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RESUMEN

Las nanoparticulas catidnicas solidas lipidicas (cSLN) han surgido como una
herramienta prometedora en terapias genéticas y de ARN. Esta investigacion se enfoco
en mejorar la formulacion existente de SLNs con colesteril oleato (CO-cSLNS),
incorporando polietilenglicol (PEG) en su superficie para desarrollar nuevas
formulaciones de PEG-cSLNSs. La PEGilacién se identifica como un factor relevante para
mejorar la estabilidad y proteccidn de estas nanoparticulas, junto con la optimizacion del
proceso de liofilizacién para preservar sus propiedades fisicoquimicas. Ademas, se
enfatiza la reduccion del tamafio de particula mediante métodos fisicos y quimicos para

optimizar la formulacion.

Se ha evaluado exhaustivamente el impacto del PEG en las caracteristicas
fisicoguimicas y biolégicas de las CO-cSLNs para comprender su efecto en los atributos
criticos de calidad (CQA), analizando parametros como el tamafio de particula (PSD),
indice de poldispersidad (Pdl), potencial zeta (ZP), morfologia, estabilidad, citotoxicidad
y eficiencia de carga. Se identific6 la combinacién Optima de excipientes para la
PEGilacion y se establecieron las condiciones ideales para la liofilizacion.

Se desarrollaron y compararon cinco formulaciones diferentes de PEG-cSLNs en estado
suspendido sin liofilizar y liofilizado, evaluando los parametros del ciclo de liofilizacién y
la reduccion del tamafio de particula mediante ajustes en la ultra agitacién y la
incorporacién de cistamina como excipiente adicional. Se identificaron los parametros
criticos de proceso (CPP) que afectan la estabilidad de las nanoparticulas liofilizadas,
estableciendo asi un proceso de liofilizacion optimizado. Se determiné que la sacarosa,

con una concentracion del 20%, actuaba eficazmente como crioprotector.

En suspensién acuosa sin liofilizar, las formulaciones de PEG-cSLNs presentaron
tamafios de particula alrededor de 170 nm, mientras que liofilizadas con una receta
convencional oscilaron entre 200 y 300 nm, con valores de potencial zeta entre 30y 35
mV. A pesar de lograr reducir el tamafio de particula (120-130 nm), las PEG-cSLNs con
cistamina experimentaron cambios drasticos en sus propiedades fisicoquimicas durante
la liofilizacion, incluso con la receta optimizada, sugiriendo la necesidad de estandarizar

un nuevo proceso.

Sin embargo, se obtuvieron PEG-cSLNs estables y biocompatibles, con una morfologia
aceptable y con la capacidad de formar complejos con material genético, representando

un recurso potencial para ensayos in vivo. Esta investigacion contribuye al desarrollo y



comprension de las CO-cSLNs PEGiladas, destacando la importancia de la PEGilacion
para mejorar su estabilidad y la necesidad de abordar desafios especificos relacionados
con la liofilizacibn para futuras investigaciones biomédicas. Estas nanoparticulas
presentan un potencial prometedor para diversas aplicaciones biomédicas,
especialmente en el ambito de las terapias genéticas y de ARN.



ABSTRACT

Cationic Solid Lipid Nanoparticles (cSLNs) have emerged as a promising tool in genetic
and RNA therapies. This research aimed to enhance the existing formulation of SLNs
using cholesteryl oleate (CO-cSLNs) as a lipid matrix, by incorporating polyethylene
glycol (PEG) on their surface to develop new PEG-cSLNs formulations. PEGylation is
identified as a crucial factor in improving the stability and protection of these
nanoparticles, along with optimizing the lyophilization process to preserve their
physicochemical properties. Additionally, emphasis was placed on reducing particle size

through physical and chemical methods to optimize the formulation.

The impact of PEG on the physicochemical and biological characteristics of CO-cSLNs
was exhaustively assessed to understand its effect on critical quality attributes (CQA),
analyzing parameters such as particle size distribution (PSD), polydispersity index (Pdl),
zeta potential (ZP), morphology, stability, cytotoxicity, and loading efficiency. The most
effective combination of excipients for PEGylation was determined, and optimal
conditions for lyophilization were defined.

