), permite realizar un estudio
cualitativo de la muestra determinando los grupos funcionales que la
constituyen. El equipo utilizado para realizar este andlisis es un
“Espectrofotometro FTIR Bruker IFS 66/S”y equipado con el software

OPUS 5.5 para tratamiento de los datos.
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La preparacion de las muestras consistio en:

e Para el andlisis de materiales en polvo, se prepararon pastillas
de bromuro potasico (KBr) mezclado con la sustancia a

analizar.

e Para el andlisis de las fiboras de PMVEMA-Ac o PMVEMA-ES,
se recogid con ayuda de unas pinzas, trozos de fibras o velos
depositados en un portaobjetos. Estos trozos se colocaron
directamente sobre un soporte de sujecion para su analisis

espectral.

2.2.7. Espectroscopia de fluorescencia en estado s6lido

Al igual que en capitulo anterior, las muestras que contienen
polielectrolitos sefializadores son analizados por fluorimetria. Este
equipo es capaz de medir intensidades de fluorescencia de forma
modular y para diferentes tipos de muestras en estado sélido. El
espectrofotdmetro de fluorescencia en estado estacionario continuo
QuantaMaster (Photon Technology International, Birmingham, NJ,
USA) (PTI) es el mismo que el utilizado en nanoparticulas, pero en
este caso para muestras sélidas. Este equipo dispone de un soporte
adaptado para muestras en estado sélido, permitiendo asi el estudio
de fluorescencia de las nanofibras. Para su andlisis, las nanofibras
poliméricas se elaboraron mediante electrospinning y se recogieron
directamente sobre un portaobjetos de vidrio. Este se coloco en la
peana giratoria (figural2), inmovilizandolo con dos abrazaderas

metalicas reguladas por sendos tornillos con rosca.
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Figura 12: Soporte para muestras en
estado solido (peana giratoria).

En este dispositivo, se pueden regular dos parametros del
soporte: el angulo de incidencia de la luz sobre la muestra ya que el
soporte es giratorio y la distancia con la muestra mediante un tornillo
micrométrico. Estos parametros se pueden optimizar hasta obtener un
valor recomendable, que se corresponde con el maximo de emision de
fluorescencia de las nanofibras. Para las muestras analizadas en esta
tesis, los mayores recuentos de fluorescencia se obtuvieron a 340° y
3,25 mm, por lo que la espectroscopia de fluorescencia de las
nanofibras que contenian PFP* y PFNT* se realiz6 en esas

condiciones.

2.2.8. Estudios de permeabilidad en piel

Para realizar un estudio in vitro y estudiar la liberaciéon del 5-
ALA de las nanofibras poliméricas sintetizadas para administracion
tépica, se utilizaron las llamadas celdas de Franz o celdas verticales
(figura 14). Como referencia, se recurrié a una formulacién semisdlida

convencional que es la disolucion polimérica viscosa con 5-ALA a
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partir de la cual se elaboraron las nanofibras. De esta forma, se puede
comparar los resultados entre las nanofibras y la disolucién con la que

se fabricaron.

Esta metodologia es la mas utilizada para evaluar in vitro la
cinética de liberacion y absorcion de formas farmacéuticas de
administracion tépica. Para la estandarizacion de estos estudios por
via tépica?l’ normalmente se siguen las guias SUPAC-SS de la
FDA?%8 en el caso de los ensayos de liberacion in vitro, y el test 428
de la OECD?¥®, para la permeabilidad in vitro o absorcion

transdérmica.

Las celdas verticales constan de un compartimento donador,
donde se dispone la formulacion a estudiar, separado por una
membrana del compartimento receptor, que contiene el medio de
disolucion y un brazo por donde se realiza la toma de muestras. Las
celdas incorporan una camara exterior por la que circula agua para
mantener el sistema receptor a 32 °C, la temperatura de la piel
humana y, ademas, disponen de agitacibn magnética en el

compartimento receptor.

Los ensayos de liberacion se realizaron con membranas de
acetato de celulosa Cuprophan® (Medicell) y celdas de Franz
(PermeGear®) con camara exterior, orificio de 9 mm (0,64 cm?) y un
volumen receptor de 5 mL. El sistema consta de seis celdas de Franz
sobre un agitador magnético (IKA Laboratory Equipment) que se
mantuvo a 600 rpm durante todos los ensayos y conectadas a un
bafio termostéatico (Selecta Digiterm-100) regulado a una temperatura
de 32,0 £ 0,5 °C (figura 13).
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Compartimento
donador

A

‘ Membrana
Agua \

Toma de
| —- | muestras

Compartimento receptor

Figura 13: (A) Celdas de Franz. (B) Agitador magnético. (C) Bafio
termostético.

Las membranas se recortaron en funcion del tamafio del orificio
de la celda (d=9 mm) y se sumergieron en el medio de disolucién para
homogeneizarlas. Las celdas se rellenaron de medio tampoén fosfato 1
mM (pH=7) y el sistema se mantiene a 32,0 + 0,5 °C, a continuacion,
se colocaron las membranas previamente tratadas entre el
compartimento donador y receptor. Se cerré el sistema mediante una

pinza metéalica y se dejo estabilizar durante al menos una hora.

El ensayo se inicia colocando las muestras de nanofibras con
5-ALA en el compartimento donador. Seguidamente, se tomaron
volimenes conocidos del compartimento receptor (400 pL) a
diferentes tiempos, segun el disefio del ensayo consumiendo hasta un
tiempo total de 4 horas. Tras las extracciones, el volumen se repone
de nuevo con tampén fosfato 1 mM. Este muestreo altera la
concentracion de 5-ALA en el compartimento receptor al retirar un
volumen de medio con 5-ALA, por lo que se corrigié posteriormente. El
analisis cinético de cada muestra (nanofibras y disolucion de partida)
se realiza en tres celdas, es decir, por triplicado para asegurar un
adecuado tratamiento estadistico. Las muestras no requirieron

tratamiento previo para su determinacion que se realiz6 mediante
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cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Las alicuotas
extraidas de cada ensayo se analizaron a medida que se extraian

para evitar la degradacion del 5-ALA.

2.2.9. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

El equipo utilizado para el andlisis del 5-ALA, fue un HPLC
Hitachi (Merck Hitachi LaChrom) que consta de una bomba L-7100, un
detector automético L-7200, horno para la columna y acoplado a un
detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD) Alltech 3300 (Grace
Davison Discovery Sciences). Los datos fueron analizados utilizando
el software D-7000 HSM, combinacion de los equipos de HPLC Ay C
(detector ELSD) descritos en metodologia del capitulo Ill, seccion
2.2.6.

El método empleado es una modificacion del descrito por V.
Armoskaite y col.??°, Aqui, se aplic6 un método isocratico cuya fase
movil fue un 98% de agua con &cido trifluoroacético al 0,1% v/iv y un
2% de acetonitrilo con acido trifluoroacético al 0,1% v/v, a un flujo de 1
mL/min y un volumen de inyeccion de 10 uL. Las condiciones para el
detector evaporativo fueron: presién de nitrégeno de 3,5 bares,
temperatura de evaporacion 45 °C y la ganancia del detector de 16. El

tiempo de andlisis requerido en cada muestra fue de 5 minutos.

La cantidad de 5-ALA se calibré6 a partir de las areas de
integracion obtenidas mediante  HPLC-ELSD. Con estos datos
experimentales se realizaron diferentes ajustes de &cido 5-
aminolevulinico en tampon fosfato 1 mM (pH=7) entre las

concentraciones 0,02-0,25 mg/mL (ver tabla 4).
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Tabla 4: Comparacion de los diferentes ajustes en la calibracion de 5-

ALA por HPLC (ELSD).

