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Introduccio a I'objectiu

Tot i la nombrosa quantitat de publicacions existents relatives a I'obtencio de
nanoparticules de quitosan-tripolifosfat (en endavant, quitosan-TPP) per mitja
del métode de la gelificacid ionotropica, amb molta variabilitat pel que fa a
concentracions i ratios dels components de la formulacio, hi ha poca informacié
concreta respecte als parametres fisics i operacionals del proceés, i com la seva
variacio afecta la mida i potencial eléctric superficial de les nanoparticules
obtingudes. Cal tenir en compte que els sistemes col-loidals consistents en
nanoparticules presenten una alta tendencia a la formacié d'agregats, fet que
suposa un problema recurrent de complexa solucio per a la formacio i estabilitat
de nanoparticules aillades.

D'altra banda, si la suspensié de nanoparticules obtinguda és sotmesa a un
procés de liofilitzaci6 amb l'objectiu de concentrar-les i preservar-les, la
formacio d'agregats dificulta enormement la seva posterior redispersio, i afecta,
per tant, la mida de particula que s'obtindra. Cal establir els punts critics del
procés directament implicats en I'eventual formacié d'agregats.

Un altre punt important és que, si es té en consideracio l'interval de mides de
les nanoparticules de quitosan-TPP, és interessant analitzar fins a quin punt és
possible obtenir un major percentatge de nanoparticules d'una mida
determinada, en funcié dels parametres fisics aplicats en la reacci6é de sintesi.
Aquesta informacié pot contribuir positivament a l'establiment d'una
metodologia d'obtencié sistematica i a una produccié controlada.

Malgrat tot, i a causa de I'elevada polidispersiéo quant a diametre mitja de les
nanoparticules de quitosan-TPP, aixi com els desavantatges intrinsecs derivats
tant del procés de purificacio del quitosan com de la baixa robustesa del procés
d’obtenci6, en que petits canvis de les condicions experimentals poden derivar
en notables diferéncies quant a la grandaria de les nanoparticules obitngudes,
es fa necessari disposar d’un sistema nanoestructurat alternatiu que suposi una
millora quant a la variabilitat i reproductibilitat.

Les nanoparticules lipidiques solides cationiques (cSLN) es plantegen com a
alternativa. Constitueixen un sistema coloidal format generalment a partir
d'emulsions o/w (oil in water). L'Unica diferencia respecte a una emulsio o/w és

gue en el cas de les cSLN, els lipids inicialment formadors de I'emulsié han
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adquirit I'estat solid, formant per tant les nanoparticules propiament dites. Els
components utilitzats poden determinar en part [l'estabilitat quant a
manteniment de [l'estructura, propietats fisico-quimiques i toxicitat de les
nanoparticules al llarg del temps.

En el cas de les cSLN, la carrega positiva superficial ve donada per la
preséncia d'un lipid cationic. Tant aquest lipid cationic com la preséncia del
tensioactiu necessari en el procés de formacid de les nanoparticules poden
presentar efectes toxics cel-lulars a determinades concentracions que cal
avaluar. Aquestes nanoparticules formen els anomentats lipoplexos quan
adsorbeixen en superficie els diferents tipus d’acids nucleics per tal que puguin
ser transfectats i, finalment, en funcié del tipus d’acid nucleic emprat, derivi en
I'expressio proteica del gen a partir d'un DNA plasmidic (pbDNA) o actui com a

silenciador de I'expressio genica a partir d'un RNA d'interferéncia (SiRNA).

Objectiu
Els objectius que es fixen en aquest treball son els seglents:

= Estudii seleccid de parametres operatius en I'obtencié de nanoparticules de

quitosan-TPP pel métode de gelificacid ionotropica.

Com a objectius especifics es proposen els seglients:

— Avaluacio dels parametres fisics operacionals per a l'obtencié de
nanoparticules cationiques polimeriques de quitosan-TPP, per tal de
determinar quins d'ells es constitueixen com a critics pel que fa a la mida
de particula i potencial eléctric superficial.

— Optimitzaci6, estandarditzacio de les condicions del métode d’obtencio i

avaluacio6 del seu rendiment.

= Estudi alternatiu amb nanoparticules cationiqgues lipidiques solides (cSLN),

de diametre mitja baix amb minima variabilitat, a partir d’'un meétode

d’obtencié senzill i robust.

Com a objectiu especifics es proposen els seglents:
— Optimitzacié d'una férmula de cSLN, mitjancant I'estudi de la variacio
tant qualitativa com quantitativa dels diferents components. S’avaluaran

les diferencies quant a mida de particula i potencial superficial obtingut
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com a funcid de la variacio del lipid matricial. També es pretén reduir la
quantitat tant del tensioactiu Poloxamer 188 com d’octadecilamina (lipid
cationic), amb I'objecte de minimitzar el grau de toxicitat cel-lular.
Caracteritzacié estructural i térmica dels components i de les cSLN
obtingudes.

Estudis de viabilitat cel-lular en linies HEK293T i HelLa enfront cSLN
amb la finalitat d’establir les concentracions que permetin assolir una

menor toxicitat.

= Estudi de la utilitat de cSLN com a agents vehiculitzadors per a la

transfeccié cel-lular d'acids nucleics.

Com a objectius especifics es proposen els segtients:

Establiment de les concentracions respectives de cSLN i diferents
plasmidis de DNA (pDNA) per aconseguir optimitzar la capacitat d’unid
de les nanoparticules a aquest tipus d’acid nucleic.

Estudis de capacitat de transfeccié de les cSLN unides a pDNA en
cel-lules HEK293T i HeLa.

Analisi funcional de I'expressio de pDNA transfectat en linies cel-lulars
HEK?293T i HelLa.

Establiment de les concentracions respectives de cSLN i siRNA per
optimitzar la capacitat d’'unié de les nanoparticules a aquest tipus d'acid
nucleic.

Avaluacié de la capacitat de transfeccio de les cSLN unides a siRNA en
cel-lules HEK293T i HeLa.
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1.L'EvoLUCIO CAP A NOUS SISTEMES D'ALLIBERAMENT D’'AGENTS
TERAPEUTICS: LA UNIO SINERGICA ENTRE LA FARMACIA GALENICA | LA
BIOLOGIA MOLECULAR

El disseny de les diverses formes farmaceutiqgues s’origina en funcié de
I'aplicacio terapéutica a la que va dirigit el farmac. Com a principals factors a
'hora d’escollir una o altra forma farmaceéutica es troben la classe de
tractament, és a dir, si ha de ser local o sistémic, la durada de l'accio
terapeutica, I'edat del pacient, la via d’administracié, entre molts altres factors.

Un cop absorbits, els farmacs administrats a través de les respectives formes
farmacéutiques es distribueixen per tot I'organisme sense discriminacio, en el
sentit que no existeix una direccionalitat del farmac cap a un organ o teixit
concret. Posteriorment a I'accié terapéutica, té lloc un procés de metabolitzacié

i finalment d’eliminacio.

En els darrers temps, hi ha un interes creixent centrat en el desenvolupament
de noves formes farmacéutiques. Per una banda, s’han desenvolupat formes
farmaceutiques capaces de modificar I'alliberament del principi actiu, ja es tracti
d’'un farmac o de material biologic com per exemple DNA (desoxyribonucleic
acid) o RNA (ribonucleic acid), de manera que aquest sigui retardat, perllongat
0 sostingut en el temps, | per altra banda que pugui arribar de forma especifica
a la diana terapéutica. En aquesta categoria de formulacions s’hi troben, entre
d’altres, els liposomes o diverses classes de nanoparticules. Logicament, es
requereix de tecnologies innovadores que permetin la formulacié d’aquestes
noves formes farmaceutiques. Amb el desenvolupament de noves técniques
s’ha generat un ampli ventall de possibilitats, que han de ser adaptades en
funcié de les necessitats d’administraci6 a determinats tipus cel-lulars de
'organisme i de les caracteristiques de cada pacient en particular (Aulton,
2003).

Aixi doncs, el disseny de nous sistemes dalliberament de formes
farmacéutiques ha de tenir en compte com a principal finalitat aconseguir que el
principi actiu s’alliberi en el lloc, amb la dosi i el ritme adequats. Els sistemes
que poden acomplir amb aquest objectiu, com els liposomes, nanoparticules,

microemulsions i altres, comparteixen determinades caracteristiques pel que fa



INTRODUCCIO

a la mida, que es troba en linterval nanometric, la morfologia i la via
d’administracié. A la vegada, també tenen la seves propies especificitats, que
els confereixen, a cadascun d’ells, uns determinats avantatges i desavantatges
(Kreuter, 1994; Rostami et al., 2014).

Un dels avantatges radica en l'augment de l'eficacia del principi actiu i la
reduccié d’efectes secundaris. Un dels exemples pioners han estat les
nanoparticules de 130 nm constituides per albumina humana carregada amb
paclitaxel (Abraxane®), en forma de pols per a suspensio per a perfusid
intravenosa, dirigides al tractament de certes neoplasies metastatiques. Aquest
farmac va ser aprovat 'any 2008 a Europa per la EMA (European Medicines
Agency).

Immediatament després de l'administracid, les nanoparticules donen lloc a
complexos solubles de 10 nm, en que l'albimina s’uneix a proteines de la

membrana de les cél-lules tumorals, fent que s’hi acumuli el farmac paclitaxel.

Aquesta formulacié disminueix en gran mesura les reaccions d’hipersensibilitat
associada als excipients d'altres formes farmaceutiques classiques que

contenen paclitaxel solubilitzat (EMA, 2014).

El desenvolupament de sistemes nanoestructurats adequats per a I'is previst
requereix un coneixement el més ampli possible de les caracteristiques de les
nanoparticules des d’un punt de vista farmaceutic. Un aspecte rellevant i que
suposa un avantatge és el relacionat amb la mida de particula. L'escala
nanometrica esta present en els sistemes biologics, i participa en molts
processos cel-lulars. Quan el que es pretén és assolir la maxima
biocompatibilitat entre el sistema biologic i els sistemes nanometrics
desenvolupats pel tractament de malalties, ja sigui per corregir un gen
defectuds, evitar la replicacié de genomes virals o provocar la mort controlada
de cel-lules canceroses, es torna rellevant assimilar-se en mida a l'escala
nanometrica. Aix0 s’emmarca en la necessitat d’adaptacio al context de
I'organisme, en que la cél-lula esdevé la unitat basica on tenen lloc les diverses
reaccions i interaccions bioguimiques que regeixen els processos biologics. Per
tant, resulta de vital importancia poder influir sobre aquests en la seva escala

natural, és a dir, amb particules d’escala hanometrica (Gupta et al. 2006).
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Les nanoparticules constitueixen sistemes col-loidals la grandaria dels quals
pot oscil-lar entre 10 i 1000 nm. Les nanoparticules poden estar formades per
macromolécules molt variades, des de polimers de diverses classes fins a
lipids, incloent en alguns casos diferents tensioactius i emulsionants. Tots
aguests components confereixen unes propietats interfacials a aquests
sistemes que en condicionaran el seu comportament posterior (Gupta et al.,
2006; Parveen et al., 2012). Per aprofitar al maxim el seu potencial, és clau que
els materials de sintesi siguin biodegradables. El principi actiu, ja sigui un
farmac o material biologicament actiu com acids nucleics (DNA o RNA), s’hi
pot trobar associat per diversos mecanismes, entre els quals hi ha la dissolucid,
I'encapsulacio i I'adsorcié. Aquestes nanoparticules actuen en primer lloc, per
tant, com a vehiculitzadores del principi actiu (Kreuter, 1994). Presenten una
série de caracteristiques fisiques que els confereixen avantatges enfront
d’altres sistemes. Primer de tot, la seva petita mida, pel fet d'estar en
consonancia amb I'ordre de magnitud de les cél-lules, els permet distribuir-se
pels capil-lars, on es podran acumular —i amb elles el principi actiu que
transporten- alla on s’hagi decidit previament que han de dur a terme l'accio
terapéutica. Un altre avantatge en I'is de materials biodegradables en els
sistemes nanoestructurats és la possibilitat d’alliberament sostingut en el temps
—de dies, o fins i tot de setmanes- del principi actiu en la diana terapeutica.
Finalment, i no per aixd menys important, la funcionalitzacioé de la superficie de
les nanoparticules confereix a aquests sistemes la capacitat de direccionar-los
a un tipus cel-lular especific, de manera que es pot modificar, per tant, la seva
biodistribucié (Wong et al., 2012). A més a més de la mida i I'area superficial -
quant més petita sigui la particula, entesa com a una esfera de volum
determinat, major superficie relativa té-, presenten la propietat de mantenir-se
en suspensio, de tal forma que el moviment brownia contraresta la tendencia a
la precipitaci6 a causa de l'accié gravitatoria. Tampoc resulta de menor
importancia, a I'hora de dissenyar aquests sistemes de vehiculitzacido de
principis actius, tenir en consideracio tant el metode d’obtencié com el transport
biologic al que estaran subjectes.

Les caracteristiques de les nanoparticules es poden evidenciar de forma
directa o indirecta mitjancant tecniques instrumentals, que comprenen des de

tecniques d’analisi termic, de difraccié laser, analisi de superficies i metodes

11
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espectroscopics, fins a diversos métodes de microscopia per elucidar-ne la
morfologia. També és possible aplicar técniques per a I'estudi de I'alliberament
in vitro del principi actiu (Gupta et al., 2006).

Un cop dins I'organisme, pateixen mecanismes de degradacié que diferiran en
funcié de la naturalesa del sistema nanoparticulat. El fet de presentar unes
dimensions restringides a I'escala nhanometrica provoca que la degradacié sigui
més rapida que no pas la d’altres sistemes com les microesferes. Quan la
nanoparticula arriba al seu lloc de desti, és necessari l'alliberament del principi
actiu. Aquest factor també sera depenent tant de les caracteristiques de la
nanoparticula com de I'entorn biologic, i pot océrrer per mitja d’algun dels
segients mecanismes: desorcio, difusio, erosié o un procés combinat d’aquests

dos ultims.

A meés del mecanisme pel qual el principi actiu és fisicament separat i, per tant,
alliberat de la nanoparticula, I'entorn biologic determinara els coeficients de
difusid, la via i la taxa de degradacié d’aquestes nanoparticules. En aquest
context, és conegut que moltes nanoparticules arriben rapidament al sistema
reticle-endotelial (RES, reticulo-endothelial system) hepatic, on té lloc una
metabolitzacié que pot donar lloc a metabolits toxics. Aquesta toxicitat s’afegeix
a la propia que poden exhibir les nanoparticules en relacio a la seva
composicié. L'Us de components que es troben implicats de forma natural en
funcions biologiques afavoreix la biocompatibilitat i biodegradabilitat de les
nanoparticules pel fet de no generar metabolits toxics (Weber et al., 2014).
Independentment de la composicié, la citotoxicitat pot ser diferent enfront
diversos tipus cel-lulars (Kreuter, 1994; Heidenreich, 2002; Severino et al.,
2014). Aixi, la toxicitat d’aguests sistemes és un altre factor clau a tenir en
compte per tal de disminuir-la al maxim amb l'optimitzacié de formulacions
(Fabregas et al., 2014).

En I'ls concret de sistemes nanoestructurats per a vehiculitzacio i transfeccio
d’acids nucleics com a material biologicament actiu, amb la finalitat d’instaurar
una terapia genica, s’introdueix DNA o RNA de forma controlada en cel-lules
diana. Aquesta transfeccio té per objectiu sobre- expressar o suprimir la sintesi

de proteines per curar o tractar determinades malalties que actualment
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segueixen sent necessitats mediques no assolides, doncs ara per ara no sén
totalment curables, o només tractables, amb els farmacs convencionals actuals.
Es el cas del cancer, com a exemple de malaltia multifactorial i poligénica, o
algunes malalties hereditaries monogeniques (Wang i Gao, 2014). En el primer
cas, la terapia génica pot anar dirigida a manipular la genética de la cel-lula per
induir-ne I'apoptosi. En el segon, el reemplagament d’un gen defectuds o el
silenciament genic en cas de sobre-expressio en serien els objectius, sempre
que es conegui la base genética del trastorn. En qualsevol cas, €s necessari
disposar de vectors que puguin transportar cap a les cel-lules afectades el

material bioldgicament actiu, és a dir, DNA o RNA.

Abans del desenvolupament dels sistemes nanoparticulats, els estudis
realitzats amb vectors virals modificats —retrovirus, adenovirus, lentivirus,
herpesvirus, virus adeno-associat- van demostrar la seva alta eficiencia com a
agents de transfeccié i regulacio genica. L'any 2012 'EMA va aprovar el primer
farmac per a terapia genica basat en I'is de vectors virals, en aquest cas un
serotip de virus adeno-associat modificat no replicatiu, el qual conté la variant
LPL®**"™ (lipoprotein lipasa) del gen LPL que codifica per a una forma
clinicament favorable de I'enzim (Rip et al., 2006). Es tracta de alipogene
tiparvovec (Glybera®), en forma de suspensio per a injeccid intramuscular, per
al tractament de la deficiencia de lipoprotein lipasa (LPLD), una malaltia
monogenica hereditaria relacionada amb l'alteracié en el metabolisme de les
lipoproteines que pot provocar greu afectacié del pancrees. El farmac s'injecta
a les extremitats inferiors i és captat pels miocits, on es promou I'expressié de
la variant del gen sense que es produeixi replicacié virica. Malgrat la seva
eficiencia i especificitat, aquesta terapia genica ha d’anar acompanyada d’un
tractament immunosupressor per no generar resposta immune enfront del virus
adeno-associat modificat (Daya i Berns, 2008; EMA, 2012).

Les desavantatges presents en aquest tipus de sistemes -com [alta
immunogenicitat- i el risc d’'una possible replicacio viral, han anat fent decantar
la recerca cap al desenvolupament de sistemes alternatius, com son els vectors
no virals. Les molécules utilitzades per desenvolupar aquestes formulacions
generen molt poca resposta immune i ostenten la categoria de compostos

GRAS —Generally Recognized As Safe- és a dir, que es reconeixen com a no
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toxiques (Sosnik, 2013). Possibiliten diverses modificacions i admeten acids
nucleics (DNA o RNA transfectat) de mides variades, els quals es troben
condensats en la nanoparticula gracies a I'accié de molécules catidoniques.

I el que és més important, es fa possible la funcionalitzacié de la nanoparticula,
en el sentit que es poden dissenyar per tal que arribin a un determinat teixit o

cél-lula diana.

En contraposicio als sistemes virals d’administracié genica (Lentz et al., 2012),
I'eficiencia de transfeccid i, consequentment, de regulacié génica esdeve
menor. Si bé a nivell de cultiu cel-lular aquesta eficiencia pot ser entre
moderada i alta, es redueix considerablement in vivo. Un cop la nanopatrticula
uneix l'acid nucleic i es constitueix en vector no viral, el mecanisme
d’alliberament a nivell cel-lular té lloc amb posterioritat a I'endocitosi, facilitada
per la interaccié electrostatica o hidrofobica entre el vector i la membrana
cel-lular. En aquest punt, pren sentit I'is de molécules carregades
electropositivament que, a banda de la uni6 a DNA/RNA, poden unir-se també
de forma ionica a la superficie de la cél-lula, ja que aquesta presenta carregues
negatives proporcionades pels proteoglicans o alguns tipus de glicoproteines.
Quant a I'eficiencia de transfeccid, les nanoparticules de menor diametre veuen
facilitada la seva internalitzacié cel-lular enfront d’altres de majors dimensions
(Gupta et al., 2006).

Com a polimers cationics es poden mencionar la polietilenimina, el quitosan, la
polilisina, els dendrimers, etc. En addicié als polimers hi ha també lipids
cationics, en qué el grup nitrogenat es troba protonat a pH fisiologic, entre els
que hi ha el N-[1-(2,3-Dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamoni metil-sulfat
(DOTAP), [loctadecilamina, el bromur de didecildimetilamoni (DDAB),
I'esterquat o el dimetilaminoeta carbamoil colesterol (DC-Chol). Totes aquestes
molécules, tant polimers com lipids, exhibeixen atoms carregats
electropositivament, condicié necessaria i suficient per poder condensar el
DNA/RNA. Junt amb la resta de caracteristiques addicionals requerides, es
poden constituir en sistemes no virals per a transfeccio i regulacié genomica
(Doktorovova et al., 2014; Mishra et al., 2010).

14
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2. CARACTERITZACIO DELS SISTEMES NANOPARTICULATS

La funcionalitat de les nanoparticules, ja siguin basades en polimers o lipids,
dependra de determinades caracteristiques estructurals i morfologiques. Aixi,
€s important conéixer-ne les propietats per poder entendre i predir la respectiva

funcio i estabilitat enfront I'Us previst.

En funcid de la conformacié dels components de la nanoparticula i localitzacio
de la molécula d’interés terapéutic, es parla de nanoesferes o nanocapsules.
Les primeres son particules matricials —conformen una massa solida-, en que
les molecules d’interés estan adherides a superficie o incloses en la matriu. Les
segones es descriuen com a sistemes vesiculars, on el component terapeutic
esta confinat a la cavitat que forma l'interior de la particula (Rao i Geckeler,
2011).

Caracteristiques estructurals
Les tecniques més ampliament utilitzades que poden facilitar informacio sobre
I'estructura comprenen (Liu et al., 2011; Zhang et al., 2015):
» Determinacio de la mida de particula per métodes de difracci6 laser.
= Determinacio de la carrega superficial a través de I'obtencio del valor de
potencial Z, per mitja de tecniques electrocinetiques.
= Metodes d’andlisi termica, com ara la calorimetria diferencial de rastreig
(DSC) i I'analisi termogravimétric per avaluar I'estabilitat termica.
= Metodes espectroscopics per a la determinacio de la composicié atomica
superficial, com I'espectroscopia de fotoelectrons per emissio de raigs X-
XPS i I'espectroscopia infraroja amb transformada de Fourier (FTIR), per
coneixer l'estructura i dinamica molecular.
= Metodes espectrométrics per a l'analisi de la composicid molecular

(espectrometria de masses-MS).

Aquesta llista no és exhaustiva, per la qual cosa aquestes técnigues es poden
complementar amb d’altres com la ressonancia magnética i la difraccio de raigs
X, per tal d’elucidar o confirmar estructures, sempre en coherencia amb el tipus

de nanoparticula i caracteristiques en estudi.
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CARACTERISTIQUES MORFOLOGIQUES

L'estudi morfologic dels sistemes nanoparticulats es realitza per mitja de
diferents técniques de microscopia, essent les més utilitzades les segients
(Antoniou et al., 2015; Fabregas et al., 2013; Vimal et al., 2013) :

* Microscopia electronica de transmissio
= Microscopia electronica de rastreig
»= Microscopia de forca atomica

»= Microscopia confocal

Per a nanoparticules carregades amb farmacs o acids nucleics, existeixen
metodes per a la determinacié de les eficiencies de carrega i d'alliberament
d’aquesta, aixi com estudis de citotoxicitat in vitro (Casagrande et al., 2015;
Katas i Alpar, 2006).

3. METODES DE PRESERVACIO DE NANOPARTICULES

L’estabilitat dels sistemes nanoparticulats esta influenciada per diversos
factors. La distribuci6 de mida de particula acostuma a ser diferent en
nanoparticules acabades de sintetitzar respecte les mateixes nanoparticules al
cap d'un temps. Els sistemes d’obtencié que incorporen un procés d’agitacio
també n’afavoreixen l'agregacié. En nanoparticules polimeriques, el pes
molecular del polimer hi té una certa influéncia (Rampino et al., 2013). Pero
inclis en abseéencia d’agitacio, les nanoparticules acaben agregant-se a causa
de factors diversos (Kaloti i Bohidar, 2010; Morris et al., 2011). Els metodes de
preservacio poden contribuir al fenomen d’agregacié entre nanoparticules

aillades.

Un cop fabricades, és possible assegurar una conservacio a llarg termini de les
caracteristiques de les nanoparticules obtingudes de manera que puguin
conservar les propietats fisico-quimiques. El métode més utilitzat és la
liofilitzacid. El procés de liofilitzacio permet I'eliminacio de l'aigua present a la

mostra per un procés de sublimacio. L’eliminacio d’aigua de la formulacio de les
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nanoparticules, seguint cicles convenientment adequats i [Il'addicio de
crioprotectors en quantitat suficient, permet no tan sols aconseguir la restitucio
de les nanoparticules amb les propietats fisico-quimiques originals, siné també
preservar-les gracies a l'abséncia de l'aigua necessaria pel creixement
bacteria.

Els crioprotectors, com el mannitol i la trehalosa, i alguns tipus de
polietilenglicol, afavoreixen a més a més la redispersio de les nanoparticules,
afegides a les concentracions adequades a la mostra préviament a la seva
liofilitzacié (Abdelwahed et al., 2006). Aixi es minimitza un dels inconvenients

de la liofilitzacio, que és la probable formacié d’agregats d’escala micrométrica.

Una altra técnica, alternativa a la liofilitzacio, és I'atomitzacio o spray-drying, en
la qual la dispersié aquosa de nanoparticules es transforma en producte sec
(Freitas i Muller, 1998). No és un métode massa utilitzat, ja que el procés de
I'atomitzacié provoca la formacié d’agregats a causa de les altes temperatures,
les forces de cisalla i per una probable fusié parcial dels components, en funcié
del tipus de nanoparticules de qué es tracti. En aquest context, quan es vol
aplicar I'atomitzacié com a metode de preservacio en nanoparticules lipidiques,
el més adequat és utilitzar lipids amb punts de fusié per sobre de 70°C. Altres
aproximacions, com I'Us de barreges etanol-aigua enlloc d’aigua Unicament
com a medi de dispersio, o I'addicié de carbohidrats per al manteniment de la
mida de particula, també s’haurien de tenir en compte en I'aplicacié d’aquest

metode de preservacié en nanoparticules lipidiques (Sinha et al., 2010).

Quan les nanoparticules estan dissenyades per a administracié parenteral,
s’han de sotmetre a un procés d’esterilitzacié (Ekambaram et al., 2012). La
produccio en condicions aseptiques, la filtracio, la irradiacié per raigs gamma i
I'esterilitzacié final per calor sén passos a seguir per tal d’obtenir un producte
final esteril. Tot i aix0, les variables del procés han de ser ampliament
investigades quant a les consequéncies que poden implicar en les

caracteristiques de les nanoparticules (Mehnert i Mader, 2012).
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4. TRANSFECCIO D'ACIDS NUCLEICS PER MITJA DE  SISTEMES
NANOPARTICULATS

Els acids nucleics per si mateixos presenten una extremadament baixa
eficiencia de transfeccio tant in vitro com in vivo a causa de factors diversos,
amb la qual cosa la seva administracid tal qual per a transfeccio i regulacié
genomica es veu molt limitada (Dash et al., 2011). A més, els acids nucleics
administrats directament son facilment degradables per part d’enzims (DNasa i
RNasa).

L’ds de nanoparticules com a sistemes vehiculitzadors no virals per a
transferccio d’acids nucleics contempla diversos avantatges. Els protegeix de la
degradacio proteolitica enzimatica i de l'opsonitzacié, i es pot aconseguir
direccionar-los cap a les cél-lules diana i modular el seu alliberament

intracel-lular (Parveen et al., 2012; Vercauteren et al., 2012)

4.1 FISICO-QUIMICA | ESTRUCTURA DELS ACIDS NUCLEICS: DNA | RNA

Dins les cél-lules, els nucleotids esdevenen components amb una contribucio
indispensable en les reaccions implicades en el manteniment i propagacié de la
vida. Son elements moleculars amb una amplia versatilitat quant a
caracteristiques fisico-quimiques i diversitat estructural. A més de participar en
reaccions de transferencia d'energia a nivell cel-lular, s6n especialment
rellevants pel fet de formar, en la seva forma polimeérica, els acids nucleics.
Aquestes molecules son les responsables de [I'emmagatzematge i

descodificacié del codi genetic (Voet i Voet, 2004).

Absolutament tota la varietat de proteines (formades per seqiéncies variades
d’aminoacids que es pleguen amb diferents conformacions espacials)
implicades en els processos cel-lulars (proteines estructurals, funcionals,
factors de transcripcid, enzims, etc...) provenen de la descodificacio de la
sequéncia nucleotidica dels acids nucleics. Malgrat que la replicacié d’aquestes
molecules durant el cicle cel-lular -que permet la formacié de noves cél-lules

identiqgues a les progenitores- disposa de mecanismes que asseguren la
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fiabilitat del procés, eventualment es produeixen errors (mutacions) que poden
donar lloc a alteracions del funcionament cel-lular i que en alguns casos

deriven en malalties.

Els nucleotids es componen d’'una base nitrogenada i d’'un sucre, la ribosa, que
es troba fosforilada. En cas que aquesta ribosa no estigui fosforilada es parla
de nucleosid. A la figura 1 es mostren els noms de les bases, els nucleosids i

nucleotids existents.

) BASE NUCLEOSID NUCLEOTID
FORMULA BASE (X = H) (X = ribosa) (X = ribosa fosfat)
NH; . . s .-

N Adenina Adenosina Acid adenilic
T‘L/ | \> Ade Ado Adenosina
XN monofosfat
N ) A A
X AMP
N Guanina Guanosina Acid guanilinic
.
)N\ 1 \> Gua Guo Guanosina
oy
1}1 G G monofosfat
X
GMP
NH, .
Citosina Citidina Acid citidilic
N/
)\ | Cyt Cyd Citidina monofosfat
N
o c c CMP
x
Q
oy Uracil Uridina Acid uridilic
4{\ | Ura Urd Uridina monofosfat
N
0 ! U U UMP
X
H CH, Timina Deoxitimidina Acid deoxitimidilic
e )
N Thy dThd Deoxitimidina
oJ“ N T dT monofosfat
|
dX dTMP

Figura 1. Estructures constituents dels acids nucleics (DNA i RNA), amb les seves

respectives denominacions abreviades (Voet i Voet, 2004).
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A partir de la polimeritzacié dels nucleotids es formen el DNA, que és l'acid
desoxiribonucleic, i el RNA, que és l'acid ribonucleic. Els noms provenen de la
seva ubicacié al nucli i de la naturalesa acidica de les molécules. En el DNA, la
ribosa que conforma l'estructura ha perdut un atom d’oxigen de I'hidroxil en

posicid 2’, i per tant el sucre en aquest cas és la desoxiribosa.

Totes les cél-lules contenen acids nucleics que asseguren el seu funcionament
i replicacid, tant procariotes com eucariotes. Els virus també contenen a la seva
estructura acids nucleics per tal de poder-se replicar en la cel-lula hoste.

A diferencia de les cel-lules procariotes, les cél-lules eucariotes tenen el DNA
confinat dins del nucli cel-lular (nDNA). Aixi mateix, també les mitocondries
tenen DNA (mtDNA). En les cél-lules procariotes, a més a més, existeix DNA
cloroplastidial (ctDNA).

A la cel-lula es poden trobar diverses categories d’acids nucleics: nDNA,
mtDNA, mRNA (RNA missatger), tRNA (RNA de transferencia), etc., en
dependencia de la funcié bioquimica, etapa de la divisio cel-lular o sintesi de
proteines en qué estiguin implicats (Russell, 1992).

Els acids nucleics en solucié aquosa exhibeixen carrega negativa aportada pel
grup fosfat unit al sucre. Aquesta propietat els confereix la capacitat d’'unié a
molecules de carrega positiva per interaccio electrostatica, com en el cas de les

nanoparticules cationiques dissenyades per al transport d’acids nucleics.

El DNA del nucli cel-lular esta format per nucleotids units per enllag fosfodiester
en direccié 5° — 3’ per formar cadenes que, mitjancant la complementarietat
quimica que té lloc per mitja de la formacié6 de ponts d’hidrogen entre les
diferents bases, es constitueixen en una estructura en doble hélix (figura 2).
Entre els nucleodtids successius també s’estableixen interaccions entre els
orbitals pi (1) dels anells aromatics presents a les bases (1r-stacking), fet que
confereix a I'estructura el nivell de més baixa energia des del punt de vista
termodinamic, i proporciona per tant maxima estabilitat al conjunt de I'estructura
helicoidal. Aquesta estructura pot condensar-se en d’altres supraestructures.
L'estat de condensacié en qué es trobi en el nucli dependra de la fase del cicle

cel-lular.
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DESOXIRIBOSA

NUCLEOTID

FOSFAT

PARELL DE BASES
COMPLEMENTARIES

Figura 2. Estructura i composicio de la doble hélix de DNA (Klug et al., 2003).

El procés de transcripcio té lloc majoritariament durant la fase G1 del cicle
cel-lular, en el qual es sintetitza RNA en direccié 3’ — 5’ de cadena simple a
partir del DNA nuclear, concretament de la cadena 5 — 3’, que actua com a
cadena motllo. Aquest RNA es diferencia del DNA en que la base és una
desoxiribosa enlloc d'una ribosa, i les bases que s’enllacen per ponts
d’hidrogen soén citosina amb guanina, i adenina amb uracil, mentre que en el
DNA l'adenina es complementa amb la timina (figura 3). El procés d’elongacio
s’inicia en determinades sequéencies del DNA per I'accié de la RNA polimerasa.
Aquest enzim requereix d'una petita seqlencia preexistent de bases
complementaries (primer) per poder iniciar el procés. Al mateix temps, I'enzim
topoisomerasa modifica la topologia del DNA de manera que desfa la
supraestructura condensada per a que el complex de transcripcié es pugui anar
desplacant al llarg de la cadena, fins a arribar a una sequéncia de bases
indicadora de terminacié de la transcripcio, i on ocorre el desensamblatge del
complex enzimatic. EI RNA de cadena simple resultat de la transcripcié del
DNA (mRNA) és sotmeés a un procés de maduracioé (splicing), en que intervé un
complex enzimatic (spliceosoma), i que contempla I'eliminacié dels introns

(segments no codificants del DNA) i I'entroncament dels exons (segments
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codificants). Posteriorment, un cop al citoplasma i a traves de diversos
processos, donara lloc a RNA de transferencia (tRNA) que finalment sera
traduit a proteines en els ribosomes (Russell, 1992).

DNA

5 Bases del DNA

ADENINA (A)
CITOSINA (C)
GUANINA (G)

(M

PARELL -
DE BASES s

RNA
5 Bases del RNA

ADENINA (A)
CITOSINA (C)
GUANINA (G)

V)

Figura 3. Molecules de DNA i RNA (PennState, Dept. Biol., Estats Units). En els

guadres a la dreta s’indiquen les bases que conformen cadascuna d’elles.

4.2 ESTRATEGIES PER A LA REGULACIO GENOMICA A PARTIR DE LA
TRANSFECCIO D’ACIDS NUCLEICS

Des de fa alguns anys la terapia génica s’ha postulat com I'estratégia de futur
per al tractament de determinades malalties incurables com el cancer, aixi com
d’altres malalties genétiques. La vehiculitzacié d’acids nucleics terapeutics per
mitja de sistemes de transport no virals centra una part molt important de
'interés en recerca en nanobiomedicina. Es pot concloure a partir de
nombrosos estudis la utilitat de diferents sistemes nanoparticulats per a la
vehiculitzacio tant de DNA com de RNA amb finalitats terapeutiques. En aquest
context, I'esfor¢ portat a terme des dels darrers anys no deixa d’augmentar,
perd encara continua sent un repte la millora tant de l'eficiéncia com la
seguretat dels sistemes transportadors d’acids nucleics (Scholz i Wagner,
2012).
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4.2.1 PDNA | REGULACIO DE L'EXPRESSIO GENICA

El desenvolupament de la tecnologia del DNA recombinant ha permes donar
resposta a l'interés dels genetistes per coneixer I'organitzacié dels gens i la
seva expressid. Aguesta tecnologia permet I'obtencié d’un o més gens de tots
els que componen el genoma de la cel-lula, en multiples copies: és el que
s’anomena procés de clonacié.

Per clonar un gen és necessari disposar d’'un organisme hoste, on es pugui
portar a terme aquesta replicacid, i d’'un vector de clonacié: molécula de DNA
amb capacitat replicadora que porta inserit un gen conegut o sequéncia de
DNA. Aquest conjunt constitueix un plasmidi. Els hostes acostumen a ser
bacteris o llevats. Existeixen diversos tipus de vectors de clonacié entre els que
es troben els plasmidis (figura 4), els cosmidis i els bacteriofags.

INSERT

VECTOR _ PLASMIDI (pDNA)

-—

Figura 4. Exemple d'estructura plasmidica. El vector conté seqliiencies necessaries
per a la replicacio en cél-lules hoste i posterior seleccié de bacteris recombinants (The

University of Queensland, Australia).

Els plasmidis estan constituits per elements genetics extracromossomics i amb
capacitat autoreplicadora en cél-lules procariotes bacterianes. Estan formats
per DNA circular de doble cadena, i en la seva sequéncia disposen de les
senyals d'origen de replicacid, sequencies d’escissio per a enzims de restriccio
-gracies als quals es talla el plasmidi per inserir la sequéncia d’interes-, i

elements addicionals, com ara gens de resisténcia a antibiotics, per tal que es
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puguin seleccionar aquells bacteris que hagin incorporat el plasmidi en el
procés de transformacié bacteriana.

La finalitat dltima de I'is de plasmidis per a terapia génica és promoure la
regulaci6 genomica de tal forma que s’aconsegueixi la restitucio del
funcionament del gen defectuds, ja sigui per falta d’expressio de la proteina o
per una proteina defectuosa, a partir del transgen que constitueix l'insert del
plasmidi.

En el context dels sistemes nanopatrticulats per a transfeccié d’acids nucleics,
cal tenir en compte diversos aspectes respecte al binomi nanoparticula-pDNA.
El pDNA presenta una capacitat de condensacié quan s'’utilitzen nanoparticules
cationiques com a sistema vehiculitzador que el fa apte per a assolir complexos
nanoparticula-pDNA compatibles amb la possibilitat d’internalitzacié per
endocitosi. Posteriorment, el pDNA haura de ser capa¢ d’escapar de
'endosoma sense patir degradacié enzimatica per part dels mecanismes dels
gue disposa la ceél-lula per evitar la intromissié d’elements estranys al seu si, i

arribar a travessar la membrana nuclear.