Five different formulations of PEG-cSLNs were developed and compared in both
suspended non-lyophilized and lyophilized conditions, evaluating lyophilization cycle
parameters and particle size reduction through adjustments in ultra-stirring and the
inclusion of cystamine as an additional excipient. Critical process parameters (CPP)
affecting the stability of Iyophilized nanoparticles were identified, establishing an
optimized lyophilization process. Notably, sucrose at a concentration of 20% was

determined as an effective cryoprotectant.

In aqueous suspension without lyophilized, PEG-cSLNs formulations exhibited particle
sizes around 170 nm. However, in lyophilized formulations using a conventional recipe,
particle sizes ranged between 200 and 300 nm, with zeta potential values between 30 to
35 mV. Despite achieving particle size reduction (120-130 nm), PEG-cSLNs with
cystamine experienced significant alterations in their physicochemical properties during
lyophilization, even with the optimized recipe, suggesting the need for standardizing a

new process.

Nevertheless, stable, and biocompatible PEG-cSLNs were successfully obtained,
exhibiting acceptable morphology and the capacity to form complexes with genetic
material, representing a potential resource for in vivo assays. This research contributes

to the development and comprehension of PEGylated CO-cSLNs, highlighting the



importance of PEGylation in improving their stability and the need to address specific
challenges associated with lyophilization for future biomedical research. These
nanoparticles have promising potential for diverse biomedical applications, particularly

within the field of gene and RNA therapies.



OBJETIVOS DE DESARROLLO SOSTENIBLE Y PERSPECTIVA DE GENERO

La presente tesis doctoral contribuye a la consecucién de los Objetivos de Desarrollo

Sostenible (ODS) y considera la perspectiva de género de la siguiente manera:

En primer lugar, la investigacion se alinea con el Objetivo numero 3 (Salud y
Bienestar), cuyo propoésito es garantizar una vida sana y promover el bienestar para
todos en todas las edades. Especificamente, el enfoque en el desarrollo de sistemas de
liberacion de farmacos, como las nanoparticulas sélidas lipidicas PEGiladas (PEG-
SLNSs), para llevar a cabo terapia génica y/o terapias con ARN, tiene el potencial de
mejorar la calidad de vida de aquellos que padecen trastornos genéticos, un segmento
importante de la poblacién que a menudo se encuentra en grupos vulnerables. Esto se
logra al mejorar la eficacia de los tratamientos médicos y promover la salud y el bienestar
mediante una liberacion controlada y dirigida de medicamentos. De igual manera, esta
iniciativa podria tener un impacto positivo en la economia, tanto a nivel publico como
privado, al hacer que los tratamientos sean mas accesibles para personas de diversas

situaciones socio econémicas.

Ademas, el trabajo realizado en esta tesis doctoral contribuye indirectamente al
Objetivo de Desarrollo nimero 8, que busca promover el crecimiento econémico
inclusivo y sostenible, el empleo y el trabajo decente para todos. La creacidn de estos
medicamentos no solo implica mejoras en la salud de la poblacion que los necesita, sino
gue también puede generar una mayor inversion en investigacion, impulsando nuevas
lineas de investigacion y creando nuevas oportunidades laborales. Esto fomenta un
desarrollo tecnolégico sostenible y contribuye a un entorno de competencia e innovacion

justas.

Enrelacion con el punto anterior, el trabajo también estaria a fin con el Objetivo numero
9 (Industria, Innovacion e Infraestructura), al promover la investigacion y el desarrollo
de nuevas tecnologias (PEG-SLNSs), contribuyendo al avance de la infraestructura
cientifica y tecnoldgica. Asimismo, promueve la innovacion y la sostenibilidad en el
sector de la salud. Es primordial destacar que estos objetivos son importantes para
cumplir con las “metas” propuestas por la Organizaciéon Mundial de la Salud para el afio
2030.