Tipo de curva Ecuacién R?
Exponencial y = 1390060015 0,846
Lineal y = 17425x - 568221 0,978
Log-Log y =1,5578x + 2,8705 0,998
Cuadratica y = 36,5920x2 + 7.231,0431x - 0,999
109.497,6502
w45
]
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Figura 14: Curva de calibrado del 5-ALA, empleada para realizar los

estudios de cinética de liberacion.
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Con los datos obtenidos, se observd que tanto el ajuste de
doble logaritmo como el ajuste cuadratico son la mejor eleccion de
acuerdo con los mayores valores del coeficiente de regresion 221, y
ligeramente mejor el cuadratico (R?>= 0.999) con una ecuacién y =
36,592x% + 7231x — 109498, que también coincide con el ajuste de
calibracion realizada por V. Armoskaite y col. La ecuacion cuadratica
anterior se empleo en los ensayos de liberacién in vitro para el calculo
de las concentraciones de 5-ALA en los compartimentos receptores

para cada alicuota a partir del area integrada de 5-ALA en el HPLC.

2.2.10. Ensayos de citotoxicidad

Se analiz6 la toxicidad en las lineas celulares descritas en el
apartado 2.1.5 (HaCat y SW480) de todas las combinaciones de
nanofibras, asi como de sus componentes individualmente, midiendo
los cambios en la viabilidad celular mediante el ensayo MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)2,5-difeniltetrazol) ya descrito en el capitulo Il
(seccion 2.2.8.1). En este caso, las células con confluencia del 90-
100% se sembraron en placas de 96 pocillos 24 h antes del
tratamiento. Estos consistieron en diferentes concentraciones de cada
tipo de nanofibra y 5-ALA previamente disueltos en tampon de fosfato
1 mM (pH 7) durante 30 min. Las disoluciones de nanofibras se
centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min y temperatura ambiente
para separar el sedimento centrifugado del sobrenadante, siendo este
ualtimo el utilizado en los tratamientos. El volumen total final por pocillo
fue 100 pL, de los cuales 90 corresponden a medio de cultivo de las
células. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los
resultados se muestran como media en porcenaje (%) y su error como

desviacion estandar (sd) de tres experimentos diferentes.
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2.2.11. Ensayos de acumulacion de PplX

Con el fin de comprobar la funcionalidad del 5-ALA cargado en
los diferentes tipos de nanofibras, se midié la cantidad de PplX
convertida a partir de ese 5-ALA internalizado en células como se
describioé previamente por Jin Ju Yoo y col.**3, Para ello, se trataron
células con confluencia del 90-100%, que se sembraron en placas de
96 pocillos 24 h antes, con diferentes concentraciones de cada tipo de
nanofibra y 5-ALA previamente disueltos en tampoén de fosfato 1 mM
(pH 7) tal y como se describe en el apartado anterior. A continuacion,
se lisaron las células con tampén de lisis (10 mM Tris-HCI pH 7,4, 100
mM NacCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 10% Glycerol, 0,1% SDS) y
se midié la PpIX acumulada en las células con un lector de placas
multimodulacion de imagenes de células Cytation 3 (BioTek
Instruments Inc., EE.UU.) a 485 nm (excitacion) y longitudes de onda
de 635 nm (emision). Se realiz6 una curva estandar correlacionando
unidades de emisiéon de PpXl con 5-ALA afiadidas (concentraciones
que varian de 0-200 pg/L) para inferir la cantidad de 5-ALA funcional
en las muestras. Se encontrd una correlacion lineal entre 25 y 100
pg/mL con valores de coeficiente de regresion (R?) superiores a 0,96.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Los resultados se
expresan en pg/mL y se muestran como medias en porcenaje (%) y su
error como desviacion estandar (sd) a partir de tres experimentos

diferentes

206



Capitulo IV Material y métodos

2.2.12. Actividad fototerapica

Con el fin de evaluar la actividad fotodinamica del 5-ALA
cargado en nanofibras experimentales, se sigui6 el mismo
procedimiento que se describe anteriormente para los ensayos de
acumulacion de PpIX. Sin embargo, en lugar de lisar las células
después del tratamiento, se irradiaron con diferentes potencias (J/cm?)
a una longitud de onda de 635 y 405 nm usando unas lamparas de
irradiaciéon. A continuacién, el medio de cultivo se cambid y se midio la
viabilidad celular mediante el ensayo MTT como se describi6

anteriormente.

En este sentido, en colaboracion con el departamento de
oOptica de la Universidad Miguel Hernandez de Elche dirigido por el Dr.
Ignacio Moreno, se han desarrollado los prototipos del sistema emisor
de luz (con diferentes fuentes luminicas tales como laseres y sistemas
led) que permitiria dicha comprobacion a una longitud de onda e

intensidad precisa (Figura 15).

207



Capitulo IV Material y métodos

Figura 15. Ima&genes descriptivas del sistema de proyeccion
luminica disefiado para la realizacion de los experimentos de
irradiacion de células tratadas en el contexto de la terapia
fotodinamica. A) Imagen general del dispositivo emisor de luz (en
este caso laser). B) Imagen concreta del foco de luz dispuesto para

una irradiacion vertical y desde arriba de la muestra experimental.
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3. Resultados y discusién

La preparacion y caracterizacion previa de las nanofibras
compuestas por PMVEMA-Ac y PMVEMA-ES, se realiz6 modificando
las condiciones experimentales del electrospinning (seccion 1.3 de
este capitulo) y fueron realizadas en trabajos dirigidos en nuestro

grupo?,

La validacion y optimizacion del proceso de nanofibras fue,
tanto en grosor como homogeneidad, analizado por microscopia
Optica de fluorescencia. Aquellas nanofibras que presentaban los
polielectrolitos conjugados PFP* (azul) y PFNT™* (rojo) eran irradiadas
para contrastar la calidad y homogeneidad de las fibras buscando

valores inferiores a la micra.

3.1. Microscopia o6ptica de fluorescencia

Se prepararon nanofibras de PMVEMA-Ac a partir de una
disolucién acuosa de PMVEMA-Ac 20% p/p y se analizaron mediante
microscopia Optica. Se observé que presentaban una morfologia
adecuada: nanofibras continuas, de tamafo uniforme, sin defectos e

inferiores a la micra (figural6).

Empleando las mismas condiciones de electrospinning se
elaboraron nanofibras a partir de una disolucion de PMVEMA-ES 20%
p/p en etanol, y se obtuvo una disolucion de menor viscosidad que la
de PMVEMA-Ac 20% p/p.
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Figura 16: Nanofibras de PMVEMA-Ac: imagenes de microscopia

Optica a diferentes aumentos. A) Imagen a 400x y B) imagen a 600 x.

El resultado obtenido a partir de la disolucion de PMVEMA-ES
20% p/p fueron nanofibras con imperfecciones con aspecto de “perlas
en cadena” (figura 17A). Por tanto, se evalu6 en rango de
concentraciones entre 20-30% p/p de PMVEMA-ES para mejorar las
nanofibras. En primer lugar, se incrementd la concentracién de la
disolucién polimérica a un 30% p/p, lo que origind la formacion de
fibras de distintos grosores, algunas de ellas fuera de la escala

nanomeétrica (figural7B).

Finalmente, a una concentracion intermedia de PMVEMA-ES
25% p/p en etanol, se demostraron resultados 6éptimos, obteniendo
nanofibras sin irregularidades ni imperfecciones (figura 17 C y D), al
igual que en el caso de las nanofibras de PMVEMA-Ac preparadas

anteriormente.
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Figura 17: Nanofibras de PMVEMA-ES a partir de disoluciones con
diferente concentracion. A: PMVEMA-ES 20% p/p. B: PMVEMA-ES
30% p/p. Cy D: PMVEMA-ES 25% p/p. D) Ampliacién de C.

Por tanto, a una misma concentracion de polimero, 20% p/p, la
viscosidad del PMVEMA-ES en etanol es menor que la del PMVEMA-
Ac en agua, y para obtener nanofibras sin defectos en las mismas
condiciones de electrospinning se requiri6 aumentar la concentracion
del PMVEMA-ES hasta el 25% p/p.