Finalment, cal remarcar que, a més del DNA plasmidic, existeixen altres
sistemes de regulacié genomica fonamentats en el DNA, on s’hi inclouen els
fragments de DNA transponibles per una banda, i per altra la generacio
d’oligodesoxinucleotids antisentit (ODN) de cadena simple, per a la unié a
MRNA i consequent bloqueig de la traduccié (Wang i Gao, 2014; Scholz i
Wagner, 2012).

4.2.2 SIRNA | REGULACIO DE L'EXPRESSIO GENICA

A finals de la decada de 1990 va aparéixer la tecnologia del iRNA (interfering
RNA) com a nou sistema per a la regulaci6 genomica basada en el
silenciament genic. Aquesta estratégia, present en els éssers vius com a
sistema inherent de regulaci6 genomica, es fonamenta en la capacitat que
tenen les molecules sintetiques de iIRNA - miRNA (microRNA), shRNA (short
hairpin RNA) i siRNA (small interfering RNA)- per actuar a nivell post-
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transcripcional i bloquejar la traduccio de determinats mMRNA a una proteina
concreta, en funci6 de la sequéncia que continguin i que ha de ser
complementaria a la del mRNA d’'un determinat gen (figura 5) (Haussecker,
2014). La tecnologia del siRNA esta sent estudiada i aplicada ampliament per
molts grups de recerca com a metode de regulacioé de I'expressié genica, amb
resultats prometedors (Haussecker, 2014; Lorenzer et al., 2015; Zhou et al.,
2014). El siRNA és una molécula sintéetica de doble cadena amb una llargada
d’entre 20-25 parells de bases, complementaries a algun fragment del gen del

qual es vol bloquejar I'expressio.

SIRNA =y

‘/\ COMPLEX RISC-

CADENA
- mﬂ ANTISENTIT
DEGRADACIO DE LA (3—5)
CADENA SENTIT (5—3) l
mRNA e
DEGRADACIO DEL
MRNA

LLLULULLLLLLLLL]L] LLLLLLLLLLLLLLLLL]

Figura 5. Mecanisme de funcionament d’un siRNA de 19 parells de bases. RISC fa
referencia a RNA induced silencing complex, un complex multiproteinic necessari per

a l'accio del siRNA.

A nivell de transport per mitja de nanopatrticules, el siRNA, molt diferent quant a
dimensions respecte a molecules de pDNA, no és necessari que presenti
capacitat de condensacio, ja que inclis més d’'una molécula de siRNA pot unir-
se a una sola molecula de transportador. A més, el recorregut intracel-lular del
siRNA és menys complex, en el sentit que l'accid la porta a terme a nivell
citoplasmatic. ElI problema del siRNA radica en la proteccié enfront la
degradacio per nucleases, donat que per la preséncia del grup hidroxil 2’ de la
ribosa €s molt més sensible a I'accié d’aquests enzims que no pas el pDNA.
Quan el sistema de vehiculitzacio és I'adequat, contribueix a aguesta proteccid
per impediment estéric en la unid de les nucleases (Scholz i Wagner, 2012).
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5. NANOPARTICULES POLIMERIQUES. NANOPARTICULES POLIMERIQUES
CATIONIQUES

Dins de I'ampli ventall de sistemes nanoparticulats (nanoparticules ceramiques,
magneétiques, metal-liques...), les nanoparticules polimeriques constitueixen un

dels grups més nombrosos i estudiats.

Les nanoparticules polimeriques estan constituides per polimers de naturalesa
variada. Entre ells es troben I'acid polilactic (PLA), I'acid poliglicolic (PGA),
I'acid polilactic-co-glicolic (PLGA), poliecaprolactona i polimetil metacrilat.

Els metodes de preparacié de nanoparticules polimeriques s’engloben en dos
grans grups: els que es fonamenten en la polimeritzacio de monomers i els que

consisteixen en una dispersio del polimer (Mishra et al., 2010).

El potencial terapeutic d’aquesta classe de nanoparticules radica en la
possibilitat de modificacié de la carrega superficial i la funcionalitzaci6 amb

diferents lligands (Parveen et al., 2012).

5.1 NANOPARTICULES POLIMERIQUES CATIONIQUES DE QUITOSAN-
TRIPOLIFOSFAT

Les nanoparticules polimériques basades en quitosan, concretament les
nanoparticules polimériques cationiques formades a partir de quitosan i
tripolifosfat  (quitosan-TPP) s’han constituit en un dels sistemes
nanoestructurats més ampliament tractats en estudis cientifics com a sistema

no viral de transport d’agents terapeutics, ja siguin farmacs o acids nucleics.
QUITINA | QUITOSAN

El quitosan és un biopolimer d'origen natural derivat de la quitina. La quitina és
el segon biopolimer natural més important del méon després de la cel-lulosa
(Rinaudo, 2006). Ambdds polimers so6n biodegradables i biocompatibles, i es
poden sotmetre a processats per donar lloc a diferents estructures d’is

terapeutic, com ara l'obtencid, juntament amb tripolifosfat sodic (TPP), de
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nanoparticules polimériques cationiques com a vectors no virals per a
I'alliberament de farmacs i transferencia génica (Anitha et al., 2014; Bulmer et
al., 2012; Fan et al. 2012).

Tant la quitina com el quitosan son dos aminopolisacarids lineals (figura 6). La
quitina esta constituida per poli B-(1—4)-N-acetil-D-glucosamina. Es
sintetitzada en un alt nombre d’éssers vius. La principal font a nivell comercial
sén els exosquelets d'artropodes com les gambes i els crancs. L'extraccid
compren un tractament amb carbonat calcic seguit d'un tractament alcali que té
com a objectiu solubilitzar el contingut proteic. A partir del grau de puresa
obtingut, la quitina es classifica en diferents categories d’acord als usos
previstos. La quitina és practicament insoluble, aspecte que comporta certa
problematica enfront el processat i usos posteriors (Pillai et al., 2009; Rinaudo,
2006).

0OH

MHCOCH,
MHCOCH,
0
OH
QUITINA
OH -
b NH, ’
%ﬂ’ SV\K’/’,F H
H
H H
H MH. OH ’ i
QUITOSAN

Figura 6. Estructura quimica de la quitina i el quitosan (Anitha et al., 2014).
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La quitina pot ser desacetilada, en estat solid, per tractament amb hidroxid
sodic (NaOH) o per hidrolisi enzimatica a través de I'enzim quitina deacetilasa
(Jayakumar et al., 2010).

Quan s’assoleix un grau de desacetilacié al voltant del 50% s’obté quitosan
com a producte derivat, el qual és soluble en medi acid. Esta constituit per
unitats de D-glucosamina i N-acetil-D-glucosamina distribuides aleatoriament,
amb enllacos B-(1—4) Tanmateix, el grau d’acetilacié de la quitina pot variar en
funcié del producte d'origen (el grau d’acetilacio tipic se situa al voltant del
90%) de manera que aquest fet, juntament amb les condicions experimentals,
contribuira a I'obtencié de diferents tipus de quitosan en funcié del percentatge
de desacetilacio que presenten (Kumar, 2000).

Per tant, tot i tractar-se d’'un polimer d’'origen natural, el quitosan presenta
alguns desavantatges: el grau de puresa del producte final pot variar
notablement en funcié del procés d'extraccid i purificacié, que també
determinara el seu pes molecular. L’altre factor important és el percentatge de

desacetilacio, que determinara el grau de solubilitat (Younes et al., 2014).

Les nanoparticules de quitosan-TPP presenten una mida de fins a 1000 nm i un
potencial zeta positiu entre +20 mV i +60 mV (Calvo et al., 1997). Ates que
estan ideades per a la seva administracio in vivo, no pot quedar cap resta de
residu potencialment perillés del procés d'obtencié que pugui suposar un risc
per a la seguretat de I'organisme en el que seran administrades. Per aquest

motiu, el sistema d'obtencio6 es perfila com una caracteristica critica.

5.1.1 APLICACIONS TERAPEUTIQUES

A nivell daplicacions nanobiomediques, cal destacar el potencial de
nanoparticules basades en el polimer quitosan, que abasta un ampli ventall
d’accions terapeutiques, entre les quals hi ha les seglients (Garcia-Fuentes et
al., 2012; Ramana et al., 2014; Balan et al., 2014; Yang et al., 2014):
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- Immunitzacio mitjangant el transport d'antigens.

- Transport i alliberament de farmacs a nivell ocular, dérmic i cerebral.
- Absorcié de peptids a través de mucoses (nasal / oral).

- Transport i alliberament de farmacs antineoplastics.

- Transport i alliberament de material genétic.

Pel que fa al darrer punt, i en el context de la medicina actual i com ja s’ha
comentat, la terapia génica s’esta convertint en una alternativa real per al
tractament i curaci0 de determinades malalties. Hi ha dues aproximacions
utilitzades per realitzar transfeccidé i regulaci6 genomica amb finalitats
terapéutiques: I'is de vectors virals amb una optima eficiéncia de transfeccio
pero alta immunogenicitat in vivo per una banda, i per altra banda, vectors no
virals, entre els quals s’hi troben les nanoparticules polimériques cationiques de
quitosan-TPP com un dels més investigats. Els resultats obtinguts en I'ls de
vectors no virals fins el moment s6n modestos, perd un aspecte a favor té a
veure amb la baixa toxicitat i immunogenicitat d’aquests sistemes (Dash et al.,
2011; Vieira et al., 2015).

El quitosan de baix pes molecular (LMW, de l'anglés low molecular weight) és
el més adequat pel seu Us com a vector no viral per transfecciéo genica,

especialment pel que fa a I'eficiéncia de transfeccio (Kong et al., 2012).

Es important posar de relleu que la variabilitat present en el quitosan de partida
determinara sens dubte les caracteristigues de les eventuals nanoparticules

derivades que s'obtinguin.

5.1.2 METODES D'OBTENCIO

Existeixen una amplia varietat de metodes per a I'obtencié de diferents tipus de
nanoparticules que contenen quitosan com a component matricial (Grenha,
2012):

= Emulsificacio i entrecreuament

» Emulsificacié per coalescencia de goticules

» Emulsificacio per difusié de solvents
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» Micel:-litzacio reversa

= Complexaci6 polielectrolitica
» Desolvatacio

= Gelificacio ionotropica

» Gelificacio ionotropica modificada amb polimeritzacié de radicals

De tots ells, el metode la gelificacio ionotropica é€s un metode senazill,
perfectament assequible a nivell tecnologic i el més frequientment utilitzat per a
I'obtencio de nanoparticules polimériques de quitosan-TPP.

En l'obtencié de nanoparticules de quitosan-TPP per mitja del metode de la
gelificacié ionotropica no es requereix l'addicié de dissolvents organics a
diferencia d'altres métodes, per la qual cosa s'evita el problema de I'eliminacié
critica d'aquests residus, prévia a lI'administracio en organismes vius (Dash et
al., 2011).

5.1.2.1 Obtencio per gelificacio ionotropica

Aquest metode es basa en la capacitat del quitosan amb alt grau de protonacio
dels seus grups amino per formar hidrogels en preséncia de petites molecules
de polianions (figura 7). Aquests ultims actuen com a mediadors per a la
formacié d'entrellacaments inter i intramoleculars per part de les molecules de
quitosan.

Aquest metode es pot dur a terme en un entorn totalment hidrofilic utilitzant
tripolifosfat com a polianié per aconseguir I'entrecreuament del quitosan (Calvo
et al., 1997).

La formacié de les nanoparticules té lloc de forma immediata després de
I'addicio gota a gota de la soluci6 de tripolifosfat a la de quitosan solubilitzat en
medi acid, sota agitacio mecanica i a temperatura ambient. L'agitacié es manté
un temps més per estabilitzar la suspensié i seguidament es filtra. El temps
d’addici6 del tripolifosfat, la velocitat d’agitacio i el temps total de reaccidé sén
variables del procés que influeixen en la distribucié de grandaria de particula

(Fabregas et al., 2013). Opcionalment, i amb posterioritat al filtrat, la suspensié
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obtinguda es centrifuga per fer precipitar les nanoparticules, que poden

resuspendre’s posteriorment en aigua.
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Figura 7. Entrecreuament de quitosan i tripolifosfat (gelificacio ionotropica) per donar

lloc a nanoparticules polimériques cationiques pel métode de la gelificacié ionotrdpica.

5.1.3 NANOPARTICULES DE QUITOSAN COM A SISTEMES VEHICULITZADORS
ENFRONT D’ALTRES SISTEMES NANOESTRUCTURATS

Entre els avantatges concrets d'utilitzar el quitosan com a polimer en sistemes
vehiculitzadors nanoparticulats, s’hi pot trobar la biocompatibilitat, I'activitat
antimicrobiana intrinseca del quitosan (Dash et al., 2011), la facilitat
d’'incorporacio de diversos tipus de farmacs: antiinflamatoris, antibiotics,

antitrombotics, esteroids, proteines, antineoplastics, etc. i la possibilitat
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d’alliberament controlat d’aquests. Com a agents de transfeccié de DNA i RNA,
aguestes nanoparticules son utils per la facilitat d’unié a aquestes molécules, i

per tant com a aplicacio per a terapia genica.

De forma analoga a altres sistemes nanoparticulats i gracies a les seves
dimensions, les nanoparticules de quitosan poden travessar els capil-lars fins a
penetrar els teixits, on s’hi espera que portin a terme I'accio terapéutica per a la
gual han estat dissenyades (Mukhopadhyay et al., 2012; Ragelle et al., 2014;
Vauthier et al., 2013).

Un dels majors inconvenients que es pot atribuir a aquestes nanoparticules és
la baixa capacitat de transfeccié comparada amb vectors virals, malgrat totes
les problematiques associats a aquests ultims. Les causes son diverses. Durant
el procés d’obtencio, poden apareixer problemes relacionats amb fenomens
d’agregacio. La rmida de particula, a vegades excessiva i consequéncia de la
polidispersié de les nanoparticules, i els diferents mecanismes de captacio i
processat per part de la cél-lula en son en part responsables, aixi com la
carrega superficial, que esta implicada en [I'habilitat per condensar

adequadament el DNA o RNA i interaccionar amb la superficie cel-lular.

Es clau, per tant, la capacitat de modulacié tant de la mida de particula com de
la carrega superficial de les nanoparticules de quitosan-TPP, ja que
determinaran en gran mesura l'eficiencia de transfecci6. Tot i la dificultat
associada a la variabilitat del quitosan, aquestes propietats haurien de poder
ser modelables en el proceés de fabricacid, de forma que es generi un rendiment
alt amb nanoparticules de caracteristiqgues facilment reproduibles i fisicament

estables al llarg del temps (Gan et al., 2005).
L’'aparici6 d’altres sistemes com les nanoparticules lipidiques solides, ha

contribuit a superar algunes dels desavantatges inicialment detectats en I'is de

les nanoparticules polimeriques (de Jesus i Zuhorn, 2015).
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5.1.4 MECANISME DE FORMACIO DE POLIPLEXOS QUITOSAN-TPP:DNA

La capacitat de les nanoparticules de quitosan-TPP per transferir material
genétic ha estat demostrada in vitro i in vivo per nombrosos treballs
d'investigacio duts a terme al llarg dels darrers anys (Csaba, 2009; Mao, 2010).
Tant l'afinitat per interaccionar electrostaticament i per tant unir-se a les
carregues negatives de molécules de pDNA/siRNA, de forma que es generen
associacions anomenades poliplexos (Gan et al., 2005), aixi com la facilitat per
travessar la membrana cel-lular, confereixen a aquest tipus de nanoparticules
les caracteristiques adequades per a aquesta aplicacié terapeutica. A més,
s'afegeix el fet que, donada la capacitat tamponadora de pH del quitosan, es
facilita el procés d'escapament endosomal després de I'endocitosi d'aquestes

nanoparticules (Garcia-Fuentes, 2012).

La uniéo entre les nanoparticules constituides per polimers, com les de

quitosan-TPP, i I'acid nucleic d’interes pot donar-se de dues formes:

— Un cop sintetitzades les nanoparticules, aquestes s’'incuben amb I'agent
a transfectar, DNA o RNA.

— Incorporacio del DNA o RNA en alguna etapa durant la sintesi.

En ambdds casos, cal aconseguir la formacio del poliplex, el complex en qué es
mantenen units I'agent a transfectar i la nanoparticula.

L'eficiencia de carrega de la nanoparticula vindra definida per diferents
variables, des del pes molecular del quitosan, la concentracio tant de quitosan
com de TPP fins a les variables operatives del metode que influencien la propia

formacié de les nanoparticules (Gan i Wang, 2007).
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6. NANOPARTICULES LIPIDIQUES

Constituides per components lipidics molt diversos, poden formar estructures
variades: liposomes, vesicules multilaminars, vesicules unilaminars,
nanoparticules lipidiques solides, transportadors lipidics nanoestructurats, etc.

Ara per ara, les nanoparticules lipidiques es consideren com el millor sistema

de transport de farmacs a nivell sistemic (Lin et al., 2012).

Les diverses estructures de les nanoparticules lipidigues venen determinades
per la naturalesa dels components. Els lipids amfifilics tenen la capacitat de
formar vesicules esfériques, com els liposomes, en solucié aquosa. Altres
lipids, com els fosfolipids, poden estructurar-se de manera que es maximitzin
les interaccions hidrofobiques, en qué s’expulsa I'aigua de la part lipidica.
Aquesta propietat é€s aprofitada en I'is de lipids cationics per a que exposin les
seves carregues presents en I'extrem hidrofilic, per tal que pugui tenir lloc la
uni6 a DNA/RNA quan aquest és l'objectiu del sistema nanoestructurat
(Bessodes i Mignet, 2013).

6.1 NANOPARTICULES LIPIDIQUES SOLIDES (SLN)

Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) estan formades per una matriu
composta d'un o meés lipids solids tant a temperatura ambient com fisiologica,
dispersats en una soluci6 aquosa amb un o diversos tensioactius que

estabilitzen la formulacié (Martins et al., 2012).

Les SLN van ser introduides l'any 1991 com un sistema de transport de
farmacs alternatiu als sistemes classics de vehiculitzaci6 com les emulsions
classiques, liposomes i micro i nanoparticules polimeriques. Les SLN combinen
els avantatges dels sistemes tradicionals perdo en canvi eviten algunes dels
seus majors desavantatges, com ara el fet que s'evita la necessitat d'utilitzar
solvents organics en la seva produccié (Abbasalipourkabir, 2011; Hou et al.,
2003). Es poden administrar a traves de diverses rutes (topica, nasal, ocular,

intravenosa, oral, etc). Altres avantatges de les SLN sén la capacitat d'atrapar
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al seu interior farmacs hidrofils o hidrofobics en la matriu lipidica i permetre
I'alliberament modificat (ja sigui sostingut o retardat), en funcié dels lipids
utilitzats en la formulacid, i s’evita alhora la degradacié prematura del farmac
incorporat. Pel fet que els lipids constituents d'aguests sistemes son
compatibles fisiologicament i reconeguts com a segurs, el risc de toxicitat

aguda i cronica es redueix considerablement (Martins et al., 2012).

Originariament, les SLN van aparéixer com a resposta als problemes
d’estabilitat de liposomes i nanoemulsions quant a la seva estabilitat i capacitat
d’alliberament del principi actiu, i simultaniament per presentar una millor
tolerancia que les nanoparticules polimeriques (Doktorovova et al., 2014). Els
excipients, en aquest cas els components que constitueixen la nanoparticula,
es consideren segurs, amb una toxicitat menor que la de certes nanoparticules
polimeriques. Si bé tots els sistemes col-loidals de transport de farmacs sén
aptes per a I'administracié de farmacs poc solubles, la capacitat de perllongar
l'alliberament de Il'agent terapéutic i I'estabilitat de les formulacions en
comparacié amb d’altres sistemes, juntament amb la possibilitat de produccio a
gran escala per mitja de métodes segurs i robustos, donen a les SLN un
marge superior de fiabilitat, i les transformen en un sistema nanoestructurat
molt prometedor (Kumar i Randhawa, 2013). Aixi mateix, la produccié a gran
escala és cost-efectiva i precisa d'una tecnologia relativament simple si s'utilitza
I'hnomogeneitzacié a alta pressié com a metode de produccié de SLN. Com a
alternativa, també és factible la seva produccié per mitja de l'obtenci6 de
microemulsions (Fadda et al., 2013; Shah et al., 2014).

En funcié del métode de preparacio i la composicid, el diametre mitja de les
SLN oscil-la entre 50 i 300-400 nm (Bunjes, 2011).

Aquest sistema nanoestructurat permet, en el cas de SLN cationiques (cSLN),
la unio a diferents tipus d'acids nucleics, que faciliten el transport fins a cél-lules
diana, on poden actuar en la regulacié de I'expressié génica o a nivell post-
transcripcional (Cortesi et al., 2014; de Jesus i Zuhorn, 2015). Aixi doncs, quan
s'utilitzen SLN com a vectors d'acids nucleics, la superficie de les SLN ha

d’estar carregada positivament mitjancant la incorporacié de components
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cationics a la formulacié de SLN. Per difenciar-les de les SLN no cationiques,
s’acostuma a referir-se a les nanoparticules lipidiques solides cationiques amb
les sigles cSLN. A continuacié, els acids nucleics, amb una estructura
carregada negativament, sén capacos d’adsorbir-se a la superficie de les
nanoparticules a través d'interaccions ioniques (Kumar i Randhawa, 2013;
Pedersen et al., 2006). Un aspecte clau és aconseguir unes cSLN amb la
maxima carrega positiva possible, es permet d’aquesta forma una unié optima
de I'acid nucleic (Doktorovova et al., 2011; Vighi et al., 2010).

Les cSLN es sintetitzen a partir d'una gran varietat de components (figura 8).
Les variacions qualitatives i quantitatives en la produccié de cSLN han posat de
relleu 'amplia gamma de propietats que existeixen en aquest tipus de producte
(Ekambaram et al., 2012; Mehnert i Mader, 2001; Mduller et al., 2000). La
situacié ideal és fer possible la vehiculitzacié d’acids nucleics a partir d'una
formulaci6 amb el minim de components possible i sense comprometre les
propietats que els fan adequats per a I'Gs previst. Per tant, cal intentar
optimitzar el procediment de sintesi pel que fa a aquests aspectes. Com en
moltes altres situacions, activitats o processos, la innocuitat d’una substancia,
en aquest cas dels excipients o lipids emprats, esta relacionada amb les
quantitats considerades alhora de formular aquests sistemes. Per aixo,
quantitats excessives dels components de la formulacié poden donar lloc a un
major grau de toxicitat cel-lular (Abbasalipourkabir et al., 2011; Heydenreich et
al., 2003; Vighi et al., 2013). Aquest fet es pot resoldre amb I'estudi de com el
component susceptible de causar una major toxicitat pot ser reduit en la
férmula de partida de manera que la viabilitat cel-lular no es vegi compromesa
perd mantenint les propietats de les cSLN.

S'ha demostrat que alguns lipids cationics poden ser toxics en certes
proporcions, depenent de la seva estructura quimica (Tabatt et al., 2004). El
mateix s'aplica a concentracions de tensioactiu, ja que un excés podria conduir
a la mort cel-lular per desintegracio de la membrana (Severino et al., 2011).
Consequentment, cal evitar una gran quantitat de components en la formula. Es
per tot aix0 que el desenvolupament de vectors no virals eficacos i
biocompatibles per a la regulacié genomica segueix sent un repte, i fer-los tan

simples com sigui possible ha de ser el primer pas del procés.

36



INTRODUCCIO

JX) '(D ~~e  PROCES D'OBTENCIO

g8

LiPID LiPID TENSIOACTIU
MATRICIAL CATIONIC

NANOPARTICULA LIPIDICA
SOLIDA CATIONICA (cSLN)

Figura 8. Formacié de nanoparticules lipidiques solides cationiques a partir de

precursors.

Tot i la bona tolerancia fisiologica de les SLN, l'eéxit al llarg dels anys com a
sistema de transport de farmacs es pot considerar moderat, atenent al nombre
de productes d'aquest tipus presents actualment al mercat (Haussecker, 2014;
Wang i Gao, 2014). Una de les raons d'aquest fet és la inestabilitat fisica del
sistema que pot provocar el farmac incorporat, aixi com les transicions
polimorfiques que pot patir la xarxa cristal-lina dels lipids de les SLN, fet
caracteristic de l'estat solid, i que pot acabar expulsant el farmac de la
nanoparticula (Doktorovova et al., 2011).

A aquest fet s’hi sumen alguns altres inconvenients que podrien dificultar
I'aplicacio efectiva d'aquestes noves formes de dosificacio i que cal superar:
Aconseguir un diametre de particula optim és dificil, amb tendencia a la
polidispersio i agregacio durant 'emmagatzematge a curt i mig termini. A mes,
s'obté una baixa concentraci6 de SLN, depenent de la metodologia de
produccid, encara que algunes técnigues, com ara la liofilitzacid, ajuden a
concentrar el producte final.

Malgrat tot, s'espera que la investigacio actual en aguest camp avanci per tal
de superar aquestes desavantatges. Cal també seguir ampliant el coneixement
dels mecanismes cel-lulars i moleculars implicats en la captacié i internalitzacié
de cSLN per cel-lules (Beddoes et al., 2015; Zabner et al., 1995).
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6.1.1 SISTEMES PRECURSORS DE LES SLN. EMULSIONS O/ W.
MICROEMULSIONS

Les emulsions sén un tipus de sistemes dispersos consistents en dos liquids
immiscibles. Les gotes de liquid de la fase dispersa es troben en un medi liquid
(fase continua). Es poden distingir diverses classes d'emulsions, com ara oli en
aigua (O/W), aigua en oli (W/O) i oli en oli (O/O).

Per dispersar dos liquids immiscibles es necessita un tercer component, és a
dir, un agent emulsificador. L'eleccié de I'emulsificador és critica per a la

formacio de I'emulsié i la seva estabilitat a llarg termini.

Les emulsions es poden classificar en funcié de la naturalesa del emulsificador
o l'estructura del sistema. Els emulsificadors més efectius sén els tensioactius
no ionics, empleats per emulsificar oli en aigua o aigua en oli. A més, permeten
I'estabilitzacié de I'emulsio contra la floculacio i la coalescencia. Els tensioactius
ionics es poden emprar també per aconseguir aquests tipus d'emulsions, pero
el sistema resultant és sensible a la preséncia d'electrolits. La barreja de
diferents tipus de tensioactius (ionics amb no ionics, o diversos tipus de no
ionics) millora la capacitat emulsificadora del sistema, aixi com la seva
estabilitat.

Els polimers no ionics, com ara els Pluronics, sén meés efectius en
I'estabilitzaci6 de les emulsions, pero per contra dificulten el proceés
d'emulsificacid, llevat que s'apliqui al procés una alta energia perqué es

produeixi la formacio de I'emulsio (Tadros, 2013).

Les emulsions O/W (oli en aigua) a partir de les quals deriven les SLN van ser
introduides en clinica en la nutricio parenteral en la década dels 50 del segle
passat. L'objectiu d'aguelles emulsions era reduir els efectes adversos a causa

de l'administracio; per exemple, el dolor i la inflamacié en el lloc d'injeccio.
El concepte de microemulsi6 es va introduir per primera vegada al

comencament de la década de 1940. Una emulsié és un sistema dispers

cinéticament estable, pero fonamentalment inestable des del punt de vista
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termodinamic, amb el resultat final de separacio de fases. Quant a l'aspecte, les
emulsions tenen una aparenca lletosa. A diferéencia de les emulsions
propiament, les microemulsions (també anomenades emulsions micel-lars)
presenten meés aviat un aspecte opalescent o translucid (Tadros, 2013). S6n
termodinamicament estables, oOpticament isotropiques i amb una mida de
goticula que pot ser controlada en el moment de la emulsificacio (Garzon et al.,
2008). Resulten d'alt interés cientific perqué poden constituir-se en vectors per

transferéncia génica o com a transportadors d'una amplia varietat de farmacs.

Ambdues es diferencien també pel meétode d'obtencid; mentre que les
emulsions requereixen d'un alt subministrament d'energia per a la seva
formacio, les microemulsions no son tan exigents des del punt de vista

energetic (Lawrence i Rees, 2012).

6.2 CoOMPOSICIO LIPIDICA DE LES CSLN. LiPIDS MATRICIALS, LIPIDS
CATIONICS | TENSIOACTIUS

Existeixen diverses variables de la formulacid que tenen incidencia en la
grandaria de particula i estabilitat del producte obtingut. Independentment de la
influencia del metode de produccid, és indiscutible la importancia de la
composicié lipidica i dels emulsificadors utilitzats.

La composicié lipidica (figura 9) de les SLN pot ser molt variable i variada
(Doktorovova et al.2014; Rostami et al., 2014). Alguns dels lipids més
comunament utilitzats son:

Triglicerids (trilaurina, tripalmitina, tricaprina, trimiristina, tristearina, coco-
glicerids hidrogenats (Softisan® 142)).

Diversos tipus d’acids grassos: Witepsol® W 35, Witepsol® H 35, Witepsol® H
42, Witepsol® E 85, Glyceryl monostearate (Imwitor®900) (Glyceryl behenate
(Compritol® 888 ATO), Glyceryl palmitostearate (Precirol® ATO 5) acid

estearic, palmitic, decanoic, behéenic, cetilpalmitat, Acidan N12 (Mehnert, 2012).
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En el cas de les nanoparticules lipidiques solides cationiques (cSLN), cal que la
seva composicid contingui un o més lipids capacos d’assegurar la carrega
cationica suficient per tal que la nanoestructura pugui interaccionar amb les
carregues negatives dels acids nucleics. Aquests lipids sén de tipus amfifilic
(figura 10). La seva estructura ha de permetre que la part lipofila repel-leixi
I'aigua, mentre que la part hidrofila ha de poder quedar exposada de forma que
les carregues cationiques interaccionin electrostaticament amb els fosfats
anionics dels acids nucleics. Aquesta conformacio del lipid coincideix amb el
seu estat termodinamic de més baixa energia i, per tant, més estable
(Bessodes i Mignet, 2013). Poden tenir una o dues cadenes alifatiques, i una o
meés carregues cationiques (Bondi i Capraro, 2010).

Un factor que contribueix al grau de toxicitat que poden exhibir les cSLN és el
lipid cationic utilitzat. Els lipids cationics de dues cadenes alifatiques semblen
augmentar la viabilitat cel-lular a diferencia del lipids cationics d’'una sola
cadena alifatica (Tabatt et al., 2004).

Pero la toxicitat no depen unicament del lipid cationic i de la seva contribucié a
la formula. També la quantitat de tensioactiu a la férmula o el metode de
produccio de les cSLN son variables a tenir en compte (Heidenreich et al.,
2003).

Els tensioactius (figura 11) s6n compostos que tenen la capacitat de disminuir
la tensio superficial existent entre dos fases, ja siguin dos liquids o un liquid i un
solid. Els tensioactius actuen permetent la formacié d’'una emulsié com a pas
previ per a l'obtencio final de nanoparticules lipidiques solides. La capacitat
emulsionant dels tensioactius i la seva concentracio a la formula afecten la
grandaria de particula que s’obté. El més frequent és que amb una major
guantitat de tensioactiu (o barreja de tensioactius) es poden aconseguir
nanoparticules de menor grandaria, ja que al disminuir la tensié superficial es
provoca la separacié de les particules i s'incrementa la superficie (Ekambaram
et al., 2012). En la produccié de SLN es poden utilitzar diferents tipus de
poloxamers i polisorbats, lecitina, fosfatidilcolina, taurocolats, etc. (figura 11).

S’ha constatat que determinats tensioactius poden modular les transicions
polimorfiqgues que tenen lloc en el nucli lipidic de les SLN, de forma que sigui

possible una major estabilitzacio de I'ordre cristal-li (de Jesus i Zuhorn, 2015).
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Figura 9. Exemples de lipids utilitzats en la produccié de cSLN: acid estearic (A),
colesteril oleat (B), monoestearat de gliceril (C) i tricaprina (D) (de Jesus i Zuhorn,
2015).

RN VI T e P

Figura 10. Estructures quimiques de lipids cationics en formulacions de cSLN: : a)
clorur de benzalconi (A), 6-lauroxiexil lisinat (B), DC-Chol (C), DOTAP (D),

octadecilamina (E),clorur de cetilpiridini (F) i cetrimida (G) (de JesuUs i Zuhorn, 2015).
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Figura 11. Estructures quimiques corresponents a diferents tensioactius utilitzats en
formulacions de cSLN: taurocolat (A), Poloxamer 188 (copolimer de bloc de
polioxietile—polioxipropilé)(B), acid octanoic (C) i Polisorbat 80 (D) (de Jesus i Zuhorn,
2015).

6.3 ESTAT SOLID | TRANSICIONS POLIMORFIQUES

La cristal-litzaci6 és el procés pel qual una massa fosa es converteix en un
solid, en que les molecules entren primer en contacte i després s’orienten i

interaccionen, conformant estructures ordenades.

Un aspecte a tenir en compte quan es sintetitzen nanoparticules lipidiques
solides per encapsulacio de farmacs és el fenomen de les transicions
polimorfigues que pateix I'estructura lipidica un cop cristal-litzada, i que pot
acabar resultant en Il'expulsi6 del farmac de dins de [l'estructura de la
nanoparticula (Bunjes, 2011).

Pel que fa als lipids, ha estat majoritariament gracies als estudis de difraccio de

raigs X que se n’ha pogut coneixer I'estructura cristal-lina. Altres técniques
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també hi han contribuit, especialment I'obtencié d’imatges per ressonancia
magnetica nuclear.

L'estat cristal-li es caracteritza pel fet que els atoms o molécules presenten
estructures rigides tridimensionals, ordenades i repetibles. El conjunt d’aquesta
estructura s’anomena xarxa espacial, i es caracteritza per unes distancies
reticulars concretes.

En el cas de barreges de diferents lipids, els cristalls que es formen contenen,
per tant, molecules diferents que poden formar cristalls amb diferent estructura
(Schoneitz et al., 2013).

Un polimorf és una forma cristal-lina que, malgrat esta constituida per la
mateixa composicid quimica, presenta una estructura cristal-lina diferenciada.
Els factors que influeixen en la formacié d’'un determinat polimorf sén variats:
puresa, temperatura, velocitats de refredament, etc. Un polimorf pot convertir-
se en un altre sense abandonar I'estat solid sempre i quan el darrer presenti
una major estabilitat termodinamica, fet que constitueix les transicions
polimorfiques. Aixi, I'estructura cristal-lina sempre tendira a la seva forma més
estable. El canvi en [lestructura cristal-lina pot causar, en el cas de
nanoparticules lipidiques solides emprades per a vehiculitzar farmacs en el seu
interior, I'expulsid d’aquest. L'Us de determinats tensioactius o barreges de
diferents lipids enlloc d'un de sol poden evitar o retardar les transicions
polimorfiqgues (Bunjes et al., 1996; Westesen et al., 1997). Tanmateix, alguns
acids grassos utilitzats com a lipids matricials tenen tendencia a formar
supercooled melts en comptes de suspensions de nanoparticules lipidiques
solides propiament, les quals es fonen a temperatura fisiologica i, per tant,
invaliden el seu Us inicialment previst com a agents terapeutics (Jenning et al.,
2000). Es per aix0 que la seleccio dels lipids adients és un punt clau per a
aguesta classe de sistemes nanoestructurats (Siekmann, 1994). Contrariament,
les transicions polimorfiques no representen un problema per a les cSLN en
que els acids nucleics es troben adsorbits en superficie, ja que pel que fa a
aguesta unio, els canvis polimorfics no haurien de tenir-hi efecte (Garti et al.,
1988).

43



INTRODUCCIO

6.4 INCORPORACIO DE L’AGENT TERAPEUTIC EN SLN I CSLN

Les nanoparticules lipidiques solides incorporen facilment farmacs liposolubles,
tot i que la incorporacio de farmacs hidrosolubles també és possible amb I'is
de tensioactius adequats per a aquest sistema nanoestructurat (Ekambaram et
al., 2012; Mdaller et al., 2000).

Pel que fa a la incorporacié de l'agent terapéutic, pot donar-se per algun dels
seguents mecanismes (figura 12):
- Per encapsulacié: L'agent terapéutic és dispersat en la matriu lipidica en el
moment de la preparacio de les SLN, i queda formant part del nucli lipidic un
cop aquest solidifica a la seva respectiva temperatura de cristall:

-Homogéniament dispersat per la nanoestructura

-Forma una coberta

-Forma un nucli
-Per adsorcié en superficie: L'agent terapeutic forma part de la coberta de la
nanoparticula, i s'afegeix després de la seva formacié. Es el cas dels acids
nucleics, en qué aquesta uni6 a la nanoparticula (en aquest cas una
nanoparticula lipidica solida cationica, cSLN) els protegeix de la degradaci6
enzimatica per DNases o RNases i n'augmenta al mateix temps la capacitat de
transfeccio cel-lular. Conseqientment, els metodes de produccié per a un o

altre presenten variabilitat.

o EMBOLCALL AMB EMBOLCALL LIPIDIC )
SOLUCIO SOLIDA FARMAC . NUCLI LIPIDIC
|
- % pDNA UNIT AL LIPID
CATIONIC

FARMAC DISPERSAT NUCLI LIPIDIC NUCLI AMB FARMAC

Figura 12. Diferents estructures SLN-agent terapeutic (Ekambaram et al., 2012;
Skandrani et al., 2014).
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Durant els darrers anys s’han assajat SLN carregades amb compostos
diversos, amb la finalitat d’augmentar [l'eficacia i disminuir els efectes

secundaris, entre els que destaquen els seguents:

— Zanamivir: Inhibidor selectiu de les neuraminidases dels virus de la grip
AiB (Shietal., 2014).