Finalmente, cabe sefialar que, debido a la naturaleza molecular y basica de esta

formulacion de PEG-cSLNs, el disefio experimental no se ve influenciado por



consideraciones de género, razén por la cual, no se ha tenido en cuenta en el desarrollo

de esta investigacion.
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ABREVIACIONES

AAV: Virus adeno-asociados

ADA-SCID: Inmunodeficiencia severa combinada debida a deficiencia de adenosina deaminasa
ADN: Acido desoxirribonucleico

API: Principio activo (Active Pharmaceutical Ingredient)

ARN: Acido ribonucleico

ARNmM: ARN mensajero

ASO: Oligonucleétido antisentido

ATP: Adenosin trifosfato

AV: Adenovirus

AVA: Adenovirus atenuados

BSA: Albumina de suero bovino

CCPs: Parametros criticos de proceso

COVID-19: Enfermedad por Coronavirus de 2019

CRISPR/CAS?9: Clustered interspaced short palindromic repeats / CRISPR associated system 9
DLBCL: Linfoma de células B grandes difuso

DMEM: Dulbecco’s modified eagle medium

DOTAP: Cloruro de N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio
DSC: Calorimetria diferencial de barrido

ECHA: Agencia Europea de productos quimicos

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

ELA: Esclerosis lateral amiotréfica

EMA: Agencia Europea de Medicamentos (European Medicines Agency)
FBS: Sérum bovino fetal

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU. (Food and drug
administration)

HLB: Balance hidrdfilo-lipofilico

iIARN: ARN de interferencia

LAR-II: Luciferase assay reagent Il

LDV: Velocimetria por laser Doppler

LF: linfoma células B folicular.

LLA: Leucemia linfoblastica aguda

LNP: Nanoparticulas lipidicas

LUC: Luciferasa

LV: Lentivirus

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

mMIARN: micro ARN

MLD: Metacromasia cerebral

NLC: Portadores lipidicos nanoestructurados



NMs: Nanomateriales

NPs: Nanoparticulas

PBS: Tampon fosfato salino

Pdl: indice de polidispersidad

PEG: Polietilenglicol

PI: loduro de propidio

PSD: Distribucién del tamafio de particulas
QbD: Quality by design

RV: Retrovirus

SCD: Anemia de células falciformes

SgARN: ARN de guia Unica

siARN: ARN pequefio de interferencia

SLNs: Nanoparticulas sélidas lipidicas

SMA: Atrofia muscular espinal

SMaRT: Trans-empalme de ARN mediado por empalmosoma
TALENS: Nucleasas de actividad similar al activador de transcripcién
Tc: Temperatura de colapso

TEM: Microscopia electronica de transmision
Teu: Temperatura eutéctica

Tg: Temperatura de transicion vitrea

TG: Terapia génica

VHS: Virus del herpes simple

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana
VNV: Vectores no virales

VOCs: Crisis vaso-oclusivas

VV: Ventores virales

ZFNs: Nucleasas con dedos de zinc

ZP: Potencial zeta
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1. INTRODUCCION






1.1 ENFOQUES INNOVADORES EN FARMACIA GALENICA: DESAFIiOS Y
OPORTUNIDADES EN TERAPIA GENICA Y TERAPIAS DE ADN/ARN

Durante los ultimos treinta afios, los avances en el campo de la nanotecnologia han
revolucionado la terapia génica (TG) y las estrategias terapéuticas basadas en la
tecnologia del ADN/ARN, estableciéndose como elementos fundamentales de este
campo emergente en la medicina. La TG tiene como objetivo corregir o tratar
enfermedades genéticas, crénicas o hereditarias mediante la introduccion de material
genético, la modificacion de la expresion génica o el silenciamiento de genes especificos
en las células del paciente, con el fin de restaurar o0 mejorar su funcion biol6gica. Este
proceso se lleva a cabo con la administracién de 4cidos nucleicos, como ADN o ARN.
Mientras que el ADN terapéutico se introduce en las células para corregir mutaciones
genéticas, el ARN terapéutico se utiliza para interferir con la expresion de genes

especificos o para reemplazar proteinas deficientes (1,2).