El siguiente paso, fue el andlisis de nanofibras al adicionar
farmaco. La relacién de farmaco/polimero (16,6% p/p) se seleccion6
basado en la terapia convencional para el acido 5-aminolevulinico:
Levulan® solucién 20% (comercializado en Estados Unidos) y Ameluz®
gel 7,8% (comercializado en Europa). Se comprobé la capacidad de

carga de las nanofibras incorporando el farmaco a una concentracion
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alta/media entre ambos preparados de referencia, 16,6% p/p. No
obstante, la dosificacion final depende no s6lo de la concentracion del
farmaco en el vehiculo, sino de la cantidad total aplicada sobre la piel

en funcién de la extensién de las lesiones.

La adicion del 16,6% p/p de 5-ALA a una disolucién
homogénea de PMVEMA-Ac origind unas nanofibras con morfologia
correcta a la vez que se incluia una elevada carga de farmaco (figura
18A).

Figura 18: Nanofibras poliméricas con 5-ALA 16,6% p/p respecto del
polimero sélido. A: PMVEMA-Ac. B: PMVEMA-ES.

Del mismo modo, 5-ALA previamente disuelto en agua se
afadio a una disolucion de PMVEMA-ES 25% p/p en etanol. En este
caso las nanofibras mostraron leves imperfecciones (figura 18B), no
presentes en las nanofibras anteriores de PMVEMA-Ac. Esto se pudo
deber a que 5-ALA se distribuya mas irregularmente en las nanofibras
de PMVEMA-ES que en las de PMVEMA-Ac, lo que se podria corregir
mejorando la técnica de incorporacién del farmaco a la disolucion de

PMVEMA-ES en etanol. Por ejemplo, disolviendo 5-ALA en mezcla
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etanol/agua para favorecer su solubilidad en la disolucion matriz

polimérica.

La adicion del polielectrolito conjugado fluorescente PFP* a la
disolucion de PMVEMA-Ac 20% p/p no supuso ningun cambio
aparente en la morfologia de las nanofibras. Sin embargo, mediante
microscopia de fluorescencia se pudo observar que las nanofibras
presentaban una fluorescencia heterogénea (figura 19A) es decir, el
PFP* no se habia distribuido uniformemente en la disolucion
polimérica, lo que se evidenciaba por la presencia de agregados
insolubles (artefactos fluorescentes). Para su correcta incorporacion
se requirié la disolucion previa del PFP*en DMSO y agua en relacion
7:93 (v/v), asi como agitacion magnética constante de la disolucién de
PMVEMA-Ac durante al menos 20 horas. Este método permite
obtener nanofibras con fluorescencia mucho mas homogénea, aunque
persisten algunas pequefias irregularidades (figura 19B) que podrian
minimizarse optimizando ain mas dos parametros anteriores: tiempo

de agitacion y la disolucion previa.

A

20pum 20um

Figura 19: Nanofibras de PMVEMA-Ac con PFP* 0,75% p/p. A)
Agitacion del polielectrolito durante 1h (mal distribuido). B) Agitacion
durante 20h.
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Por otra parte, la adicion del PFP*, previa disolucién en DMSO
y agua a la disolucion de PMVEMA-ES 25% p/p en etanol resulté mas
facil y homogénea que en el caso de la disolucién de PMVEMA-Ac en
agua debido a una mayor solubilidad del polielectrolito conjugado en
etanol que en agua. Esta solubilidad se pone de manifiesto ya que las
nanofibras obtenidas presentaban una fluorescencia mas homogénea

y sin irregularidades (figura 20).

Figura 20. Nanofibras de PVYMVEMA-ES con PFP* 0,75% p/p. A:
Microscopia oOptica de fluorescencia. B: Superposicion de microscopia

Optica de contraste de fases y fluorescencia.

En la figura 20B, se aprecia como las fibras obtenidas por
contraste de fases presentan la luminiscencia en el interior de la
muestra como ya se habia confirmado previamente con nanofibras
obtenidas en mezclas de acetato de celulosa®?? y de

polimetilmetacrilato?23,

Para adicionar PFP* y 5-ALA a una misma disolucion
polimérica de PMVEMA-ES 25% se realizé de la misma manera que
en las disoluciones precedentes, una vez homogeneizado el

polielectrolito conjugado durante el tiempo necesario (24 horas), se
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afadio a la disolucion el 5-ALA disuelto en agua. De este modo se

obtuvieron nanofibras poliméricas con un 0,75% p/p de PFP*y un
16,6% p/p de 5-ALA, tanto de PMVEMA-Ac (figura 21B) como de
PMVEMA-ES (figura 21A).

Figura 21: Nanofibras de los derivados de PMVEMA con PFP*
0,75% p/p y ALA 16,6% p/p. A) Imagen de fluorescencia de las
nanofibras realizadas con PMVEMA-ES. B) Imagen de fluorescencia

sobre contraste de fase de las nanofibras realizadas PMVEMA-AcC.

No hay cambios morfoldgicos ni defectos entre los distintos
tipos de nanofibras fabricadas; a priori no se observan defectos por la

integracion del farmaco y/o polielectrolito a las nanofibras.

La morfologia de las nanofibras con PFP*y 5-ALA fue idéntica
a las que contenian Unicamente 5-ALA. Del mismo modo, la
fluorescencia de las nanofibras con 5-ALA es equiparable a las
nanofibras sin 5-ALA. Por tanto, la presencia del PFP* no afecté a la
incorporacion de 5-ALA y viceversa. En cambio, el grado de
homogeneidad en la inclusion de 5-ALA y PFP* si dependié de la
matriz polimérica empleada, PMVEMA-Ac o PMVEMA-ES.
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En el caso del polielectrolito conjugado PENT* con las
disoluciones de PMVEMA-Ac 20% p/p y PMVEMA-ES 25% p/p en
etanol resulté mas complicada que con PFP*. Aqui, el protocolo de
fabricacion de las nanofibras con el polielectrolito emisor rojo fue el
mismo que para el polielectrolito conjugado azul salvo que se tuvo que
dejar la mezcla en agitacion durante 48h para obtener fibras
homogéneas (figura 22), tanto para las que incorporaban farmaco

como para las que no lo llevaban.

La morfologia de las nanofibras con PFNT* y 5-ALA fue
idéntica a las que contenian Unicamente 5-ALA. Del mismo modo, la
fluorescencia de las nanofibras con 5-ALA es equiparable a las
nanofibras sin 5-ALA. Por tanto, la presencia del PFENT* no afect6 a la

incorporacion del 5-ALAy viceversa.

Se ha podido comprobar que una correcta homogenizacion de
los componentes de la disolucion polimérica es muy importante para
obtener nanofibras de calidad. Recordemos ademas que un factor
decisivo en la fabricacion de estas nanofibras la disolucién polimérica
debe alcanzar una adecuada viscosidad que obviamente dificulta esta

homogenenizacion.
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Figura 22: Microscopias 6pticas de fluorescencia de nanofibras.
A) PMVEMA-ES con PFNT* 0,75% p/p. B) PMVEMA-ES con PFENT*
0,75% y 5-ALA 16,6% p/p, superposicion de microscopia Optica de
contraste de fases y fluorescencia. C) PMVEMA-Ac con PENT* 0,75%
p/p. D) PMVEMA-Ac con PFNT* 0,75% y 5-ALA 16,6% p/p.

En resumen, durante la incorporacion de 5-ALA y de PFP*
entre las dos matrices poliméricas empleadas, las nanofibras de
PMVEMA-Ac y de PMVEMA-ES, se observaron diferencias. En el
caso de la disolucion acuosa de PMVEMA-Ac, esta mas favorecida la
adicion del 5-ALA (hidrosoluble), obteniéndose nanofibras sin

alteraciones morfolégicas. En cambio, el polielectrolito conjugado
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PFP* se incluye con més facilidad al PMVEMA-ES (en etanol) y

genera nanofibras con una fluorescencia mas uniforme.

Estos resultados coinciden con la baja solubilidad de los
polimeros sefalizadores en agua y su mejora en disolventes
organicos, como es en este caso el etanol en las disoluciones de
PMVEMA-ES. Caso contrario al del farmaco utilizado que es
hidrosoluble y, por tanto, se encuentra en mejores condiciones con el
derivado &cido del PMVEMA.