— Riluzol: Pel tractament de I'esclerosi lateral amiotrofica (ELA) (Bondi et
al., 2012).

— Acid ferulic: Component fenolic natural amb acci6 antioxidant cel-lular
(Bondi et al., 2012).

— Camptotecina: Farmac citotoxic amb propietats antiproliferatives (Bondi
et al., 2012).

— Atazanavir: Inhibidor de la proteasa del HIV (Bondi et al., 2012).

— Diminizen: Antiparasitari d’as veterinari (Bondi et al., 2012).

— Baicalina: D’origen vegetal, sembla mostrar activitat neuroprotectora
(Zhang et al., 2015).

— Ramipril: Agent antihipertensiu (Ekambaram i Sathali, 2012).

— Doxorubicina: Agent antineoplastic intercalant (Fundaro et al., 2000).

— Risperidona: Farmac antipsicotic per a I'esquizofrenia (Silva et al., 2012).

— Resveratrol: Compost fenolic natural amb activitat antitumoral (Jose et
al., 2014).

— Adapalene: Retinoid d’aplicacio topica par a afeccions acneiques (Jain et
al., 2014).

— Haloperidol: Agonista invers dopaminérgic utilitzat com a antipsicotic
(Yasir et al., 2014).

— Praziquantel: Antiparasitari per al tractament de ['esquistosomiasi
(Ribeiro de Souza et al., 2014).

— Etoposid: derivat semi-sintétic de la podofilotoxina, emprat com a
antineoplastic (Athawale et al., 2014).

— Saquinavir: antiretroviral per al tractament de la infeccio per HIV (Kuo i
Wang, 2014)
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La biocompatibilitat quant a composicio lipidica de les SLN fa possible el
transport de farmacs cap a dianes terapeutiques fins el moment dificilment
inassolibles (Gastaldi et al., 2014). Diversos estudis han posicionat a les SLN
com a sistema de transport de farmacs a través de la barrera hemato-
encefalica per actuar terapeuticament a nivell del cervell. D’altra forma, la
majoria de farmacs son incapacos de travessar aquesta barrera.

Estudis recents han demostrat l'eficiéncia de SLN funcionalitzades amb
anticossos monoclonals ancorats a superficie i carregades amb I'antiretroviral
saquinavir per travessar la barrera hemato-encefalica i arribar al cervell (Kuo i
Shih-Huang, 2014).

Els estudis realitzats amb cSLN per a transferencia de DNA/RNA per a terapia
genica han demostrat I'eficiencia d’aquest sistema per a vehiculitzacio d’aquest
tipus de biomolécules. Les cSLN estan capacitades per condensar DNA en la
seva superficie per mitja d’interaccions electrostatiques fins el punt d’obtenir
nanoparticules col-loidals nanometriques i transfectar cel-lules de mamifer in
vitro. Nombrosos plasmidis de DNA d’expressio en cél-lules de mamifer units a
cSLN han estat assajats com a vectors per a demostrar l'eficiencia de
transfeccié i subsequient regulacidé de I'expressié genica (Bondi i Craparo,
2010).

6.5 PRINCIPALS METODES D'OBTENCIO. BREU DESCRIPCIO. AVANTATGES |
DESAVANTATGES

Els principals metodes d’obtencié de SLN s6n I’homogeneitzacio a alta pressio,
en calent i en fred, i la microemulsificacié en calent (Mdiller et al., 2000; Sinha et
al., 2010). Existeixen també altres metodes d’obtencid, perd és important
destacar que aquells en que s'utilitzen solvents organics i sonicacié estan
contraindicats en sempre que el métode de fabricaci6 d'aquestes
nanoparticules estigui pensat per a I'establiment d’'una sistematica productiva

amb I'administracié humana com a objectiu final.
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Les técniques per a I'obtencié de SLN son les seglents (Battaglia et al., 2014;
Ekambaram, 2011; Kumar i Randhawa, 2013):

— Homogenitzacio en calent o en fred a alta pressio
— Meétode d’evaporacio de solvent

— Maétode d’emulsificacio-difusié de solvent

— Metode del fluid supercritic

— Metode de microemulsificacié en calent

— Maétode de la doble emulsio W/O/W

— Tecnica d’electrospray

— Tecnica de precipitacio

— Ultrasonicaci6

Amb aquests metodes es poden obtenir tant nanoparticules amb farmac o
sense. Aquest ultim cas en ddna necessariament quan la sintesi de les
nanoparticules t¢ com a objectiu la unié a agents biologicament actius com
DNA o RNA, el qual s’'uneix en etapes posteriors a les SLN, en aquest cas
CSLN.

6.5.1 HOMOGENEITZACIO EN CALENT A ALTA PRESSIO

Aquesta técnica és utilitzada des de la déecada dels 50 del segle passat en la
preparacié de emulsions per a administracié parenteral, per la qual cosa el
proceés no €s nou.en aquest cas, el fet de disposar del know-how a nivell de la
industria farmaceutica facilita la produccio de SLN a partir d’aquesta tecnica, on

I'escalat no representa cap problema (Mehnert i Mader, 2001).

En I'homogeneitzaci6 en calent a alta pressié (figura 13), el lipid o lipids
constituents de les SLN es fonen fins a aproximadament 5-10 °C per sobre del
seu punt de fusio. El farmac s’afegeix al producte fos, on s’hi solubilitza.
Aquesta barreja és a continuacio dispersada sota agitacio en la solucié aquosa
gue conté el tensioactiu i que també ha de trobar-se a la mateixa temperatura.
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Amb l'agitacio s’obté una pre-emulsi6. Amb l'ajuda d’un homogeneitzador, la
pre-emulsié6 forma una nanoemulsié, que posteriorment és refredada a
temperatura ambient. Aixi, el lipid recristal-litza al refredar-se i forma les
nanoparticules lipidiques solides. Obviament, i per poder mantenir la
temperatura de la pre-emulsio uns 5-10 °C per sobre del punt de fusio dels
lipids, cal que 'homogeneitzador disposi d'un control de temperatura.

Un aspecte a considerar fa referencia a 'augment de temperatura que pateix el
producte durant I'homogeneitzacié. Per cada 500 bar de pressio, la
temperatura augmenta uns 10°C. Normalment, les mostres es sotmeten a uns
3-5 cicles d’homogeneitzacido a 500-1500 bar. Si s’'incrementa la pressio en
cada cicle o bé el nombre de cicles, repercuteix en un increment de la mida de
particula, provocada per I'elevada energia cinética a la que son sotmeses i que
acaba provocant la coalescencia (Mehnert i Mader, 2012).

A 'hora de refredar la nanoemulsié obtinguda per mitja del homogeneitzador,
cal tenir en consideracio el punt de fusié dels lipids utilitzats. Si és proper a la
temperatura ambient, caldra refredar la nanoemulsié per sota d’aquesta
temperatura per a que recristal-litzi. Com a alternativa, es pot procedir a la

liofilitzacié immediata (Muller et al., 2000).

BOMBA DIPOSIT DE
P%éggfo INTERCAN- i SORTIDA
VIADOR DE
DIPOSIT CALOR

D'ENTRADA

CAMBRA D'INTERACCIO
DE GEOMETRIA FIXA

MANOMETRE

Figura 13. Procés d’emulsificacié per mitja d‘'un homogeneitzador per a I'obtencio de
SLN (Particle Sciences®Drug Development Services, per cortesia de Microfluidics,
Estats Units).
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6.5.2 HOMOGENEITZACIO EN FRED A ALTA PRESSIO

En 'homogeneitzacio en fred a alta pressio (figura 14) té lloc amb el lipid en
estat solid: el lipid, que conté el farmac, es deixa refredar i a continuacio es
molt en un moli per aconseguir una grandaria de particula de I'ordre de 50-100
um. La pdlvora obtinguda es dispersa seguidament en la solucié aquosa que
conté el tensioactiu, de tal manera que s’origina una pre-suspensio, la qual és
homogeneitzada a temperatura ambient o inferior. Les forces de cavitacio
originades durant el procés d’homogeneitzacié provoquen la ruptura de les
microparticules en nanoparticules.

En comparacié amb ’lhomogeneitzacié en calent a alta pressio, aquesta tecnica
presenta alguns avantatges: pel fet de treballar amb el lipid en estat solid
s’evita que, en cas que el farmac sigui hidrofil, aquest es distribueixi per la fase
aguosa durant 'homogeneitzacié. Tanmateix, el procés d’homogeneitzacio
provoca augments de temperatura de la mostra, per tant cal que el marge entre
aguest augment i la temperatura de fusié del lipid es tingui en compte per a que
el lipid no es fongui durant el procés. En aquest sentit, i com a mesura de
precaucio, quan l'objectiu és la incorporacié de farmacs hidrofils a les SLN
(Kumar i Randhawa, 2013), es pot substituir 'aigua de la solucié per altres
components en que el farmac hi sigui poc soluble, com polietilenglicol 600
(PEG 600). També és util quan el farmac és termolabil, ja que les temperatures
de treball en podrien induir la degradacidé. Per ultim, s’evita la recristal-litzacio
de la nanoemulsié que es déna en I'homogneitzacioé en calent a alta pressio, ja
gue aguesta etapa pot ser problematica en cas que es produeixin supercooled
melts (Muller et al., 2000; Mehnert i Mader, 2012).
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Fusié del lipid i dispersié del
farmac en el lipid

HOMOGENEITZACIO EN HOMOGENEITZACIO EN
CALENT FRED

Dispersi6 del lipid amb farmac en
una solucié calenta amb
tensioactiu

' {

Solidificacié del lipid amb farmac
en nitrogen liquid o gel sec

Agitacié mecanica i fgrmamo de Molta en moli (50-100 um)
pre-emulsio
Homogeneitzacio a alta pressio a Dispersio de la polvora en
T@ superior al punt de fusio medi aquds amb tensioactiu
Obtenci6 d’emulsid O/W Homogeneitzacio a alta pressio
calenta a T ambient o inferior

Solidificacié de la
nanoemulsio per
refredament a T@ ambient

Nanoparticules lipidiques
solides (SLN)

Figura 14. Esquema comparatiu de les diferents etapes en ’homogeneitzacio en

calent i en fred a alta pressié (Mehnert i Mader, 2012).

6.5.3 MICROEMULSIFICACIO EN CALENT

Per a la produccié de SLN per mitja de la microemulsificacié en calent (Bondi et
al., 2012), el lipid (o lipids) al que s’hi ha afegit el farmac i que es troba en estat
solid a temperatura ambient, és escalfat fins aproximadament 5-10 °C per sobre
del seu punt de fusio. Paral-lelament, el tensioactiu i I'aigua son escalfats fins
assolir la mateixa temperatura. Seguidament, el lipid fos s’afegeix a la solucio
aquosa que conté el tensioactiu, sota agitaci6 magneética. S’obté una emulsio

que es dispersa en aigua freda (al voltant de 2 °C) sota agitacié magnética, i té
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lloc la solidificacio del lipid per precipitacio, donant lloc a una suspensio de
nanoparticules lipidiques solides (figura 15).

Aquesta tecnica dona lloc a suspensions estables pero poc concentrades, ja que
la relacié entre el volum de la microemulsié obtinguda i el volum d’aigua
necessari per refredar la microemulsié i formar les SLN és de l'ordre de 1:5
(Fabregas et al., 2014).

El gradient de temperatures afavoreix una rapida cristal-litzacio del lipid i
minimitza la formacié d’agregats (Ekambaram et al., 2011).

La concentracié d’aquestes suspensions es pot aconseguir per mitja de la seva
liofilitzacio.

D’igual forma que I'homogeneitzacio, i gracies a la simplicitat del métode,

aguesta metodologia permet la transposicio a escala industrial (Muller, 2000).

FARMAC
TENSIOACTIU+AIGUA AGITACIO
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4
%
4

LiPID FOS LIPID FOS + FARMAC

MICROEMULSIO CALENTA
MICROEMULSIO

CALENTA ]
AGITACIO

NANOPARTiQULES C——— ) J

LIPIDIQUES SOLIDES -
(SLN)
. =
AIGUA A= 2°C

Figura 15. Diagrama esquematic per a I'obtencié de nanoparticules lipidiques solides

pel métode de la microemulsificacié en calent (Modificat de Bondi et al., 2012).
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6.6 VEHICULITZACIO D’ACIDS NUCLEICS PER MITJA DE LIPOPLEXOS
CSLN:PDNA | cSLN:SIRNA. EFICIENCIA DE TRANSFECCIO

Les SLN cationiques (cSLN) es caracteritzen per contenir en la seva
composicié almenys un lipid cationic, amb una o més cadenes alifatiques, i que
confereix carrega positiva a les SLN derivades de I'emulsiéo O / W a través d'un
atom de nitrogen protonat per cada molécula de lipid (Doktorovova et al.,
2011). Aquestes cSLN s'’han demostrat efectives en la unié a acids nucleics,
atés que aquests exhibeixen carrega negativa en solucié aquosa, de manera
que la unio té lloc mitjancant enllag ionic (Vighi et al., 2007; Xue i Wong, 2011).
A més, la unidé confereix l'acid nucleic proteccié enfront de la degradacié per
DNasa I, amb la qual cosa s'afavoreix el transport a linterior cel-lular
(Doktorovova et al., 2011). Les cSLN es converteixen en aquest cas en vectors
no virals per a regulacié de I'expressié genica.

Atés doncs que el DNA, i el RNA en major grau, sOn susceptibles de
degradacio, la seva administracio sense vehiculitzar resulta altament ineficient,
fet que se suma a la tendencia natural a aclariment (clearance) per part dels
teixits. Hi ha vectors virals que son sistemes biologics derivats de virus
naturals, capacos de transferir material genetic a les cél-lules hoste. Tot i l'alta
eficiencia de transfecci6, aquests sistemes presenten greus desavantatges: la
recombinacié viral i el risc d'una resposta immunitaria o inflamatoria sén
aspectes fisiopatogenics que els fan massa perillosos per al seu Us (El-Aneed,
2004). Per aixo0, es fa indispensable disposar de vectors no virals prou eficients,
com les cSLN, per poder emprar els acids nucleics com a medicina molecular i
ser transportats a dianes cel-lulars especifiques. L'objectiu final és inhibir o
reduir l'expressidé de determinats gens o d'expressar proteines terapeutiques.
Aquestes cSLN constitueixen sistemes multifuncionals amb caracteristiques
adequades a I'Us previst: impedeixen la degradacié per DNAsas, I'opsonitzacié
per part del sistema immunitari, i alhora faciliten I'entrada cel-lular i una correcta
metabolitzacié lisosomal i alliberament de I'acid nucleic alla on es pretén que
realitzi l'accidé terapeutica, ja sigui al nucli o al citoplasma (Bondi et al., 2007;
Delgado et al., 2012; de Jesus i Zuhorn, 2015; Kapoor et al., 2012).

52



INTRODUCCIO

L’Gs de cSLN com a vectors de DNA/RNA (figura 16) és preferible enfront dels
sistemes estandard de transport, com els lipids o polimers cationics. S’ha pogut
demostrar que poliplexos cSLN:pDNA administrats de forma intravenosa, amb
un diametre inferior als 150 nm, amb carrega superficial neutra, incrementen
I'efecte de permeacio i retencié (EPR, enhanced permeation and retention),
efecte que es produeix en els llocs amb inflamacié i en tumors solids, a causa
de la pérdua d’unié entre cél-lules de I'endoteli vascular dels teixits afectats (Li i
Szoka, 2007; Zhang et al., 2006). Quan aixd passa, €s possible que particules
de petites dimensions puguin extravasar-se en aquests punts. En el cas dels
lipoplexos cSLN:pDNA, la permeacio del DNA cap a les cél-lules és possible
gracies a la seva uni6 a cSLN. D’altra forma, l'alta carrega anionica de la

membrana cel-lular ho impedeix en gran mesura (Bondi i Craparo, 2010).

La interaccio entre la nanoparticula transportadora i la superficie cel-lular pot
tenir lloc per diversos processos, i es pot dividir en etapes, que breument es

poden resumir de la seguent forma:

1. Aproximacio i unié a la membrana cel-lular, per lliscament i
posterior retraccid mitjangada per fil-lopodis o macropinocitosi. La
uni6 es dona com a resultat d’interaccions ioniques no
especifiques.

2. Endocitosi, que es pot donar per un mecanisme clatrina-depenent
0 caveolina-depenent.

Processament intracel-lular i escapament endosomal.

4. Entrada al nucli (en cas de pDNA) i expressio.

La cel-lula disposa, doncs, de mecanismes variats per a la internalitzacio de les
nanoparticules. La ruta d’endocitosi clatrina-depenent sembla ser la
predominant per a les SLN, en detriment de I'endocitosi caveolina-depenent o
macropinocitosi (Martins et al., 2012).

Després de la internalitzacié per endocitosi, 'escapament endosomal és un
punt critic per a l'accidé terapeutica. L'endosoma ha d’alliberar el contingut

abans que es fusioni amb lisosomes que en degradaran el contingut o el
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reciclaran de retorn cap a la membrana cel-lular. Aixd dependra en gran
mesura dels components que constitueixen les nanoparticules transportadores.
Es important remarcar la susceptibilitat de les membranes dels diferents
organuls cel-lulars enfront la pertorbacié induida per la presencia de les
nanoparticules, que pot diferir i afectar en consequéncia l'alliberament de
'agent terapeutic (Rehman et al., 2013). En aquest context, la membrana
nuclear esdevé una de les principals barreres en la transfeccié de pDNA, amb
una mida de porus per a transport passiu molt restringida (Bondi i Craparo,
2010). S’ha demostrat que la translocacio nuclear de pDNA té lloc
majoritariament durant la fase M del cicle cel-lular (fase mitotica), moment en
gué desapareix la membrana nuclear i es facilita la translocacié de transgens
(Akita et al., 2004).

+ 0v
T 8o

pDNA LIPOPLEXOS
cSLN:pDNA

SIRNA LIPOPLEXOS
cSLN:SiRNA

Figura 16. Possibles conformacions de lipoplexos cSLN:pDNA (A) i lipoplexos
cSLN:siRNA (B) (Modificat a partir de Skandrani et al., 2014).
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6.6.1 FACTORS DE TRANSCRIPCIO | POSSIBILITAT DE MODULACIO DE
L’'EXPRESSIO GENICA

Tant en la replicacido com en la transcripcié del material genetic hi ha implicades
moltes proteines que interaccionen amb el DNA per tal de poder donar lloc a
una nova cel-lula o a altres proteines a partir de la descodificacié6 del DNA.
Algunes actuen com a enzims (per exemple, la RNA polimerasa, implicada en
la transcripcio del DNA) que, juntament amb d’altres proteines (factors de
transcripcid) fan possible tant la correcta modulacié del cicle cel-lular i
subsequent generacid d’'una cél-lula filla amb el genoma idéntic al de la cél-lula
parental, com I'expressio de proteines funcionals i estructurals per al correcte

funcionament cel-lular.

Els factors de transcripcié, com a proteines que soOn, estan formats per
sequencies d’aminoacids, que conformen [l'estructura primaria, units per
enllacos amida, també anomenat enllag peptidic en el cas de les proteines.
Tenen dos extrems: carboxi i amino. La seqiiéncia aminoacidica pot adoptar
diverses conformacions a 'espai en funcié dels aminoacids que la composen i
les interaccions entre els diferents atoms dels aminoacids (fulls beta, lamines
alfa, etc.). Aquest nivell d’interaccio constitueix I'estructura secundaria, mentre
que el plegament en I'espai tridimensional i que proporciona a les proteines la
seva morfologia constitueix I'estructura terciaria. L'assemblatge de diferents
unitats proteiques per formar complexos moleculars conforma [I'estructura
quaternaria.

Aquestes proteines presenten dominis, que sén regions funcionals especifiques
d’interaccié amb d’altres proteines per a la modulacié dels diferents processos
cel-lulars on estan implicades. Aquests dominis tenen unes caracteristiques
estructurals concretes pel que fa a la sequencia aminoacidica, i que es

defineixen com a motius (Voet i Voet, 2004).
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6.6.2 REGULACIO DE L'EXPRESSIO GENICA DEL FACTOR DE TRANSCRIPCIO
TCERG1 PER MITJA DE LIPOPLEXOS CSLN:PDNA | cSLN:SIRNA

En el context dels factors de transcripcid, TCERG1 (Transcription Elongation
Regulator 1) (Sufié et al., 1997) és una proteina nuclear implicada en
I'elongacio de la transcripcio i en els fenomens d'splicing del pre-mRNA.
Aquesta proteina es compon de multiples dominis, dels que tres d'ells sén
dominis WW (triptofan-triptofan) de la meitat amino-terminal. Sis dominis sén
motius FF (fenilalanina-fenilalanina) repetits en la meitat carboxi-terminal.
TCERG1 s’associa a la RNA polimerasa Il (RNAPII) hiperfosforilada, a
elongadors de la transcripcid i a components d’splicing a través dels seus
dominis WW i FF. En funcié d’aquestes i altres dades funcionals, que mostren
els efectes de TCERG1 sobre [I'splicing alternatiu de constructes amb un
minigen reporter (Cheng et al., 2007; Pearson et al., 2008; Sanchez-Alvarez et
al., 2010), TCERG1 va ser proposat com un possible factor implicat en la
coordinacié entre l'elongacio de la transcripcié i I'splicing. Recentment s’ha
demostrat que TCERG1 augmenta la taxa de transcripcio in vivo per part de la
RNAPII del gen Bcl-x per promoure [I'splicing alternatiu de la isoforma
proapoptotica del gen Bcl-Xs (Montes et al., 2012). TCERG1 s'ha postulat com
un factor de transcripcid implicat en la patogenesi de malalties
neurodegeneratives, aixi com en la regulacié de I'expressié génica del HIV-1
(virus de la immunodeficiencia humana tipus I) (Arango et al., 2006; Coiras et
al., 2013; Holbert et al., 2001). A la vista d’aguestes dades, la possibilitat de
regulacio de I'expressié de TCERG1 adquireix una especial rellevancia.

Les estratégies per a la modulacié de I'expressié d’aquest factor de transcripcio
comprenen |'Us de pDNA i siRNA combinat amb cSLN per formar els
corresponents lipoplexos per a la respectiva transfeccio cel-lular. La modulacié
de I'expressio de TCERGL1 pot tenir lloc per sobre-expressio a partir de pDNA o
per silenciament genic a nivell citosolic per bloqueig de la transcripcié per mitja
de siRNA.
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7. ESTAT ACTUAL | PERSPECTIVES DE FUTUR DELS MEDICAMENTS BASATS EN
SISTEMES NANOESTRUCTURATS | ACIDS NUCLEICS

Des de la irrupcio de la nanotecnologia per a aplicacions biomediques, només
als Estats Units s’han generat més de 1000 patents de sistemes nanometrics
durant el periode 1999-2008 (Mishra et al., 2010).

A més a meés, a dia d’avui ja existeixen en el mercat diversos medicaments que
incorporen sistemes nanoestructurats, virals o no virals, de vehiculitzacio de

farmacs.

Actualment, els medicaments amb autoritzacid de comercialitzacié a Europa
per part de 'TEMA (European Medicines Agency) com als Estats Units (FDA,
Food and Drug Admnistration) son els seglents:
Abraxane®: Nanoparticules d’albumina carregades amb paclitaxel, per al
tractament del cancer metastatic de mama i pancrees.
Caelyx®: Liposomes PEGilats (que contenen polietilenglicol -PEG- a la
formulacid) carregats amb doxorubicina, per al tractament del cancer de
mama metastatic, cancer d'ovari avancat, sarcoma de Kaposi en
pacients amb la sindrome d'immunodeficiencia adquirida (SIDA) i
mieloma multiple.
MyoCet®: Liposomes no PEGilats carregats amb doxorubicina, per al
tractament de cancer de mama metastatic administrat conjuntament amb

ciclofosfamida.

Com a medicaments constituits per sistemes virals, Unicament esta aprovat el
seguent:
Glybera®: Terapia genica amb alipogene tiparvovec, en forma de
plasmidi de DNA episdmic (no integratiu). Es transfectat per mitja d’un
virus adeno-associat no replicatiu que actua per tant com a vector de

transfeccio. Indicat per al tractament de la deficiencia de LPL.

Existeixen també diversos medicaments conformats exclusivament per acids

nucleics:
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Vitravene®: Agent terapéutic constituit per I'acid nucleic fomivirsen, una
sequéncia de 21 oligonucleotids antisentit modificada resistent a
nucleases. Farmac antiviral pel tractament de la retinitis causada per
citomegalovirus (CMV) en individus immunocompromesos. Actualment
esta aprovat unicament per la FDA des del 1998. L’'EMA va aprovar-lo
inicialment el 1999, pero I'any 2002 el va retirar per raons comercials.

Kynamro®: Constituit per I'acid nucleic mipomersen, un oligonucleotid
antisentit modificat resistent a nucleases que actua unint-se al mMRNA de
I'apolipoproteina B, bloquejant la traduccio. Indicat per al tractament de
la hipercolesterolemia familiar. Aprovat inicialment tant per 'TEMA com
per la FDA el 2013, TEMA va retirar-ne l'autoritzacié de comercialitzacio
per 'abandonament del tractament d’una alta proporcio dels pacients a

causa dels efectes secundaris.

Altres medicaments formats per acids nucleics per a indicacions terapeutiques

variades es troben en fase de desenvolupament o en fase clinica, a I'espera

dels resultats per a la decisio final d’aprovacié per ser comercialitzats. Entre ells

es troben :

AVI9002 i AVI9003: Per a terapia génica antisentit amb oligomers
morfolino per al tractament de l'infeccié pel virus de 'Ebola i de Marburg,
respectivament, ambdds causants de febres hemorragiques (lversen et
al., 2012).

Trabedersen: Oligonucleotid antisentit que bloqueja I'expressio del TGF-
B (factor de creixement tumoral beta), sobreexpressat principalment en
gliomes i carcinomes pancreatics (Jaschinski et al., 2011).

Talimogene laherparepvec (T-VEC): Vector constituit per un plasmidi de
DNA que conté el gen del factor GM-CSF transfectat per mitja d'un
vector viral amb capacitat oncolitica (HSV-1, Herpes simplex virus 1).
Esta indicat pel tractament del melanoma (Goins et al., 2014).

Fins el moment no existeixen en el mercat medicaments que combinin sistemes

no virals de vehiculitzacié amb acids nucleics, per la qual cosa aquesta linia de

58



INTRODUCCIO

recerca de gran potencial té encara molt recorregut i justifica I'esforc a realitzar

en aquest sentit.

L’esfor¢ en la recerca portada a terme durant les ultimes décades quant a la
utilitzacié d acids nucleics com a medicines, gracies als espectaculars avencos
en la tecnologia del DNA recombinant, aixi com la possibilitat de transport
d’aquests i altres molécules a la cél-lula a partir del desenvolupament de nous
sistemes de transport d’escala nanometrica ha propiciat que la terapia génica

hagi deixat de ser una hipotesi i s’hagi comencat a fer realitat.

Els cada cop més innovadors, especifics i, al mateix temps, més necessaris
tractaments per a algunes malalties d’alta complexitat converteixen els avencos
en aquest camp en un procés lent i ple dobstacles. En part també, i
paradoxalment, a causa de I'enorme diversificacié de possibilitats. Malgrat tot,
es segueix aprofundint en el coneixement d’aquestes linies de recerca.
L’objectiu ultim és possibilitar de forma universal I'Gs eficient d’aguestes noves
metodologies terapéutiques en simbiosi entre la tecnologia farmaceéutica i la

bioguimica i biologia moleculars.

Les oportunitats que ofereixen les noves metodologies basades en el DNA
recombinant son enormes, com també ho son el usos inadequats que se’n
poden derivar. El seu desenvolupament i aplicacions han de regir-se sempre
per la seva finalitat terapéutica a I'empara d’'una normativa reguladora, que
contempli els aspectes etics i legals per assegurar-ne un Us i aplicacions

segurs.
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1. MATERIALS

Tant els materials de partida, reactius i solucions, aixi com els equips utilitzats en

la recerca experimental es presenten agrupats segons el procés en qué han estat

emprats.

1.1 SINTESI DE NANOPARTICULES POLIMERIQUES CATIONIQUES DE QUITOSAN-
TPP

L’obtencié de les nanoparticules polimeriques cationiques de quitosan-TPP s’ha

realitzat a partir de:

Quitosan de baix pes molecular (LMW, low molecular weight), amb un grau
de desacetilacio del 75-85% (Sigma-Aldrich, Estats Units. Lot
MKBK4182V).
Soluci6 reguladora preparada a partir de:
Acid acétic glacial (Fagron Ibérica, Espanya. Lot L09120105).
Acetat sodic 3-hidrat (Panreac, Espanya. Lot 0000376703).
Per aconseguir I'entrecreuament del polimer s’ha utilitzat tripolifosfat sodic
(Panreac, Espanya. Lot 0000372382).
Els filtratges s’han realitzat amb filtres de paper qualitatius de 43-48 um de
mida de porus (Filterlab, Espanya).
L’aigua utilitzada s’ha obtingut mitjancant un modul Milli-Q A10 (Millipore,

Franca).

1.2 SINTESI DE NANOPARTICULES LIPIDIQUES SOLIDES CATIONIQUES

L'obtencié de les nanoparticules lipidiques solides cationiques s’ha realitzat a

partir de:

Lipids matricials: Acid estearic (Merck, Alemanya. Lot K39752861-949),
Compritol® 888 ATO (Gattefossé, Franca. Lot 109444) i Precirol® ATO 5
(Gattefosse, Franca. Lot 115153).
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Com a lipid cationic s’ha utilitzat octadecilamina (Acros Organics, Belgica.
Lot A0307242)

Com a tensioactiu s’ha utilitzat Poloxamer 188 (Basf, Alemanya. Lot
550003; Sigma-Aldrich, Estats Units. Lot SLBF9298V ).

Els filtratges s’han realitzat amb filtres de paper qualitatius de 43-48 um de
mida de porus (Filterlab, Espanya).

L’'aigua utilitzada s’ha obtingut mitjancant un modul Milli-Q A10 (Millipore,

Franca).

1.3 LIOFILITZACIO

S’han utilitzat les seglients substancies de carrega:

Mannitol (Fagron, Espanya. Lot LO9060027).
Trehalosa (Cargill-Cerestar, Estats Units. Lot 120608).

1.4 ASSAJOS DE VIABILITAT | TRANSFECCIO CEL-LULAR

Per als experiments de transfeccio cel-lular s’han utilitzat els seguents llinatges:

Linia cel-lular HEK293T (llinatge procedent de cel-lules renals d’'un embrio
huma, Human Embryonic Kidney 293T)

Linia cel-lular HeLa (llinatge procedent de cel-lules epitelials humanes d’un
carcinoma cervical)

Plaques de cultiu i lentilles (Nalge Nunc International, Estats Units),
Lipofectamina (Invitrogen, Estats Units)

Fosfat calcic (Sigma-Aldrich, Estats Units)

Medis de cultiu DMEM de diferents composicions (Dulbecco’s Modified

Eagle Medium, Gibco, Estats Units)

Reactius per a tincions cel-lulars:

DAPI (4’,6-diamino-2-fenilindol) (Invitrogen, Estats Units)
Trypan Blue 0,4% (Gibco, Estats Units)
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1.5 PLASMIDIS D’EXPRESSIO EUCARIOTA

Els diferents plasmidis s’han obtingut en quantitat suficient mitjangcant
transformacié bacteriana en Escherichia coli i purificacié posterior amb el kit
QIAGEN® Plasmid purification (Midi).

Plasmidis pEFBOS-T7-TCERGL1 [591-1098]/[1-1098]
Plasmidis pEFBOS-GFP/ECFP-T7-TCERG1 [591-1098]
Plasmidi pEFBOS-GFP-T7-FF4FF5ASRPK1

Plasmidi pcDNA3-FLAG-LIN28B

Plasmidi NF-kB-c-fos-LUC

La quantificacié s’ha portat a terme amb el segiient equipament:
- Espectrofotometre Nanodrop (ND-1000) per a la quantificacio i establiment
del nivell de puresa d’acids nucleics.

1.6 ELECTROFORESIS EN GEL D’AGAROSA

Els assajos de mobilitat electroforetica de pDNA i/o siRNA s’han portat a terme en
gels d’agarosa, amb les segiients caracteristiques i components:
- Agarosa D-1 Media EEO al 0,8% (Pronadisa)
- Tampo TAE 1x (Tris acetat 40 mM, EDTA 1 mM)
- Tampd de carrega amb un 0,25% (w/v) de blau de bromofenol, 0,25% (w/v)
de xilenocianol FF i 30% (v/v) de glicerol.
- Marcador de pes molecular TriDye™ 1 kb DNA Ladder (New England
BioLabs).
- Bromur d’etidi (EtBr) com a metode de tincid per a la visualitzacié del DNA.
- RedSafe™, solucié per a tincio de DNA (20,000x) (IntronBiotechnology,
Inc., Corea del Sud).
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1.7 ANALISI DE PROTEINES PER WESTERN-BLOT (SDS-PAGE)

Per a la formacié del gels, s’han utilitzat els seglients components:
- Aigua bidestil-lada (Millipore Synthesis A10, Franca)
- Acrilamida al 30% (Sigma-Aldrich, Estats Units)
- Bisacrilamida al 1% (Biorad, Estats Units)
- Tampo TRIS-HCI 1.5M a pH 8.8
- SDS al 10% (Fluka, Suissa)
- Persulfat amonic al 10% (Gibco, Estats Units)
- TEMED (Amresco, Estats Units)

Les solucions, reactius i altres materials utilitzats es detallen a continuacio:
- Tampd de lisi T7 (Hepes pH 7,9, NaCl i EDTA)
- Nonidet fosfat-40 (NP-40) (Sigma-Aldrich, Estats Units)
- Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Estats Units)
- Fenilmetil-sulfonil -fluorur (PMSF) (Applichem, Alemanya)
- Tampd6 SDS 10%
- Tampo6 Laemli (TRIS, glicina, i SDS)
- Membranes de nitrocel-lulosa (Amersham Biosciences, Estats Units)
- Llet desnatada al 5% p/v, PBS 1X i Tween 20 al 0,1% v/v.
- Anticossos anti-CDK9 (Rabbit sc-484 de Santacruz. 1:2000)
- Anticossos anti-T7 (Rabbit A190-1172 de Bethil (1:20000)

1.8 ANALISI DE PROTEINES PER BIOLUMINESCENCIA

- Kit comercial Dual Luciferase Assay (Promega, Estats Units)
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1.9 SIRNA

Oligonucleotid de sintesi de doble cadena contra TCERGL1 (Isogen Life Sciences,

Paisos Baixos), modificat amb el fluorofor Cy3 amb les seqliencies seguents:

Sequencia nucleotidica de la cadena sense:

5'- CY3BGGAGUUGCACAAGAUAGUUTT -3’ (21 nt)
Sequéncia nucleotidica de la cadena antisense:

3'- TTCCUCAACGUGUUCUAUCAA -5’ (21 nt)

Les dues cadenes es subministren per separat. EI tampd d'anellament de les

cadenes de siRNA subministrades té la seglent composicio:

= 30 MM HEPES-KOH pH 7.4
= 100 mM KCI

= 2 mM MgCl,

= 50 mM NH4AC

2. INSTRUMENTAL

Per a la sintesi i caracteritzacio de les nanoparticules polimériques cationiques de

quitosan-TPP s’han utilitzat els seguients equips:

Balanca analitica Dual Range XS105 (Mettler-Toledo, Suissa).

Balanca de precisio Precisa 600C (Precisa AG, Suissa).

Liofilitzador Telstar L-3 (Azbil Telstar, Espanya).

Difractor laser Mastersizer 2000 acoblat a modul Hydro 2000S (Malvern
Instruments, Regne Unit).

Mesura del potencial Z en equip Zetasizer Nano-Z (Malvern Instruments,
Regne Unit).

Agitador magnetic amb placa calefactora MR Hei-Tec (Heidolph,
Alemanya)

Vortex MS2 Minishaker (Ika, Alemanya)

Centrifuga Digicen 20-R (OrtoAlresa, Espanya)

Microscopi electronic de transmissié Jeol H-800-MT (Hitachi, Japo).
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Microscopi electronic de rastreig FE-SEM Jeol 7100 (Jeol, Japo)
Evaporador de carboni al buit Emitech 950 X (Quorum Technologies,
Regne Unit)

Microscopi de forca atomica Multimode 8 AFM acoblat a un modul

electronic Nanoscope Il Electronics (Bruker, Estats Units).

Per a la sintesi i caracteritzacidé dels components i de les propies nanoparticules

lipidiques solides cationiques s’han utilitzat els segiients equips:

Balanca analitica Dual Range XS105 (Mettler-Toledo, Suissa)

Difractor laser Mastersizer 2000 acoblat a modul Hydro 2000SM (Malvern
Instruments, Regne Unit).

Mesura del potencial Z en equip Zetasizer Nano-Z (Malvern Instruments,
Regne Unit).

Centrifuga Digicen 20-R (OrtoAlresa, Espanya)

Placa calefactora Agimatic (P Selecta, Espanya)

Bany termostatic Polystat K6 amb termostat Polystat cc3 (Huber,
Alemanya)

Agitador mecanic Ultraturrax T25 Digital (Ika, Alemanya)

Microscopi electronic de transmissio Jeol JEM 2100 LaB6 (Jeol, Regne
Unit)

Microscopi electronic de rastreig FE-SEM Jeol 7100 (Jeol, Japo)
Evaporador de carboni al buit Emitech 950 X (Quorum Technologies,
Regne Unit)

Microscopi de forca atomica Multimode 8 AFM acoblat a un modul
electronic Nanoscope Il Electronics (Bruker, Estats Units).