Esta metodologia implica la transferencia, silenciamiento o adicion de genes con fines
terapéuticos, basada en la capacidad de un transgén (gen exdgeno) para modificar la
biologia y el fenotipo de las células, tejidos y o6rganos diana (3). Requiere tres
componentes esenciales: un gen de interés, que constituye el material genético a
transferir y se espera que, al expresarse en una célula normal, tenga un efecto
terapéutico; la célula diana, sobre la cual se realizara la modificacién; y el vector, que
actlia como vehiculo para transportar el material genético y permitir su introduccién en

la célula diana (Figura 1) (1).

In vivo gene therapy Ex vivo gene therapy
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potentially be used for HCC gene
therapy
cells modified in vitro
00
) 0 O
Viral delivery
systems v - Modified cells injected back
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|
Viruses currently being used for

HCC gene therapy

Figura 1. Descripcion general de los tipos de técnicas de terapia génica cominmente utilizadas (201).
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1.1.1 ANTECEDENTES DE LA TERAPIA GENICA

El concepto de terapia génica emergio a finales de la década de 1970, coincidiendo con
el acelerado avance de la tecnologia del ADN recombinante. Esta tecnologia ha
permitido manipular el genoma de cualquier organismo, al cortar y unir secuencias de
ADN con el propésito de explorar sus potenciales aplicaciones terapéuticas y
comerciales, revolucionando asi la practica de la biologia molecular y promoviendo el
desarrollo de nuevos métodos de diagndsticos, como la transferencia de la informacion
genética (4). No obstante, durante las décadas de los ochenta y noventa, hubo varios
intentos y fracasos al tratar pacientes empleando terapia génica. No fue hasta 2012 que
en Europa se aprobd la primera terapia génica. La compafiia farmacéutica alemana
UniQure fue pionera en este avance al lanzar al mercado su propia terapia llamada
Glybera para tratar la deficiencia de lipoproteina lipasa hereditaria. A pesar de ello, su
permanencia en el mercado duré solo unos afos y fue retirado en 2017 debido a su

elevado costo y al limitado nimero de pacientes que podian beneficiarse de ella (3).

En 2016, GlaxoSmithKline desarroll6 una terapia génica para tratar a pacientes con
déficit de adenosina desaminasa (ADA). En 2017, Estados Unidos aprob6 su primera
terapia génica basada en células CAR-T (terapias basadas en la modificacién de
linfocitos) para tratar la leucemia linfoblastica. En 2020, la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) finalizoé seis directrices sobre terapia
génica, que incluian un borrador de pautas para la investigacion y el desarrollo clinico
de estas terapias (5). Desde entonces, la eficacia y seguridad de las terapias génicas
han mejorado considerablemente, impulsando la aprobacion de nuevos ensayos
clinicos tratar enfermedades como la adrenoleucodistrofia, la hemofilia A, la B-talasemia

y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (3).

1.1.2 ACTUALIDAD DE LAS TERAPIAS GENICAS

Hoy en dia, diversas terapias génicas han sido aprobadas en todo el mundo, dirigidas a
tratar una amplia gama de tipos de cancer y algunas enfermedades metabdlicas. El
incremento notable en el nimero de ensayos clinicos aprobados para terapia génica ha
contribuido considerablemente a reforzar su seguridad (2). Varios paises han liderado
el desarrollo y la aprobacion de medicamentos para terapia génica (Figura 2). Entre ellos

resaltan:

o Estados Unidos: Se destaca por su liderazgo en el desarrollo y la aprobacion de

terapias génicas. La FDA ha aprobado varios medicamentos para este fin. El primer
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ensayo clinico en terapia génica tuvo lugar en los EE. UU. en 1990, cuando se trato
a una nifa con una deficiencia de ADA (6).