Por ultimo, la presencia de un compuesto iénico como los
polielectrolitos conjugados va a mejorar el procesado de la
electrohilatura y, por tanto, las fibras con estos componentes

presentan menores problemas de fabricacion.

3.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Las fibras elaboradas fueron estudiadas en detalle con SEM.
Esta técnica nos permite hacer un barrido sobre la muestra donde
podemos analizar la homogeneidad de las fibras y donde podemos
obtener un plano mas representativo que no se alcanza con la
resolucion del microscopio 6ptico. Aun asi, debido al pequefio tamafio
de las fibras no podemos realizar un analisis cuantitativo mediante
esta técnica, pero si confirmar que se encuentran por debajo del orden
de la micra y que su morfologia esta extendida en toda la muestra, lo

gue nos indica la regularidad del velo de nanofibras (figura 23).
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Figura 23: Imagenes del SEM: A) Nanofibras de PMVEMA-Ac 20%
p/p y B) PMVEMA-ES (3).

En las imdgenes se puede observar como se han realizado
nanofibras con PMVEMA-Ac de dimensiones inferiores a 500 nm y
homogéneas, con un nivel de resolucion superior a un microscopio
optico. Por su parte, las fibras realizadas con PMVEMA-ES también
presentan un aspecto homogéneo, pero con un grosor ligeramente

superior.

3.3. Microscopia Optica de transmisiéon (TEM)

Los estudios realizados por microscopia electronica de
transmisién, permiten una mayor resolucibn de las muestras con
mayores aumentos, por tanto, se empled para un estudio de las fibras

con el que se estimaron los diametros de las fibras (figura 24).
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Figura 24: Imagenes del TEM de nanofibras de PMVEMA-Ac 20%
p/p. A) sin 5-ALA (16,6%). B) con 5-ALA (16,6% p/p).

Estas imagenes de fibras de matriz PMVEMA-Ac obtenidas
mediante la técnica de TEM se utilizaron con fines cuantitativos, para
realizar el analisis de las distribuciones de diametros de las fibras del
PMVEMA-Ac y poder tener una idea del tamafio real. El diametro
medio de las fibras es una medida que informa sobre la
homogeneidad de estas nanoestructuras. En la figura 25 se muestran
las imagenes obtenidas con el TEM de las fibras de PMVEMA-Ac con
y sin 5-ALA. En ambos casos, se analizaron los diametros de las
fibras en diferentes fotografias y su distribucion de diametros resulto
ser monomodal, indicativo que las fibras obtenidas fueron
electrohiladas bajo condiciones operacionales Optimas. El didametro
promedio de las fioras PMVEMA-Ac sin 5-ALA estan en torno a 55+5
nm mientas con 5-ALA entorno 85+10 nm, por lo que se ha cumplido

el objetivo de obtener nanofibras regulares.

Para las fibras realizadas con PMVEMA-ES, a la vista de las
imagenes tanto de SEM como algunas de TEM (figura 25), se aprecio
la uniformidad y regularidad al igual que las nanofibras de PMVEMA-
Ac.
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Figura 25: Imagenes del TEM de nanofibras de PMVEMA-ES 25%
p/p. A: Sin 5-ALA, barra de escala a 50 nm. B) Con 16,6% p/p de 5-

ALA, barra de escala a 200 nm.

Entre las nanofibras de PMVEMA-ES con y sin 5-ALA, si hay
una ligera diferencia de tamafios, apreciandose un aumento de mas
del doble de diametro al incorporar el farmaco en el interior, ya que no
se observan imperfecciones en la superficie. En este caso, las
nanofibras realizadas Unicamente con polimero transportador
PMVEMA-ES presentan un tamafio alrededor de 60 nm parecido a las
realizadas con el PMVEMA-Ac, mientras que con 5-ALA, el diametro
es de 125 nm. Este dato indica claramente que la adicion del farmaco
da lugar a un cambio estructural en la fabricacion de la nanofibra de
PMVEMA-ES.
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Figura 26: Imagenes del TEM de nanofibras. A: PMVEMA-Ac 20% +
PFP*0,75% (barra de escala a 200 nm). B) PMVEMA-ES 25% + PFP*
0,75% (barra de escala a 200 nm). C) PMVEMA-ES 25% + PFENT*
0,75% (barra de escala a 500 nm).

De nuevo, la adicién de polielectrolito conjugado tanto de PFP*
como PFENT* en las nanofibras de PMEMA-Ac, no varia el diametro de
estas nanofibras, sin embargo, la adicién tanto de polielectrolitos a las
nanofibras de PMVEMA-ES si aumenta el didmetro de las mismas, sin

exceder en ningun caso observado los valores de 150 nm.

3.4. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier
(FT-IR)

Con el fin de analizar la estructura del polimero transportador
después del proceso de electrohilado, se realiz6 un estudio funcional
mediante la técnica de espectroscopia infrarroja. Se comprobé que
ambos polimeros derivados del PMVEMA mantenian su estructura

funcional de acido y éster.
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Figura 27: Espectros infrarrojos. Arriba) Muestras PMVEMA-Ac en
pastilla de KBr. Abajo) Nanofibras de PMVEMA-ES.

El espectro de las fiboras de PMVEMA-ES muestra las bandas

vibracionales de tensién a 1729 y 2987 cm pertenecientes al grupo

carbonilo y al metilo, respectivamente. En el espectro de infrarrojo del
PMVEMA-Ac se observa una gran banda ancha entre 3500 y 2900

cm?, caracteristica de las bandas de vibracion de tension de los

grupos —OH en los acidos carboxilicos, menos acusada en el espectro

del monoester derivado, y totalmente ausente en el espectro IR del
anhidrido de partida de PMVEMA (Sigma-Aldrich)??4,
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Figura 28: Superposicion de los espectros infrarrojos de las fibras de
PMVEMA-ES 25% (arriba) sin 5-ALA (verde) y con 5-ALA (azul) y

espectro infrarrojo del 5-ALA en pastilla de KBr (abajo).

Precisamente en la zona de vibracion de tension del carbonilo
gue es entre 1900 - 1600 cm el espectro de PMVEMA anhidrido es
muy diferente por mostrar dos bandas de fuerte absorcion a 1860 y
1790 cm, asociadas a un grupo anhidrido ciclico (maleico), mientras
que, en el espectro de las fibras de sus derivados, estas no aparecen
y se observa una Unica banda de acido carboxilico a 1720-1730 cm?,
asignada al acido maleico??5. Por Ultimo, la forma de las bandas por
debajo de 1500 cm? (huella dactilar) presentan alguna diferencia
apreciable que sirve para diferenciar entre si los derivados de
PMVEMA.
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A estas nanofibras, tanto de PMVEMA-Ac como de PMVEMA-
ES, la adicién de 5-ALA al 16,6% p/p, no modifica el espectro de IR,
apenas hay un ligero cambio de espectro que sufre el PMVEMA-ES
(marcado con una flecha). El espectro de infrarrojo del PMVEMA-Ac
no se presenta debido a presentar una banda ancha a 1730 cm™ que
practicamente hace desaparecer la sefial caracteristica de 5-ALA que
nos pudiese indicar esta incorporacién significativa en las nanofibras.
Para ello, el contenido de 5-ALA se obtuvo por extraccion acuosa de
las fibras y analizado mediante cromatografia liquida de alta

resolucion.

3.5. Espectroscopia de fluorescencia en estado sélido

Las propiedades Opticas de las nanofibras de PMVEMA-Ac y
PMVEMA-ES con PFP* y PFENT* se analizaron mediante
espectroscopia de fluorescencia en estado sélido (ver apartado de
métodos 2.2.6). En primer lugar, se confirmé que los espectros de
fluorescencia registrados se debieron a la presencia de los polimeros
conjugados fluorescentes PFP* y PFNT*, mientras que no habia
emision en comparaciéon por parte de las nanofibras poliméricas que

no contenian polielectrolitos fluorescentes.