Espectroscopi de fotoelectrons Multitechniqgue PHI 5500 (Physical
Electronics)

Calorimetre DSC30 (Mettler-Toledo, Suissa)

Termobalanca TGA-851e (Mettler-Toledo, Suissa)

Difractor de raigs X PANalyticalX'Pert PRO MPD ©/6

Espectrometre de masses ThermoFinnigan TRACE DSQ

Equip de ressonancia magneética nuclear Varian VNMRS-400F (Regne
Unit)
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Els assajos de retardament en gel d’agarosa han precisat dels segtients elements:
- Estacié Gel Doc (BioRad, Estats Units) amb el software Quantity One, per
a la visualitzacio i quantificacié d’acids nucleics.

- Cambra d’electroforesi Sub-Cell GT Cell (bioRad) i font d’alimentacio

Per als estudis d’estabilitat a curt termini de les cSLN s’han utilitzat els seguents
equips:

- Nevera (LG, Corea del Sud)

- Estufes (Heraeus, Alemanya)

En l'analisi de proteines s’han utilitzat els equips seguents:
- Cubeta per a Western-Blot i font d’alimentacio (Bio-Rad, Estats Units).
- Agitador de plaques Stuart See-Saw Rocker SSL4
- Microcentrifuga Eppendorf Centrifuge 5415R
- Cassette de revelat
- Reactius de revelat. (Western Lightning Chemiluminiscence Reagent Plus
(PerkinElmer Life Sciences, Estats Units)
- Revelador Agfa Curix 60
- Pel-licula Agfa Curix RP2 Plus

En I'assaig de bioluminiscéncia s’han utilitzat els equips seguents:
- Luminometre (Berthold Detection Systems, Alemanya)

En els estudi de viabilitat i transfeccio cel-lular s’han utilitzat els components
seguents:
- Plagues M6 i M12 (Thermo Scientific Nunc, Estats Units)
- Cabina de flux laminar Faster BH-EN 2004
- Cambra a 37 °C al 5% CO, ThermoScientific Steri-Cycle CO, incubator
Hepa Class 100
- Cambra Neubauer
- Microscopi de camp clar amb objectiu invertit Olympus CKX 41 (Olympus
Corporation, Jap0)

- Camera fotografica acoplada Olympus DEE-D (Olympus Corporation, Japo)
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- Microscopi confocal LEICA TCS SP5 amb sofware LAS-AF per a
I'adquisicio d'imatges.

3. METODES

3.1 SINTESI DE NANOPARTICULES DE QUITOSAN-TPP

Les nanoparticules de quitosan-TPP es sintetitzen (figura 17) utilitzant una
modificacié del métode original de gelificacié ionotropica (Calvo et al. 1997), que

es descriu a continuacio:

- Dissolucié del quitosan a una concentracio del 0,2% p/v en una solucio
reguladora d'acetat ajustada a pH 5 amb una soluci6 de NaOH al 10%
(Gan et al. 2005, Nasti et al. 2009).

Per a aix0, es prepara la solucio reguladora d'acetat a partir d'acid aceétic
glacial i acetat sodic 3-hidrat. Un cop ajustat el pH, es prenen, per
exemple, 100ml, en els quals es dissolen 200 mg de quitosan, obtenint-se
aixi la concentracié al 0,2% p/v.

- La soluciéo es sotmet a agitaci6 magnetica durant 3 hores, fins a la

completa dissolucié del quitosan en la solucio reguladora d'acetat.

- Filtratge de la solucié a través de paper de filtre qualitatiu, per tal
d'eliminar restes de quitosan que no hagin pogut ser solubilitzades.

- Preparacié de la solucié del polianié tripolifosfat sodic (TPP) a una

concentracio de 0,84 mg / ml, amb aigua ultrapura.

- La sintesi es duu a terme afegint gota a gota 12 ml de la soluci6é de TPP
a 30 ml de la soluci6 de quitosan solubilitzat, sota agitaci6 magnética
suau. Les nanoparticules es formen espontaniament per gelificacio
ionotropica (Vila et al. 2002; Carrillo et al., 2014).

- La suspensid obtinguda es filtra per eliminar possibles agregats formats

durant la reacci6.
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Una part de la suspensio obtinguda es distribueix en vials per a la seva liofilitzacio
i conservacio, i a partir de la qual es realitza una presa d'imatges per microscopia.
Per tal d'avaluar la influencia dels diversos parametres operacionals del métode
de gelificacié ionotropica en les propietats de les nanoparticules obtingudes i la
seva tendéncia a la formacié d'agregats, aquesta reaccio de sintesi s’estudia en

dues fases, sota diferents condicions experimentals.
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Figura 17. Procediment de la gelificaci6 ionotropica per a I'obtencié de nanoparticules de

quitosan-tripolifosfat.
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3.2 DISSENY EXPERIMENTAL PER A L'ANALISI DE L'EFECTE DELS PARAMETRES
OPERACIONALS EN LES CARACTERISTIQUES DE LES NANOPARTICULES

Els factors estudiats en un primera aproximacio son els seguents:
- Velocitat d'agitacié durant la reaccio de sintesi.
- Temps de reacci6 per a la sintesi de les nanoparticules.
- Temps transcorregut en l'addicié de TPP a la solucié de quitosan.
- Filtratge de la solucié obtinguda immediatament després de la finalitzacio
del temps de reaccié de sintesi. Aquest parametre s'avalua de forma
gualitativa, amb [I'Unica finalitat de valorar la possibilitat de retencid
d'agregats microscopics a traveés d'un paper de filtre amb un diametre de
porus de I'ordre de micres. A partir del filtrat es procedira a la mesura de la
mida de particula.

Es porta a terme un disseny factorial multinivell de tipus 2 aleatoritzat, en queé
s'avaluen els quatre factors esmentats anteriorment a dos nivells (disseny 2%). Es
realitzen, per tant, un total de 16 experiments. A partir del resultat, es prioritza
I'eleccio de I'execucio experimental en que la reaccio de sintesi consumeixi menys
temps, i en la qual la mida mitjana de particula sigui acceptable.
Posteriorment, s'aplica un segon disseny experimental a partir dels resultats de
I'anterior, en que es tenen en compte els factors seguents:

- Velocitat d'agitacié durant la reaccio de sintesi.

- Temps de reacci6 per a la sintesi de les nanoparticules.

- Temps transcorregut en l'addicié de TPP a la solucié de quitosan.

També en aquest cas es realitza un nou disseny factorial multinivell de tipus 2*
aleatoritzat; en aquest cas s'avaluen els tres factors esmentats més amunt a dos
nivells (disseny 23). El nombre d'experiments duts a terme és de 8.

A la taula 1 es mostra en detall el primer disseny experimental, amb les diferents

combinacions.
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. Temps
. Temps de reaccio . .
. Velocitat . : transcorregut en  Filtratge posterior
Experiment o per a la sintesi s . .
d’'agitacio (rpm) . I'addicié de TPP a la sintesi
(min) .
(min)
1 500 22 20 Si
2 700 22 10 Si
3 700 30 20 Si
4 500 30 20 Si
5 500 22 10 NO
6 500 22 20 NO
7 700 30 10 NO
8 500 30 10 NO
9 700 30 20 NO
10 700 22 20 Si
11 500 30 10 Si
12 500 30 20 NO
13 700 30 10 Si
14 700 22 10 NO
15 500 22 10 Si
16 700 22 20 NO

Taula 1. Disseny experimental 2*. Cadascun dels tres factors s’estudia a dos nivells. Rpm

es refereix a revolucions per minut.

A la taula 2 es mostra de forma detallada el segon disseny experimental amb les

diferents combinacions.
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L Temps
Temps de reaccio P

Experiment Velocitat or a la sintesi transcorregut en
P d'agitacio (pm) P _ laddicio de TPP
(min) .
(min)
1 700 15 5
2 500 15 10
3 700 10 10
4 500 10 5
5 700 15 10
6 500 15
7 700 10
8 500 10 10

Taula 2. Disseny experimental 2°. Cadascun dels tres factors s’estudia a dos nivells.

Posteriorment, i després de fixar la resta de parametres, s'avalua la influéncia de
la velocitat d'agitacio sota la qual té lloc la reaccié de gelificacio ionotropica, en
l'interval entre 500 i 900 rpm. S'analitza la possible influencia en la mida de
particula i els seus efectes en el rendiment en termes de distribucio de
I'esmentada mida obtinguda per a cada condicié.

L'analisi estadistica es realitza mitjancant I'aplicacié Statgraphics Centurion 5.6.

3.3 SINTESI DE NANOPARTICULES LIPIDIQUES SOLIDES CATIONIQUES (CSLN)

La formula de partida es compon de 500 mg de lipid matricial, 800 mg del lipid
cationic octadecilamina i 400 mg de tensioactiu (Poloxamer 188). Com a primer
pas per a l'optimitzacié de la formulacid, s'analitzen, en termes de mida de
particula resultant, els segients lipids matricials: Compritol® 888 ATO, Precirol®
ATO 5 i acid estearic. Un cop triat el lipid matricial apropiat (en termes de mida de
particula), es duen a terme diversos experiments en qué es modifica la quantitat
d’octadecilamina i Poloxamer 188, mentre que la quantitat de lipid matricial es
manté constant fins a aconseguir la formulacié optima.

Les cSLN s'obtenen mitjancant el metode de microemulsificacio en calent (Vighi et
al., 2010). Tots els components s'escalfen 5-10 °C per sobre dels seus respectius
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punts de fusio. A continuacio, la matriu lipidica s'aboca en la barreja composta pel
lipid cationic, l'aigua i el tensioactiu. Es forma una emulsio en calent per agitacio
de la mescla a 20000 rpm durant 10 minuts. Després, lI'emulsié es dispersa
immediatament en aigua refredada a 2-3 °C, a una ratio aproximada de 1:5 (figura
25). Les cSLN es formen sota agitaci6 a 20000 rpm durant 10 minuts. La
suspensié es centrifuga a 15000 rpm durant 30 minuts per eliminar qualsevol

exceés de tensioactiu i després es filtra per al seu posterior analisi.
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A: Acid estearic
B: Aigua, Poloxamer 188 i octadecilamina
A
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Figura 25. Obtenci6 de nanoparticules lipidiques solides cationiques per

microemulsificacié en calent.
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3.4 DETERMINACIO DE LA MIDA DE PARTICULA

L’analisi de la mida de particula té com a objectiu poder definir quantitativament la
mida de les particules, ja sigui com a funcio del diametre, area o volum.

Els equips de determinacié de mida de particula faciliten resultats a partir d’'una
distribuci6 de particules tridimensionals que poden no ser perfectament
esfériques. Per tant, necessariament cal procedir com si fossin esferiques o
adaptar la quantitat final mesurada a la d’'una esfera equivalent (Skoog et al.,
2008).

En el cas de les nanoparticules d’aquest treball, la mida de particula es dona com
a diametre mitja a partir de les arees superficials mesurades. Aquest parametre es
defineix estadisticament com a D [3,2] (surface weighted (or Sauter) mean
diameter) (Merkus, 2009).

Un dels metodes més utilitzats per a la determinacié de la mida de particula és la
dispersié de llum laser d’angle baix o difraccio laser (figura 18). A partir del
tractament matematic aplicat als angles de difraccié generats quan la mostra
s’exposa al feix de llum laser - teoria de la dispersié de Mie i teoria de la difraccié
de Fraunhofer, en el cas d’aquest treball-, s'infereix la distribucié6 de mides de
particula (Skoog et al., 2008).

En les nanoparticules de quitosan-TPP, aixi com en les cSLN, la mida de particula
es determina efectivament mitjancant difraccio laser en un equip Mastersizer 2000
acoblat a un modul Hydro 2000SM per al tractament de mostres en solucio, fixat a
una velocitat d’agitacio de 800 rpm. Tant a causa del metode d’obtencio de les
nanoparticules, -molt poc concentrades-, com per la seva morfologia, el fet
d’utilitzar un medi liquid on suspendre les nanopatrticules i que aquestes hi siguin
insolubles n’afavoreix el procés de mesura. Aquesta suspensio facilita una
distribuci6 més homogenia de les nanoparticules i ajuda a minimitzar eventuals
forces de cohesio que es poden donar entre particules i que poden facilitar la seva
aglomeracié. Tanmateix, la velocitat d’agitacio aplicada al propi modul Hydro
2000SM per fer circular la mostra pot contrarestar aquesta avantatge, per la qual
cosa esdeve un factor a tenir en compte.

Per a la mesura, totes les mostres s'analitzen per triplicat, i se n'utilitza una
guantitat suficient fins a aconseguir-se I'obscuracid adequada. Els resultats

s'expressen com a diametre mitja superficial (D [3,2]), en nanometres (nm).
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Figura 18. Fenomen de difraccio de la llum laser (lesmat).

3.5 DETERMINACIO DEL POTENCIAL Z

La determinacio del potencial zeta €s un reflex de la carrega eléctrica superficial
de les nanoparticules. En el cas de nanoparticules cationiques lipidiques solides,
interessa poder determinar la carrega positiva en superficie que ha de permetre la
unié d’acids nucleics per interaccié electrostatica.

El model de la doble capa pretén explicar com actuen les forces d’atraccio i
repulsio en la proximitat de la superficie de la nanoparticula (figura 19).

Quan es considera una nanoparticula carregada positivament, aquesta atrau al
seu voltant ions negatius (contra-ions). Aquests contra-ions constitueixen una
capa rigida que envolta la nanoparticula, anomenada capa d’Stern. A continuacio,
es forma una altra capa on s’hi troben més ions negatius, aixi com d’altres de
positius que intenten aproximar-se a la nanoparticula. En aquesta zona,
s’estableix un equilibri dinamic entre aquests dos tipus d’ions, i constitueix el que
s’anomena capa de difusio. La quantitat d’ions positius va augmentant a mesura
que creix la distancia respecte de la nanoparticula, mentre que disminueix la
d’ions negatius. SOn els contra-ions negatius de la capa d'Stern i els de la capa de
difusié els que donen nom al model de la doble capa. En el limit de la capa de
difusioé té lloc la mesura del potencial Z, entes com a potencial eléctric superficial i,
per tant, el punt que déna idea de la quantitat de carrega, en aquest cas positiva,

de la nanoparticula, i que és mesurada en milivolts (mV) (Adamson et al., 1967).
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Pel que fa al métode instrumental, el valor de potencial Z es determina mitjancant
microelectroforesi laser Doppler i dispersio electroforética de la llum, en un equip
Zetasizer Nano-Z (Malvern Instruments). La velocitat amb qué les nanoparticules
del limit de la capa de difusié es mouen entre els electrodes de la cél-lula (figura
20) just després de I'aplicacié d’'un camp eléctric esta relacionada amb el valor de
potencial Z. Aixi doncs, a partir d’'aquesta velocitat de mobilitat electroforetica es
calcula el valor de potencial zeta.

Per a la mesura del potencial Z en nanoparticules polimeriques cationiques de
quitosan-TPP i nanoparticules lipidigues solides cationiques (cSLN), totes les
mostres s'analitzen per triplicat i els resultats s'expressen com a voltatge mitja, en

milivolts (mV).

CAPADE DIFUSIO

CAPA D'STERM

-

\ I POTENCIAL DE SUPERFICIE |
| |

Figura 19. Model de la doble | POTENCIAL D'STERN
capa en que es fonamenta la
mesura del potencial Z.

“/| ELECTRODES

Figura 20. Tipus de cel-lula utilitzada
per a la mesura del potencial Z.

(lesmat)
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3.6 LIOFILITZACIO DE NANOPARTICULES

El procés de liofilitzacid consisteix en l'eliminacié de l'aigua d’'una mostra en
condicions d’alt buit. La finalitat és la preservacié de la mostra, ja que en abséncia
d'aigua s'impossibilita el creixement bacteria que la podria malmetre.
Primerament, cal la congelacio de la mostra, I'aigua de la qual, en les condicions
de buit aplicades durant el proceés, s’elimina per sublimacio: passa directament de
I'estat solid a I'estat gasés. Aquesta etapa es coneix com a assecat primari. En
funcié6 de les caracteristiques de la mostra, cal portar a terme un assecat
secundari, la finalitat del qual és I'eliminacioé de les molécules d’aigua que no han
estat congelades en la primera fase del procés de liofilitzacid, pel fet de trobar-se
fortament lligades a l'interior de la mostra (Hernandez, 2003).

En el procés de liofilitzacié de les nanoparticules de quitosan-TPP cal afegir un
crioprotector, que en aquest cas ha estat el mannitol. La funcié principal en aquest
tipus de producte és la d’actuar com a substancia de carrega, aixi com facilitar la
redispersio posterior del liofilitzat.

Per a la liofilitzaci6 de les nanoparticules de quitosan-TPP obtingudes, es
procedeix com segueix: La suspensio filtrada amb les nanoparticules de quitosan-
TPP es centrifuga a 12000 rpm a 15°C durant 10 minuts.

A continuacio, es descarta el sobrenedant i es procedeix al rentat del pellet, que
conté les nanoparticules precipitades, mitjancant aigua ultrapura. El procés de
rentat es realitza per duplicat. El pellet és a continuacié resuspes amb 2 ml d'una
solucié de mannitol al 2% p/v, amb ajuda de vortex per facilitar la resuspensio de
les nanoparticules.

Finalment, s'omplen els vials per liofilitzar.

La liofilitzacio (figura 21) es porta a terme en condicions estandard, en un
liofilitzador Telstar L-3, amb una durada del procés de 48 hores. Temperatura de

congelacio: -47°C. Temperatura de calefaccio: 40°C.
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Figura 21. Imatge d’'una suspensio de

nanoparticules de quitosan-TPP abans i

després del procés de liofilitzacio.

Pel que fa a les cSLN, la liofilitzacié directament a partir de la suspensio
obtinguda, amb i sense crioprotector (trehalosa 5%, ratio 1:1), segons l'assaig a
realitzar. No s’aplica una temperatura d’escalfament per forcar 'assecat secundari
per evitar qualsevol risc de fusi6 al tractar-se de components termolabils, siné que
es deixa que les mostres liofilitzades acabin equilibrant-se per si soles amb la

temperatura ambient.

3.7 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISSIO (TEM, TRANSMISSION
ELECTRON MICROSCOPY)

La microscopia electronica es fonamenta en I''s d’un feix d’electrons per obtenir
informacié morfologica o estructural de materials.

La menor longitud d’'ona dels electrons respecte la de la llum visible fa que els
fenomens de difraccio tinguin lloc a una escala molt menor i la resolucio d’'imatge
en aquest tipus de microscopia és molt major que en la microscopia optica.

En la microscopia electronica de transmissié es prenen imatges generades a
partir dels electrons que travessen una mostra, generats per una pistola
d’electrons situada a dalt de tot de la columna de I'instrument (figura 22), i que es
troba en condicions d’alt buit. Per tal de minimitzar les interaccions electro-matéria
qgue provoquen l'atenuacié dels electrons per part de la mostra, aquesta ha de
preparar-se en fines lamines. Per a mostres solides dispersades en un solvent, cal
dipositar una gota en una petita reixeta esferica revestida de carboni. Un cop
seca, es pot visualitzar directament. Els electrons que travessen la mostra

impacten sobre una pantalla de fosfor i es genera llum que és processada per
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generar la imatge, que és bidimensional i permet visualitzar tant la superficie com

I'estructura interna del material estudiat (McMahon, 2007).
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Figura 22. Microscopi electronic de transmissio i les seves parts principals (Department
of Physics, The Chinese University of Hong Kong).

Les mostres de nanoparticules polimeriques cationiqgues de quitosan-TPP
s’observen en un microscopi Hitachi H-800-MT (Hitachi High-Technologies) a 200
KV, i les nanoparticules cationiques lipidiques solides en un microscopi JEOL JEM
2100 (LaB6), a 200 kV en mode TEM. Les imatges s’adquireixen amb una camera
Orius 1000 ccd (Gatan, Estats Units). Ambdues mostres es preparen en reixetes

de coure revestides amb una pel-licula de carboni perforat.
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3.8 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE RASTREIG (SEM, SCANNING ELECTRON
MICROSCOPY)

Aquesta modalitat de microscopia electronica dona informacié de la morfologia
externa de les mostres visualitzades, generant imatges tridimensionals. El
fonament de la tecnica (figura 23) consisteix en disparar un finissim feix
d’electrons d’'una determinada energia (mesurada en keV) sobre una mostra, de
forma que té lloc un escombratge de tota la seva superficie, tant en I'eix x com en
el y. Per a aix0, la mostra ha de permetre la lliure circulacié d’electrons. Si de
forma natural aixo no és aixi, cal revestir-la amb una capa conductora del gruix
adequat.

La mostra es troba en una cambra en la que s’ha fet el buit. La imatge es
construeix a partir del patré d’escombratge generat fonamentalment per electrons
retrodispersats i electrons secundaris, que son captats pels detectors de I'equip
(Skoog et al., 2008).

La preparaci6 de mostres tant de nanoparticules de quitosan-TPP com de
nanoparticules lipidiques solides cationiques (cCSLN) per a la seva visualitzacio per
microscopia electronica de rastreig es realitza de la segient manera: una fina
capa de la mostra liofilitzada es col-loca sobre una cinta circular de carboni de
doble cara, la qual es diposita adherida en un portamostres (stub). L'excés de
mostra s'elimina mitjancant una pistola d'aire comprimit. Posteriorment, es
procedeix al seu recobriment amb un material conductor en un equip Equip
Polaron ES100 (Polaron Instruments). El recobriment es realitza amb carboni (C),
en atmosfera inert d'argé (Ar). Les imatges s'adquireixen mitjan¢cant un microscopi
electronic de rastreig Hitachi S4300 d'emissi6 de camp (Hitachi High-

Technologies), aplicant un flux d'electrons corresponent a una energia de 10 keV.
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Figura 23. Estructura interna basica d’'un microscopi electronic de rastreig (Purdue

University, Indiana, Estats Units).

3.9 MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA (AFM, ATOMIC FORCE MICROSCOPY)

La tecnica de microscopia de for¢ca atomica permet assolir prou resolucié per a la
visualitzacio d’atoms aillats i, per extensié de la superficie de qualsevol solid. Com
a principal avantatge respecte d'altres tecniques microscopiques, la mostra
analitzada no és necessari que sigui conductora electrica. A més, no cal efectuar
cap preparacié préevia de la mostra, i la visualitzacid es realitza en condicions
ambientals.

Tecnicament, les imatges son el resultat de mesurar la for¢ca rebuda per una
sonda molt fina i transmesa en forma de deflexio d’'un raig laser que impacta
sobre una palanca (que actua, per tant, com a sensor de for¢a) que sosté aquesta
sonda. Aquest forca, de poca intensitat i que es manté constant, és consequiencia
de la proximitat d’aquesta a la superficie de la mostra. Per tal de poder determinar
les caracteristiques de la superficie, la sonda de la palanca es mou resseguint els

contorns de la mostra (figura 24).
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La técnica d’AFM pot operar en diferents modes, en funcié de si la punta entra o
no en contacte amb la superficie de la mostra, i de com es produeix aquest

contacte (continu o discontinu) (Binnig i Quate, 1986).
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Figura 24. Il-lustracio de les parts d’un microscopi de forca atdomica (University of Virgina.

School of Medicine, Estats Units)

3.9.1 CARACTERITZACIO DE NANOPARTICULES DE QUITOSAN-TPP PER AFM

Les imatges topografiques s'adquireixen a partir de mostres fresques obtingudes a
partir de les condicions experimentals corresponents a cada velocitat d’agitacio
estudiada (500, 600, 700, 800 i 900 rpm), en un microscopi de forca atomica
Multimode 8 AFM acoblat a un modul electronic Nanoscope IlI Electronics
(Bruker). S'utilitza el mode peak force tapping per a l'analisi de la superficie.
Aquest mode d'imatge utilitza corbes de forca individuals per detectar la preséncia
de la superficie per deflexié de la palanca de la sonda. Aquesta deflexié, que es

pot calcular com a forca vertical aplicada, es manté constant i s'utilitza com un
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senyal de realimentacié per rastrejar la superficie de la mostra. Les sondes
utilitzades sén de silice i rectangulars, amb un valor nominal de constant elastica
de 40 nN/nm (VistaProbes).

3.9.2 CARACTERITZACIO DE CSLN 1LIPOPLEXOS CSLN:PDNA PER AFM

Es porta a terme una analisi morfologica de les cSLN i dels lipoplexos cSLN:pDNA
per mitja de microscopia de forca atomica (AFM). Les imatges topografiques
s'adquireixen en un equip Multimode 8 AFM acoblat a un modul Nanoscope V
Electronics (Bruker), per mitja del mode peak force tapping. Les corbes de forca
s'adquireixen a una frequencia de 2 kHz i s'apliquen 300 pN com a forca vertical.
Aquesta baixa forca preserva tant la integritat de la mostra com de I'apex de la
sonda. Les sondes d'AFM es componen de palanques de nitrur de silici triangulars
i una piramide d'oxid de silici, amb un valor nominal de constant elastica de 0,35
nN/nm (sondes SNL-10, Bruker).

La preparacio de la mostra es realitza de la manera seguent: Per a l'analisi
morfologica de cSLN aillades, la mostra liofilitzada es resuspén en aigua ultrapura
immediatament abans de ser visualitzada. Per a la visualitzacié dels lipoplexos
cSLN:pDNA, s'omet aquest pas. A continuacidé, 20 ml de la mostra d'interes
s'aboquen en un portaobjectes de vidre pla, previament enganxat sobre un disc de
tefl6 amb epoxi de dos components. Després de 2 minuts, la mostra s'esbandeix
suaument amb aigua ultrapura i es realitzen les fotografies en liquid. Abans
d'iniciar el procés d'adquisicio d'imatges, les mostres es deixen estabilitzar durant
30 minuts per equilibrar termicament la mostra i la sonda AFM amb el medi
ambient, amb la finalitat de prevenir la deriva del piezoscanner. Les imatges
s’adquireixen a 0,5 Hz i 768x768 pixels. La detecci6 i I'analisi de particules es

realitza utilitzant el programari d'analisi Nanoscope Analysis (Bruker).
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3.10 DETERMINACIO DE PROPIETATS NANOMECANIQUES (MODUL DE YOUNG) DE
LES CSLN PER MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA NANOMECANICA
QUANTITATIVA (AFM-QNM®)

Amb aquesta técnica es quantifica el modul de Young de les cSLN per tal de
caracteritzar-les des del punt de vista nanomecanic.

La nanomecanica quantitativa (QNM®) utilitza el mateix tipus d’instrumentacié que
I’AFM convencional, i es pot considerar com a una evolucio del tapping mode. En
aquest cas, la interaccié entre la punta i la mostra és molt més suau; la forca
aplicada és molt menor, pel que pot arribar a ser de 10 pN. Punt a punt, la punta
baixa, comprimeix la mostra | torna a pujar, generant una corba de forca per a
cada punt. Aquesta compressiO que deforma la mostra es tradueix en la
determinacié de les propietats elastiques del material estudiat. A partir d'aquestes
dades s’obté tant la imatge com el valor del modul de Young. L’avantatge d’aplicar
una forca tant baixa és que es deforma molt menys la mostra, aspecte
especialment important en el cas de mostres toves. Per altra banda, la punta es
desgasta i s’embruta en un grau molt menor, amb la qual cosa millora la resolucié
de les imatges obtingudes (Giessibl, 2003).

Per a les cSLN, les imatges topografiques s'adquireixen en un equip Multimode 8
AFM acoblat a un modul Nanoscope V Electronics (Bruker), per mitja del mode
Peak Force ScanAsyst mode. El punt d’ajust es fixa a 2 nN i la forgca d’amplitud de
pic és de 20-30 nm. Les sondes d'AFM es componen de palanques de nitrur de
silici triangulars i una piramide d'oxid de silici amb un valor nominal de constant
elastica de 0,35 nN/nm (sondes SNL-10, Bruker), radi de 8-10 nm i amb un limit
de forca de 10 nN.

La preparacio de la mostra es realitza de la manera seguent: A partir d’'una mostra
liofilitzada, es procedeix a ressupendre-la en aigua ultrapura immediatament
abans de portar a terme l'experiment. S’aboquen 40 ul de la suspensio
reconstituida en una superficie de mica recentment escindida i enganxada a la
superficie d’'un disc de tefld6. Es deixen transcorrer 10 minuts abans

d’ assecar la preparacié amb nitrogen sec.

Les mostres es visualitzen en atmosfera oxidativa.
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3.11 ESPECTROSCOPIA DE FOTOELECTRONS PER EMISSIO DE RAIGS X (XPS, X-
RAY PHOTOELECTRON SPECTROSCOPY) DE CSLN

Aquesta técnica (figura 26) proporciona informacioé sobre la composicié quimica
quantitativa de la mostra. La mostra és sotmesa a irradiacié6 amb raigs X (longitud
d’'ona entre 0,01-10 nm). L'espectre resultant representa I'energia cinetica dels
fotoelectrons emesos, la qual és funcid de I'energia d’enllac (Ep). Al mateix temps,
aquesta energia d’enllag és caracteristica per a cada atom i orbital. Cal tenir en
compte, doncs, que les energies d'enllag dels electrons situats als orbitals 1s
augmenten amb el numero atomic. Aquest fet s’explica perque quan major
carrega positiva té el nucli, major és I'energia d’enllag dels electrons de I'orbital 1s,
gue és el més proper al nucli atomic.

Els raigs X que irradien la mostra es generen per bombardeig electronic d’un
metall. En resposta, els electrons dels orbitals més propers al nucli del metall s6n
desplacats emetent quanta de radiacio X, i que espectralment es detecten com a
seéries de linies d’emissié (Ka, KB, La i/o LB). La linia d’emissié K és la que
presenta una longitud d’ona més curta i, per tant, més energeética.

Aixi, un fotdo d’energia coneguda (E = hv) d’'un feix monocromatic dels raigs X
previament generats, incideix sobre la mostra problema i provoca I'emissié d’'un
fotoelectr6, amb una energia cinética determinada i caracteristica segons
s'esmenta anteriorment, de manera que es poden identificar i quantificar els
elements quimics presents a la mostra (Skoog et al., 2008), fins a una profunditat

d’'uns 5-10 nm.
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Figura 26. Estructura d’'un espectrometre d’electrons (NTT Advanced Technology, Japo).
A la part inferior, detall ampliat de les transicions electroniques en la mostra com a

resposta a la irradiacié amb raigs X.

Per a les cSLN, és important la quantificacio del percentatge de nitrogen en la
seva superficie, ja que dona informacio sobre la carrega positiva que permetra la
unié a acids nucleics. En aquest cas, s'utilitza un equip Multitechnique PHI 5500
(Physical Electronics) amb una font de raigs X monocromatica (alumini, linia Ka

de 1486,6 eV i 350 W), situada perpendicular a l'eix de l'analitzador i calibrada
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utilitzant la linia de 3d5/2 d’Ag, amb una amplada total a la meitat del maxim
(FWHM, full-width at half maximum) de 0,8 eV.

L'area analitzada consisteix en un cercle de 0,8 mm de diametre, i la resolucio
seleccionada per a l'espectre general consisteix en una energia de pas de 187,5
eV i 0,8 eV/pas; per als diferents elements en els espectres de perfil de
profunditat, la resolucié seleccionada és una energia de pas de 23,5 eV i 0,1
eV/pas. Una pistola d'electrons de baixa energia (menys de 10 eV) s'utilitza per
ionitzar la superficie en cas necessari. Totes les mesures es realitzen en una

cambra d'ultra-alt buit, entre 5x10° i 2x107® torr.

3.12 CARACTERITZACIO TERMICA | ESTRUCTURAL DELS COMPONENTS DE
PARTIDA | DE LES CSLN

3.12.1 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE RASTREIG (DSC, DIFFERENTIAL
SCANNING CALORIMETRY)

La calorimetria diferencial de rastreig consisteix en la mesura de la diferencia de
temperatura entre la mostra problema i un material de referencia quan ambdos
sistemes es sotmeten a un escalfament controlat (figura 27). La temperatura
aplicada ha d'augmentar de forma lineal amb el temps. Aquest procediment
provoca que la mostra presenti una diferencia de temperatura respecte del
material de referéencia. Tant la temperatura aplicada a la mostra com aquesta
diferencia de temperatures entre la de la mostra i el material de referéncia es
representen graficament, i s'obté un termograma diferencial caracteristic d’aquella
mostra. El termograma reflecteix els canvis induits en la mostra com a
consequencia del programa de temperatura controlada aplicat, com ara canvis
d’estat, descomposicid, oxidacid, etc., que seran funcié de l'estructura de la
mostra i de I'eventual interaccié entre els seus components (Skoog et al., 2008).
Per a les cSLN, la calorimetria de rastreig diferencial s’utilitza per a I'avaluacié de
les possibles interaccions entre els components de la formulacié, en un equip
DSC-822e (Mettler-Toledo) amb un programa de temperatura que consisteix en
una velocitat d'escalfament de 10 °C/min en el rang de 30 °C a 200 °C. Aquest
instrument realitza la calorimetria de rastreig diferencial pel métode de flux de
calor: procedeix a la mesura de la diferencia de temperatura entre les safates que
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contenen la mostra i el material de referencia, i la converteix en un senyal de flux
de calor després d'un procediment de calibratge. Les mostres es pesen en
recipients d'alumini amb capacitat per a 40 ul; com a referéncia s'utilitza un
recipient buit. Un flux de nitrogen sec (50 ml / min) permet la realitzacio de l'assaig
en una atmosfera no oxidant.

Es realitza també una analisi del comportament térmic de cSLN liofilitzades amb i
sense trehalosa al 5% de forma analoga, a excepcié del rang de temperatura

estudiat, que en aquest cas és de 10 °C a 80 °C.

.-i'-.T I
MOSTRA REFERENCIA

Figura 27. Fonament de la calorimetria diferencial de rastreig per flux de calor (Institut fur

Technische Chemie. Technische Universitat Braunschweig, Alemanya).

3.12.2 ANALISI TERMOGRAVIMETRICA (TGA, THERMOGRAVIMETRIC ANALYSIS)

Aquest metode d’analisi termica té com a objectiu determinar canvis en la massa
d’'una mostra en funcié de I'aplicacié d’'un programa de temperatura en atmosfera
controlada. Es util per determinar pérdues de massa a causa de reaccions de
descomposicio i oxidacio, aixi com per poder identificar processos de desorcio,
sublimacié i vaporitzacio.

La representacié del canvi de massa induit per algun d'aquests fenomens

s’anomena corba de descomposicio termica (Skoog et al., 2008)
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Per efectuar I'analisi es disposa d’'una microbalanca col-locada dins d’'un forn
(termobalanga), amb una entrada i sortida d’aire, i un sistema de control de I'equip

I processament de dades (figura 28).

TERMOMETRE

SORTIDA

Q / MOSTRA O > 1ug

\

FORN

N2

AIRE BALANGA

Figura 28. Fonament de la técnica d’analisi termogravimetric (Institut fur Technische

Chemie. Technische Universitéat Braunschweig, Alemanya).

L’analisi termogravimetrica de les cSLN es realitza amb una termobalanca Mettler-
Toledo TGA-851e. S’analitzen dues mostres: cSLN liofilitzades amb trehalosa
com a crioprotector i cSLN liofilitzades sense crioprotector. Per a cada
experiment, la mostra es disposen gresol d’alumini de 70 ml, en atmosfera inert de
nitrogen sec a un flux de 50 ml/min, en linterval de 30 °C a 300 °C amb una

velocitat d’escalfament de 10 °C/min.

3.12.3 DIFRACCIO DE RAIGS X (XRD, X-RAY DIFFRACTION)

Es una técnica ampliament utilitzada per a la caracteritzacio de solids cristal-lins.
Es fonamenta en la generacid d’interferéncies constructives producte de la
interaccid entre els raigs X monocromatics incidents i una mostra amb estructura
cristal-lina, que difracta la radiacié incident. Aquests interferéncies es produeixen

quan les condicions satisfan la llei de Bragg (nA = 2d sin ) (Chiakin i Lubensky,
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2000). Per tal de coneixer I'estructura de la mostra, es realitzen escombratges
d’angles 26 amb l'objectiu de detectar totes les direccions de difraccié. La
deteccidé i processat dels raigs difractats per la mostra (patré de difraccid)
permeten la identificaci6 de la substancia present per comparacidé amb una

referéncia (figura 29).

Els patrons de difraccio de raigs X dels components a granel i d'una barreja fosa
d'acid estearic i octadecilamina s'obtenen en un difractometre per a mostres
solides PANalyticalX'Pert PRO MPD ©/©, amb un radi de 240 mm en una
configuracié amb feixos convergents que donen lloc a raigs X monocromatics, que
incideixen en un mirall de focalitzacid, i una geometria de transmissio amb les
mostres planes interposades entre pel-licules de baixa absorcio. En aquest cas,
les mostres polvoritzades analitzades s'intercalen entre pel-licules de poliester de
3,6 micres de gruix. Les condicions experimentals son les seguents: s'utilitza
radiacié Cu Ka (A = 1,5418 A), amb una poténcia de treball de 45 kV - 40 mA. Les
escletxes del feix incident defineixen una alcada de feix de 0,4 mm, amb 0,04
radiants Soller, tant en el feix incident com en el difractat. La longitud activa
(obertura) del detector PIXcel és de 3,347°. Els escombrats 26/© de 2 a 60 ° es
realitzen amb una mida de pas 0,026° i un temps de mesura de 200 segons per

pas.
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Figura 29. Fonament de la técnica de difracci6 de raigs X. (Rensselaer Polytechnic

Institute, Jonsson-Rowland Science Center, USA).

3.12.4 ESPECTROMETRIA DE MASSES (MS, MASS SPECTROMETRY)

En I'espectrometria de masses, els components d’'una petita quantitat de mostra
soén transformats en ions gasosos per bombardeig amb electrons, fotons, o per
altres medis. Els ions generats son dispersats en funcid de la relacio
massa/carrega (m/z), gracies a l'existencia d’'un imant (figura 30). Aquesta
dispersio és transformada en un senyal eléctric que un cop processat permet
I'obtencié d’un espectre de masses. Es necessari que el procés es realitzi en
condicions de molt baixa pressio, ja que aixi s’afavoreix la produccio i conservacio
dels ions (Skoog et al., 2008).