© Europa (especialmente Alemania, Reino Unido, Francia, Suiza, Paises Bajos):
Alemania ha sido pionero en este campo y ha mantenido su liderazgo durante las
ultimas dos décadas, con aproximadamente 9000 solicitudes de patentes. Los
demas paises europeos también han estado activamente involucrados en la
investigacion, desarrollo y aprobacion de medicamentos para terapia génica (7). La
Agencia Europea de Medicamentos (EMA) ha dado luz verde a varios medicamentos
para este propoésito.

© China: Ha experimentado un crecimiento acelerado y ha surgido como un actor
importante en el campo de la terapia génica en los ultimos afios. China ha aprobado
varias terapias génicas y esta llevando a cabo investigaciones significativas en este
ambito. En 2003, se aprob6 en China la primera terapia génica comercial para tratar
el cancer de cabeza y cuello (8).

¢ Japén: Ha participado activamente en la investigacion y desarrollo de terapias
geénicas, y ha aprobado medicamentos como Zolgensma y Luxturna. En 2019, Japdn
aprobd la primera terapia génica para tratar la distrofia muscular de Duchenne bajo

el nombre de Elevidys (9).

Gene Therapy Market BERY

Trends, by Region, 2023 - 20320 GRAND VIEW RESEARCH

65.2%

Morth America Market
Revenue Share, 2022

@ Largest Market Fastest Growing Market

Figura 2. Panorama general del mercado de la terapia génica (202).
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Estos paises han establecido regulaciones claras y procesos de aprobacion para la
terapia génica, lo que les ha permitido liderar en la implementacion de estas innovadoras
formas de tratamiento. Segun la FDA, la terapia génica se define como “una técnica que
modifica los genes de una persona para tratar o curar una enfermedad, con el objetivo
de modificar o manipular la expresion de un gen o alterar las propiedades biologicas de
células vivas para uso terapéutico” (7). El progreso en este campo se respalda en la
biologia molecular, que facilita la produccidon de acidos nucleicos en cantidades
considerables. Este enfoque innovador tiene el potencial de tratar una amplia variedad
de enfermedades, incluyendo trastornos genéticos raros, enfermedades hereditarias,
neurodegenerativas, cardiovasculares y cancer (enfermedad adquirida). Ademas,
puede emplearse como medida preventiva, como lo demuestra el desarrollo de vacunas
contra la COVID-19 (3).

A continuacién, se detallan algunas de las enfermedades que pueden ser tratadas con

terapia génica (10):

© Enfermedades monogénicas: Tratamiento de enfermedades causadas por una
sola mutacion genética, como fibrosis quistica, hemofilia y distrofia muscular.

© Cancer: Desarrollo de terapias dirigidas que inhiben genes oncogénicos o estimulan
genes supresores de tumores.

¢ Enfermedades cardiovasculares: Introduccidon de genes que promueven la
angiogénesis para tratar la enfermedad arterial coronaria.

¢ Enfermedades neurodegenerativas: Investigaciéon en curso para desarrollar
terapias génicas para enfermedades como Alzheimer, Parkinson y la esclerosis

lateral amiotrofica (ELA).

Ademas, se han aprobado varios medicamentos para terapia génica por la FDA y la
EMA (Tabla 1):

© Spinraza (nusinersén): Es el primer medicamento aprobado para el tratamiento de
la atrofia muscular espinal (SMA), una enfermedad genética poco comun que afecta
a las neuronas motoras en la médula espinal. Esta terapia actua sobre el ARN
mensajero (ARNm) del gen SMN2, con el fin de aumentar la produccién de proteina
SMN (survival motor neuron) funcional en las células afectadas de la médula espinal.
Esta dirigido tanto a pacientes pediatricos como adultos, incluyendo recién nacidos.
Se administra mediante inyeccion intratecal (11,12).

o Kymriah (tisagenlecleucel): Aprobada para el tratamiento de ciertos tipos de

leucemia linfoblastica aguda (LLA) y linfoma células B folicular (LF). Pacientes
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pediatricos y adultos jovenes de hasta 25 afios con LLA y adultos con LF. Fue la
primera terapia génica aprobada en EE. UU. (13—-16).