Antecedentes previos a la realizaciéon y andlisis de estas
nanofibras con derivados del copolimero PMVEMA y polielectrolitos
conjugados de fluoreno, describieron los estados de fluorescencia de
las nanofibras realizadas con acetato de celulosa?? vy
poli(metilmetacrilato)??3. Algunas de estas nanofibras fluorescentes en
dichas matrices poliméricas mostraron que los espectros de
fluorescencia de los polielectrolitos presentaban bandas menos
definidas y emitian unas bandas nuevas desplazadas hacia el rojo que

apuntaban a altos grados de agregacidbn o aglomeraciones del
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Capitulo IV

polielectrolito fluorescente en el material.
Analizando las dimensiones de las nanofibras de acetato de

celulosa realizadas en nuestro laboratorio y descritas en el articulo de
Vazquez Guillo y col.???> se observaron tamafios de nanofibras

alrededor de 100-150 nm en ausencia de polielectrolito emisor azul y
este tamafio se duplicé al introducir un 0,5% p/p de PFP* con respecto

al acetato de celulosa. Otros autores como Kuo y col.??3, describieron
tamafos entre 250 y 750 nm para fibras de poli(metilmetacrilato)

mezclados con tres polifluorenos fluorescentes.
Teniendo en cuenta estos precedentes, en primer lugar, se

obtuvieron los espectros de fluorescencia en estado sélido de las
nanofibras que contenian PFP* tanto de PMVEMA-Ac como de

PMVEMA-ES (figura 29).
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Figura 29: Espectros normalizados de fluorescencia del PFP* en
nanofibras de PMVEMA-Ac (linea negra), en nanofibras de PMVEMA.-

ES (linea discontinua roja) y en disolucién acuosa (linea azul).
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Las nanofibras de PMVEMA-Ac presentaron una banda de
emision maxima a 421 nm y otra banda neta a 443 nm. Por otro lado,
las nanofibras de PMVEMA-ES presentaron una banda de emision
maxima a 407 nm y un hombro entorno a 430 nm. En esta figura, se
aprecia que al incorporar el PFP* en nanofibras de PMVEMA-Ac el
espectro en estado solido se asemejo al del PFP* en disolucion
acuosa donde tiende a formar agregados®1-53:55-57.226 y esto se pone de
relieve en la banda alrededor 480 nm como un pequefio hombro que
sobresale. En cambio, en las nanofibras de PMVEMA-ES, el espectro
de fluorescencia aparecié desplazado hacia longitudes de onda
menores (efecto hipsocrémico), como sucede cuando el PFP* se
incorpora en estructuras ordenadas como peliculas de silice
mesoporosa®?. Esto puede deberse a una conformacibn mas
extendida del PFP* en las nanofibras de PMVEMA-ES con respecto al
PMVEMA-Ac, lo que coincide con las observaciones realizadas
mediante microscopia de fluorescencia, donde se aprecié que el PFP*
se incorporaba mas facilmente y presentaba mayor homogeneidad en
las nanofibras de PMEVMA-ES (figura 20). Por lo tanto, el espectro de
emision del PFP* varia en funcion de la matriz polimérica en la que se
encuentre. Atendiendo al caracter hidrofilico de cada uno de ellos se
puede ver que el PFP* en las nanofibras poliméricas adopta una

disposicién conformacional diferente.

Por otro lado, la adicién del acido 5-aminolevulinico a las
nanofibras de PMVEMA-Ac (figura 30) no perturb6 significativamente
las propiedades oOpticas del fluoréforo azul. Se observé una leve
diferencia entre la resolucién de la banda entorno a 443 nm,
posiblemente debida a cambios en la homogeneidad de las nanofibras
poliméricas al afiadir 5-ALA. Como se ha venido observando en
experiencias previas en el laboratorio, el diametro de las fibras con 5-

ALA es mayor?® y es habitual que se alteren ligeramente las
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propiedades de las nanofibras cargadas con farmacos, lo que

evidencia que el farmaco se ha incorporado.

1,0 1 —PMVEMA-Ac

——PMVEMA-AC + 16.6% 5-ALA

0,8 1

0,6 1

04 1
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Figura 30. Espectros normalizados de fluorescencia del PFP* en
nanofibras de PMVEMA-Ac (linea negra) y con acido b5-

aminolevulinico 16,6% p/p (linea rosa).

Sin embargo, en las nanofibras de PMVEMA-ES, la adicion del
5-ALA se produce una modificacion significativa en las propiedades
Opticas del fluoréforo, desplazandose al rojo 6 nm. Este cambio puede
ser debido a las interacciones por fuerzas de Van de Waals (puentes
de hidrégeno) entre moléculas. Se aprecia como la banda principal se
ensancha y se pierde la resolucion espectral del hombro observada en
el espectro de nanofibras de PMAVMA-Ac que se puede atribuir a la

adicion del farmaco.
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Figura 31: Espectros normalizados de fluorescencia del PFP* en
nanofibras de PMVEMA-ES (linea roja discontinua) y con acido 5-

aminolevulinico 16,6% p/p (linea verde).

Debido a que la incorporacion del fluoréforo PFP* es mas
sensible al entorno que PFENT* se decidié no realizar el estudio con
PMVEMA-Ac donde ya se mostraba que no hay diferencias
significativas al adicionar el polielectrolito emisor azul (figura 29). Por
tanto, la incorporacion del PFNT*, se ha focalizado en las nanofibras
de PMVEMA-ES.

Paralelamente, se estudié las nanofibras de la disoluciéon de
PMVEMA-ES con PFNT" sin farmaco y con 5-ALA (figura 32). La
incorporacién del 5-ALA no modifica ni altera la intensidad de
fluorescencia por parte del PFNT*, con la misma banda centrada a
601 nm. Por tanto, ambos espectros, las fiboras de PMVEMA-ES con
PFNT* y las mismas con 5-ALA, no altera las propiedades Opticas del
fluoroforo. En este punto, a pesar de no mostrar diferencias

espectrales, en estado sélido se produce una emision mas acusada e
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importante que en disolucién acuosa.
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Figura 32: Espectros normalizados de fluorescencia del PFNT* en
nanofibras de PMVEMA-ES (linea roja discontinua) y con &cido 5-

aminolevulinico 16,6% p/p (linea verde).

Por ultimo, con el fin de comprobar la presencia de 5-ALA en la
nanofibra, se pesé 1-2 mg de la nanofibra que contenia el 16,6% de 5-
ALA 'y se disolvié en agua. El analisis cromatogréafico de las muestras
fluorescentes confirmé que la inclusiéon del farmaco era cuantitativa
(100+2%).
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3.6. Estudios in vitro de permeabilidad en piel

En los ensayos de liberacién in vitro con celdas de Franz,
detallados en la seccién 2.2.7 de este capitulo, se comparé la cinética
de liberacion del é&cido 5-aminolevulinico en las nanofibras con
respecto a las disoluciones poliméricas de PMVEMA-Ac y PMVEMA-
ES. Ademéas, se estudiaron las diferencias entre las matrices
poliméricas de ambos polimeros comerciales, junto con el efecto de
PFP*y PENT* en las nanofibras fluorescentes de PYMEMA-ES.

Se realizaron cuatro ensayos de liberacién de acuerdo con la
metodologia anteriormente descrita. Los estudios se diferenciaron en
las muestras empleadas. En los primeros ensayos, se evaluaron las
disoluciones poliméricas de PMVEMA-Ac con 5-ALA y las nanofibras
con 5-ALA elaboradas a partir de dichas disoluciones, posteriormente,
en las siguientes pruebas se utilizaron muestras de nanofibras
poliméricas de PMVEMA-ES que contenian el polielectrolito PFP* o
PENT*.