Els eventuals compostos resultants derivats de la interaccidé de l'acid estearic i

I'octadecilamina es determinen per mitja d'espectrometria de masses d'ionitzacio
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per electrospray (ESI-MS). Una barreja (1:1) d'acid estearic i octadecilamina
s'escalfa fins a superar en 5-10 °C el seu punt de fusié. A continuacié, la mescla
es deixa refredar a temperatura ambient i es polvoritza per obtenir una mida de
granul homogeni. L'analisi es realitza en un espectrometre de masses
ThermoFinnigan TRACE DSQ. La temperatura de la font ESI es fixa a 250 °C. La
mostra s'ionitza amb una energia de 70 eV i s'introdueix utilitzant una sonda DEP.
El control del procés i posterior analisi de dades es realitza mitjancant el

programari Xcalibur 1.3.
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Figura 30. Estructura d'un equip d’espectrometria de masses (Atkins i Carey, 2002).

3.12.5 ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTO
(1H-NMR, HYDROGEN NUCLEAR MAGNETIC RESSONANCE)

La ressonancia magnetica nuclear de protd, aplicada junt amb d’altres técniques
complementaries, t¢ com a objectiu la identificacid i elucidacié estructural de
molecules.

Els seus fonaments (figura 31) resideixen en la capacitat d’alguns nuclis atomics
amb espin i moment magnetic de patir divisions dels nivells d’energia com a

resposta a l'aplicacio d’'un camp magnétic intens. Aquest desdoblament dels
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nivells energetics, induits per la preséncia de I'esmentat camp magnétic, provoca
I'absorcid de radiacié electromagnetica. Agquesta absorcid és funcié de I'entorn
molecular, i per tant, de I'estructura molecular del compost en estudi.

En una RMN de protd, s'obté informacié dels diferents d’hidrogens que conté la
molécula, quant a nombre i tipus. L'entorn quimic d’aquests hidrogens, entés com
a grups funcionals dels que formen part o als que es troben propers, es coneix a
partir de la seva posicio a I'espectre obtingut.

La sonda constitueix un element important en aquesta técnica espectroscopica, ja
gue manté la mostra immobilitzada, i disposa d’'una série de bobines i turbines
que sOn necessaries per a produir I'efecte de ressonancia magneética (Skoog et
al., 2008).

En aquest treball, els compostos resultants derivats de la interaccio d'acid estearic
i I'octadecilamina es pretenen confirmar per mitja de ressonancia magneética
nuclear de prot6. Una barreja (1:1) d'acid estearic i octadecilamina s'escalfa fins a
superar 5-10 °C el seu punt de fusio. A continuacid, la mescla es deixa refredar a
temperatura ambient i es polvoritza per obtenir una mida de granul homogeni.
Previament a l'assaig, una petita quantitat de la mostra es dissol en cloroform
deuterat (CdCI3). L'assaig consisteix en un experiment unidimensional de proté
(*H), adquirit a 298 K en un equip Varian VNMRS-400F, mitjancant una sonda
ASW de quadruple ressonancia (apta per a experiments de proto, carboni,

nitrogen i fosfor).

CAMP MAGNETIC
EXTERN ™

-
=

s e

ELECTRONS

IMPULS RF

i

j>< MOSTRA: NUCLI ATOMIC
: AMB MOMENT MAGNETIC
)

1

i

[ p—

97



MATERIAL | METODES

Figura 31. Fonament de la técnica de ressonancia magnética nuclear. RF significa
radiofrequiéncia (University of Turku, Finlandia).

3.12.6 ESTABILITAT DE LES CSLN A DIFERENTS TEMPERATURES DE
CONSERVACIO

Les cSLN obtingudes a partir de les formulacions optimitzades se sotmeten a
diferents condicions de temperatura controlades durant un periode de 7 dies per
avaluar la influéncia d’aquest parametre sobre la mida de particula i el potencial Z.
L’exposicié a diferents valors de temperatura té lloc en estufes i/o nevera
calibrades amb termometres de referencia, en qué la temperatura fixada no es
desvia més de £ 1 °C respecte el valor consigna.

Les temperatures estudiades son les seguents:

- 4 °C — Temperatura de refrigeracié.
- 25 °C — Temperatura ambient

- 37 °C — Temperatura fisiologica

Les cSLN produides es distribueixen en 21 vials que es reparteixen en grups de 7
en nevera i estufes a les condicions de temperatura esmentades. Diariament
durant una setmana, es pren un vial de cada condicio, a partir dels quals es fa una

mesura per triplicat de la mida de particula i el potencial Z.

3.13 CULTIUS CEL-LULARS

3.13.1 MANTENIMENT DE CEL-LULES HEK293T

A les 48h posteriors a la sembra en placa les cel-lules arriben a un 80-90% de

confluencia, i es procedeix segons segueix per la ressembra:

Fase de rentat de les cel-lules
- Aspiracié del medi.
- Addicio de 2 ml d'una barreja de PBS i T/E | al 20% (en aquest cas, 4 ml
de PBS i1 mlde T/E)
- Aspiraci6 rapida dels 2 ml afegits.
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Fase de ressembra
- Addicio de 2 ml més de la barreja de PBS (phosfate buffer saline - tampd
fosfat sali) i T/E (tripsina/estreptomicina) al 20% per aixecar les cel-lules, ja
gue creixen adherides a placa. En aquest pas, cal comprovar si s'aixequen
mitjancant I's del microscopi de camp clar. Les cel-lules correctament
aixecades estan en moviment i sense formar aglomerats. A més, si s'inclina
la placa i s'observa a simple vista a contrallum, el fons ha d'aparéixer
transparent, sense cap tipus de biofilm.
- Addici6 de 4ml de medi DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
complet. En total a la nova placa es tindra per tant una dilucio 1:6 respecte
de la de partida (correspon a 4 ml DMEM i 2 ml de la barreja de PBS més
T/E).
- Resuspensié de la cel-lules mitjancant pipeteig i rotacio de la placa.
- Aspiracio de 1 ml de la resuspensio i sembra en una nova placa, en la
qgual s’han afegit 9 ml de DMEM. EIl volum total de la placa sén 10 ml de
medi que conté les cel-lules.
- Incubacié en cambra a 37°C, en una atmosfera de CO; del 5% i humitat
relativa del 95%

3.13.2 MANTENIMENT DE CEL:-LULES HELA

A les 48h posteriors a la sembra en placa s’assoleix un 80-90% de confluéncia, i

es procedeix segons segueix per a la ressembra:

Fase de rentat de les cel-lules
- Aspiracié del medi.

- Addici6 de 2 ml de PBS 1X.
- Aspiracié del PBS afegit.

Fase de ressembra

- Addicié d'1 ml de T/E per tripsinitzar i aixecar les céel-lules. Ates que aquest tipus

cel-lular creix fortament adherit a placa, cal mantenir a 37 °C uns minuts fins
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observar amb el microscopi de camp clar que les cél-lules efectivament s'han
aixecat.
- Addicié de 4 ml de medi DMEM complet. La nova placa sera una dilucié 1:5
respecte de la de partida.
- Resuspensié de la cél-lules mitjangcant pipeteig i rotacio de la placa.
- Aspiracio de 1 ml de la resuspensio i portar-lo a una nova placa que conté 9 mi
de medi DMEM enriquit.

- Incubacié en cambra a 37°C, en una atmosfera de CO, del 5% i humitat

relativa del 95%.

3.13.3 ESTUDI DE LA VIABILITAT CEL-LULAR EN PRESENCIA DE CSLN

Els estudis de viabilitat cel-lular es realitzen sobre les linies cel-lulars HEK293T i
HeLa.

Per al creixement de linies cel-lulars es disposa de capsules Petri amb els dos
tipus cel-lulars, HEK293T i HeLa. Aquestes cel-lules es passen a una nova placa
cada dos dies, temps que triguen a arribar a un 80-90% de confluéncia. El
procediment es realitza en una cabina de flux laminar en condicions d'esterilitat.

El creixement té lloc en medi DMEM enriquit amb FBS (sérum fetal bovi).
Existeixen diversos tipus de medis DMEM, en funci6é de les substancies amb les
quals esta enriquit.

El medi DMEM low glucose és el més senzill, amb un minim de components.
Aquest, concretament, és el mitja que es pren de partida per a I'enriquiment i per
tant per obtenir el mitja DMEM enriquit utilitzat pel creixement d’aquestes linies

cel-lulars.
Diferents volums de cSLN resuspeses (25, 50, 75 i 100 ul) s'incuben en plaques

M6 (figura 32) sembrades previament amb cél-lules presents en 2 ml de medi de
cultiu DMEM durant 48 h (confluencia 80-90%).
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. . B 1 Mock (Només cel-lules)
ﬁ 2 25l cSLN
g 3 50 pl cSLN
4 5 - 4 75 pl ¢SLN
\ % 5100 pl cSLN
1 2 3
I . .
% Figura 32. Disseny de les
4 5 plagues per a I'assaig de viabilitat
\ / cel-lular.

La viabilitat cel-lular s’avalua comptabilitzant les cél-lules vives per quadrants en
una cambra de Neubauer (figura 33), en un microscopi de camp clar d’objectiu

invertit.

Figura 33. Estructura d’'una
cambra de Neubauer (Euskal
Herriko Unibertsitatea,

Espanya).

El nombre de cél-lules viables es coneix a partir de la tincié amb el reactiu de blau
de tripa, capac de discriminar entre cel-lules vives i mortes. En cel-lules mortes el
colorant travessa la membrana i tenyeix tot el contingut cel-lular de color blau, per
la qual cosa es poden diferenciar de les cél-lules vives.
Les imatges dels diferents quadrants a partir de les que es fa el comptatge
s’'adquireixen amb una camera fotografica acoblada al microscopi.

— A patrtir de la placa M6, resuspendre cada plat amb pipeta per aixecar les

cél-lules.

101



MATERIAL | METODES

— Agafar una aliquota de 10 ul i passar-la a un tub eppendorf, on s’hi
afegeixen 10 pl de la solucié de tincio (dilucido 1:2). Es barreja amb la
pipeta.

— Es munta la cambra de Neubauer posant una goteta d’aigua als quatre
extrems on descansara el cobreobjectes, el qual es deixa caure amb cura i
gueda enganxat.

— S’agafen 10 pl de la barreja de cel-lules i colorant i s’introdueixen per
capil-laritat amb una pipeta en les dues cambres de Neubauer de les quals

consta el portaobjectes per fer el comptatge.

3.14 TECNIQUES BIOMOLECULARS

3.14.1 OBTENCIO DELS PLASMIDIS

Els plasmidis purificats s’obtenen per transformacié bacteriana en Escherichia
coli, i posteriorment son purificats per mitja d’'un kit QIAGEN® Plasmid purification
(Midi). Per saber la concentracio del plasmidi, es pren 1 pl del DNA obtingut a
partir de I'extracte per a la seva lectura espectrofotometrica a 260 nm (maxim
d'absorcié del DNA) i a 280 nm (maxim d'absorciéo de l'enllac peptidic de les
proteines). La relacio entre la lectura a 260 nm i a 280 nm indica el grau de
puresa de la preparacid. Es considera acceptable que la relacid 260/280 sigui
aproximadament 1,8. També es mesura la relacié 260/230 (els fenols i altres

compostos organics presenten absorbancia), que ha d’estar al voltant de 2.

3.14.2 CAPACITAT D'UNIO A PDNA MITJANGCANT ASSAIG DE RETARDAMENT EN
GEL

La capacitat d'unié de pDNA i/o siRNA de les cSLN es determina per un assaig de
retardament en gel (electroforesi en gel d'agarosa).

Els experiments de mobilitat electroforética s’utilitzen per separar, mitjancant un
corrent electric, molécules en funcié de la mida i carrega electrica a través d’'una

matriu, que en el cas de l'assaig de retardament és d’agarosa. La capacitat major
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o menor de migracié d’'un compost o molécula des del pol negatiu (anode) al
positiu (catode), vindra donada per la carrega que porti associada, aixi com del
seu pes molecular. D’aquesta forma, les molecules migren cap al catode quant
mes carrega negativa tenen. En relacié a la mida de la molecula, quant més petita
més lluny i rapid migrara.

L'assaig d’electroforesi té lloc en una cubeta especial que conté el gel que esta
cobert amb tampo d’electroforesi. Les mostres es carreguen en el gel (figura 34), i

es connecta la cubeta a la font d’alimentacié per generar el corrent electric.

Figura 34. Exemple de cubeta

d’electroforesi (Bio-Rad).

En lassaig de retardament en gel, s’avalua si les cSLN, amb carrega positiva,
mostren capacitat d’'unid a acids nucleics (carregats negativament) i, per tant,
retardar o retenir totalment la seva mobilitat electroforéetica. Si les cSLN no son
eficients pel que fa a la capacitat de retencié d’aquests acids nucleics, aquests
queden lliures, i enfront el corrent electric migren per la matriu d’agarosa cap al
catode, i s’observen en forma de bandes. Si per contra, les cSLN sén capaces de
retenir I'acid nucleic per mitja d’ interaccié electrostatica, el DNA o RNA lliure és
menor o inclds no se’n detecta (aixo sera funcié del grau de retencié de les cSLN)
i per tant en aquest darrer suposit no hi ha migraci6 cap a l'anode i,

consequentment, no s’observen bandes en el gel (figura 35).

103



MATERIAL | METODES

GEL D'AGAROSA 1 2 3
AMB POUS PER A ol ] il
LES MOSTRES
cSLN:pDNA Pou 1:
Part del pDNA lliure
Pou 2:
Tot el pDNA lliure
- Pou 3:

No hi ha pDNA lliure

C

Figura 35. Exemple de gel d’'agarosa carregat amb mostra de cSLN i pDNA. Segons
I'eficiencia d’'unié de les cSLN al pDNA, aquest pot migrar pel gel totalment, parcialment,
0 no migra i es queda retingut al pou per les cSLN (Imatge de la cubeta: Stanford
University, USA).

3.14.3 ESTABLIMENT DE L'EFICIENCIA OPTIMA D'UNIO CSLN:PDNA

Per portar a terme I'assaig de retardament en gel, es procedeix segons s’indica:
Una suspensio de cSLN es barreja directament amb el plasmidi pEFBOS-ECFP-
T7-TCERG1 [591-1098]. S’avaluen les seguents proporcions de cSLN:pDNA:
80:1, 100:1, 150:1 i 200:1 w/w. La incubacido es realitza durant 45 min a
temperatura ambient (25 °C). A cada carril del gel d'agarosa, es carrega un volum
de 20 pl de cada mescla, juntament amb 5 pl de tampd de carrega. Els gels es
visualitzen i quantifiqguen en una estacié GelDoc (BioRad) utilitzant I'aplicacio
Quantity One (BioRad).

Les condicions electroforétiques es fixen a un voltatge de 75 V durant un temps
de 45 minuts.

Un cop establerta la ratio optima d’'unié cSLN:pDNA, es porten a terme assajos de
retardament en gel confirmatius amb altres dos plasmidis: pEFBOS-GFP-T7-
FFAFF5ASRPK1 i pcDNA3-LIN28B.
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3.14.4 ASSAIG DE RETARDAMENT EN GEL PER AVALUAR LA POSSIBLE INFLUENCIA
DE LA MIDA DEL PLASMIDI EN L'EFICIENCIA D'UNIO DE CSLN A DNA

Per avaluar la possible influéncia de la mida del plasmidi en la uni6 a pDNA es
realitza una electroforesi segons les condicions establertes en I'apartat anterior.
S'utilitzen dos tipus de plasmidi: pEFBOS-GFP-T7-TCERG1 [591-1098] i
pPpEFBOS-T7-TCERG1 [591-1098]. El primer porta inserit, a més de I'extrem C-
terminal de TCERG1, la sequencia codificant per a la proteina GFP (Green
Fluorescent Protein), amb la qual cosa la mida total és superior al segon tipus de
plasmidi. Al carril blanc s’hi carreguen 25 ul de la suspensié de cSLN. Els carrils
restants es carreguen amb 25 pl de cSLN préviament barrejats amb 1 pl de pDNA
del tipus de plasmid corresponent (concentracié de pDNA: 1ug/ul).

El blanc de pDNA es carrega amb 0,3 pug del pDNA corresponent, juntament amb
4,7 pl d’aigua ultrapura i 5 pl de tampoé de carrega. Els dos carrils flanquejants del

gel es carreguen amb 5 pl de marcador de pes molecular d’1 kb.

3.14.5 INFLUENCIA DE LA FORGA IONICA DEL MEDI DE CULTIU CEL-LULAR EN EL
MANTENIMENT DEL POTENCIAL Z DE LES CSLN | L'EFICIENCIA D'UNIO A
PDNA/SIRNA

L’assoliment i manteniment d’'una carrega superficial positiva sén aspectes clau
per permetre I'is de cSLN com a vectors en la transferencia d’acids nucleics.

Els estudis d’aquest parametre en les formulacions sempre es realitzen en aigua,
perd cal tenir present que les cSLN un cop unides a acids nucleics passen a
trobar-se immerses en el medi de cultiu en que estiguin creixent les cel-lules que
posteriorment seran transfectades. Resulta d’interés coneixer la variacié en el
valor del potencial Z de les cSLN enfront diferents composicions de medis de
cultiu, que poden arribar a ser molt complexes. Aquestes dades aporten, encara
que indirectament, informacioé relativa a la forca ionica del medi, especialment al
pes que representen les carregues negatives. Una major presencia d’anions
podria implicar, en el cas de cSLN ja unides a acids nucleics, un desplacament
d’aquests en funcié dels equilibris que eventualment es poguessin establir. Les
consequencies serien nefastes, ja que en aquest cas les cSLN no podrien

realitzar la funcio per la qual han estat ideades.
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Es per aix0 que s’ha analitzat la variacid en el valor de potencial Z de cSLN
redispersades en diferents medis respecte a aigua, de forma que sigui indicatiu de
la forca ionica del medi i de la possibilitat major o menor que un cop unides les
cSLN a acids nucleics aquests vegin desplacada la seva unié per part d'una
quantitat suficient d’anions meés petits.

La composicio dels diferents medis analitzats és la seguent:

- DMEM baix en glucosa + Aa NE + Glu

- DMEM baix en glucosa + FBS + P/S + Aa NE + Glu
- DMEM alt en glucosa + FBS + P/S + Higromicina

- DMEM alt en glucosa

3.15 EXPERIMENTS DE TRANSFECCIO CEL-LULAR AMB LIPOPLEXOS CSLN:PDNA |
CSLN:SIRNA: TECNIQUES | ANALISI

3.15.1 TRANSFECCIO DE LINIES CEL-LULARS HEK293T | HELA

Per als estudis de transfeccié de pDNA per mitja de cSLN (figura 36) s’han fer
servir dos plasmidis d'expressio especifics per a cél-lules eucariotes de mamifer.
Els experiments de transfeccidé es realitzen en plagues M6 o M12, segons els
nombre de pous. En cadascun és possible establir condicions especifiques per a
la transfeccio.

Com a controls de transfeccié s'utilitzen dos agents de transfeccié coneguts,
concretament lipofectamina i fosfat calcic. Tots dos compostos contenen a la
seva formula atoms ionitzables que els confereixen carrega positiva, necessaria
per a la unié de I'acid nucleic.

La transfecci6 amb lipofectamina es realitza seguint les indicacions del fabricant.
Per a la transfeccié amb fosfat calcic es barreja un volum adequat (segons la mida
de la placa de cultiu) de solucié A (250 mM de CaCl,) amb el DNA o siRNA, i a
continuacio s'afegeix un volum adequat de solucié B (50 mM Hepes, 1,5 mM
NaPO4, 140 mM NacCl; ajustar pH a 7,5). Després de 2 minuts d'incubacio, la
barreja s'afegeix al pouet. Després d'aproximadament 48 h de la transfeccio, les

cel-lules es recullen per als posteriors assajos.
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Sl PER A UNIO A LIPOPLEXOS LA
pDNA CSLN:pDNA

Figura 36. Representacio esquematica dels passos de I'assaig de transfeccié amb

lipoplexos cSLN:pDNA (No esta a escala).

3.15.2 PLASMIDI PEFBOS-T7-TCERGL1 [1-1098]

Les linies cel-lulars utilitzades per a l'estudi de la capacitat de transfeccié de
lipoplexos cSLN:pDNA s6n HEK293T i Hela. La transfeccidé té com a finalitat
avaluar si les cSLN unides a pDNA soOn capaces de transfectar aquests tipus
cel-lulars i sobreexpressar TCERGL.

Les cel-lules eventualment transfectades es recuperen dels pous un cop
transcorreguts els temps fixats per a la transfeccio. A partir d’aquest punt es pot
procedir a la seva lisi per obtenir un extracte citoplasmatic, amb el que es realitza
I'analisi Western-Blot per comprovar si existeix o no sobreexpressio del plasmidi

codificant per a I'extrem carboxi-terminal del factor de transcripcio TCERG1.
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3.15.3 PLAsSMIDI NF-kB-c-FOs-LUC

La linia cel-lular utilitzada per a I'estudi de la capacitat de transfeccio de lipoplexos
cSLN:pDNA és HEK293T. Com amb el plasmidi anterior, La transfeccio té com a
finalitat avaluar si les cSLN unides a pDNA sén capaces de transfectar aquests
tipus cel-lulars i sobreexpressar, en el cas d’aquest plasmidi, el gen codificant per
a I'enzim de la luciferasa (LUC).

Amb I'extracte citoplasmatic obtingut després de la transfeccié es porta a terme un
assaig de bioluminescéncia, amb el qual es determina si hi ha 0 no expressio del

gen.

3.15.4 PROTOCOL DE TRANSFECCIO PEL POSTERIOR ANALISI DE PROTEINES PER
IMMUNOBLOTTING (WESTERN-BLOT)

El disseny de les plagues M6 (HEK293T i HelLa) és el que es mostra a la figura
37.

Quantitat sembrada a cada pou: 52 pl (50 pl de cSLN junt 2 pl de pDNA). Cada
pou porta a més 2 ml de DMEM low glucose.

4 N 7 )

1 2 3 1 2 3
4 5 -- 4 5 -
- RN J
HEK293T HelLa

1 Mock (Només cel-lules)

2 Només cSLN

3 Lipoplexos cSLN:pDNA 2h
4 Lipoplexos cSLN:pDNA 4h
5 Lipoplexos cSLN:pDNA 6h

Figura 37. Disseny de les

plaques previ a la transfeccio.
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Paral-lalement, es porta a terme un assaig d'eficiencia de carrega en gel
d’agarosa amb tres repligues de les barreges cSLN:pDNA utilitzades en la
transfeccio, amb la mateixa relaci6 25:1 v/v (concretament 25 pul cSLN i 1 pl
pDNA, equivalent a 200:1 p/p cSLN:pDNA). Aquest assaig es fa al mateix temps
que la transfeccid per assegurar que les cSLN i pDNA utilitzat en aquest
experiment son efectivament capacos d'unir-se electrostaticament amb una

eficiencia del 100%.

3.15.5 PREPARACIO D’EXTRACTES CEL-LULARS

Després de la transfeccio, les cél-lules de les linies HEK293T i HelLa es recuperen
de la placa de cultiu i es centrifuguen 5 min a 1200 rpm a 4 °.
Al precipitat obtingut se li afegeix tamp6 de lisi T7 fred (20 mM Hepes pH 7,9, 150
mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Nonidet fosfat-40 (NP-40), 1 mM ditiotreitol (DTT) i 1
mM fenilmetil-sulfonil -fluorur (PMSF) durant 30 minuts a 4 °.
Després d'aquest temps, el volum de lisat es centrifuga a 13200 rpm en

microcentrifuga durant 5 minuts, i el sobrenedant és utilitzat com a extracte total.

3.15.6 METODE PER A LA MANIPULACIO | ANALISI DE PROTEINES

A partir dels extractes cel-lulars obtinguts de les linies HEK293T i Hela
transfectades amb cSLN:pDNA s’analitza si el gen codificant per a l'extrem
carboxi-terminal de TCERG1 és capa¢ de sobre-expressar-se en aquestes
cel-lules.

Per a l'analisi de l'expressié proteica de TCERGL1 s'utilitza I'immunoblotting o
Western-blotting. L’immunoblot o Western-blot és una técnica realitzada
mitjancant SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis, electroforesi en gel de poliacrilamida amb dodecil sulfat sodic,
combinada amb un immunoassaig posterior.

El principi electroforetic és analeg a I'utilitzat en gels d’agarosa, En aquest cas
pero, es tracta de separar proteines en funcié del seu pes molecular, i el procés

presenta algunes particularitats, com ara I'existencia de dos gels de poliacrilamida
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amb diferents funcions: un gel concentrador (stacking gel) on es carreguen les
mostres i s’alineen per comencar a migrar totes alhora a través del gel separador
(separating gel) en el qual, per tant, es realitza I'electroforesi (figures 38 i 39).

Un cop acabada aquesta, el gel és transferit a una membrana de nitrocel-lulosa
mitjancant electroblotting, és a dir, un corrent eléectric travessa una cassette en la
que es troben convenientment muntats el gel i la membrana. Aquest corrent

provoca la transferencia de les proteines del gel a la membrana.

Figura 38. Exemple de cubeta

vertical i accessoris
d’electroforesi en gel de

poliacrilamida (Bio-Rad).

La presencia o absencia de la proteina expressada es determina per I'especificitat
de determinats anticossos per unir-se amb la proteina en estudi que es troba
transferida a la membrana. Primerament, s'incuba la membrana amb un anticos
primari IgG contra la proteina d’interés. Després, i per tal de poder visualitzar la
unié de l'antigen (en aquest cas la proteina) amb l'anticos, s’incuba amb un
anticos secundari dirigit al fragment Fc de la IgG de I'especie animal que ha
originat I'anticos primari (Wilson i Walker, 2000) i marcat de forma que es pugui

detectar per autoradiografia.
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/ Les mostres i marcadors

e bl o bl ] moleculars es carreguen en
un sistema SDS-PAGE
vertical.

1: Gel concentrador

2. Gel separador

La fletxa indica la direccid
de migracié de les mostres.

Figura 39. Representacio

grafica d'una electroforesi en

Aspecte del gel un cop

finalitzada I'electroforesi. gel de poliacilamida (Sigma-

Aldrich).

3.15.7 ANALISI DE L'EXPRESSIO DE TCERG1 MITJIANCANT ELECTROFORESI EN
GEL DE POLIACRILAMIDA

La concentraci6 de TCERG1 es determina mitjancant analisi Western-Blot, en
SDS-PAGE al 10%.

Les mostres a analitzar es dilueixen en tampo SDS 5X i s'escalfen durant 5 minuts
a 95 °C. En el gel es carreguen 15 ml de cada mostra més 3 ml de tampd de
carrega 5X. En total s'obtenen 12 tubs eppendorfs amb mostres d'extractes

cel-lulars. La composicié dels gels s’indica a la taula 3.
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C Gel concentrador Gel separador
omponents . .
(stacking gel) (separating gel)

DdH,0O 1,66 ml 1,35 ml
Acrilamida al 30% 0,556 ml 1,665 ml
Bisacrilamida a | 1% 0,433 ml 0,65 ml
Tampo TRIS-HCI 1.5 M a

0,416 ml 1,25 mi
pH 8.8
SDS al 10% 33 ul 50 ul
Persulfat amonic al 10% 30 ul 30-50 pl
TEMED 3ul 3,5 pl

Taula 3. Composicié quantitativa dels gels concentrador i separador.

A aquests components s'afegeixen el tamp6 de carrega (SDS 5X), marcadors de

pes molecular i tampd Laemli per omplir la cubeta.

Després de la seva carrega en el gel, I'electroforesi es porta a terme en tampo
Laemli (25 mM TRIS, 192 mM de glicina, i 0,1% SDS), a un voltatge continu de
160 V. Des dels gels, les proteines es transfereixen a les membranes de
nitrocel-lulosa mitjancant un sistema humit de transferéncia proteica en una
solucio que conté 25 mM TRIS, 192 mM de Glicina i 20% (v/v) de metanol, durant
1 hora a amperatge constant en una cambra refrigerada a 4 °C. Després de tenyir
la membrana amb soluci6 Ponceau, per comprovar que les proteines s'han
transferit de forma homogenia, i rentar-la amb aigua destil-lada, es realitza el
bloqueig durant dues hores en una solucié que conté: llet desnatada al 5% pl/v,
PBS 1X i Tween 20 al 0,1% v/v.

Un cop bloquejada, la membrana s’'incuba amb I'anticos primari durant 2 hores a
temperatura ambient. A continuacio, la membrana es renta amb la mateixa solucio
de bloqueig, tres vegades durant 10 minuts. Seguidament, s'incuba amb I'anticos
secundari conjugat amb peroxidasa durant 1 hora, i es torna a rentar amb la
solucié de bloqueig de la mateixa forma que després de la incubacié amb 'anticos

primari. Els anticossos units es detecten per quimioluminescencia (Perkin EImer
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Life Sciences, Estats Units), en que la llum emesa és captada per una pel-licula
fotografica.

Per al revelat de la membrana s'utilitza solucié de revelat préviament preparada, a
partir dels reactius de revelat. Es col-loca la membrana en una cassette de
revelat. En una habitacié fosca, la membrana que es troba dins de la cassette de
revelat s’exposa sota la pel-licula fotografica durant un minut i seguidament es
passa la pel-licula pel revelador. Aquest pas es pot repetir en funcié de si el temps
d’exposicid cal que sigui menor o major, la qual cosa depén de de la intensitat

d’expressio de la proteina.

3.15.8 PROTOCOL DE TRANSFECCIO PEL POSTERIOR ANALISI DE PROTEINES PER
BIOLUMINESCENCIA

Diferents quantitats de plasmidi (100, 500, i 1000 ng), es barregen cadascuna
amb 15 pl de cSLN, i es deixen incubar durant 45 minuts a temperatura ambient
en una placa M6 (figura 40, placa A). En una altra placa, i com a control positiu, es
transfecten les mateixes quantitats pero substituint les cSLN per fosfat calcic com

a agent de transfecci6 (figura 40, placa B).

1 2 3 1 2 3
4 -- -- 4 - --
PLACA A PLACA B
1. Mock (Cél-lules amb cSLN) 1. Mock (Cel-lules amb fosfat calcic)
2. Lipoplexos cSLN:pDNA (15 ul/100 ng) 2. Lipoplexos FC:pDNA (15 ul/100 ng)
3. Lipoplexos cSLN:pDNA (15 ul/500 ng) 3. Lipoplexos FC:pDNA (15 ul/500 ng)

4. Lipoplexos cSLN:pDNA (15 ul/2000 ng) 4. Lipoplexos FC:pDNA (15 pl/2000 ng)

Figura 40. Disseny de les plaques per a la transfecci6é del plasmidi NF-kB-c-fos-LUC.
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En aquestes plaques M6 s’hi han sembrat cel-lules HEK293T el dia anterior per a
gue en el moment de la transfeccié es trobin a un 80% de confluéncia. En ambdos
casos es disposa d'un pou com a control negatiu, és a dir, que només conté
cel-lules amb el medi de transfeccio pero en abséncia de plasmidi. Just abans de
transfectar les dues plaques M6 es retira el medi de creixement i es reparteixen a
cada pou 500 ul de medi sense sérum i sense antibiotic, per evitar al maxim la
competéncia de carregues per a la unié a cSLN. Es deixen transcorrer 2 hores
com a temps de transfeccio, i un cop passat aquest temps, es torna a canviar el
medi per un que contingui serum i antibiotic. Al dia seglent es realitza la lisi i
posterior recuperacié de I'extracte citoplasmatic, a partir del qual es mesurara la
luciferasa obtinguda.

Tot I'assaig es fa per triplicat.

3.15.9 ANALISI DE LEXPRESSIO DE LUC MITIANCANT ASSAIG DE
BIOLUMINESCENCIA

La luciferasa és un enzim present en alguns éssers vius i que, en preséencia del
substrat luciferina, és capa¢ de produir llum segons la reaccidé que es mostra a

continuacio:

luciferina + ATP -2 luciferil adenilat + PP;
luciferil adenilat + O, = oxiluciferina + AMP + LLUM

Aquesta propietat és aprofitada per a la determinacié de luciferasa derivada de
I'expressio del gen Luc inserit en el vector plasmidic que en aquest cas s’ha
utilitzat en I'estudi de transfeccio. Si la transfeccidé ha estat eficient, el gen Luc
podra expressar-se donant lloc a I'enzim luciferasa, que podra ser detectat amb
aquest tipus d’assaig.

La concentracié de luciferasa es determina per assaig de bioluminescéncia, amb
ajuda del kit comercial Dual Luciferase Assay seguint les instruccions del

fabricant, i un luminometre.
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Per fer les mesures de luminescencia, es prenen 20 pl de I'extracte cel-lular i es
barregen amb 90 ul del reactiu LARII del kit, que funciona com a analeg de la
luciferina. Posteriorment es llegeixen al luminometre, que en funcié de la quantitat

de luciferina donara un resultat de més o menys intensitat

3.15.10 TRANSFECCIO DE HEK293T | HELA AMB LIPOPLEXOS CSLN:SIRNA |
VISUALITZACIO PER MITJA DE MICROSCOPIA CONFOCAL

L’oligonucleotid a transfectar per mitja de cSLN esta constituit per siRNA contra
TCERGL1. Consta de 21 parells de bases (bp) que es corresponen a la posicié
2089-2107 bp en la sequiéncia nucleotidica de TCERG1.

Les cadenes sense (sentit) i antisense (antisentit) es subministren per separat.
Aquest siRNA prové de DNA modificat, en qué ‘5’ correspon a la base pirimidinica
uracil, que es troba en les molecules de RNA pero no en les de DNA (en aquesta
molécula el lloc de l'uracil 'ocupa la timina). A ambdos extrems 3’ s’hi han
introduit dues bases de timina que contribueixen a l'estabilitzacié de la molecula.
L’extrem 5’ de la cadena sense s’inicia amb el marcador fluorescent Cy3.

PROTOCOL D’ANELLAMENT DEL SIRNA

1. Els oligonucleotids es subministren lliures de RNasa. No obstant aix0, donada
I'extrema susceptibilitat del RNA enfront la degradacié durant la manipulacié a
causa de la introduccié6 de RNasa exogena, es realitzen tots els passos per a
I'anellament sota condidions esterils, en un ambient lliure de RNasa. Els
oligonucleotids de RNA, com els de DNA, no s'’han de manipular sense guants.
Aixi mateix, els reactius utilitzats (aigua i tampo6 d'anellament) han d’estar lliures

de RNasa. S'utilitzen puntes de pipeta amb filtre.

2. Anellament del siRNA

-Es dissolen els oligonucleotids a una concentracié de 100 mM en aigua lliure de
RNasa. Aquesta solucio es pot mantenir congelada a -20 ° C.

-Es dilueix cada oligonucleotid de RNA utilitzant el tampé d'anellament, fins a una

concentracio final de 50 mM.
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-Es barregen 30 ml de cada solucié d'oligonucleotids de siRNA (cadena sense i
antisense) i 15 ml de tampd d'anellament, obtenint-se aixi un volum total final de
75 ml. La concentracio final del duplex de siRNA és 20 mM.

-Es procedeix a la incubacié de la solucié durant un minut a 90 °C, després es
deixa refredar a temperatura ambient (temps aproximat de 45 minuts) per a que
tingui lloc I'anellament (figura 41). Passat aquest temps, es pot emmagatzemar a
4 °C fins al seu Us.

- El siRNA anellat es pot congelar de manera segura a -20°C. En qualsevol cas,

no s'ha d'utilitzar després d'un maxim de cinc cicles de congelacio-descongelacio.

ANELLAMENT PER
REFREDAMENT DE LES
CADENES SIMPLES

Figura 41. Procés d’anellament: dues cadenes simples es transformen en un duplex
(Malutan i Vilda, 2012).

3.15.11 CAPACITAT D'UNIO DE CSLN A SIRNA MITIANCANT ASSAIG DE
RETARDAMENT EN GEL. ESTABLIMENT DE L’EFICIENCIA OPTIMA D'UNIO
CSLN:SIRNA

La capacitat d'uni6 de siRNA de les cSLN es determina per un assaig de
retardament en gel (electroforesi en gel d'agarosa) de forma analoga a I'avaluacio
de la capacitat d’'unié6 del pDNA. Diferents volums d’'una suspensio de cSLN es
barregen amb siRNA (a partir de I'stock original a 20 mM), de forma que als pous
que contenen la barreja, i un cop afegit el tampd de carrega s’hi troben les

seglients quantitats:
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- 12,5l de cSLN + 6 pl de siRNA
- 25 pulde cSLN + 6 pl de siRNA

La incubacio es realitza durant 45 min a temperatura ambient (25 °C). A cada
carril del gel d'agarosa, es carrega un volum variable de cada barreja o blanc,
segons correspongui, juntament amb 5 pl de tampd de carrega. Per a la formacio
del gel s'utiliza agarosa D-1 Media EEO al 0,8% en tampd TAE 1x (Tris acetat 40
mM, EDTA 1 mM) amb 0,5 g/ml de bromur d'etidi (EtBr) com a metode de tincio
per a la visualitzacié del DNA. El tampé de carrega es compon de 0,25% (w/v) de
blau de bromofenol, 0,25% (w/v) xilenocianol FF i 30% (v/v) de glicerol. El
marcador de pes molecular utilitzat és TriDye ™ DNA Ladder 1 kb. Els gels es
visualitzen i quantifiguen en una estacié GelDoc utilitzant I'aplicacio QuantityOne.
Les condicions electroforetiques es fixen a un voltatge de 75 V durant un temps

de 45 minuts.

Protocol de transfeccié en HEK293T i HelLa per als ratios cSLN:SiRNA

establerts a partir de I'assaig de retardament en gel

A partir de cultius cel-lulars HEK293T i HelLa es sembren plagues M12 per a que
en el moment de la transfeccid es trobin al 50% de confluéncia, segons la figura
42.