Yescarta (axicabtagene ciloleucel): Aprobada para el tratamiento de ciertos tipos
de linfoma de células B grandes difuso (DLBCL) (17,18).

Luxturna (voretigene neparvovec-rzyl): Aprobada para el tratamiento de la
distrofia retiniana hereditaria asociada a mutaciones bialélicas en el gen RPE65
(19,20).

Zolgensma (onasemnogene abeparvovec-xioi): Aprobada para el tratamiento de
la atrofia muscular espinal (SMA) en bebes y nifios menores de dos anos (21,22).
Strimvelis (gammaretrovirus transduccion): Aprobado para el tratamiento de la
inmunodeficiencia combinada grave (SCID) debido a la deficiencia de adenosina
desaminasa (ADA-SCID). Strimvelis es una terapia génica ex vivo que modifica las
células madre hematopoyéticas del paciente para corregir la deficiencia de ADA,
previamente transfectadas en el laboratorio por un vector viral. Se convierte en la
primera terapia génica aprobada en Europa para una enfermedad rara (23).
Zynteglo (betibeglogene autotemcel): Aprobado para la 3-talasemia transfusional
en pacientes que no son elegibles para un trasplante de células madre
hematopoyéticas. La B-globina funcional reemplaza la B-globina deficiente en
pacientes con B-talasemia, lo que ayuda a restaurar la funcién de los glébulos rojos
y reduce la necesidad de transfusiones sanguineas (24,25).

Libmeldy (atidarsagene autotemcel): Aprobado para la metacromasia cerebral
(MLD) o leucodistrofia metacromatica. Terapia génica para corregir la funcion de las
células nerviosas en pacientes con MLD al introducir una copia funcional del gen
arylsulfatase A (ARSA) (26,27).

Lyfgenia: Aprobada para tratar la anemia de células falciformes (SCD) en pacientes
mayores de 12 afnos con anemia de células falciformes y antecedentes de crisis
vaso-oclusivas (VOCs) (28,29).

1.1.3 HERRAMIENTAS PARA TERAPIA GENICA

Este aparatado detalla las caracteristicas, mecanismos de accién, ventajas y

desventajas de algunos de los sistemas moleculares empleados en terapia génica.

1.1.3.1 Nucleasas con Dedos de Zinc (ZFNs)

Las nucleasas de dedos de zinc (ZFNs) son enzimas de restriccion disefiadas para

reconocer y realizar cortes especificos en el ADN. Este sistema se compone de un

dominio de union a secuencias de ADN especificas (zinc-finger) y una endonucleasa
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Tabla 1. Medicamentos aprobados por la FDA y la EMA para terapia génica.

Agencias

Medicamento Afio Tipo de Terapia Farmacéutica Costo
Reguladoras

Spinraza (nusinerseén) 2016 FDA Oligonucledtido antisentido. Biogen $750000

Kymriah (tisagenlecleucel) 2017 FDA CeIu,Ie}s T autologas modificadas Novartis $475000
genéticamente.

. . Células T autélogas modificadas Kite Pharma, Inc Depgnde de ]a

Yescarta (axicabtagene ciloleucel) 2017 FDA enéticamente (Gilead SCiEI”]CES) region. Precio max.

9 : fijado €327000
. . . Kite Pharma, Inc

Luxturna (voretigene neparvovec-rzyl) 2017 FDA Vector viral adenoasociado (AAV2). (Gilead Sciences) $850000

Zolgensma (onasemnogene abeparvovec-xioi) 2019 FDA V””? a HEMBESOEES (AAV9)’mod|f|cado Novartis $850000
genéticamente (Onasemnogén abeparvovec).

Strimvelis (gammaretrovirus transduccion) 2019 EMA V|ru§ a denoasociado (AAV9),mod|f|cado Novartis $850000
genéticamente (Onasemnogén abeparvovec).

Zynteglo (betibeglogene autotemcel) 2022 EMA Celu’la_ts Gzl pREES MORhiEs Bluebird bio, Inc. $850000
genéticamente.