Previamente a realizar los ensayos con celdas de Franz se
confirmé que las nanofibras y las disoluciones contenian idéntica
cantidad de 5-ALA, como ya se ha comentado en la seccion
precedente. Para ello, se realizaron por un lado diluciones de las
disoluciones poliméricas originales debido a su elevada viscosidad y
concentracion de 5-ALA y por otro, se trataron las nanofibras mediante
agitacion en vortex en disolucién acuosa para extraer el 5-ALA. En
ambos casos, la determinacion mediante ELSD-HPLC confirmé la
presencia de las cantidades establecidas de 5-ALA segun la
metodologia descrita (seccion 2.2.7). Los resultados obtenidos de una
concentracion en fibras al 16,6% de 5-ALA de 1,07 y 1,02 mg/mL en

disolucién acuosa resultaron ser del 99% y 102%, respectivamente.
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A continuacion, se estudi6 la cinética de liberacion del 5-ALA
en las matrices poliméricas objeto de estudio, asi como de sus
formulaciones. La cantidad acumulativa de 5-ALA liberada en funcion
del tiempo, se calculé mediante los datos de las concentraciones de 5-
ALA en los compartimentos receptores obtenidos a través del HPLC
(seccion 2.2.7). Los resultados, se representaron como el porcentaje
de 5-ALA liberado frente al tiempo, tomando como referencia del
100% liberado, la cantidad teorica de 5-ALA inicialmente adicionada
en el compartimento donador y los datos experimentales corregidos
por el efecto de toma de muestra. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado obteniendo asi sus medias y unas desviaciones no

superiores al 15% de error relativo.

En el primer ensayo se analizaron y compararon los resultados
de las disoluciones de PMVEMA-Ac y las nanofibras de PMVEMA-Ac

resultantes de la anterior disolucion (figura 33).
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Figura 33: Cinética de liberacion del 5-ALA en diferentes
formulaciones poliméricas. (1) Disolucion PMVEMA-Ac 20% p/p. 2)
Nanofibras de PMVEMA-Ac 20% p/p.
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Figura 34: Cinética de liberacion del 5-ALA en diferentes
formulaciones poliméricas. (3) Disolucibn PMVEMA-ES 25% p/p. (4)
Nanofibras de PMVEMA-ES 25% p/p.
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En la disolucion de PMVEMA-Ac previa a electrohilar, se
obtiene una liberacion final de 5-ALA menor del 20% (a las 3 horas) y,
ademas alcanza esta liberacién a la hora de iniciar el ensayo. La
mayor parte de 5-ALA no difunde a través de la membrana
probablemente porque permanece en el compartimento receptor,
retenido en la disolucion polimérica acuosa donde hay una elevada
viscosidad y una alta afinidad por compuestos hidréfilos como el acido

5-aminolevulinico.

En las nanofibras de PMVEMA-Ac se produce una liberacién
inicial del 40% en la primera hora, y s6lo de un 10-20% més en las
dos horas siguientes. Este perfil cinético estable, con una liberacion a
un ritmo lento y sostenido es debido a que el acido 5-ALA se
encuentra distribuido homogéneamente a las nanofibras de PMVEMA-
Ac (figura 33). De acuerdo a esta cinética de liberacion, las nanofibras
de PMVEMA-Ac podrian ser unas buenas candidatas para desarrollar
sistemas de liberacion sostenida de farmacos hidréfilos como el acido
5-aminolevulinico. Esto se deberia confirmar mediante ensayos de
liberacion de 24 6 48h de duracién, pero no se han realizado ya que
estas fibras van destinadas a formas farmacéuticas de parches
transdérmicos donde se pretende una liberacibn en menos de cuatro
horas y ademas hay que tener en cuenta que 5-ALA tiene como factor
limitante la baja estabilidad en solucién acuosa y es degradable a

temperaturas superiores a 30 °C197.227,

Por otra parte, en las disoluciones de PMVEMA-ES, Ila
liberacion del farmaco es practicamente total a partir de las tres horas
(figura 34). Inicialmente, en la primera hora se libera facilmente el
60%. La matriz polimérica de PMVEMA-ES en etanol presenta menor
viscosidad y afinidad por 5-ALA, por lo que la liberacion es mas rapida

y la cantidad total liberada es igualmente superior, pero de forma
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sostenida en el tiempo.

Como se aprecia en la figura 34 las nanofibras realizadas con
PMVEMA-ES, presentan una liberacion mayor de hasta un 70%, vy
ademas se produce practicamente toda de manera inmediata en la
primera hora. El porcentaje restante de 5-ALA parece gue se libera de
forma mas lenta a lo largo de las siguientes tres horas que duré el
estudio, también de forma mantenida en el tiempo. Una parte del acido
5-ALA difunde rapidamente ya que presenta mayor afinidad por el
medio acuoso de las celdas que por la matriz de PMVEMA-ES,
mientras que la otra parte lo realiza més lentamente. Esta variacion en
la cinética de liberacién con respecto a la matriz de PMVEMA-Ac es
probablemente causada por diferencias en la homogeneidad en la
incorporacion del farmaco a las nanofibras, como se observé mediante
las pruebas de microscopia optica (figura 21), como consecuencia de
la diferente inclusion del farmaco en dicha matriz. A la vista de los
resultados obtenidos, la cinética de liberacion de 5-ALA de las
nanofibras de PMVEMA-ES, es rapida y mas apropiada para la terapia
fotodinamica, donde se busca una liberacion inmediata del
fotosensibilizador tras la administracion tépica. Ademas, las nanofibras
de PMVEMA-ES tienen mayor porcentaje de liberacion del principio
activo que las de PMVEMA-Ac. Las nanofibras poliméricas, gracias a
su elevada relacién superficie/volumen, presentan una gran superficie
disponible para la liberacién, haciendo posibles cinéticas de liberacion
muy rapidas.

Una vez vistos estos estudios de liberacion de 5-ALA en
ambas matrices, se procedié a estudiar el efecto de los polielectrolitos
conjugados dentro de la matriz de PMVEMA-ES.
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Figura 35: Cinética de liberacion de 5-ALA en diferentes
formulaciones poliméricas de PMVEMA-ES. (4) Fibras de
PMVEMA-ES 25% p/p. (5) Con 0,75% de PFP*. (6) Con 0,75% de
PENT™.

Al incorporarse los polielectrolitos fluorescentes a las
nanofibras, la cinética de liberacion del 5-ALA parece que queda
afectada haciéndola disminuir. La menor liberacién en las fibras con
los polimeros conjugados fluorescentes, podria explicarse porque
estas fibras presentan diferentes caracteristicas morfologicas, como
un mayor diametro y, por tanto, una menor superficie para la
liberacion. La liberacion de 5-ALA es menor para el polielectrolito
PFNT* que para el PFP* y esta diferencia, podria justificarse por un
mayor impedimento estérico de anillo del naftaleno respecto del fenilo,
0 a interacciones polares. Estas diferencias de comportamiento, entre
polifluorenos analogos de emisor azul y rojo, ya ha sido observada en
la permeabilidad selectiva de gases en membranas de poli-imidas

6FDA-6FpDA?%8, En los experimentos de difusion aqui realizados, es
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probable que el polielectrolito emisor rojo tenga un mayor

impedimento estérico que el azul.

Desde el punto de vista farmacolégico, se intentd ajustar los
datos de liberacion obtenidos sobre cuatro modelos cinéticos de
liberacion clasicos. Estos tipos de cinéticas describen el perfil de
liberacion basandose en diferentes funciones matematicas por su

simplicidad y aplicabilidad?2%-231,

° Modelo de orden cero: la liberacibn no es

dependiente de la concentracion.

Mi/M. = Ko t (1.

Donde M¢/M. es la fraccion de farmaco liberado en cada
tiempo, y K la constante de cada modelo expresado en las unidades
correspondientes. Es tipico de este modelo los sistemas
transdérmicos, comprimidos matriciales con principios activos poco

solubles en formas farmacéuticas recubiertas y otros sistemas.

° Modelo de primer orden: la liberacion es

dependiente linealmente de la concentracion.
Ln(M/M.) = -Kj t ().
Se ha utilizado para describir la absorcion diferentes
sustancias, aunque es complicado relacionarlo con un mecanismo

tedrico. Esta liberacion se utiliza para describir formas farmacéuticas

matriciales que contienen principios activos solubles en agua.
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o Modelo Higuchi??®?. Es el primer modelo matematico

gue se utilizé para explicar liberaciones de sistemas matriciales planas
sélidas, y en el que de forma genérica y simplificada se representa

como dependiente de la raiz cuadrada de tiempo.
MM = Kp tH2 (.
Este modelo se puede utilizar para describir la liberacion de
diferentes formas farmacéuticas, como pueden ser sistemas
transdérmicos y pastillas con sistemas matriciales y principios activos

solubles en agua.