117



MATERIAL | METODES

1 4 7 10 1 4 7 10
2 5 8 11 2 5 8 11
K 3 6 9 12 / K 3 6 9 12 /
HEK293T HelLa

1. Mock (només cél-lules sense transfectar)

2. Cel-lules + 6 pl siRNA

3. Cél-lules + 6 pl siRNA + lipofectamina

4. Cél-lules + 5 pul cSLN + 6 pl siRNA

5. Cél-lules + 7,5 pl cSLN + 6pl siRNA

6. Cél-lules + 10 pl cSLN + 6pl sSiRNA
(7,8,9110,11, 12: repliques de les condicions 4,5,6)

Figura 42. Disseny de les plaques per a la transfeccié de siRNA anti-TCERGL1.

Just abans de la transfeccio es retira el medi de cultiu on han estat creixent les
cel-lules i s’afegeixen 800 pl de medi sense serum ni antibiotic.

Es testen diferents volums de la suspensié de cSLN; 5, 7,51 10 pl per pouet. Es
descarten assajos amb volums majors de cSLN en experiments previs, en que
s’ha vist afectada I'adhesié de les cel-lules als pouets.

La unio de 6 pl de siRNA 100 nM als diferents volums de cSLN té lloc 45 minuts
abans d'iniciar la transfeccié. Abans d'afegir la barreja cSLN:siRNA a les cél-lules,
se li afegeixen 200 ml de medi de cultiu sense sérum ni antibiotic, i després es
reparteix el volum pel pouet.

En paral-lel es posa un control de transfeccio amb lipofectamina, de la que se
n’afegeixen 2 pl als 6 pl de siRNA anti-TCERG1, cél-lules amb només siRNA i
finalment un altre control amb només cel-lules (mock).

La transfeccio té lloc durant un temps de 2 hores. A continuacio es fixen les

cel-lules i es tenyeixen els nuclis amb DAPI.
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3.15.12 MICROSCOPIA CONFOCAL PER A LA VISUALITZACIO DE LA TRANSFECCIO
DE LIPOLEXOS CSLN:SIRNA

A diferéncia de la microscopia optica, la microscopia confocal elimina la llum
reflectida o fluorescent procedent dels plans fora de focus. Presenta major
resolucié, major contrast, possibilitat d’obtencié d’imatges tridimensionals i
imatges lambda si I'equip disposa de detector espectral per a presa d’imatges a
diferents longituds d’ona. Per fer-ho, una petita area de la mostra en estudi és
il-luminada preferentment amb laser, la qual travessa un diafragma i és reflectida
per un mirall dicroic, i a continuacio, amb I'ajuda d’'un objectiu, s’enfoca en un punt
sobre la mostra.

El punt il-luminat emet llum reflectida o fluorescéncia. Aquesta senyal lluminosa
retorna pel mateix cami fins a ser enfocada en un detector, davant del qual es
troba un segon diafragma que elimina les senyals lluminoses que no provenen
del pla focal (figura 43).

S'utilitza un sistema de rastreig punt a punt i processat d'imatges per poder
visualitzar tota la mostra.

Per a que la mostra emeti fluorescencia, cal previament tenyir-la amb un o més
fluorocroms, si el que es vol visualitzar de forma selectiva diferents components
cel-lulars en un microscopi confocal que disposi de diferents fotomultiplicadors
gue permetin captar les longituds d'ona emeses pels diferents fluorocroms
(Chapman, 1990).
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Figura 43. Bases estructurals del microscopi confocal (John Innes Centre, UK).

Per tal de poder visualitzar les cél-lules i en concret els seus nuclis per

microscopia confocal, es fa una tinci6 amb DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol).

Aquesta molécula s’'uneix fortament a regions de DNA bicatenari (dsDNA, double-

stranded DNA) riques en adenina i timina, i és capa¢ d’emetre fluorescéncia

(figura 44). Presenta el maxim d’absorcié a la regio ultraviolada de I'espectre

electromagneétic (Aex ~359 NmM), i el seu maxim d’emissio a la regi6 visible blava
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Figura 44. Espectres d'absorcio i emissié del marcador DAPI unit a dsDNA.

Aquest marcador travessa la membrana cel-lular i és utilitzat per visualitzar
cel-lules vives.

En aquest cas concret, es tracta, per una banda, de visualitzar els nuclis i per
altra, el siRNA marcat amb fluorofor, posant de manifest si aquest ultim es troba a
I'interior cel-lular, i si s'ubica al citoplasma o al nucli. En aquest darrer suposit,
amb l'ajuda de diferents filtres es poden superposar els diferents planols de

fluorescéncia i deduir-ne la ubicacio intracel-lular (Paddock et al., 2001)

Es segueixen els passos seguents, sempre tenint en compte que durant el

protocol les cel-lules no han de quedar seques en cap cap moment:

- Diluci6 de la solucié mare DAPI en PBS en una relacio 1:5000.

- Aspiracio del medi cel-lular de les cel-lules que han crescut sobre les
lentilles.

- Rentat de les cel-lules tres cops amb PBS.

- Fixacio de les cel-lules durant 10 minuts en una solucioé de formaldehid al
3,7%.

- Aspiracio de la soluci6 de fixacio i rentats per triplicat de les cél-lules, de 5

minuts cadascun, amb PBS.
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- Permeabilitzacié de les ceél-lules per immersié en una solucié de Triton X-
100 al 0,2%, durant 5 minuts.

- Aspiracio de la solucié de Triton. Rentat per triplicat de les cél-lules, de 5
minuts cadascun, amb PBS.

- Incubacio de les cél-lules durant 1-5 minuts a temperatura ambient amb la
solucié de tincié DAPI preparada en el primer punt.

- Aspiracio de la solucioé de tincio. Esbandit de les cél-lules amb PBS, tres

cops.

A partir d’aqui, es munten les lentilles on hi ha les cel-lules adherides amb els
nuclis tenyits sobre portaobjectes, agafant-les amb molta cura amb pinces per a
que la lentilla no es trenqui.

Les cél-lules es visualitzen en un microscopi confocal equipat amb una font de
llum ultraviolada de conjunt de filtres.

Per una banda, és possible la visualitzacié dels nuclis i, per tant, deduir a traves
de les imatges adquirides si la fluorescéncia a causa de la presencia del siRNA
marcat amb fluorofor Cy3 (Aex~ 550 nm i Aem ~570 Nm) s’emet des de la cél-lula o
no.

El fluorofor CY3 emet a la regid visible vermella propera, mentre que els nuclis
tenyits amb DAPI emeten a la regio visible blava. Si la senyal d’'un i altre no co-
localitzen, es pot deduir que els lipoplexos cSLN:siRNA es troben a la cél-lula,

perd no dins dels nuclis.
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1. OPTIMITZACIO DEL METODE D'OBTENCIO DE NANOPARTICULES DE
QUITOSAN-TPP

El disseny factorial 2* aplicat (quatre factors a dos nivells) déna el resultat per a
16 experiments. De les nanoparticules obtingudes es mesura la mida de
particula i el potencial Z. Els resultats obtinguts es mostren a la taula 4.

Diametre
Tempsde  Temps

Experiment rjl’ezli(;(i:ti:;é reaccié pe.r tran,scorlrejgut lagritg ° ;nljgirficial Potencial
(rpm) a Ig sintesi enl addlcp um) D[3.2] Z (mV)
(min) de TPP (min) (nm)
1 500 22 20 Si 248 40,7
2 700 22 10 Si 577 41,8
3 700 30 20 Si 251 41,4
4 500 30 20 Si 309 41,8
5 500 22 10 NO 18595 42,1
6 500 22 20 NO 30767 39,8
7 700 30 10 NO 361 39,7
8 500 30 10 NO 9909 41,1
9 700 30 20 NO 369 42,0
10 700 22 20 Si 118 41,1
11 500 30 10 Si 212 42,0
12 500 30 20 NO 6414 41.8
13 700 30 10 Si 164 41,5
14 700 22 10 NO 34402 40,1
15 500 22 10 Si 246 42,4
16 700 22 20 NO 1250 40,5

Taula 4. Per a cada experiment del disseny 2*, es mostren els resultats obtinguts per a

la mida de particula i potencial Z.
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Respecte la mida de particula, I'objectiu és I'obtencié de nanoparticules de la
menor mida possible. Els resultats es sotmeten a un analisi de la variancia
(ANOVA) multifactorial. La taula ANOVA descomposa la variabilitat de la mida
de particula i el potencial Z en contribucions degudes a diversos factors. En
funcié dels resultats obtinguts en aquesta serie aproximativa d’experiments i a
partir del resultat de TANOVA (taula 5), es descarta poder prescindir del filtrat
de la suspensié obtinguda. Independentment de Il'analisi estadistic, per a
aguest factor concret es pot observar directament a partir de les dades que, si
no es realitza aquest filtrat, s’obtenen agregats de nanoparticules que fan
augmentar de forma considerable la mida mitjana de la mostra mesurada, ja
que el que mesura l'equip sén majoritariament els agregats formats i no

nanoparticules aillades.

Analisi de la variancia: Valor-P

FACTOR Mida de particula Potencial Z
Velocitat d’agitacio 0,4445 0,2983
Temps de sintesi 0,091 0,414

Temps addicié TPP 0,5156 0,6371
Filtratge 0,0202 0,1176

Taula 5. Resultats derivats de I'analisi de la variancia per a la variable mida de

particula.

Per a la mida de particula, i donat que el valor-P per al factor filtratge €s menor
qgue 0,05 es conclou que aquest factor contribueix de forma estadisticament
significativa a la mida de particula. La resta de factors presenten un valor-p
major a 0,05 i es conclou que no afecten de forma estadisticament significativa

a la mida de particula amb un nivell de confianca del 95% (taula 5).

Pel que fa a potencial Z, tots els valors-p calculats per als diversos factors sén
majors a 0,05. Es conclou que aquests factors no afecten de forma
estadisticament significativa a la variabilitat observada per als valors de

potencial Z obtinguts amb un nivell de confianca del 95% (taula 5).
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A partir de les dades experimentals dels valors de potencial Z, es pot afirmar
que la carrega superficial adquirida és la corresponent a nanoparticules
fortament cationiques (valors majors de 30 mV).

Per altra banda, el temps de reaccié també és important rebaixar-lo al maxim
per optimitzar el procés d’obtencio.

Com que no hi ha diferencies estadisticament significatives entre els valors de
les mitjanes a 30 minuts i a 22 minuts es planteja una reduccié del temps de
reaccio que, logicament, ha de portar de forma intrinseca a una rebaixa del
temps d’addicié de la solucié TPP i avaluar, aquest cop tenint en compte tots
els factors, quins afecten de forma significativa el valor de mida de particula i
potencial Z obtinguts.

Aquesta segona série d’experiments es realitza segons un disseny factorial 23,

Els resultats del disseny experimental 2° en termes de mida de particula i
potencial Z obtinguts es mostren a la taula 6.

Temps de Temps Diametre

Experiment Velocitat d’ reaccié per a transcorregut mitja Potencial Z
P agitacio (rpm) la sintesi en I'addicio superficial (mV)

(min) de TPP (min) D[3,2] (hm)
1 700 15 5 127 40,3
2 500 15 10 296 39,8
3 700 10 10 278 39,7
4 500 10 5 156 40,3
S 700 15 10 131 40,3
6 500 15 5 227 39,9
7 700 10 5 208 39,8
8 500 10 10 113 39,3

Taula 6. Per a cada experiment del disseny 2%, es mostren els resultats obtinguts per a

la mida de particula i el potencial Z.
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Pel que fa als resultat de mida de particula, es porta a terme una analisi de la
variancia (ANOVA), amb la finalitat de determinar la contribucié dels factors en
estudi i si les diferéncies observades son estadisticament significatives. Atés
que el P-valor per al factor velocitat d'agitacio durant la sintesi és de 0,0094 es
conclou, amb un nivell de confianca del 95%, que hi ha diferencies
estadisticament significatives en la mida de particula obtinguda respecte a
aquest factor.

Els altres dos factors en estudi (temps per a la reacci6 de sintesi i temps
transcorregut en l'addicio de la soluci6 de TPP) no influeixen de manera
estadisticament significativa, d'acord al resultat de I'analisi realitzada.

Per als valors de potencial Z, el test ANOVA realitzat no mostra diferencies

estadisticament significatives com a resultat dels factors estudiats (taula 7).

Analisi de la variancia: Valor-P

FACTOR Mida de particula Potencial Z
Velocitat d’agitacio 0,0094 0,2557
Temps de sintesi 0,6358 0,3314
Temps addicié TPP 0,1672 0,2557

Taula 7. Resultats derivats de I'andlisi de la variancia per a la variable potencial Z.

S’han realitzat fins ara experiments sota dues condicions diferents de velocitat
d’agitacio. Aquest factor ha resultat significatiu pel que fa a la seva contribucio
a la mida de particula.

Per a aquesta ra0, es planteja a continuacio avaluar un interval més ampli de
velocitats (500 rpm a 900 rpm) en qué aquest factor pugui ser determinant per
obtenir una menor mida de particula. Per portar a terme aquestes proves, es
fixen préeviament els dos factors restants (temps de reaccio per a la sintesi i
temps d’addicio de la solucio de TPP.

Pel que fa a la sintesi per gelificacio ionotropica a aquestes diferents velocitats

d'agitacio (interval entre 500 rpm i 900 rpm), la mida mitjana de particula i el
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potencial Z obtinguts per a cada condicié es mostren a la taula 8, calculats a

partir dels resultats de tres replicats.

Diametre mitja superficial (nm) Potencial Z (mV)
Rpm
. Valor . Valor
Replicat mitja Replicat mitja
500 214 207 203 208 41 38 41 39,8
600 207 151 196 185 41 40 42 41,0
700 190 193 121 156 40 41 40 40,3
800 206 159 132 166 40 43 41 41,2
900 231 223 197 217 40 43 42 41,8

Taula 8. Resultats de mida de particula i potencial Z en funcié de la velocitat d'agitacié

durant la reaccio6 de sintesi.

En aquest punt, els altres parametres es fixen en els seus valors optims pel que
fa a temps emprat en la reaccié de sintesi, és a dir, una reaccié de sintesi de
10 minuts de durada, i 5 minuts emprats en l'addicioé de la solucié de TPP. Aixi
s'assegura que no influeixen de manera estadisticament significativa en els
valors mitjans de mida de particula i potencial Z obtinguts.

Els resultats també sén analitzats mitjangcant un test ANOVA (taula 9) per a la
mida de particula i potencial Z per a ambdues variables. El p-valor obtingut és
major que 0,05, pel que no hi ha diferéncies estadisticament significatives

derivades del factor velocitat d’agitacio.

Analisi de la variancia: Valor-P

Font Mida de particula Potencial Z

Entre grups 0,1908 0,5540

Taula 9. Analisi de la contribuci6 de les diferents velocitats d’'agitacié a la mida de

particula i al potencial Z.
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D’aix0 es despren que la velocitat d’agitacio aplicada pot ser qualsevol de les
analitzades. Aquesta analisi fa referéncia exclusivament al diametre mitja
superficial de les nanoparticules (D[3,2]) i t¢ en compte les nanoparticules
formades fora de l'interval nanometric, el que implica que el valor s'ha calculat
tenint en compte mides majors a causa de la formacié d'agregats.

El procés d'analisi és analeg per als valors del potencial Z. Atés que el p-valor
obtingut és major que 0,05, es conclou que no hi ha diferéncies estadisticament
significatives entre les diferents velocitats d'agitacio avaluades.

Quan s’analitza el rendiment de la reaccié de sintesi, entés com el percentatge
de nanoparticules la mida de les quals es troba en linterval aproximat entre

100-300 nm per a cada velocitat d'agitacio, s’obtenen els valors que es mostren

a la taula 10.
Velocitat d’agitacio durant la sintesi per gelificacié ionotropica
Interval (nm) 500 rpm 600 rpm 700 rpm 800 rpm 900 rpm
% de nanoparticules respecte del total per a cada interval
91-105 3,82 4,93 5,70 5,82 3,96
105-120 4,25 5,44 6,23 6,37 4,42
120-138 4,56 5,76 6,53 6,66 4,75
138-158 4,72 5,87 6,57 6,68 4,95
158-182 4,74 5,78 6,35 6,43 4,99
182-209 4,61 5.48 5,90 5,93 4,89
209-240 4,34 5,01 5,26 5,23 4,64
240-275 3,95 4,40 4,49 4,39 4,26
275-316 3,46 3,72 3,68 3,53 3,76
Rendiment (%) 38,45 46,37 50,70 51,04 40,63

Taula 10. Percentatge de nanoparticules per a cada interval de mesura.

Els valors per a cada velocitat d'agitacid corresponen al percentatge mitja de
nanoparticules per a cada interval. La representacié grafica d'aquests valors
exhibeix el perfil que es mostra a la figura 45. Els valors de rendiment obtinguts
per a 700 rpm i 800 rpm sén practicament iguals, presentant la velocitat de 800

rpm un rendiment lleugerament més alt en aquesta série d’experiments. Per
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tant, la reaccié de sintesi cal portar-la a terme preferentment a 800 rpm. En
canvi, les restants velocitats d’agitacié estudiades resulten en un rendiment

notablement menor i es descarten per ser aplicades en la reaccié de sintesi.

=500 rpm
4 e 600 rpm
700 rpm

=800 rpm

% PER INTERVAL

900 rpm

91-105 105-120 120-138 138-158 158-182 182-209 209-240 240-275 275-316

INTERVAL NANOMETRIC

Figura 45. Representacio grafica dels percentatges de nanoparticules obtingudes per

a cada velocitat d’agitacio.

1.2 VISUALITZACIO DE LES NANOPARTICULES DE QUITOSAN-TPP

Les nanoparticules de quitosan-TPP obtingudes sense optimitzacio del metode
es van observar mitjancant microscopia electronica de transmissié (TEM) i
microscopia electronica de rastreig (SEM).

A les figures 46 i 47 es poden observar tant nanoparticules aillades com
nanoparticules agregades, amb una gran disparitat de mides apreciables a la

figura 46, aproximant-se en alguns casos al limit de I'escala nanométrica.
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Figura 46. Imatges de
nanoparticules de quitosan-TPP
adquirides mitjancant microscopia
electronica de transmissio. La fletxa
ampla assenyala nanoparticules
aillades, mentre que I'estreta
assenyala algunes zones d’'unio

entre nanoparticules agregades.

1pm CCciTuB
15.0kV LED

Figura 47. Imatges de nanoparticules de quitosan-TPP adquirides mitjancant

microscopia electronica de rastreig, on es poden apreciar nombroses nanoparticules

aillades.
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Per a les nanoparticules obtingudes en cada condici6é d'agitacio durant I'estudi
d’optimitzacio del métode, es porta a terme una analisi topografica mitjancant
microscopia de forca atomica (AFM). S'observen imatges de nanoparticules
aillades, que mostren una morfologia similar en tots els casos. Aixo0 indica que
les variacions en les condicions experimentals no son suficients per alterar la
seva morfologia. A les figures 48 i 49 s'observen imatges en diferents angles
per a una millor avaluacio de la definicid de la seva superficie i morfologia. La
figura 48 permet visualitzar l'alcada | amplada de particules aillades. En
aguestes mostres visualitzades per AFM, no s’aprecien diferéncies en la mida
de particula, que si s’observen en les imatges obtingudes per TEM de
nanoparticules obtingudes sense optimitzar els parametres del procés
d’obtencid (figura 47).

Dels experiments realitzats, es dedueix que la mida mitjana de les
nanoparticules de quitosan-TPP obtingudes esta influenciat per la velocitat
d'agitaci6 a la qual té lloc la reacci6 de sintesi, sota les condicions
experimentals aplicades. Contrariament, els valors de potencial Z obtinguts no
es veuen afectats de manera significativa per cap dels factors estudiats.

Pel que fa a la distribucio del diametre mitja superficial a les diferents velocitats
d'agitacié entre 500 i 900 rpm, es deriva que el major rendiment s'obté a 800
rpm, en l'interval entre 105 i 209 nm. A partir d’aguestes observacions, s’obre
I'opcié al control de la mida de particula obtingut si s’aplica un ajustament de la
velocitat d'agitacié durant la reaccié de sintesi.

La morfologia de les nanoparticules obtingudes no es veu afectada per
variacions en els factors analitzats, de manera que les caracteristiques de la
seva superficie sOn essencialment les mateixes sota totes les condicions.

El fet que la mida de particula i fenomens d’agregacié en l'obtencié de
nanoparticules polimeriques cationiques de quitosan-TPP es vegi condicionada
per lleugeres modificacions en la velocitat d’agitacio, junt amb la variabilitat
afegida en funcio del quitosan de partida (pes molecular i grau de desacetilacio)
fa recomanable l'estudi de sistemes nanoestructurats alternatius amb
components que mostrin menys variabilitat de partida junt amb métodes més

robustos d’obtencio.
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Figura 48. Imatges tridimensionals de nanoparticules aillades de quitosan-TPP
adquirides mitjangant microscopia de forca atomica, per a cada condicio de velocitat

d'agitacié (500 rpm-a, 600 rpm-b, 700 rpm-c, 800 rpm-d i 900 rpm-e).
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Senyal de fase

1.3pum 1,3 um 1,3 pm

Figura 49. Imatges frontals de nanoparticules de quitosan-TPP adquirides mitjancant
microscopia de forca atomica, en diverses maneres de visualitzacio (2D, 3D i senyal
de fase), per a cada condicié de velocitat d'agitacié (500 rpm-a, 600 rpm-b , 700 rpm-c,
800 rpm-d i 900 rpm-e).
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2. OPTIMITZACIO DE LA FORMULACIO PER A LA MIDA DE PARTICULA |
POTENCIAL Z DE NANOPARTICULES LIPIDIQUES SOLIDES CATIONIQUES
(CSLN)

Les nanoparticules lipidiques solides cationiques s’han obtingut per
microemulsificacid en calent, a partir de 500 mg d’acid estearic, 400 mg del
tensioactiu Poloxamer 188 i 800 mg del lipid cationic octadecilamina.

Per procedir a I'optimitzacio de la férmula, s’avalua primerament la influencia
del lipid matricial utilitzat en la sintesi de les nanoparticules sobre la mida i
potencial Z obtinguts.

Com s’observa a partir dels valors de la taula 11, les cSLN constituides amb
acid estearic com a lipid matricial presenten una superficie mitjana (diametre
mitja) de 122 nm. Aquesta mida de particula permet la internalitzaciéo de cSLN
mitjancant endocitosi. L'acid estearic és el lipid amb la desviacio estandard més
baixa entre les diferents mesures (5,77 x10™ enfront de 21,94 i 58,02 per al
ATO Compritol® 888 i Precirol® ATO 5, respectivament), i es pot considerar
com un indicador de l'estabilitat estructural de les cSLN.

Pel que fa al potencial zeta, tant I'acid estearic i el Precirol® ATO 5 donen
valors per sobre de 40 mV, un potencial superficial més que suficient per
aconseguir una unié eficient a DNA. No obstant aix0, les cSLN que contenen
Compritol® 888 ATO tenen un potencial zeta de 19,60 mV, un valor
relativament baix en comparaci6 amb la resta, que podria comprometre la
interaccié cSLN-DNA en termes d'eficiencia d’unié. La composicio de la diferent
matriu lipidica i les seves respectives interaccions amb octadecilamina i
Poloxamer 188 han d'explicar les diferencies observades en els valors de
potencial zeta, com a resultat dels canvis estructurals derivats de I'is d'un o

altre en la sintesi de cSLN.
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Mida de particula (nm) Potencial Z (mV)
Mitjana SD Mitjana SD
Compritol® 888 ATO 181 21,94 19,6 2,227
Acid estearic 122 5,77 x 10" 42,03 0,723
Precirol® ATO 5 236,1 58,02 47,9 0,721

Taula 11. Valors de mida de particula i de potencial Z per a cSLN formades a partir de

diferents lipids matricials. SD significa desviacio estandard.

La composicio optima per a les cSLN és, en aquest cas i pel que fa al lipid
matricial, la preséncia d’acid estearic, ja que son les que presenten una mida
de particula menor i un potencial Z de més de 40 mV. Aquest valor de carrega
superficial indica que les nanoparticules sén fortament cationiques (figura 50).
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Figura 50. Representaci6 grafica en que s’observa la relacio entre mida de particula i

potencial Z per a les cSLN formades a partir de diferent lipids matricials.
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2.1 AVALUACIO DEL CONTINGUT EN OCTADECILAMINA

En un primer bloc d'experiments, la mida de particula i potencial Z es mesuren
en cSLN obtingudes a partir de diverses concentracions d’octadecilamina: 200,
400, 600, 700 i 800 mg (taula 12 i figura 51). El lipid matricial utilitzat és acid
estearic (500 mg) per considerar-se el lipid optim segons I'apartat anterior, i la
concentracio de tensioactiu es manté en 400 mg, la mateixa quantitat present
en la formula utilitzada en els estudis anteriors.

En tots els casos, les mides de particula obtingudes es troben per sota de 150
nm. El potencial zeta, perd, es considera acceptable (= 25 mV) en les
formulacions amb 600, 700 i 800 mg d’octadecilamina. Encara que les
formulacions amb 600 i 700 mg d'octadecilamina tenen un potencial zeta
inferior a la mostra amb 800 mg d'octadecilamina, la carrega positiva es
considera suficient per a la unié a DNA.

Mida de particula (nm) Potencial Z (mV) % cSLN 100-150 nm

Contingut en

octadecilamina \jitjana SD Mitjana SD Mitana  SD

200 mg 119 0 -35,53 2,41 65,79 0,22
400 mg 127,67 1,53 3,53 0,36 65,61 2,37
600 mg 143 1 27,93 0,47 78,37 0,42
700 mg 138,33 23,18 26,87 1,25 68,02 0,97
800 mg 121,67 5,77,10™ 42,03 0,72 64,18 0,21

Taula 12. Valors obtinguts per a la mida de particula, el potencial Z i el percentatge de

cSLN obtingudes en I'interval entre 100 i 150 nm per a diferents quantitats

d’octadecilamina.
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200 50
/ 40
180
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o 160 20 g
E 3
B 10 o
s 140 0 N
3 3
§ 120 - -10 —
2 / 20
100
/ 30
80 -40
200 mg 400 mg 600 mg 700 mg 800 mg
—&— Mida de particula 119 127,67 143 138,33 121,67
—— Potencial Z -35,53 3,53 27,93 26,87 42,03

Figura 51. Representaci6 grafica de la relacio entre els valors de mida de particula
(eix primari) i potencial Z (eix secundari) quant s'utilitzen diferents quantitats

d’octadecilamina per a la sintesi de cSLN.

Si s’avalua el percentatge de nanoparticules obtingudes dins I'interval entre 100
i 150 nm de diametre mitja, se n’obté un major percentatge en la formulacié que

conté 600 mg d’octadecilamina (figura 52).
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Figura 52. Representacio grafica dels percentatges de cSLN obtingudes en l'interval
entre 100 i 150 nm en relacionats amb la mida de particula (grafic superior, eix
secundari) i el potencial Z (grafic inferior, eix secundari) en funcié de la quantitat

d’octadecilamina a la formula.
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2.2 AVALUACIO DEL CONTINGUT EN POLOXAMER 188

En els experiments d'avaluaci6 de la influencia de la concentracié de
Poloxamer 188, la quantitat d’octadecilamina es fixa en 800 mg, com en la
férmula original, sense introduir-hi modificacions per al moment.

Les formulacions amb 100 mg i 400 mg de Poloxamer 188 mostren una
superficie mitjana per sota de 150 nm. Per als valors de potencial zeta
mesurats, totes les formulacions es consideren acceptables per a la unié a
DNA (taula 13 i figura 53).

Contingut en Mida de particula (nm) Potencial Z (mV) % cSLN 100-150 nm
Poloxamer 188 Mitjana SD Mitjana SD Mitjana SD

90 mg 155,67 35,3 34,87 2,08 63,1 3,13
100 mg 124,33 10,12 33,4 1,41 68,43 3,57
400 mg 121,67 5,77,10™" 42,03 0,72 64,18 0,21

Taula 13. Valors per a mida de particula, potencial Z i % de cSLN obtingudes en

l'interval entre 100 i 150 nm per a diferents quantitats de Poloxamer 188.

200 50
180 & —_—
_ 30
E
£ o
P 160 20 %
2 .\ 10 3
£ 140 g
3 3
o 120 —a 10 =
-] =
= -20
100
-30
80 -40
90 mg 100 mg 400 mg
—&— Mida de particula 155,67 124,33 121,67
—— Potencial Z 34,87 33,4 42,03

Figura 53. Representacio grafica de la relacio entre els valors de mida de particula i
potencial Z quant s'utilitzen diferents quantitats de Poloxamer 188 per a la sintesi de
CSLN.
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Si s’avalua el percentatge de nanoparticules obtingudes dins I'interval entre 100

i 150 nm de diametre mitja, se n’obté un major percentatge en la formulacié que

conté 100 mg de Poloxamer 188 (figura 54).
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Figura 54. Representacio
grafica dels percentatges de
cSLN obtingudes en l'interval
entre 100 i 150 nm relacionats
amb la mida de particula (grafic
superior, eix secundari) i el
potencial Z (grafic inferior, eix
secundari) en funcié de
diferents quantitats de

Poloxamer 188 a la formula.

2.3 AVALUACIO DEL CONTINGUT EN OCTADECILAMINA | POLOXAMER 188

Per a formulacions de cSLN obtingudes a partir de férmules amb variacio de la

guantitat tant de l'agent tensioactiu com de l'octadecilamina, totes resulten en

cSLN amb una mida mitjana de particula inferior a 150 nm i valors de potencial

Z per sobre de 25 mV. En tots els casos el potencial zeta es considera suficient

per a la unié a DNA (taula 14 i figura 55).

142



RESULTATS I DISCUSSIO

Contingut en

el Mida de particula (nm)
octadecilamina/

Potencial Z (mV) % cSLN 100-150 nm

Poloxamer 188 Mitjana SD Mitjana SD Mitjana SD
600 mg 124,67 0,58 32,6 135 69,16 0,6
100 mg

600 mg 143 1 27.93 047 7837 0,42
400 mg

800 mg 124,33 10,12 334 141 6843 021
100 mg

800 mg 121,67 577x10% 42,03 072 6418 022
400 mg

Taula 14. Valors obtinguts per a la mida de particula, el potencial Z i el percentatge de
cSLN obtingudes en l'interval entre 100 i 150 nm per a diferents quantitats tant

d’octadecilamina com de Poloxamer 188.

200 50
40
— 180
£ 30
=
© 160 20 S
] 10 &
— =}
£ 140 — o
v / \-\. j ~
w —
© 120 -10 3
(1]
3 a0 S
2 100
-30
80 -40
600 mg 600 mg 800 mg 800 mg
100 mg 400 mg 100 mg 400 mg
—&— Mida de particula 124,67 143 124,33 121,67
—— Potencial Z 32,6 27,93 33,4 42,03

Figura 55. Representacio grafica de la relacio entre els valors de mida de particula i

potencial Z quant s'utilitzen diferents quantitats d’octadecilamina i Poloxamer 188 per a
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Si s’avalua el percentatge de nanoparticules obtingudes dins I'interval entre 100
i 150 nm de diametre mitja, se n’obté un major percentatge en la formulacié que

conté 600 mg d’octadecilamina i 400 mg de Poloxamer 188 (figura 56).

100 145

A 140
/ \ 135
60 — / 130
40 — \i- | 125

80

120
20 — —_— — 115 Figura 56. Representacio
rafica dels percentatges
0 110 g p g
600 mg 600 mg 800 mg 800 mg de cSLN obtingudes en
100 mg 400 mg 100 mg 400 mg linterval entre 100 i 150
% SLN 100-150 nm —&— Mida de particula nm relacionats amb la
mida de particula (grafic
100 50  superior, eix secundari) i
40 g potencial Z (grafic
80 30
20 inferior, eix secundari).
60— ] ] 10
40 |— S {0
-10
20 — I _ | -20
-30
0 -40
600 mg 600 mg 800 mg 800 mg
100 mg 400 mg 100 mg 400 mg

% SLN 100-150 nm  —&—Potencial Z

Com s'observa a la figura 56, qualsevol d'aquestes quatre formulacions poden
ser utilitzades per a l'objectiu previst. La formula amb 600 mg i 100 mg
d’octadecilamina i tensioactiu, respectivament, es tria com a formula optima.
Les desviacions estandard per a la mida de particula i potencial Z sén 0,58 i
1,35 respectivament, valors que indiquen una baixa dispersio per a ambdos
parametres. Aquesta formulacié suggereix que és possible reduir la quantitat de
tensioactiu i octadecilamina un maxim del 75% i 25%, respectivament, per

obtenir cSLN amb el menor diametre mitja possible, amb una carrega de
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superficie en qué les nanoparticules obtingudes es consideren fortament
cationiques.

A la taula 15 es s’indica a mode de resum la composicié oOptima de la
formulaci6, a partir de la qual es porten a terme les caracteritzacions posteriors,

aixi com els assajos de viabilitat cel-lular i transfeccié de pDNA i siRNA.

Formulacié de nanoparticules lipidiques solides
cationiques

METODE D’OBTENCIO

Microemulsificacié en calent

COMPONENTS

Acid estearic 500 mg
Octadecilamina 600 mg
Poloxamer 188 100 mg

Aigua 145 ml

Taula 15. Métode d'obtencié i components de les cSLN.

3. CARACTERITZACIO TERMICA | ESTRUCTURAL

3.1 ESPECTROSCOPIA DE FOTOELECTRONS PER EMISSIO DE RAIGS X DE CSLN

El resultat de I'espectroscopia de fotoelectrons per emissié de raigs X mostra
els recomptes d'electrons com una funcié de l'energia d'enllag (Eb) dels
diferents elements presents a la superficie (aproximadament 5-10 nm de
profunditat) i es mesuren en eV (electro-volt). Com es pot veure a la figura 57,
les energies d'enllag per als electrons en els primers orbitals augmenten amb el

nombre atomic com a resultat de la carrega nuclear.
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Figura 57. Espectre resultant on es mostren les energies d’enllag¢ dels electrons de

diferents atoms presents a la superficie de les cSLN.

L'energia d'enllac dels electrons 1s del nitrogen apareix a 400 eV, i confirma la
preséncia d’atoms de nitrogen de I'octadecilamina responsables de donar a les
cSLN els valors de potencial Z observats. El percentatge d'atoms de nitrogen a
la superficie de les cSLN és de 2,2% (taula 16). La preséncia de nitrogen
carregat positivament és condicidé necessaria i suficient per a la capacitat d'unio
de DNA de les cSLN.

Cls N1s O1s
89.5 2.2 7.0

Taula 16. Composicio atomica (en %) de la superficie de les cSLN.

3.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE RASTREIG DELS COMPONENTS DE LES
CSLN (DSC)

El comportament térmic és analitzat a través de DSC. S’obtenen termogrames
(corbes DSC) de mostres individuals d’acid estearic i octadecilamina (figures 58
i 59, respectivament). Els pics endotérmics corresponen a canvis que

experimenta la mostra en funcié de la temperatura aplicada.
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Les corbes DSC de les mostres que contenen, per una banda, acid estearic i
octadecilamina conjuntament, (figura 60), i per altra banda una barreja d’acid
estearic, octadecilamina i Poloxamer 188 (figura 61) presenten un pic exotérmic
amb una entalpia de 62,10 mJ com una mesura de l'energia transferida. Aquest
resultat és possiblement consistent amb una reaccié de neutralitzacio, és a dir,
una reaccio acid-base exotérmica entre el grup carboxilic de l'acid estearic i
I'amina primaria de l'octadecilamina, immediatament després que les dues
substancies aconsegueixen l'estat liquid, fet que es podria relacionar amb el
primer pic endotermic. La presencia de Poloxamer 188 no indueix canvis
significatius en la reaccid, tot i que, en aquest cas, disminueix I'entalpia a 42,40
mJ, indicant una menor transferéncia d'energia. Un segon pic de fusié apareix
després de la reaccio exotermica. Aquest resultat pot ser compatible amb la
presencia de d’amines secundaries i terciaries en el material de partida, amb
diferent punt de fusié, i que ja s'aprecia en la mostra que conté només
octadecilamina (figura 59), amb la qual cosa es pot descartar que la presencia

dels altres components de la formulacié estiguin implicats en l'aparicio d’aquest

pic.

"exo
] DISC-INT-13-047-1, 21,06.2013 11:10:42 M1
DSCAINT-13-047-1, 3,730 mg
B Method: 30-300(10}N2
54 20.0-300,0°C 10.00°Cimin N2 50,0 miimin
1 onset s520°C
rq _ T_‘i
54 l |
10 | ‘
i Integral -G23. 44 ml
] nommalized 165,24 Jg*
Pesk 58,96 °C
20 |
25 |
20
] e ) 100 120 140 180 120 200 220 260 280 =) c
[ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 il 1 1 1 Y
i } } } } } } } } } } } } }
0 2 4 8 8 10 2 14 16 a 20 2 24 2 min

Figura 58. Corba DSC resultant d’'una mostra d’acid estearic.
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Figura 59. Corba DSC resultant d’'una mostra d’octadecilamina.
“exo
i ] 1 g
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Figura 60. Corba DSC resultant d’'una barreja d’acid estearic i octadecilamina.
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Figura 61. Corba DSC resultant d’'una barreja d’acid estearic, octadecilamina i

Poloxamer 188.

3.3 ANALISI TERMOGRAVIMETRICA DE LA FORMULACIO DE CSLN

La termogravimetria realitzada sobre mostres liofilitzades amb i sense trehalosa
com a crioprotector durant el proceés de liofilitzacié posa de manifest diferéncies
en funciod de la presencia o absencia d’aquest sucre.