. . 2020 EMA Células del paciente modificadas ,
Libmeldy (atidarsagene autotemcel) 2021 UK genéticamente. Orchard Therapeutics £2.8M
Lyfgenia 2023 FDA Vector lentiviral. Bluebird bio, Inc. $3.1M
Vertex
Casgevy 2024 FDA CRISPR/Cas9. Pharmaceuticals $2.2M
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que efectua el corte en sitios especificos. Permiten la edicion del genoma, incluyendo la
correccion de mutaciones, la insercién de genes nuevos y la eliminacién de genes no
deseados. Las ZFNs pueden generar roturas de doble cadena en ubicaciones
especificas del ADN, las cuales son reparadas por vias celulares como la recombinacion
homologa o la unién de extremos no homologos. Entre sus ventajas se resaltan su alta
especificidad para secuencias de ADN diana, la capacidad de modificar genes en su
ubicacion precisa y su éxito en estudios preclinicos y clinicos. Sin embargo, su disefio y
construccién son complejos, pueden presentar efectos fuera del objetivo y son menos

eficientes que tecnologias mas recientes como CRISPR-Cas9 (30,31).

1.1.3.2 Nucleasas de Actividad Similar al Activador de Transcripcion (TALENS)

Los TALENs también tienen la capacidad de reconocer secuencias especificas de ADN,
utilizando proteinas derivadas de bacterias Xanthomonas. Representan una clase
adicional de nucleasas de dedos de zinc disefiadas para la edicion génica. Estos
sistemas utilizan proteinas TAL (Transcription Activator-Like) para unirse al ADN y
generar roturas de doble cadena, de manera similar a los ZFNs. Las células reparan
estas roturas a través de procesos como la recombinacion homdloga o la unién de
extremos no homdélogos. Sin embargo, adn requieren un disefio y construccion
complejos, lo que podria resultar en posibles efectos no deseados, requiriendo un
enfoque personalizado para cada objetivo. Aunque se distinguen por su mayor
flexibilidad en el disefio de reconocimiento de secuencias de unién al ADN que los ZFNs,
lo que se traduce en menos efectos fuera del objetivo, son menos utilizados que otras

tecnologias de edicion genética como CRISPR-Cas9 (32,33).

1.1.3.3 Trans-Empalme de ARN Mediado por Empalmosoma (SMaRT)

La técnica SMaRT permite reemplazar o corregir segmentos especificos de ARNm,
siendo especialmente util para tratar enfermedades causadas por mutaciones en el
empalme (splicing) del ARNm. Consiste en el uso de compuestos pequefios disefiados
para unirse a ARN especificos y modular su funcion, ya sea alterando su traduccion o
su estructura. Esta técnica aprovecha el proceso molecular del empalme del ARNm para
fusionar segmentos defectuosos con segmentos correctos, logrando asi corregir
mutaciones. Al unirse selectivamente a secuencias de ARN objetivo, estos compuestos
interfieren con su funcién. Entre sus ventajas se resaltan su precision en la correccion
de mutaciones del empalme del ARNm, evitando provocar efectos no deseados, su
potencial para regular la expresion génica de manera precisa y un menor riesgo de

activacion inmunolégica en comparacién con otras terapias génicas. Sin embargo,
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presenta algunas limitaciones, como la necesidad de un disefio especifico para cada

mutacién y una eficacia variable dependiendo de la ubicacién de la mutacién (34,35).