Modelo Korsmeyer-Peppas?3? 234, Este modelo matematico es mas

genérico, y calculando el exponente de liberacién (n) encontramos

diferentes casos, se rige por la siguiente ecuacion:

M/M.=Ktn" (V).

Para n=0,5; corresponderia con el anterior modelo que sigue
la ley de Fick. Valores menores a 0,45 son una difusion cuasi fickiana
mientras que los valores comprendidos entre de 0,45 y 0,89 (excepto
0,5) apuntan a un modelo de transporte no fickiano. Valores de n=
0,89 seria un caso de transporte de clase Il y valores de n mayores a
0,89 de supertransporte de clase Il. Este modelo se puede emplear
siempre que el grado de liberacién de la sustancia sea inferior al 60%

y es aplicable principalmente a sistemas matriciales cilindricos23°,

Al enfrentar los datos experimentales de las formulaciones
ensayadas (1-6) con los cuatro modelos matematicos propuestos (I-
IV) se obtuvieron diferentes resultados en cada formulacion. A modo

de ejemplo, en la siguiente figura se representan en detalle las
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gréficas de cada ajuste con su ecuacion resultante y su coeficiente de
regresion al cuadrado, para la cinética de liberacion del 5-ALA en la
disolucion PMVEMA-Ac 20% p/p y las nanofibras obtenidas de ella.
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Figura 36: Ajustes de los diferentes modelos matematicos de liberacién cinética para la disolucion de PMVEMA.-

Ac 20% p/p y nanofibras de PMVEMA-ES. A: Modelo Orden cero. B: Modelo Orden uno. C: Modelo Higuchi. D:
Modelo Korsmeyer Peppars.
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Tabla 5;: Parametros cinéticos de los diferentes modelos matematicos.
Modelo cinético

Composicion polimérica Orden cero Orden uno Higuchi Korsmeyer-Peppas
Tipo Forma Ko R? K1 R? Kn R? K n R?

Solucién 3,0 0,85 0,19 0,54 7,2 0,93 15,7 0,25 0,95
PMVEMA-Ac Fibra 14,2 0,79 0,45 0,80 32,6 0,92 40,8 0,52 0,92
Solucién 12,2 0,73 0,25 0,72 25,2 0,84 55,5 0,23 0,92
PMVEMA-ES Fibra 17,9 0,86 0,22 0,75 42,1 0,95 64,0 0,35 0,98*
con PFP*| Fibra 16,0 0,93 0,32 0,84 41,3 0,98 46,3 0,51 0,96
con PENT*| Fibra 9,5 0,98 0,19 0,94 26,4 0,99 43,0 0,32 0,99

*Datos con conversion superior al 60% (modelo no fiable)
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El criterio para seleccionar el modelo matematico, en negrita y
destacado en la figura anterior, ha sido de alcanzar el mejor ajuste
experimental con el valor mas alto del coeficiente de regresion (R?).
En la tabla 5 se resumen todos los datos obtenidos en el andlisis de
los diferentes modelos cinéticos para las diferentes formulaciones. De
nuevo, los resultados en negrita expresan los mejores coeficientes de
regresion al cuadrado (R?). Sin embargo, tal y como se expresa al pie
de la tabla 5, en las fibras realizadas con PMVEMA-ES (negrita y
cursiva), las conversiones para calcular estos ajustes superan el 60%,
y, por tanto, no cumplen la exigencia de este modelo, aunque el valor
del coeficiente sea mejor.

En general, se encuentra que todas las nanofibras presentan
difusién de acuerdo a la ley de Fick y se corresponden con un modelo
Higuchi?3?, tipificado para matrices planas solidas mientras que las
disoluciones presentan valores de n= 0,25-0,23, es decir valores
inferiores a 0,45 que corresponden a una cuasi difusion fickiana,
segun Suvakanta y col.?%.

El modelo Higuchi segun sus caracteristicas descritas coincide
con las nanoestructuras presentadas en este capitulo, dado que las
nanofibras son unidimensionales y planas en el aspecto
macroscépico, por tanto, siguen un comportamiento de liberacion
analogo a este tipo de formas farmacéuticas. Las disoluciones madre
preparadas para posteriormente hilar las fibras, cumplen el modelo

Korsmeyer-Peppas.
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3.7. Ensayos in vitro con las lineas celulares HaCaT y SW480

3.7.1. Determinacion de la toxicidad producida en oscuridad por
el 5-ALA y las disoluciones de Ila diferentes nanofibras

sintetizadas

En este punto se procedio a comprobar los niveles de toxicidad
inducidos en células por el 5-ALA asi como por los diferentes tipos de
nanofibras. Para estos ensayos se volvié a utilizar la linea celular de
queratinocitos de piel humana HaCaT y otra linea celular de cancer de
colon (SW480), tejido también susceptible de un posible tratamiento
con TFD. Diferentes concentraciones de 5-ALA asi como de
disoluciones de los diferentes tipos de fibras elaborados (una
concentracion Unica por tipo de nanofibra, 6 mg/mL en PMVEMA-ES
que corresponderia a 100 pg/mL de 5-ALA encapsulada) fueron
incubadas con las células en su medio de cultivo durante 24h,
momento en el que se determind la viabilidad celular por MTT (figura
37).

Como se puede observar en la figura, el aumento en la
concentracion de 5-ALA supuso una disminucién de la viabilidad
celular con respecto al control en ambas lineas celulares, siendo las
células SW480 levemente mas sensibles a este compuesto que las
HaCaT (85,6%4,3% frente a 90,0+2,8% de viabilidad celular a 200
png/mL de 5-ALA, respectivamente).
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Figura 37. Viabilidad de células HaCaT y SW480 tratadas con 5-
ALA y nanofibras en disoluciéon. Los tratamientos incluyeron un
gradiente de concentraciones de 5-ALA y una disolucion (6 mg/mL en
PMVEMA-ES) de distintos tipos de nanofibras elaboradas. La
viabilidad celular se muestra en %, relativo al control de células sin

tratamiento.

En ninguno de los casos los niveles de viabilidad bajaron mas
del 85% con el tratamiento con 5-ALA. Los valores de viabilidad
obtenidos para las disoluciones de nanofibras revelaron que las
nanofibras de PMVEMA-ES no presentan niveles de toxicidad
significativos en en la linea celular SW480. Para estas células, el
porcentaje minimo de viabilidad celular fue 88,3+5,9% al tratarlas con
la disolucibn de nanofibras sin PC ni 5-ALA. Por su parte,
contrariamente a como ocurre con la respuesta al 5-ALA, la linea
celular HaCaT presentd mayor sensibilidad al tratamiento con la

disolucién de nanofibras que la SW480. En este caso, los niveles de
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viabilidad celular en HaCaT estuvieron comprendidos entre 64,9+6,5 y
74,2£1.0%, no habiendo diferencias significativas entre los

tratamientos con los diferentes tipos de fibras en disolucion.