La corba termogravimetrica corresponent a la mostra liofilitzada amb trehalosa
com a crioprotector evidencia una molt lleugera perdua de massa que queda
estabilitzada cap els 140°C, possiblement a causa de la preséencia de
molecules d’aigua fortament lligades a la trehalosa, i que no han estat
eliminades completament al no realitzar-se un assecat secundari de la mostra.
La formulacié roman estable fins que, cap a 250°C es descomposa rapidament
(figura 62).
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Figura 62. Corbes TGA corresponents a una mostra de cSLN liofilitzada en abséncia

de trehalosa com a crioprotector (superior) i en presencia de trehalosa (inferior).

En canvi, en la corba termogravimetrica de la mostra liofilitzada en absencia de
trehalosa no apareix una perdua de massa significativa possiblement atribuible
al fet de no haver-hi el sucre que reté molecules residuals daigua. La
descomposicié en agquest cas s'’inicia cap als 135 °C, molt més per sota que en
la mostra liofilitzada amb el crioprotector. Aquesta observaciéo és concordant
amb la possibilitat que l'abséncia de trehalosa acceleri l'oxidacié dels
components lipidics de les nanoparticules molt abans que no pas en la mostra

liofilitzada amb trehalosa, on aquest component actua com a protector de la
formulacio.
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3.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE RASTREIG DE LA FORMULACIO DE CSLN
(DSC)

Si es porta a terme una analisi DSC sobre mostres de cSLN liofilitzades en
preséncia o abséncia de trehalosa, es pot observar que el comportament termic
difereix d’'una respecte de l'altra (figura 63). Com que I'inica diferéncia entre les
dues mostres és la preséncia de trehalosa, hi ha una alta probabilitat que les
diferencies detectades siguin causades majoritariament per aquest fet.

Aquestes corbes confirmen el diferent comportament de les mostres

previament posat de manifest amb I'analisi termogravimétrica efectuada.

mw
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Figura 63. Corbes DSC corresponents a una mostra liofilitzada de cSLN en abséncia

de trehalosa com a crioprotector (superior) i en preséncia de crioprotector (inferior).
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La corba de la mostra liofilitzada amb trehalosa presenta un ampli pic
endotermic amb el seu minim a -62 °C, i que podria ser causat per diversos
factors, inclosos factors atribuibles a I'equip. En qualsevol cas, la resta de pics
de la corba son diferents dels que es poden trobar a la mostra liofilitzada sense
trehalosa. Aixi, aquest component indueix canvis significatius en el
comportament térmic de la formulacié per interaccié amb la resta components,
de tal manera que, tal i com s’observa a la corba TGA anterior, protegeix la

formulacié de la descomposicio termica.

3.5 DIFRACCIO DE RAIGS X (XRD)

S’obté el patré de difracci6 de raigs X per determinar si les interaccions
observades a partir dels experiments de DSC impliquen la formacié de noves
entitats quimiques, observable a partir de les intensitats de linia, que son
caracteristiques per a cada component en funcié dels centres de reflexid
atomics. Si no hi ha interaccid, els resultats per a l'acid estearic i
I'octadecilamina (figures 64 i 65, respectivament) haurien de mostrar un patré

de superposicié quan s'analitza una barreja fosa dels dos components.
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| Figura 64. Patro de
% L | Y | difraccio obtingut per a

et '3cid estedric.

ZTheta [

Figura 65. Patro de
o VUS4 1Y , difraccié obtingut per

S .| a loctadecilamina.

Atés gue els resultats per a les barreges foses d'acid estearic i octadecilamina
no generen el patré de difraccié que correspondria a la suma de les intensitats
de linia d'una barreja de les dues substancies (figura 66), es pot considerar que
es produeix una interaccio quimica entre l'acid estearic i la octadecilamina.

Si s’observen els tres diagrames de difraccié en superposicio (figura 67, grafica
A, i zones B i C amplificades), es pot observar clarament a partir de les regions
ampliades que el diagrama representat per una linia de color negre, i que es
correspon a la barreja recristal-litzada d’acid estearic i octadecilamina no
correspon a la suma algebraica dels diagrames de les dues substancies per
separat. Aquests resultats confirmen les dades termografiques. La formacio

d'aquesta sal (resultat de la reaccié de neutralitzacié acid-base) implica
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I'existéncia dels grups amino protonables necessaris per a la unio a DNA. Els
valors del potencial Z sén una constatacié de la preséencia d’octadecilamina en

la formulacio per proporcionar suficient carrega superficial positiva per a la unié
a DNA.

Figura 66. Patr6 de difraccié d'una barreja (1:1) d’acid estearic i octadecilamina.
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Figura 67. Grafica superposada dels patrons de difraccié (A) i ampliacions (B i C) en
gue es posa de manifest el patré resultant del a interaccié entre I'acid estearic i

I'octadecilamina (en negre).
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3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSES (MS)

L'analisi d'espectrometria de masses dona evidéncia de la formacio d'una sal, i
ve a confirmar els resultats de DSC esmentats anteriorment. Com es mostra a
les figures 68 i 69, els pics indiquen la relacid6 de massa a carrega (m/z) dels
ions que resulten del procés de electrospraying. La mostra d’acid estearic (MW -
284) es converteix en I'anid estearat (MW-283) amb una sola carrega negativa
(figura 68).
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Figura 68. Espectre de masses resultant per a I'acid estearic.

En el cas de I'octadecilamina (MW -~269), es converteix (figura 69) en la forma
cationica (MW=270). Si es té aixo en compte, els pics han d'aparéixer en 283 i
270 en l'eix X, tal com s'observa. Els pics addicionals a la figura 68 es poden
atribuir a l'escissié de la molécula d'acid estearic en fragments més petits a
causa de les condicions experimentals propies de la técnica o a la presencia

d’'impureses.
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Figura 69. Espectre de masses resultant per a I'octadecilamina.

La hipotesi de la formacié d'un enllag peptidic entre els grups carboxil i amina
queda descartada en abséncia de catalitzadors, necessaris per disminuir
I'energia d'activaciéo de la reaccid. Sense ells, es requeriria una temperatura
molt més alta i un temps més llarg de reaccio que l'aplicat a la barreja fosa
recristal-litzada, que és aproximadament la mateixa temperatura aplicada

durant el métode de produccié de cSLN.

3.7 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE PROTO (*H-NMR)

Els desplacaments quimics (figura 70) dels espectres de ressonancia
magnetica nuclear de proté obtinguts tant per a una barreja préeviament fosa i
recristal-litzada d'acid estearic i octadecilamina com per a les dues substancies
separadament, indiquen que es produeix, per una banda, la protonacié de
I'amina primaria de I'octadecilamina i, per altra banda, es produeix la perdua del
prot6 de l'acid estearic. Aquestes dades reforcen les obtingudes per
espectrometria de masses.

A partir de la figura 71 cal destacar, d’acord amb el que es menciona més

amunt, que I'espectre de la barreja de les dues substancies mostra un singlet
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que integra per a tres protons a aproximadament 6 ppm, que es correspon amb
la protonaci6 de Il'amina primaria de [I'octadecilamina (figura 70, II).
Consequentment, en aquest espectre no es detecta el protd de I'acid estearic.

a
| a I Alquilo-NH,
Alquilo-NH,
a) 05-4.0 a i B
a ) (Alquilo),-NH;* 4 =6
(Alquilo),—NH

a
(Alquilo);-NH*

n a
AlquiloCOOH

— a
{_/-cooH

a) 10-13

Figura 70. Desplagaments quimics (5 en ppm relatives a tetrametilsila) de *H en
amines alifatiques (), amines alifatiques protonades (lI) i acids carboxilics
alifatics (Ill) (Pretsch et al. 1980).
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Figura 71. Espectre de ressonancia magnética nuclear de proto per a una barreja
recristal-litzada d’acid estearic i octadecilamina. Apareixen identificats numericament
els singlets corresponents al cloroform deuterat utilitzat com a dissolvent (1) i al

tetrametilsila utilitzat com a patré intern (2).
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Si s’analitza I'espectre de les dues substancies per separat (figura 72), es
demostra que, en el cas de l'acid estearic (figura 72, C) es detecta un singlet
que integra per a un proté a aproximadament 11 ppm (figura 70, Ill). Per a
I'octadecilamina, al tractar-se de la substancia pura sense reaccionar amb l'acid
estearic, no es detecta la protonacié de I'amina (figura 72, B), que si és detecta
en la barreja (figura 72, A). En aquest cas, els protons del grup amino ressonen
a un desplagcament quimic similar al dels protons de la cadena alifatica de la
molecula (Figura 70, ).

En tots els espectres, s’identifiquen el cloroform deuterat (CdHCI3) emprat com
a dissolvent, amb un desplacament quimic caracteristic cap a 7,25 ppm, i el
tetrametilsila (Me,4Si), utilitzat com a patr6 intern i amb un desplagament quimic

de O ppm.
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Figura 72. Espectres compilats de I'acid estearic (C), I'octadecilamina (B) i una barreja

fosa recristal-litzada de les dues substancies (A).
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3.8 VISUALITZACIO DE CSLN PER MITJA DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
TRANSMISSIO (TEM)

La microscopia electronica de transmissié permet la visualitzacié de I'estructura
de les nanoparticules lipidiques solides cationiques. Les imatges s’han
obtingut a partir de cSLN provinents de la resuspensio d’'un vial liofilitzat. A la
figura 73 s'observen, a diferents escales, nanoparticules de diverses mides,

dins de l'interval nanomeétric, esferiques i de contingut homogeni.

Figura 73. Micrografies
realitzades amb microscopi
electronic de transmissio (TEM)

de nanoparticules lipidiques

solides cationiques.

3.9 VISUALITZACIO DE CSLN PER MITJA DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE
RASTREIG (SEM)

La microscopia electronica de rastreig permet obtenir informacié relativa a la
superficie de les cSLN. En la figura 74 es pot observar la morfologia arrodonida

de les nanoparticules. Es confirma que les seves dimensions es troben dins
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I'interval de I'escala nanomeétrica. Aquesta imatge s'obté a partir de cSLN

reconstituides a partit d’'una mostra liofilitzada.

— 100nm CCiTUB
x110,000 15.0kV LED

Figura 74. Micrografies realitzades amb microscopi electronic rastreig d’emissié de
camp (FE-SEM, Field Emission Scanning Electronic Microscopy) de nanoparticules
lipidiques solides cationiques.

3.10 VISUALITZACIO DE CSLN PER MICROSCOPIA DE FORGA ATOMICA (AFM)

La figura 75 mostra diverses imatges topografiques de microscopia de forca
atomica tant de cSLN aillades (A), lipoplexos cSLN-pDNA en 2D (B) i 3D (C) i
pDNA (D). EI métode de preparacié de la mostra i les propietats exhibides per
part de les cSLN no permeten la visualitzacio de formes esferiques, encara que
les cSLN poden ser identificades. Pel que fa als lipoplexos, es pot observar
'estructura del pDNA en estat relaxat, amb el seu diametre tipic
d'aproximadament 2 nm.
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Figura 75. Imatges bidimensionals i tridimensionals de cSLN aillades (A), lipoplexos
cSLN:pDNA (B i C) i pDNA (D).
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4. DETERMINACIO DE LES PROPIETATS NANOMECANIQUES (MODUL DE
YOUNG) DE LES CSLN

La capacitat de deformacié elastica de les cSLN sintetitzades ve donada pel
valor del modul de Young (en MPa) calculat a partir de les mesures realitzades
per mitja de microscopia de forga atomica quantitativa.

Les cSLN demostren ser un sistema nanosestructurat amb propietats
elastiques.

Per a una mostra de 10 nanoparticules aillades, les dades relatives a la mesura
del modul de Young donen un valor mitja de 191,4 MPa i una desviacio
estandard de 70,3 MPa. Aquesta variabilitat es pot considerar alta enfront el
valor mitja que s’obté, pero per altra banda entra dins de la normalitat si es té
en compte la variabilitat a causa de la técnica instrumental aplicada.

La figura 76 constitueix una imatge topografica a partir de la qual s’hi han
identificat varies cSLN, de les que s’ha calculat el modul de Young per a 4
nanoparticules aillades. Els resultats obtinguts per a aquest parametre es
troben detallats a la figura 77.

Figura 76. Topografia per AFM (6x6 micres, 512x512 pixels) de nanoparticules
aillades (esquerra) i vista en 3D de la mateixa imatge (dreta). S’ha calculat la
deformacié elastica per a les nanoparticules encerclades.
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Figura 77. Mesures de deformacio elastica (calculada com a modul de Young) a partir

de quatre nanoparticules aillades (encerclades a la figura anterior).
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El coneixement de les propietats nanomecaniques pot ser Gtil per establir una
aproximacid a la biosimilaritat en cas de poder-se demostrar que els valors
d’elasticitat son similars als de les membranes cel-lulars i/0 organuls cel-lulars.
També facilita informacio pel que fa a la capacitat de resistencia fisica de les
cSLN com a estructura i per tant la seva contribucio a I'estabilitat des d’un punt

de vista mecanic.

5. ESTABILITAT DE LA FORMULACIO DE CSLN A DIFERENTS TEMPERATURES
DE CONSERVACIO

Els vials de cSLN acabades de sintetitzar s’analitzen quant a mida de particula i

potencial Z, durant 7 dies, amb els resultats que s’indiquen a la taula 17.

Diametre mitja (nm) Potencial Z (mV)

Dies 4°C 25°C 37°C Dies 4°C 25°C 37°C
1 269 217 236 1 27,7 35,8 32,5
2 124 339 119 2 29,9 35,6 30,1
3 126 55194 113 3 27,1 24,0 31,6
4 237 40709 132 4 34,9 39,2 34,2
5 206 126742 121 5 38,6 37,0 35,2
6 65070 58070 122 6 34,2 43,7 40,2
7 86870 75887 282 7 29,9 31,6 27,3
Mitjana 21843 51023 161 Mitjana 31,7 35,3 33,0
SD 37507 44112 68 SD 4,2 6,2 4,1

Taula 17. Valors diaris, mitjana i desviacio estandard (SD) de la mida de particula i

potencial Z a diferents temperatures.
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Els resultats es representen graficament (figura 78), i mostren l'evolucio
d'aquesta formulacié en les diferents temperatures en termes de mida de
particula (diametre mitja en nm) i potencial superficial (potencial Z en mV). La
mitjana i la desviacié estandard (taula 17) mostren que a 37 °C, aquestes
nanoparticules pateixen la menor variacié en mida de particula i potencial Z.

Aquesta formulacié de cSLN presenta un comportament termic que resulta en
un estat estable a 37 °C en comparacio amb 25 °C i 4 °C, amb variacions
discretes tant de la mida de particula com del potencial Z. A aquesta
temperatura la formulacio és encara capac durant una setmana de ser emprada
per a la unié a acids nucleics. No obstant aix0, la mida de particula comenca a
augmentar el dia 7, juntament amb una petita disminucié del valor de potencial
Z. Donat que 37 °C correspon a la temperatura fisiologica a la que les cSLN
serien administrades, aquestes dades han de considerar-se com un possible
indicador de la biocompatibilitat, tot i que la influéncia d'altres variables com ara
el comportament térmic després de la unio a acids nucleics s’hauria d’avaluar

en estudis posteriors.
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Figura 78. Representacio grafica de I'evolucio dels valors de mida de particula i
potencial Z a diferents temperatures (4 °C, 25 °C i 37 °C) durant 7 dies.
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6. ESTABILITAT DE LA FORMULACIO DE CSLN RECONSTITUIDA A PARTIR DE
PRODUCTE LIOFILITZAT

El procés de liofilitzacié pot induir certs canvis en els sistemes nanoestructurats
qgue poden traduir-se com un augment en la mida de particula. Alguns dels
assajos portats a terme amb la formulaci6 de cSLN s’han fet a partir de
producte liofilitzat reconstituit, pensat per al seu Us a molt curt termini, per la
qual cosa cal avaluar si tant la mida de particula com el potencial Z es troben
dins d’'uns limits acceptables per tal que les cSLN segueixin sent aptes per a

I'Us previst.

Es realitzen mesures de mida de particula i potencial Z a partir de vials amb
cSLN liofilitzades, reconstituits amb 3 ml d’aigua ultrapura, amb els resultats

gue s’observen a la taula 18.

Diametre mitja

superficial

Temps (D[3.2]) Potencial Z
nm mV
Abans 10 min 177 34,3
20 min 165 34,6
30 min 187 32,9
40 min 165 32,7
50 min 169 37,7
60 min 176 38,3
Valor mitja 173 35,1
SD 8,5 2,4

Taula 18. Valors de mida de particula i potencial Z a diferents temps després de la

reconstitucio de vials liofilitzats.

La mida de particula resulta augmentada en referencia a I'obtinguda a partir de
cSLN acabades de sintetitzar. Si es prenen les dades dels primers 60 minuts, la
mida mitjana de les cSLN és de 173 nm i el potencial Z de 35,1. Tot i 'augment

detectat, pero, tant la mida com el potencial Z mesurats es considera que
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segueixen sent perfectament compatibles amb I'Us previst de la formulacié fins

a una hora després de la reconstitucio del liofilitzat.

7. ASSAIG DE RETARDAMENT EN GEL PER DETERMINAR L’EFICIENCIA D’UNIO
DE CSLN A PDNA

La capacitat i I'establiment de la ratio optima d'uni6 a acids nucleics de les
cSLN optimitzades es porta a terme per mitja d'un assaig de retardament en gel
(electroforesi en gel d'agarosa), utilitzant el plasmidi pEFBOS-ECFP-T7-
TCERG1 [591-1098].

En aquests experiments, es compara al mateix temps l'eficiencia d'unié de les
mostres de cSLN ressuspeses després d’'un procés de liofilitzaciéo en abséncia
o presencia de trehalosa al 5% com a crioprotector.

A la figura 79, es mostra el resultat d’eficiencia d’'unié al plasmidi pEFBOS-
ECFP-T7-TCERG1 [591-1098] per a diferents quantitats de cSLN.

MafcaD‘:\IO/: 80:1 100:1 150:1 200:1 80:1 100:1 150:1 2001

cSLN cSLN

(Liofilitzaci6 sense Trehalosa al 5%
crioprotector)

Figura 79. Proporcions de cSLN:pDNA utilitzades en l'assaig de retardament en gel
(cSLN:pDNA p/p) per avaluar la capacitat d'unié a DNA. S’avalua I'eficiencia d’uni6 de
cSLN liofilitzades sense crioprotector (carrils 2-5) i amb crioprotector (carrils 6-9). Com
a marcador de mida de DNA (carril 1, en parells de kilobases) s'utilitza una escala de
DNA digerit (New England Biolabs).
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Les cSLN liofilitzades en absencia del crioprotector exhibeixen una baixa
capacitat d'unié, d'acord amb la presencia de DNA lliure en els gels, fins i tot
amb l'augment de les proporcions del lipid cationic, responsable de la unié a
pDNA (Figura 79, carrils 2-5). A la figura 79 s’observa una alta eficiencia en la
uni6 a pDNA en mostres liofilitzades en presencia del crioprotector. En
aguestes mostres, s’aconsegueix un 100% d'uni6 amb la ratio 200:1
(cSLN:pDNA) (Figura 79, carril 9). Les cSLN liofilitzades sense crioprotector no
es redispersen completament. Aquesta redispersié incompleta pot causar que
una part de la superficie potencial d'unio de les cSLN no quedi exposada per a
la interacci6 ionica amb el DNA. D'altra banda, hi ha una altra raé que pot
explicar la disminucié en l'eficacia d'unié: si la mostra no es dispersa bé a
causa de l'abséncia de trehalosa, es pot esperar una menor quantitat de cSLN
durant el mostreig, donat que es pot prendre una major quantitat d’aigua en
relacid amb les cSLN presents en aquesta mostra. En comparacio, la solucio
obtinguda després de la redispersi6 de cSLN liofilitzades en presencia de
trehalosa és homogenia, completament opalescent i no mostra cap agregat
visible. Sota aquestes condicions, s’obté una distribucié uniforme de cSLN a la
mostra. Aquest fet, doncs, pot afavorir una capacitat d'unié al DNA més gran
gue en cSLN liofilitzades sense el crioprotector. Aquesta situacié es confirma i
s’observa clarament en el resultat de I'assaig de retardament en gel de la figura
80, quan es comparen els carrils 3 i 5. Cal tenir en compte la influencia d'altres
forces electrostatiqgues que poden actuar i afavorir la capacitat d'unié de cSLN a
pDNA, com ara forces de Van der Waals entre les zones no polars de les
molecules implicades. També es pot donar la possibilitat que, en abséencia de
trehalosa, les cSLN no resisteixin prou bé el procés de liofilitzacié i es

desestructurin, perdent en consequéncia la capacitat d’'unié a pDNA.
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SLN SLN (Tre 5%)
DNA DNA DNA

Ladder B  DNA B DNA (P)  Ladder

8.0

4.0
30

Figura 80. Assaig de retardament en gel de cSLN:pDNA (200:1 p/p). Es compara la
capacitat d'unié de les cSLN liofilitzades amb i sense trehalosa al 5% com a
crioprotector. B significa blanc (carril que conté només cSLN). La fila indicada com a
DNA (P) es carrega Unicament amb el plasmidi, i constitueix el control positiu. Com a
marcador de mida de DNA (carrils 1 i 7, en parells de kilobases) s'utilitza una escala
(ladder) de DNA digerit (New England Biolabs).

7.1 ASSAIG DE RETARDAMENT EN GEL PER AVALUAR LA INFLUENCIA DE LA
MIDA | TIPUS DE PLASMIDI EN L'EFICIENCIA D'UNIO DE CSLN A PDNA

S’avalua l'eficiencia de carrega a la relacio 200:1 p/p (cSLN:pDNA) de dos
plasmidis diferents quant a nombre de bases, i que contenen com a insert el
fragment carboxi-terminal de TCERG1 [591-1098].

En funcié dels resultats observats a la figura 81, es demostra que tant el
plasmidi pEFBOS-T7-TCERG1 [591-1098] com el pEFBOS-GFP-T7-TCERG1
[591-1098] s’'uneixen a cSLN amb una eficiencia del 100% en la relacié 200:1
(cCSLN:DNA) p/p. Per tant, la mida quant a parells de bases no influeix en la
capacitat d’'unio.

Els carrils corresponents a cSLN:TCERGL1 i cSLN:GFP-TCERGL1 no presenten
bandes, fet que suposa que el pDNA carregat ha quedat totalment retingut en
el pou junt amb les cSLN per efecte de la interacci6 electrostatica.

Les dues bandes que s'observen al carrl TCERG1 corresponen a dues
possibles conformacions del plasmidi a I'espai, que es manifesten en la diferent
capacitat de migracio en el gel d'agarosa.
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Carrils:

1i 7: Marcadors de pes molecular
2: Només cSLN

3: cSLN:pEFBOS-T7-TCERG1

4: pEFBOS-T7-TCERG1

5: cSLN:pEFBOS-GFP-T7-TCERG1
6: pPEFBOS-GFP-T7-TCERG1

Figura 81. Electroforesi en gel d’agarosa per a I'avaluacio de I'eficiencia d’uni6 de
pDNA a cSLN en funcié de la mida del plasmidi.

Al mateix temps s’avalua I'eficiencia d’'unioé per a altres dues construccions de
pDNA que contenen inserts diferents, a la relacio optima cSLN:pDNA (200:1
p/p). A la figura 82 es mostra el resultat de I'assaig de retardament en gel per a

aquests plasmidis.

Carrils:

1i 10: Marcadors de pes molecular

: Només cSLN

: Només cSLN (Tre)

: CSLN:pEFBOS-GFP-T7-FF4FF5ASRPK1

: CSLN(Tre):pEFBOS-GFP-T7-FFAFF5ASRPK1
: 0,4 yg pEFBOS-GFP-T7-FF4FF5ASRPK1

: cCSLN:pcDNA3-LIN28B

: CSLN (Tre):pcDNA3-LIN28B

: 0,4 pg pcDNAS-LIN28B
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Figura 82. Assaig de retardament en gel pels plasmidis pEFBOS-GFP-T7-
FF4FF5ASRPK1 (carrils 4, 5 6) i pcDNA3-LIN28B (carrils 7, 81 9).
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A partir d'aquests resultats, es pot confirmar que els plasmidis pEFBOS-GFP-
T7-FF4FF5ASRPK1 i pcDNA3-LIN28B també mostren una eficiencia del 100%
a la mateixa ratio, sempre i quan els assajos es realitzin a partir de cSLN

liofilitzades en presencia de trehalosa.

8. ESTABILITAT DE LES CSLN | MANTENIMENT DEL POTENCIAL Z DE LES
CSLN EN FUNCIO DEL MEDI DE CULTIU CEL-LULAR

A partir de vials liofilitzats, es porten a terme mesures de mida de particula i
potencial Z posteriorment a la seva reconstitucio, fent Us de diferents
composicions de medis de cultiu DMEM com a dispersant enlloc d’aigua
ultrapura (taula 19), per tal de establir la possible influencia en I'estabilitat dels

parametres mesurats.

Diametre mitja

Medi de cultiu (D[3,2]) (Pn‘:ﬁf)”c'a' z
(nm)

DMEM baix en glucosa + Aa NE + Glu 295 3,49

DMEM baix en glucosa + FBS + P/S + Aa NE + Glu 519 -5,60

DMEM alt en glucosa + FBS + P/S + Higromicina 183 -5,38

DMEM alt en glucosa 280 4,17

CONTROL (Redispersié amb aigua ultrapura) 127 36,6

Taula 19. Valors de mida de particula (en diametre mitja) i potencial Z per a cSLN
reconstituides en medis de cultiu de diferent composicié. L'ultima filera conté dades del

control.

A la vista dels resultats obtinguts, el medi de cultiu influeix de forma notable pel
que fa als dos parametres. Els components del medi provoquen canvis en el
diametre mitja mesurat, en alguns casos afavorint la formacié d’agregats que
fan augmentar el valor mitja de la mida de particula. Per al potencial Z, tots els
medis provoquen una disminucié encara meés gran en relacié amb I'observada

per a la mida de particula respecte de les mesures efectuades sobre el control.

173



RESULTATS | DISCUSSIO

Fins i tot s’'observen valors negatius per a aquest parametre. Tots els valors fan
inviables a les cSLN per a la seva uni6é a acids nucleics, pel fet que la carrega
positiva desapareix o és marcadament insuficient. La forca ionica dels medis
de cultiu es postula com a responsable d’aquesta disminucio en el potencial Z,
pel fet que les carregues positives de la superficie de les cSLN es veu
contrarestada per la unié a aquestes d’ions negatius presents al medi.

En funcié d’aquests resultats, s’opta per seguir fent créixer el cultius en medis
enriquits, pero en el moment immediatament previ a la transfeccio, es
substitueix per un medi no enriquit. D’aquesta forma es minimitza la possibilitat
gue les cSLN puguin veure’s afectades pels ions presents en el medi. De fet,
les cSLN es troben ja unides a acids nucleics en el moment de la transfeccio,
aixi que caldria una elevada forca ionica per desplacar la unié d’aquests per

part d’'ions presents al medi.

9. ESTUDIS DE VIABILITAT CEL-LULAR

La viabilitat cel-lular es representa com a ceél-lules vives respecte del total de
cel-lules visualitzades. En la linia HEK293T (figura 83, grafic superior) no
s’observa cap efecte toxic de les cSLN amb un volum d'assaig de 25 pl en
'assaig tipic de viabilitat cel-lular (figura 84), i no es detecten canvis
morfologics cel-lulars (dades no mostrades) en comparacié amb el cultiu sense
tractar després del temps d'incubacio corresponent. A partir d’'un volum de 50 pl
de cSLN, la viabilitat comenca a disminuir, per caure fins el 20% quan el volum
assajat és de 100 pl de cSLN.

En la linea HelLa (figura 83, grafic inferior), s’observa una lleugera disminucio
de la viabilitat cel-lular a mesura que s’augmenta la concentracié de cSLN en
comparacié amb el control negatiu (blanc). Per a 25 ul de cSLN la mortalitat
representa el 7%, mentre que quan el volum augmenta fins a 100 pl de cSLN

es manté en el 30%.
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Figura 84. Encerclada en negre, area visualitzada en el microscopi de camp clar a
partir de la qual es realitza el comptatge de ceél-lules vives (blanques amb el nucli blau)
i mortes (blau fosc) sobre una cambra de Neubauer. La imatge correspon al quadrant
inferior esquerra d’'una mostra control de cél-lules HEK293T.

10. TRANSFECCIO DE LINIES CEL-LULARS HEK293T | HELA MITJANCANT
LIPOPLEXOS CSLN:PDNA

En l'estudi de la capacitat de transfeccid es realitza en paral-lel un assaig
d’eficiencia de carrega del plasmidi pEFBOS-T7-TCERG1 [1-1098] amb
repligues de les barreges utilitzades en la transfecci6. Es carreguen tres
replicats identics: LP1, LP2 i LP3 (figura 85).

ﬁr ; _'_' " -—_'5 Carrils:

Escala de DNA (kbp)
cSLN (Blanc)

LP1 (cSLN:pDNA)
LP2 (cSLN.pDNA)
LP3 (cSLN:pDNA)
pEFBOS-T7-TCERG1
Escala de DNA (kbp)

No gk owbde

Figura 85. Electroforesi en gel d’agarosa de lipoplexos cSLN:pDNA.
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A partir de l'assaig de retardament en gel es confirma que l'eficiencia de
carrega dels lipoplexos que s'utilitzaran d’immediat en I'assaig de transfeccio és
del 100%, a la ratio 200:1 p/p (cSLN:pDNA). A cap dels carrils carregats amb
lipoplexos cSLN:pDNA s’observa cap banda, pel que es pot concloure que tot
el DNA carregat en els pous és retingut en aquests mitjancant interaccions
electrostatiques per les cSLN.

L’eficiencia de transfeccid dels lipoplexos cSLN:pDNA s’avalua indirectament a
través de l'analisi d’expressio proteica del gen TCERGL1 inserit al plasmidi, per
mitja de la técnica de Western-Blot. Si el pDNA ha estat transfectat, s’espera
I'expressio del factor de transcripcio TCERGL (figures 86 i 87).

En la fase de deteccié de la proteina, I'anticos anti-CDK9 és utilitzat com a
control de carrega, per tal d’'assegurar la uniformitat en la quantitat de mostra
carregada a cada carril i que, per tant, les diferéncies en la intensitat de les
bandes a la part superior del gel (bandes detectades amb anticos anti-T7) s6n
resultat del diferent nivell proteic de TCERGL i no a causa de variacions en la
guantitat de mostra carregada a cada carril.

L’anticos anti-T7 detecta I'expressio de I'epitop T7 unit a TCERGL1 del plasmidi.
Malgrat aix0, en el gel apareixen algunes bandes no relacionades amb
I'expressio de TCERGL1 al no correspondre’s amb un pes molecular de 150
KDa. Aquestes bandes s’originen a causa d’un cert grau d’inespecificitat de
I'anticos (senyals de fons), que a més de reconeixer I'epitop T7 és capac¢ de

reconeixer altres seqiieéncies aminoacidiques no vinculades amb TCERGI.
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Carrils:

Mock (Només ceél-lules. HEK293T a la figura 86 i Hela a la figura 87)
Nomeés cSLN

2 hores post-transfeccio

4 hores post-tranfseccié

6 hores post-transfeccio

o gk w N PE

Transfeccié amb fosfat calcic

HEK293T
1 2 3 4 5 6
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Figura 86. La banda fosca a la part superior dreta correspon a la sobre-expressio de
TCERG1 (pes molecular de 150 KDa) en cél-lules HEK293T transfectades amb fosfat
calcic. Les bandes a la part més inferior corresponen a I'expressio de CDK9. La resta
de senyals son a causa de la inespecificitat dels anticossos. La numeracio a la dreta

correspon a KDa).
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Figura 87. La banda corresponent a TCERG1 no apareix a 150 KDa al no existir
sobre-expressio en HelLa. Les bandes a la part més inferior corresponen a I'expressio

de CDKO9. La resta de senyals apareixen a causa de la inespecificitat dels anticossos.

A partir de I'analisi Western-Blot (figures 86 i 87), i si es té en compte que
TCERGL1 apareix a 150 KDa, s’observa que la linia cel-lular HEK293T sobre-
expressa TCERG1 Unicament quan s'utilitza fosfat calcic com a agent de
transfeccid, pero no hi ha sobre-expressié amb cSLN. La linia cel-lular HeLa no
sobre-expressa TCERG1 ni amb cSLN ni fosfat calcic com a agents de
transfeccid. Aquestes dades confirmen que TCERG1 no pot ser sobre-
expressat en aquest tipus cel-lular (dades no publicades).
La no sobre-expressio de TCERG1 en HEK293T per mitja de cSLN com a
agent de transfeccid derivada de la interpretacio de I'analisi Western-Blot pot
originar-se per diverses causes:
— Els lipoplexos cSLN:pDNA no han aconseguit transfectar la linia cel-lular
HEK293T.
— Els lipoplexos han aconseguit transfectar les cél-lules perd el pDNA no
ha estat capac¢ d'alliberar-se de les cSLN per arribar integre al nucli per

iniciar la transcripcio i posterior traduccio a TCERG1 en el citoplasma.
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Unicament a partir del Western-blotting no és possible determinar si la causa

de la no sobre-expressié és alguna de les mencionades anteriorment.

10.1 TRANSFECCIO DEL PLASMIDI NF-KB-C-FOS-LUC MITJANCANT CSLN EN
LA LINIA HEK293T

La linia cel-lular HEK293T és transfecta amb el plasmidi NF-KB-c-fos-Luc, que
conté Luc com a gen reporter. Si el plasmidi transfecta les cél-lules i
aconsegueix expressar-se, la luciferasa és capac de transformar, en presencia
d’ATP, el substrat luciferina en oxiluciferina excitada, que emet un foté de llum i
torna al seu estat fonamental.

La bioluminescéncia generada a partir dels fotons emesos és mesurada, i
esdevé un reflex de la quantitat de I'enzim luciferasa expressat.

S’analitzen diferents quantitats de plasmidi transfectat amb 15 pl d'una
suspensio de cSLN, i es compara amb la transfeccio del plasmidi amb fosfat
calcic.

A la figura 88, es mostren els resultats de luciferasa expressada (en RLU,
relative light units) en funcié de diferents quantitats de plasmidi transfectat amb
cSLN. Comparativament, I'expressio de luciferasa €s major, per a les mateixes
quantitats de plasmidi, quan s'utilitza fosfat calcic (FC) com a agent de

transfeccio (figura 89).
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Figura 88. Assaig de bioluminescéncia emesa per conversio de luciferina a partir de
I'enzim luciferasa i ATP, a partir de diferents quantitats de DNA plasmidic transfectat

(en ng) amb cSLN.
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Figura 89. Assaig de bioluminescéncia emesa (en escala logaritmica per reduir els
valors a un interval més facilment interpretable) per conversié de luciferina a partir de
'enzim luciferasa i ATP, a partir de diferents quantitats de plasmidi transfectat (en ng),

tant amb fosfat calcic (FC) com amb cSLN.
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Aquesta diferencia en I'eficiéncia de transfeccié entre fosfat calcic i cSLN es pot
evidenciar encara millor en la figura 90. L'eficiencia de transfeccié del fosfat
calcic, entesa com a quantitat de bioluminescéncia emesa, és notablement
major que l'obtinguda amb I'Us de les cSLN, inclis quan s’augmenta la

quantitat de plasmidi fins a 10 vegades més (columna 4).
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Figura 90. Comparativa de bioluminescéncia emesa per conversié de luciferina a partir
de I'enzim luciferasa i ATP, per a diferents quantitats tant de plasmidi com d’agent de

transfeccio.

En qualsevol cas, es demostra que les cSLN tenen capacitat de transfectar
DNA plasmidic i que aquest és capac d’arribar al nucli cel-lular per ser transcrit,

I posteriorment traduit al citoplasma de la cel-lula.

11. EFICIENCIA D'UNIO DE CSLN A SIRNA MITJIANGANT ASSAIG DE
RETARDAMENT EN GEL

De forma analoga al pDNA, per a l'oligonucleotid constituit per siRNA avalua

I'eficiencia de carrega per mitja d’'un assaig de retardament en gel (figura 91).
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A un volum fix de siRNA (6 ul) s’hi afegeixen diferents volums d’una suspensio
de cSLN per tal d’establir la relacié optima dels dos components que permet
una retencié del 100% del siRNA per part de les cSLN.

Carrils:

1- siRNACy3
2- siRNACy3 +12,5 pul cSLN

SIRNA 3- siRNACy3 + 25 pl cSLN

Figura 91. Electroforesi en gel d’agarosa i capacitat d’'unié de cSLN a siRNA a

diferents ratios.

A partir de l'assaig de retardament en gel, es determina que amb un volum de

25 ul de cSLN s’aconsegueix la unio del 100% de 6 pl d'una solucié de siRNA.

11.1 TRANSFECCIO DE HEK293T AMB LIPOPLEXOS CSLN:SIRNA |
VISUALITZACIO PER MITJA DE MICROSCOPIA CONFOCAL

En aguest cas, amb la microscopia confocal els nuclis cel-lulars s’observen en
color blau (tinci6 DAPI). A través del canal vermell s’observen punts que
corresponen al siRNA marcat amb el fluorofor Cy3. Com a control de
transfeccio s'utilitza lipofectamina. Paral-lelament, es realitza un assaig per tal
de comprovar que aquest agent de transfeccid funciona correctament i que les
cel-lules transfectades augmenten amb el temps d’exposicio a I'agent (figura
92).
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HEK293T HEK293T+ SiRNA

Lipofectamina -30 min Lipofectamina — 1h

Figura 92. Assaig de transfeccié amb lipofectamina a temps curts (30 minuts -1

hora).

L'assaig realitzat amb control de lipofectamina (el volum afegit és de 2 pl)
mostra que el siRNA es troba a les cél-lules, en més quantitat al cap d’'una hora
que als 30 minuts. Aquest assaig es realitza per comprovar préeviament que el
SiRNA és capac¢ de transfectar aquestes cel-lules utilitzant un agent de
transfeccié conegut.

A continuacié, es realitza un assaig de transfeccio utilitzant cSLN. Es testen
tres volums diferents de cSLN (5, 7,5 1 10 pl), per tal d’analitzar si a nivell de
transfeccido s’observen diferéncies en aquest sentit. La durada del temps de
transfecci6 és de 2 hores. S’han hagut de descartar assajos amb volums
majors en experiments previs, en qué s’ha vist afectada l'adhesio de les
cel-lules als pouets. Un altre factor addicional implicat en la modificacié de la
viabilitat cel-lular en presencia de cSLN:siRNA pot haver estat el procés de

fixacio de les cel-lules per a la seva observacid per microscopi confocal.
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Les imatges obtingudes per microscopia confocal després de realitzar la
transfeccid cel-lular amb cSLN:siRNA, sembrant diferents volums de cSLN i
deixant incubar durant 2 hores es mostren a la figura 93.

HEK293T+ siRNA Lipofectamina + SIRNA

5 pl cSLN-2h 7,5 pl cSLN-2h 10 pl cSLN-2h

Figura 93. Incubacio de cel-lules HEK293T utilitzant diferents volums de cSLN. Les
imatges de la fila superior corresponen al controls de cel-lules HEK293T amb siRNA i
HEK293T amb siRNA juntament amb lipofectamina com a agent de transfeccio. A la

fila inferior, resultats de I'assaig de transfeccio portat a terme amb 5, 7,51 10 pl de
cSLN durant 2 hores. Les fletxes blanques indiquen algunes de les senyals emeses

des de les cél-lules pel siRNA transfectat amb cSLN.
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HEK293T + SiRNA Lipofectamina + siRNA

T

5 l cSLN-2h

Figura 94. Incubacio de cél-lules HEK293T utilitzant diferents volums de cSLN (Els
controls, volums i temps sén els mateixos que a la figura 93). Es visualitza Unicament
la senyal corresponent al fluorofor Cy3 unit a SiRNA, en forma de senyal sobre el fons

negre. Les fletxes indiquen alguns dels punts corresponents a siRNA.

La visualitzaciéo de les mostres amb el canal vermell permet diferenciar més
clarament i de forma exclusiva la senyal emesa pel fluorofor Cy3 (figura 94).
Es pot observar que en el control de HEK293T i siRNA (sense agent de
transfeccid) practicament no es visualitza res amb el canal vermell. Aquest fet
és indicatiu de que no es produeix transfeccio detectable del siRNA per si sol.
En el control amb lipofectamina si s'observen cumuls de siRNA. Inclis es
poden observar cimuls que co-localitzen amb el nuclis.

En relacié a les cél-lules en que s’han utilitzat com a agent de transfeccié les
cSLN, el siRNA ja es pot visualitzar en forma de senyal Unica i homogénia quan
s'utilitza un volum de 5 pl de cSLN. La major quantitat de siRNA s’observa amb

7,5 pul de cSLN, un cop es deixa transcorrer el temps maxim fixat per a I'assaig,
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és a dir, 2 hores. En canvi, quan el volum addicionat al pou de la placa és de 10
ul, deixen d’observar-se camuls i, a meés, les cél-lules es desenganxen de la
placa amb la tinci6 DAPI. Molt possiblement es produeix una induccié de la
toxicitat cel-lular o bé en aquestes condicions les cel-lules no resisteixen bé el

proces de fixacio.

11.2 TRANSFECCIO DE HELA AMB LIPOPLEXOS CSLN:SIRNA | VISUALITZACIO
PER MITJA DE MICROSCOPIA CONFOCAL

En aquest cas l'assaig de transfeccio es realitza en la linia cel-lular HelLa, i es
tria com a volum optim utilitzar 7,5 ul de cSLN per portar a terme I'assaig, amb
una durada del temps de transfeccio de 2 hores.

Analogament a HEK293T, els nuclis cel-lulars s’observen en color blau (tincio
DAPI). A través del canal vermell s'observen punts que corresponen al siRNA
marcat amb el fluorofor Cy3.

Com a control de transfeccio s’utilitza també lipofectamina.

A la figura 95, es mostren les imatges obtingudes per microscopia confocal
després de realitzar la transfeccié cel-lular amb cSLN:SiRNA, i lipofectamina
com a control, un cop sembrats diferents volums de cSLN i durant una
incubacio de 2 hores. La figura 96 permet visualitzar anicament els senyals

corresponents al fluorofor Cy3 unit al SiRNA.
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Lipofectamina + SiRNA ‘ ) 7,5 Wl ¢SLN-2h

Figura 95. Incubacio de cel-lules HelLa utilitzant 7,5 pl de ¢cSLN. La imatge superior
correspon a cel-lules HeLa i siRNA. A la filera inferior, control amb lipofectamina
(esquerra) i transfeccié amb cSLN:siRNA (dreta). Les fletxes blanques indiquen

algunes de les senyals emeses des de les cel-lules pel siRNA transfectat amb cSLN.
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Lipofectamina + SiRNA . 7,5 pl cSLN-2h

Figura 96. Incubacio6 de cél-lules HeLa amb cSLN:siRNA (els controls, volums i temps
son els mateixos que a la figura 95). Es visualitza Unicament la senyal corresponent al

fluorofor Cy3 unit a SiRNA.

En la visualitzacido pel canal vermell (figura 96), es pot observar un control
negatiu de cel-lules HeLa on no apareix cap senyal al tractar-se unicament de
cel-lules. A les cél-lules transfectades amb siRNA (sense agent de transfeccio)
es pot observar algun senyal molt escas. En el control amb lipofectamina, en
canvi, s’originen grans agregats de siRNA. El senyal del fluorofor, igual que en
el cas de HEK293T, co-localitza en alguns nuclis amb el senyal blau de tincié
nuclear. Com en el cas de HEK293T, la transfeccié amb lipofectamina origina
grans agregats de siRNA, En relacid a les cél-lules en qué s’ha utilitzat com a

agent de transfeccid 7,5 pl de cSLN, el siRNA es pot visualitzar sense
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problemes a les cél-lules. A diferencia del control amb lipofectamina, les cSLN
originen un senyal Unica i homogenia. Si es comparen les intensitats dels
senyals per a aguesta mateixa condicié entre HelLa i HEK293T, es pot
comprovar que en Hela la capacitat de transfeccio és visiblement més elevada,
la qual cosa indicaria que aquesta linia cel-lular presenta una capacitat major
per a ser eficientment transfectada amb els lipoplexos cSLN:siRNA utilitzats en

aquests assajos.
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Aquesta secci6 pretén la discussié de forma conjunta i integrada dels diferents
aspectes tractats en la secci6 previa de resultats.

La mida de les nanoparticules de quitosan-TPP és altament susceptible a
variacions dels parametres del metode de la gelificacio ionotropica, tal i com
descriuen alguns autors (Fan et al., 2012; Fabregas et al., 2013). Aquesta
variabilitat t¢ com a consequéncia la dificultat per aconseguir 'obtencié de
nanoparticules de quitosan-TPP amb un grau de polidispersido baix i una
estabilitat acceptable. El quitosan de baix pes molecular ha demostrat segons
alguns treballs ser el més indicat en alguns casos (Romgren et al., 2003;
Strand et al.,, 2010; Yang et al., 2009), tot i que altres autors no han pogut
establir una relacié entre I'is de quitosan de baix pes molecular i una eficiéncia
de transfeccio i posterior regulacié génica millorada (Zhao et al., 2006; Koping-
Hoggard et al., 2004).

A partir dels dissenys experimentals per a l'avaluacid dels parametres
operacionals que influeixen en les caracteristiques de mida de particula -entesa
com a diametre mitja superficial-, i potencial Z de nanoparticules de quitosan-
TPP, es determina que, quan les nanoparticules polimeriques cationiques de
quitosan-TPP s’obtenen a partir del métode de gelificacioé ionotropica, la mida
mitjana esta influenciada per la velocitat d’agitacié a la qual té lloc la reacci6 de
sintesi, sota les condicions experimentals aplicades. No tenen influencia
estadisticament significativa els altres dos factors estudiats: temps de reaccio
de sintesi i temps d’addicié del TPP a la solucié de quitosan solubilitzat.

Per contra, els valors de potencial Z no es veuen afectats de forma significativa
per cap dels tres factors en estudi, essent per tant comparables en totes les
condicions experimentals.

En relaci6 a la distribucié del diametre mitja superficial a les diferents velocitats
d’agitacio aplicades durant el procés d'obtencidé -entre 500 i 900 rpm-, el major
rendiment s’obté a 800 rpm, en l'interval entre 105 i 209 nm. Aix0 és important,
ja que fins a cert punt aquest fet permet mantenir la mida de particula
obtinguda dins d’un interval determinat, simplement amb I'ajust de la velocitat

d’agitacié durant la reaccio de sintesi.

193



DISCUSSIO GLOBAL

Cal ressaltar el fet que, tot i la solubilitzacié que presenta el quitosan de baix
pes molecular en medi acid, el filtratge posterior a la sintesi esdevé un pas
necessari per a l'eliminacié d’agregats micrométrics. Aquests poden tenir la
causa en una excessiva concentraci6 de nanoparticules per falta
d’homogeneitat de la suspensié (Vauthier et al., 2008). Amb el filtratge també
s’eliminen eventuals microparticules, que poden formar-se a causa de les
diferents llargaries del polimer. Els agregats de nanoparticules de quitosan-
TPP s’han pogut observar per TEM, com també ho han fet altres autors (Gan et
al., 2005).

La morfologia de las nanoparticules obtingudes no es veu afectada per
variacions en els factors analitzats, per la qual cosa les caracteristiques de la
superficie, clarament observable per microscopia de forca atomica, soOn
essencialment les mateixes sota totes les condicions, podent-se aconseguir per
tant nanoparticules aillades similars en qualsevol de les condicions de velocitat
d’agitacié aplicades.

El métode, tot i ser tecnicament senzill i efica¢ pel que fa a la possibilitat
d’obtencio efectiva de nanoparticules de quitosan-TPP, es demostra clarament
influenciable per petites variacions experimentals, radé per la qual la baixa
robustesa del métode, sumada a la variabilitat del quitosan com a polimer, i
donada la millor tolerancia de SLN enfront nanoparticules polimériques
(Doktorovova et al., 2014), fa que sigui convenient la cerca d’'un sistema
alternatiu robust per a l'obtencié de nanoparticules, a partir de components
amb menys variabilitat i que superin les avantatges de les nanoparticules
polimériques cationiques pensades per al transport i transfeccioé cel-lular amb

acids nucleics per a regulacio de I'expressio génica.

Les nanoparticules lipidigues solides cationiques (cSLN) es perfilen com a
sistema d’eleccio per al seu Us com a vectors per a transfeccié cel-lular d’acids
nucleics i posterior regulacié genomica.

S’assagen inicialment com a lipids matricials Compritol® 888 ATO, Precirol®
ATO 5 i acid estearic, ja que la composicio de la matriu lipidica ha mostrat tenir
influéncia en el diametre mitja superficial de les SLN en general (Ekambaram et
al., 2012).
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En base als resultats, el lipid matricial finalment escollit és 'acid estearic, amb
el que s’aconsegueixen cSLN de menor diametre i amb un potencial Z
acceptable. L’octadecilamina i Poloxamer 188 completen la formulacio, actuant
com a lipid cationic i tensioactiu, respectivament. Respecte a la preservacio per
liofilitzacié d’aquestes cSLN, es constata que, malgrat el lleuger augment de
mida de particula que s’observa, el diametre, aixi com el potencial positiu es
mantenen en valors plenament acceptables per a I'iis previst. Per aixo resulta
fonamental poder obtenir en la sintesi el menor diametre possible, de cara al
probable augment d’aquest si la formulacié es sotmet a un procés de
liofilitzaci6. Aquesta agregacio produida per la liofilitzaci6 és un aspecte
inherent que afecta en menor o major grau als sistemes nanoparticulats
(Bozdag et al., 2005; Vauthier et al., 2008). Alguns lipids utilitzats com a lipids
matricials poden presentar tendéencia a formar supercooled melts en comptes
de suspensions de nanoparticules lipidiques solides propiament. Donat aquest
cas, aquestes nanoparticules es fondrien a temperatura fisiologica, invalidant-
ne el seu Us inicialment previst com a agents terapeutics (Jennings et al.,
2000). Aquest no sembla ser el cas, pero, de les formulacions que contenen
acids grassos com pot ser I'acid estearic, mentre que si que pot succeir en el
cas d’alguns triglicérids (Bunjes, 2011).

Un dels problemes generals en I'is de sistemes no virals per a transfeccio
genica és I'eventual toxicitat dels components que els constitueixen. En aguest
sentit, la formulacié de partida utilitzada per a la sintesi de cSLN (500 mg d’acid
estearic, 800 mg d’octadecilamina i 400 mg de Poloxamer 188) donava lloc a
nanoparticules que en estudis previs a la realitzaci6 d’aquest treball
provocaven una alta citotoxicitat en la linia cel-lular HEK293T.

La causa pot radicar en diversos factors. Els lipids cationics com
'octadecilamina poden provocar toxicitat cel-lular, tot i que la quantitat en la
férmula és determinant, i també esta fortament vinculada al tipus cel-lular
assajat (Fabregas et al., 2014). El cas contrari, és a dir, un defecte en la
quantitat de lipid cationic pot impossibilitar 'assoliment de la carrega superficial
positiva suficient per a I'enllag idonic amb el DNA o RNA. Al mateix temps, una
guantitat excessiva de tensioactius, en aquest cas Poloxamer 188, també pot
sumar efectes toxics i provocar-los per ell mateix, amb el resultat probable de

desintegracio de la membrana cel-lular. Ara bé, una concentracio massa baixa
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de Poloxamer 188 impedeix la formacié de 'emulsié previa a la formaci6 de les
cSLN. Per aquests motius, s’inicia una optimitzacié de la formula utilitzada
originalment, de tal manera que es pugui arribar a la combinacié que permeti
una maxima viabilitat cel-lular, amb conservacié d’'una mida de particula al
voltant dels 130 nm de diametre mitja, i un valor de potencial Z superior a 30
mV, caracteristic de nanoparticules fortament cationiques i en consequéencia,
aptes per al transport d’acids nucleics units a través d’interaccions
electrostatiques. Aquesta combinacié ha de permetre la maxima reduccid
possible dels components manifestament toxics, mantenint sempre la mateixa
quantitat d’acid estearic, que actuaria merament com a excipient. Per a cada
combinacié d’experiments, es mesuren tant la mida de particula com el
potencial zeta. S’aconsegueix reduir I'octadecilamina un 25% en la formula
definitiva optimitzada, de forma que dels 800 mg inicials es passa a 600 mg, i
es conserva la carrega positiva superficial per sobre de 30 mV. Pel que fa al
tensioactiu, es passa dels 400 mg inicials a 100 mg en la férmula final, amb una
reduccio, per tant, del 75%. Les quantitats de partida en la férmula optimitzada
gueden fixades en 500 mg d’acid estearic, 600 mg d’octadecilamina i 100 mg
de Poloxamer 188. Efectivament, les cSLN sintetitzades pel metode de
microemulsificacid en calent, i posteriorment liofilitzades, mostren no ser
citotoxiques per a les linies cel-lulars HEK293T i HelLa. Aquests resultats pero,
no es poden fer extensius a altres linies cel-lulars. Diversos autors han
constatat el diferent grau de citotoxicitat en dependéncia del tipus cel-lular en
estudi per a una mateixa formulacié de cSLN (Doktorovova et al., 2014).

L’estabilitat estructural i térmica, aixi com d’altres caracteristiques
morfologiques i fisico-quimiques, s’avaluen per mitja de diverses técniques
instrumentals. A través de la espectroscopia de fotoelectrons per emissio de
raigs X es confirma que la carrega superficial determinada a partir dels valors
de potencial Z és el resultat de la presencia de nitrogen en superficie, provinent
del grup amino del lipid cationic. El percentatge de nitrogen en superficie és
del 2,2%, valor que es troba en consonancia amb el que altres autors tambeé
han pogut determinar per a cSLN similars a les d’aquest treball (Vighi et al.,
2007). Aquest percentatge, doncs, resulta suficient per a I'adsorcié d’acids
nucleics en superficie i es troba en correspondencia directa amb els valors de

potencial Z observats.
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La preséncia a la férmula d’'un acid carboxilic com I'acid estearic i una amina
com l'octadecilamina fa que sigui plausible una reaccié quimica entre aquests
dos grups funcionals quan ambdues substancia assoleixen I'estat liquid durant
la formacié de I'emulsid, en el procés que condueix posteriorment a la formacio
de cSLN. Hi ha dues reaccions possibles entre aquests dos grups. Per una
banda, una reacci6 acid-base, amb la consequent formacié de I'anié estearat
per part de I'acid estearic i la protonacié de I'amina primaria del lipid cationic.
Els dos ions poden llavors formar una unid electrostatica en el si de la matriu
de la nanoparticula. Aixd podria ser extensible a I'is d’altres acids grassos
similars com l'acid palmitic per ser emprats com a lipids matricials, pel fet de
presentar el carboxil com a grup funcional. Caldrien evidéncies per demostrar
que aquesta interaccio facilita 'obtencié de cSLN d’un diametre mitja menor per
efectes de compactacio a I'espai derivada de la interaccio electrostatica.

L’altra reaccié teoricament possible és una reaccié entre els dos grups
funcionals per formar un enllag amida, que implicaria la formacié d’enllagos
covalents i I'alliberament d’aigua. Aquesta darrera possibilitat, pero, requereix
d’altes temperatures, al voltant de 150-200 °C durant un periode d’hores
(Valeur i Bradley, 2008). Donat que el métode de microemulsificacié en calent
no implica temperatures tant elevades i que el temps emprat per a la formacio
de I'emulsié és de minuts, és altament improbable la generacié d'un enllag
amida entre 'acid carboxilic i 'amina.

El patré de difraccié de raigs X indica que la barreja de les dues substancies no
comporta un patr6 que pugui ser interpretat com la suma algebraica dels
patrons de les dues substancies per separat, sind que es genera un patrd
compatible amb la generacié d’entitats quimiques diferents de les de partida.
Amb les técniques d’analisi térmica, concretament les corbes DSC indiquen
que, efectivament, entre I'acid estearic i I'octadecilamina és possible que tingui
lloc una reaccié quimica. En la corba DSC de la barreja tant de les dues
substancies com també en preséncia de Poloxamer 188 apareix un pic
exotérmic que no apareix en les corbes DSC de les substancies analitzades per
separat. Aquest pic indica que hi ha una interaccio entre els dos components.
Un cop descartada la impossibilitat quimica de formacié d’'una amida sota les
condicions experimentals fixades, una reaccio exotermica acid-base sembla ser

el fet més probable de la interaccié entre I'acid estearic i 'octadecilamina.
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De fet, quan s’analitza per espectrometria de masses una barreja fosa i
posteriorment recristal-litzada de les dues substancies, es posa clarament de
manifest la desprotonacio de I'acid gras i la protonacié de I'amina, reforcant
doncs la hipotesi de la formacié de la sal. Es confirma aquest fet amb una
ressonancia magneética nuclear de proto, en qué definitivament es pot observar
que, mentre que el lipid matricial i el cationic per separat no estan ionitzats, la
barreja recristal-litzada de les dues substancies si dona lloc a la desprotonacié
de I'acid gras i protonacio de I'amina.

Aquesta reaccié no neutralitza la totalitat dels grups amina protonats, doncs a
nivell de la superficie de les nanoparticules es mantenen carregats
positivament els suficients grups com per dotar la nanoparticula de carrega
positiva suficient per donar lloc als potencials Z observats, claus per a
I'adsorcié posterior de DNA i RNA.

L’analisi termogravimeétric de cSLN a partir d’un liofilitzat posa de manifest que
la preséncia de trehalosa les protegeix de la degradacié termica de manera
manifestament significativa enfront les cSLN liofilitzades en abséncia d‘aquest
sucre. Aquesta dada resulta important en vistes a la conservacio del liofilitzat.
Les imatges de cSLN aconseguides a partir de microscopia electronica de
transmissié i de microscopia electronica de rastreig mostren nanoparticules
esfériques, de morfologia homogeénia, i mida comparable a I' obtinguda per
determinacié de la mida de particula per difraccio laser.

Un altre aspecte a tenir en compte de les cSLN és la seva capacitat de
deformacio elastica, mesurada com a modul de Young. La resistencia a la
deformacié de l'estructura i, per tant, el grau de similitud que pugui tenir
aguesta amb les membranes biologiques quant a propietats hanomecaniques,
pot implicar una major o menor biocompatibilitat i en consequéncia tenir
impacte en la funcionalitat de les cSLN. Existeixen diversos treballs en qué la
determinacié del modul de Young de diverses estructures biologiques es
relaciona amb les seves propietats i funcionalitat (Thomasy et al., 2014; Tracqui
et al.,, 2011), pero fins el moment no hi ha treballs que pugin vincular la
biocompatibilitat de les cSLN en base a aquest factor. En qualsevol cas, la
determinacié del modul de Young de diverses cSLN aillades mostra, per a

aguest parametre, resultats que caldria tenir en compte de cara a la seva
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afinitat per a interaccionar des del punt de vista mecanic amb les estructures
cel-lulars.

Sense deixar de banda [Il'aspecte de la biocompatibilitat, les cSLN
desenvolupades en aquest treball han estat sotmeses a estudis d’estabilitat
termica a tres temperatures diferents. Resulta de molt interes que la major
estabilitat termica, entesa com a manteniment de la mida de particula i
potencial Z de les cSLN, es manté practicament intacta a 37°C fins a 7 dies
després de la sintesi, a diferencia de les altres dues condicions estudiades, en
qué la formacié d’agregats a les poques hores després de la sintesi les fa
inviables per a I‘Us previst. Alguns sistemes nanoestructurats s’han definit des
del punt de vista termodinamic com a sistemes metastables, fet que podria
estar relacionat amb els resultats observats (Lopez-Ledn et al., 2005). El fet
que a temperatura fisioldgica aquestes cSLN mantinguin les propietats
principals que les fan aptes per al transport i transfeccio d’acids nucleics és una
dada rellevant per a la seva eventual administracié. No cal perdre de vista,
perd, que aquests estudis d’estabilitat termica sén preliminars i limitats a les
cSLN, i que les dades d’estabilitat dels lipoplexos a aquesta temperatura o
inclis en plasma aportaria més informacié en relaci6 a la biocompatibilitat.
Estudis d’estabilitat térmica d’altres autors realitzats en d’altres formulacions de
cSLN confirmen la influencia del factor temperatura en aquests sistemes,
especialment en el manteniment de la mida de particula (del Pozo-Rodriguez et
al., 2009).

Un cop caracteritzades les cSLN i demostrada la seva idoneitat quant a
caracteristiques fisico-quimiques, es procedeix als estudis d’eficiencia de
carrega de pDNA. Diferents quantitats d’'una suspensié de cSLN sén avaluades
per assaig de retardament en gel enfront una quantitat fixa de pDNA, per tal
d’establir la ratio Optima cSLN:pDNA. La relaci6 optima s’obté a 200:1
cSLN:pDNA p/p, equivalent a 25:1 cSLN:DNA v/v, amb una concentracié de
DNA de 1 pg/ul. A aquesta relacié s’assegura que tot el pDNA carregat queda
retingut per part de les cSLN en el pou del gel d’agarosa en el qual es realitza
'assaig de retardament en gel. Aquesta relacido és la que s'utilitzara amb
posterioritat en tots els assajos que impliquin lipoplexos cSLN:pDNA. En aquest

assaig, en qué les cSLN son resuspeses a partir de producte liofilitzat, es posa
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de manifest la importancia en I'addicié de trehalosa com a crioprotector durant
la liofilitzacid; unicament amb aquesta condicié de procés s’aconsegueix que, a
la ratio anteriorment esmentada, tot el pPDNA quedi retingut. En cas contrari, les
cSLN no son capaces de mostrar el maxim poder de retencié de pDNA. La rad
pot radicar en una redispersié ho homogénia que impliqui una presa de mostra
en quée les cSLN no estiguin per tant, homogeniament distribuides, essent
possible el cas que no s’estigui addicionant al pou la quantitat teorica de cSLN
esperades. També és una hipotesi parcialment raonada pel fet que les cSLN
liofilitzades en abséncia de trehalosa hagin patit un cert grau de
desestructuracio, i de forma analoga al cas anterior, no s’estiguin carregant en
el pou del gel les quantitats teoriques de cSLN viables, sinG que aquestes
siguin inferiors.

Per raons técniques, no ha estat possible la realitzaci6 d’assajos de
retardament en gel amb suspensions de cSLN immediatament sintetitzades,
rad per la qual tots els estudis esmentats en referéncia a 'eficieéncia de carrega
estan referits a cSLN resuspeses després d’un procés de liofilitzacio.

Amb la ratio optima d’'unié de cSLN a pDNA ja establerta, els assajos portats a
terme amb plasmidis de diferents tipus confirmen que aquests mantenen la
mateixa capacitat Optima d’'unié a les nanoparticules i que, com era esperable,
les diferents construccions no veuen modificada la seva eficiencia de carrega.
Aix0 pot ser explicable pel fet que els plasmidis adquireixen conformacions
espacials condensades en diversos graus, independentment de la composicié
de la sequiéncia nucleotidica, amb els grups fosfats exposats suficientment com
per possibilitar de forma optima la interaccid electrostatica amb les carregues
positives de les amines de les cSLN. En qualsevol cas, i a diferéncia dels
autors els estudis dels quals estableixen ratios Optimes d'unié de les
respectives formulacions desenvolupades a partir unicament d’'un unic plasmidi
(Delgado et al., 2012, He et al., 2013), es demostra la robustesa d’aquestes
cSLN per carregar diversos tipus de plasmidis sempre a la mateixa relacié
200:1 cSLN:pDNA (p/p).

Els experiments de transfeccido cel-lular impliquen l'addicié dels lipoplexos
cSLN:pDNA al medi de cultiu pel creixement cel-lular. La gran versatilitat de
medis quant a la composicio i la for¢a idnica que poden exhibir no deixa de ser

una variable que pot modificar I'afinitat de les cSLN per a la unié al pDNA. La
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forca ionica del medi pot influir en els valors de potencial Z de les cSLN que
posteriorment s’hauran d’unir a pDNA, que podria ser desplacat per competicio
d’ions presents en el medi de cultiu per la unié al grup amino del lipid cationic.
Per avaluar-ho, s’ha realitzat la mesura d’aquest parametre per a diversos
medis enriquits i sense enriquir. Els medis enriquits, molts dels quals amb
anions en la seva composicid, provoquen efectivament una disminucié notable
de la carrega positiva superficial de les cSLN quan s’incuba una mostra de
nanoparticules liofilitzades en cada medi de cultiu estudiat. Aquestes
observacions han de ser tingudes en compte, de manera que, per una banda,
la unid de les cSLN a acids nucleics sempre ha de ser préevia a la seva addicio
al medi de cultiu. Per altra banda, el medi addicionat al cultiu durant el temps
establert per a la transfeccid, ha de ser un medi basic no enriquit. Aixi, es
minimitza I'accié que un medi enriquit pot tenir pel que fa a la competicio dels
diferents ions per la unié al pDNA. Pel que fa a la mida de particula observada
un cop resuspeses les cSLN en cada medi, es constaten diferencies en aquest
parametre, tot i que no se’n poden derivar afirmacions concloents respecte a
I'efecte que determinats components poden tenir per provocar les variacions en

el diametre mitja observat.

Els estudis de viabilitat de la formulacié de cSLN enfront les linies cel-lulars
HEK293T i HeLa mostren resultats similars pel que fa al grau de toxicitat induit.
Com és d’esperar, el grau de citotoxicitat esta clarament relacionat amb el
volum de cSLN utilitzat en cada assaig. Un augment gradual d’aquest volum es
tradueix en una disminuci6 també gradual de la viabilitat cel-lular. Es pot
establir un volum de 25 pl a 48 hores com a limit en qué no s’observa toxicitat
cel-lular ni canvis morfologics. Aquests resultats pero, sén Uunicament
representatius per a aquestes dues linies cel-lulars concretes. Com demostren
alguns estudis (Miglietta et al., 2000; Severino et al., 2015), el grau de
citotoxicitat de cSLN depén en part de la linia cel-lular, tot i que fins ara no
sembla que s’hagi pogut establir una explicacio raonada per a aquest fet, ja que
pot estar induida per multiples factors especifics de cada linia cel-lular. Aixo
representa un impediment en relaciéo a l'aplicabilitat de les cSLN de forma

independent al tipus cel-lular, i representa un repte a superar en el futur.
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Amb posterioritat a la caracteritzacio de les cSLN, i els respectius estudis
d’estabilitat termica i en medi de cultiu, aixi com estudis de viabilitat, es
comencen a portar a terme les proves de transfeccid cel-lular amb lipoplexos.
Com a primer pas per a I'avaluacié de la capacitat dels lipoplexos cSLN:pDNA
per transfectar les linies HEK293T i Hela, s’analitza la sobre-expressié del
fragment de gen del factor de transcripcio TCERG1 per mitja d’'un analisi
Western-Blot, que permet la identificacié de la proteina d’interés, en aquest cas
TCERGL.

A la vista dels resultats obtinguts, es pot concloure que, si bé les ceél-lules
HEK293T sobre-expressen TCERG1, només ho fan quan I'agent de transfeccio
és fosfat calcic, perd no en el cas en qué s’utilitzen les cSLN. Aquesta situacio
por ser causada per factors diversos. Una baixa eficiencia de transfeccié en pot
ser en part responsable, perd tampoc es pot descartar que la transfeccié hagi
tingut lloc pero els lipoplexos cSLN:pDNA no hagin alliberat de forma
convenient el pDNA per tal que aquest pugui arribar al nucli cel-lular per
transcriure’s a RNA. En el cas de Hela, els resultats estan en consonancia
amb la impossibilitat d’aquesta linia cel-lular per sobre-expressar TCERG1 tot i
utilitzar agents de transfeccio alternatius com la lipofectamina. Ara bé, si es
torna a agafar com a model cel-lular la linia HEK293T per ser transfectada amb
un plasmidi codificant per al gen Luc, que codifica per a I'enzim luciferasa, els
resultats son diferents. En aquesta darrera situacio, es constata que hi ha una
relacio directa entre la quantitat de plasmidi transfectat mitjangcant cSLN i
'expressid de Luc, entesa com a quantitat de bioluminescéncia emesa.
Tanmateix, els resultats pel que fa a luminescencia sén comparativament
majors quan l'agent de transfeccié és fosfat calcic. Aixd és indicatiu que
I'eficiéncia de transfeccio de les cSLN no és equiparable a la del fosfat calcic.
En aquest darrer experiment, i en contraposicio a I'analisi de I'expressié genica
de TCERG1 en HEK293T, es demostra que les cSLN si poden, en el cas del
plasmidi que conté el gen de la luciferasa, transfectar de forma suficientment
eficient aquesta linia cel-lular i que el pDNA, un cop internalitzats els lipoplexos,
té capacitat suficient per alliberar-se de la nanoparticula, i arribar a travessar la

membrana nuclear per alla ser transcrit i finalment traduit al citoplasma.
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En tot cas, és important ressaltar en relacié als resultats obtinguts que els
assajos de transfeccio amb el plasmidi de TCERG1 son els primers que es van
realitzar, i que després s’han anat optimitzant les condicions.

Si es parteix de la premissa de la capacitat de condensacio del pDNA a la llum
dels resultats obtinguts quant a I'eficiéncia de carrega de pDNA per part de les
cSLN a la ratio optima de treball de 200:1 cSLN:pDNA p/p, es descarta que la
diferent llargaria dels dos plasmidis (el que conté el fragment de TCERGL1 i el
que conté Luc) sigui la causa d’'una baixa eficiencia de transfeccié per
impossibilitat estérica d’internalitzacié dels lipoplexos. A partir d’aixo, una
hipotesi plausible de la falta de senyal en I'analisi Western-Blot de I'expressio
de TCERG1 en HEK293T pot ser la dificultat en travessar la segona barrera
gue es troba el pDNA un cop alliberat de les cSLN, i és travessar la membrana
nuclear. En el cas de la transfeccié del plasmidi amb el gen Luc com a insert,
es pot arribar a postular com a hipotesi que una alta proporcié de cel-lules es
trobin en la fase M, i que en aquestes circumstancies el pDNA pugui accedir de
forma molt més directa a la maquinaria transcripcional (Akita et al., 2004) com a

pas previ a la traduccio que donara lloc a la proteina codificada en el plasmidi.

Un cop finalitzats els estudis de transfecci6 de pDNA, el proper pas és
'establiment de la ratio optima d’eficiéncia de carrega cSLN:SiRNA, que
s’estableix en 25 pl de cSLN per a carregar el 100% de 6 pl de siRNA marcat
amb fluorofor, a partir d’'una solucié stock original a 20 mM. A partir d’aquesta
proporcié es porten a terme assajos de transfeccié cel-lular en HEK293T i
HelLa. A la vista dels resultats obtinguts per a diferents temps de transfeccio i
emprant com a control d’eficiéncia lipofectamina com a agent de transfeccio, el
qual es compara amb les cSLN, queda patent que les cSLN mostren una
eficiencia menor de transfeccié respecte la lipofectamina. Per a les cSLN, la
major eficiencia de transfeccio a les dues hores es produeix amb un volum de
7,5 pl. Quan s'utilitzen volums majors de cSLN en aquest assaig, deixa
d’observar-se la senyal del fluorofor indicativa de que ha tingut lloc la
transfeccio dels lipoplexos cLSN:siRNA, possiblement a causa d’una inducci6
de la toxicitat cel-lular dels lipoplexos o a causa de la baixa resisténcia que han

mostrat les cél-lules durant el procés de fixacié en aquestes condicions.
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La linia cel-lular HelLa resulta ser la més facilment transfectada en comparacio
amb la linia HEK293T per a les mateixes condicions experimentals. Aixi, es
posa de manifest la variabilitat en la capacitat de transfeccio dels lipoplexos en
funcié de la linia cel-lular de que es tracti. Alguns autors han establert una
relacio entre el component cationic i la seva eficiencia per transfectar
determinats tipus cel-lulars (Vighi et al., 2011). Gracies a la preséencia del
fluorofor, es pot corroborar la baixa eficiencia de transfeccid dels lipoplexos
cSLN:siRNA. Per altra banda, la internalitzaci6 es produeix sense formar
agregats, a diferencia del que succeeix amb la lipofectamina com a agent de

transfeccio.

Es un fet generalitzat i constatat que els sistemes no virals per a transfeccié
d’acids nucleics i regulaci6 de [I'expressid6 génica que estan en
desenvolupament segueixen presentant una menor eficiencia de transfeccié
que els sistemes virals (Yin et al., 2014). Tot i la necessitat de millora en aquest
sentit, les cSLN constitueixen un model factible i millorable com a sistema de
transport i transfecci6 de DNA/RNA, i es demostra que el seu Us com a
sistemes transportadors €s prou robust com per aconseguir la transfeccio
cel-lular de material genétic per a I'expressid o eventual silenciament de

determinats gens causants de malalties diverses.
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1. S’han definit i seleccionat els parametres operatius concrets per a I'obtencio
de nanoparticules de quitosan-TPP, tot concloent que els parametres critics a
considerar son la velocitat d’agitacié durant la reaccié de sintesi, el temps
d’addicio de la solucio de TPP i el temps de reaccié de sintesi, els quals

influeixen en la mida de particula i el potencial Z.

2. A partir dels parametres estudiats, s’han aconseguit optimitzar les condicions
experimentals i estandarditzar el metode d’obtencié per gelificacio ionotropica:
temps de reaccié 10 min, temps d’addicio de TPP durant els 5 primers minuts i

velocitat d’agitacio 800 rpm, amb filtratge posterior.

3. S’ha aconseguit obtenir una formula de cSLN optimitzada des del punt de
vista qualitatiu pel que fa a la tria del lipid matricial (acid estearic), i des del punt
de vista quantitatiu pel que fa a la reducci6 maxima de la quantitat
d’octadecilamina com a lipid cationic (600 mg), de Poloxamer 188 (100 mg)
com a tensioactiu i d’acid estearic (500 mg), amb la finalitat de reduir I'eventual
toxicitat cel-lular induida per aquests components. Es manté una mida de

particula acceptable i un potencial Z suficientment positiu.

4. S’han aconseguit cSLN amb capacitat per mantenir I'estabilitat a una
setmana quant a mida de particula i potencial Z a temperatura fisiologica (37
°C).

5. S’ha pogut establir la quantitat maxima permesa de cSLN (25 pl) en cultius

cel-lulars HEK293T i HeLa que indueixi una minima toxicitat cel-lular.

6. A partir de la formulacié de cSLN dissenyada com a sistema de transport
d’acids nucleics, ha estat establerta la relacio cSLN:pDNA (200:1 p/p) que

afavoreix una eficiencia de carrega optima.
7. S'ha aconseguit expressar el gen de la luciferasa en cél-lules HEK293T a

partir de la transfeccié de lipoplexos que contenen aquest gen. L'expressio del

gen ha demostrat ser proporcional a la quantitat de pDNA transfectat.
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8. A partir de la formulacié de cSLN dissenyada com a sistema de transport
d’acids nucleics, ha estat establerta la relaci6 cSLN:siRNA (25:6 v/v) que

afavoreix una eficiencia de carrega optima en aquests lipoplexos.

9. La capacitat de transfeccié de lipoplexos cSLN:siRNA ha estat demostrada
en cél-lules HEK293T i Hela, a diferents temps i amb diferents volums de
CSLN.

10. Tot i la demostrada capacitat de transfeccié dels lipoplexos, aquesta és

susceptible de ser millorada en posteriors formulacions, especialment per a la

transfeccio de lipoplexos amb pDNA.
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