3.7.2. Determinacion de la acumulacion de PplX en células tras su

tratamiento con las fibras experimentales en disolucién

Si el proceso de elaboracibn de las nanofibras no ha
degradado el compuesto encapsulado, la contencién de este en el
interior de las nanofibras es estable y su liberaciéon se realiza sin
modificacion de la estructura quimica. Entonces, 5-ALA tendria intacta
su capacidad de ser internalizado por las células y servir como
substrato para la producciéon de PplX, el compuesto fotosintetizador y
verdaderamente activo en la TFD. Por lo tanto, en un intento por
comprobar este fendmeno, células HaCaT y SW480 fueron tratadas
con una disolucién de nanofibras con 5-ALA, asi como un control de
nanofibras vacias, de forma idéntica a como se realiz6 para
determinar los niveles de viabilidad celular en el apartado anterior. En
este caso, no se utlizaron nanofibras con PCs al solaparse sus
espectros de absorcién y/o emision con los de la PplX, lo cual

conducia a la aparicion de artefactos

En paralelo, las células también se incubaron con un gradiente
de 5-ALA como control para comprobar la fiabilidad de la metodologia
y correlacionar acumulacién de PplX con concentracion de 5-ALA.
Tras 24h de incubacién, el medio de cultivo fue retirado, las células
lisadas y en un lector de placas se midié la emisiobn a 632 nm tras
excitar las muestras a 405 nm (longitudes de onda Optimas de

excitacion y emision de la PplX).
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Los resultados obtenidos (figura 38) muestran que esta técnica
permite determinar de forma precisa la cantidad relativa de PplIX
producida y acumulada en las células. El aumento de la concentracion
de 5-ALA para tratar las células se correlaciona con un aumento en la
deteccién de PplX que es proporcional en el rango comprendido entre
25 y 100 pug/mL. En cuanto a la cantidad de PplX detectada en las
células tratadas con la disolucion de nanofibras experimentales (la
medida de PplX detectada en el control de nanofibras vacias es
despreciable y no se muestra), observamos que los valores obtenidos
para la disolucién de nanofibras conteniendo 5-ALA son alrededor de
un 25% mas bajos de los esperado en comparacién con la cantidad de
5-ALA liberada esperada (50 pg/mL). Concretamente, extrapolando a
partir de la curva de calibrado de 5-ALA para cada linea celular, estos
valores corresponderian a concentraciones de 36,9+0,6 y 37,4+3,4
pug/Ll para HaCaT y SW480, respectivamente. Estas diferencias
pueden deberse, entre otros factores, a una cinética de liberacion

diferente al cambiar las condiciones experimentales.
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Figura 38. Determinacion de la producciéon y acumulacion
intracelular de PpIX tras el tratamiento con nanofibras
experimentales en disoluciéon. Las células fueron tratadas durante
24h con un gradiente de concentraciones de 5-ALA y una disolucién
de nanofibras vacias y con 5-ALA (6 mg/mL en PMVEMA-ES) pero sin
PC. En el tratamiento con nanofibras vacias no se detecto
acumulacion de PplIX y no estan incluidas en la grafica. La linea
discontinua indica la acumulacién de PpIX correspondiente a la
cantidad de 5-ALA potencialmente liberada de las nanofibras en
disolucién en 30 min (cantidad deducida de los ensayos de liberacion

mostrados en la seccion 3.6 de este capitulo).
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Para concluir, y a la vista de estos resultados, se puede
deducir que la PpIX formada, a partir de la administracion de 5-ALA
con las nanofibras experimentales, es potencialmente activa. La
metodologia empleada para ello viene descrita en el apartado 2.2.12
de la seccibn de material y métodos de este capitulo. Proximos
estudios en curso estan siendo elaborados en nuestro grupo de
investigacion con la intencién de conseguir muerte celular controlada

por accion luminica, como consecuencia de la aplicacién de TFD.
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En la presente tesis doctoral se han disefiado y desarrollado
dos tipos de nanoestructuras poliméricas atendiendo a la aplicacion
final. Por un lado, nanoparticulas con antibiéticos hospitalarios
(amikacina, neomicina, ciprofloxacino y cefalosporina) en actividad
antibacteriana y nanoparticulas fluorescentes en bioimagen celular.
Por el otro, nanofibras con acido 5-aminolevulinico (5-ALA) en parches

transdérmicos para fototerapia dinamica.

En ambos casos, el sistema de polimeros empleado ha
consistido en el mismo polimero base con caracteristica
transportadora y biocompatible: monoéster de poli (vinil metil vinil éter-
alt-anhidrido maleico) (PMVEMA-ES) al que se le afiade un
polielectrolito conjugado (PC: emisor azul; PFP* o rojo; PFENT®) con

propiedades fluorescentes Unicas.

> Las nanoparticulas fluorescentes (con PCs) de un tamafo
aproximado de 200 nm, dieron como resultado sistemas
nanoestructurados con un alto rendimiento de fluorescencia y muy
estables en medio acuoso. Esta propiedad se emple6 en la
visualizacién de diferentes lineas celulares: Hela S3 (cancer de
cérvix) y 3T3 (fibroblastos de ratdén) y también en cultivos primarios
de corteza cerebral y retina de rata embrionada, donde las
nanoparticulas se localizan y acumulan principalmente en las
cercanias de las mitocondrias.

> Ambos polielectrolitos, PFP* y PFNT*, son marcadores
fluorescentes de membranas celulares y bacterianas Gram positivas
y Gram negativas, siendo PFNT* m&s selectivo por membranas
bacterianas que PFP*. Ambos PCs presentaron Clg de 0,75 uM
mediante la determinacion por unidades formadoras de colonias.

> La toxicidad de los PCs y sus nanopatrticulas fue analizada en

diferentes lineas celulares: HaCat (queratinocitos de piel) y HT29
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(cancer de colon). Las nanoparticulas con polielectrolitos no
resultaron ser toxicas en las lineas celulares estudiadas con una
viabilidad celular siempre superior al 85%, incluyendo en este valor
aquellos obtenidos a las concentraciones mas altas probadas.

> La eficacia de encapsulacion de los antibiéticos en las
nanoparticulas depende de la estructura del antibiético, resultando
mejor la cefotaxima con un 69% de farmaco encapsulado frente al
59% del ciprofloxacino y ambos antibiéticos mucho mas
encapsulados que los aminoglucésidos: neomicina con un 40% y
amikacina un 14%.

> Las formulaciones de las distintas nanoparticulas fueron
examinadas con cepas bacterianas de E. coli, S. aureus y K.
pneumoniae procedentes de muestras hospitalarias para evaluar su
actividad antibacteriana:

o En todas las cepas probadas, la amikacina y la cefotaxima
encapsuladas con PMVEMA-ES mejoran sus resultados frente a
los valores de CMI sin encapsular.

olLa adicién de PFNT™ en la formulacion de amikacina aumenta al
doble la efectividad de su actividad antimicrobiana.

oLa encapsulacion de cefotaxima afiadiendo PFP* mejora su
efectividad en todas las especies bacterianas sensibles.

> Las nanofibras fueron preparadas y optimizadas por primera
vez en funcion de parametros experimentales de electrohilatura para
dos tipos de polimeros base: acido y monoéster de polivinil metil vinil
éter-alt-anhidrido  maléico (PMVEMA-Ac y PMVEMA-ES,
respectivamente) y de dos polielectrolitos conjugados (PFP* y
PENTH).

> Las nanofibras, conteniendo 5-ALA, fueron en todos los casos

de didmetro inferior a 150 nm, preparadas por electrohilatura y
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caracterizadas en tamafio, eficiencia de encapsulacion y
fluorescencia.

> Las nanofibras fluorescentes (con PFP* y PFNT*) mantienen
un alto rendimiento de fluorescencia en estado solido, sin alterar la
estructura. La incorporacion de 5-ALA tampoco modifica las
propiedades morfoldgicas del material, preservando la estabilidad del
compuesto en el interior de la fibra.

> Se ha estudiado la cinética de liberacion de 5-ALA en las
nanofibras de las diferentes composiciones, con test normalizados
en celdas verticales. Ambas matrices poliméricas (PMVEMA-Ac y
PMVEMA-ES) mostraron cinéticas de liberacién rapida que se
adaptan a las caracteristicas farmacocinéticas de interés en terapia
fotodindmica. En todos los casos, las nanofibras siguen una cinética
Higuchi, tipica de formulaciones de soporte plano y sélido, mientras
gue las disoluciones, antes de hilar, se liberan con una cinética tipo
pseudo-fickiniana.

> Se ha evaluado la toxicidad en ausencia de luz de las
nanofibras que resultaron no ser toxicas en las lineas celulares
HaCat (queratinocitos) y SW80 (cancer de colon) al igual que ocurria
en la nanoparticulas. Las nanofibras con 5-ALA, con y sin
polielectrolito, no influye en la generacién de PplX, por lo que es una

adecuada forma farmacéutica para terapia fotodinamica.
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