1.1.3.4 Sistema CRISPR-Cas9

El surgimiento y desarrollo de CRISPR-Cas9 ha posicionado a la terapia génica como
uno de los avances cientificos mas prometedores de la Ultima década, transformando la
forma en que los investigadores pueden modificar el ADN con precision y eficacia. Esta
herramienta ha facilitado la edicion altamente especifica de genes de manera mas
econdmica y rapida que los métodos desarrollados previamente. Su origen se remonta
al descubrimiento en 1987 de un peculiar patron repetido en el ADN bacteriano.
Posteriormente, en los 2000, se acufié el término “CRISPR” (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) para referirse a estas regiones. Estas
secuencias de ADN contienen fragmentos repetidos intercalados con "espaciadores”
derivados de virus que previamente infectaron a la bacteria, funcionando esencialmente
como un sistema inmunolégico adaptativo en arqueas y procariotas. Este mecanismo
biol6gico les brinda proteccion contra la infeccibn de bacteriéfagos y plasmidos
exégenos. En conjunto con la enzima Cas9 (Streptococcus pyogenes), que se une a
este sistema, CRISPR-Cas9 es capaz de cortar el ADN en ubicaciones especificas y
puede ser programado para dirigirse a secuencias genéticas especificas mediante un
ARN guia (sgARN) (Figura 3). Esta tecnologia ha sido exitosamente adaptada para la
ediciéon de genes humanos (36).

Target site

l JITDCOTTT
e o N

Non-Homologous End Joining Homologous Recombination

4111

Gene replacement or correction by

Gene disruption by insertions or deletions Vi
homologous recombination

Figura 3. Esquema del sistema CRISPR-Cas9 en la edicién génica (203).
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El sistema CRISPR-Cas9 no solo posibilita el corte e inactivacion de genes, sino que
también permite su edicién y reparacion de manera sencilla, efectiva y especifica,
corrigiendo mutaciones o insertando nuevos fragmentos de ADN con gran precision.
Esta capacidad de modularidad y programabilidad inherentes a los sistemas CRISPR
ha dado lugar a la implementacion de un conjunto de tecnologias moleculares de ARN
guia sintéticos, convirtiéndose en una herramienta relevante para la edicion de genes 'y
potenciales tratamientos para terapias génicas (37). En la actualidad, se han descrito
sistemas CRISPR clasificados como sistemas inmunol6gicos adaptativos microbianos
guiados por ARN, gque muestran diversas arquitecturas y mecanismos, divididos en 6
tipos y 33 subtipos. Sin embargo, el rapido crecimiento de las bases de datos de
secuencias dificulta la busqueda de nuevos sistemas. Para abordar este desafio, se han
desarrollado herramientas bioinformaticas basadas en algoritmos de agrupamiento que
son de gran utilidad para el analisis rapido de millones de secuencias. Gracias a su
aplicacion, se han identificado 188 modulos genéticos vinculados a CRISPR, lo que
revela la existencia de numerosas funciones bioquimicas adicionales asociadas a la

inmunidad adaptativa (36).

Entre sus ventajas, recalcan su alta especificidad y eficiencia, asi como su relativa
facilidad de disefio y aplicaciobn en comparaciéon con otras tecnologias de edicién
genética. No obstante, presenta desafios técnicos como la optimizacion de entregay la
minimizacion de posibles efectos fuera del objetivo (off-target), ademas de sus
implicaciones éticas y regulatorias sobre su aplicacion segura y efectiva en humanos.
Sin embargo, se estan logrando avances significativos para superar estos obstaculos.
Un ejemplo reciente es la aprobacion del primer medicamento basado en esta
tecnologia en el afio 2023, denominado Casgevy, para el tratamiento de enfermedades
genéticas como la anemia falciforme y la B-talasemia (38,39). A medida que la
tecnologia continla avanzando, se espera que tenga un impacto significativo en la
medicina, la agricultura y otros campos relacionados con la biotecnologia en las

proximas décadas (36).

1.1.3.5 Plasmidos

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN extracromosdmico de doble cadena,
cuyo tamaro puede variar desde unos pocos miles hasta cientos de miles de pares de
bases (Figura 4). Se encuentran principalmente en procariotas (bacterias y arqueas) y
en levaduras en el caso de células eucariotas. Ademas, se ha observado la presencia

de plasmidos inactivos en mitocondrias y cloroplastos, organelos de origen bacteriano.
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Pueden ser enddgenos, es decir, estar naturalmente presentes en la célula huésped, o

ser introducidos artificialmente mediante técnicas de ingenieria genética (40).

Los plasmidos tienen la capacidad de replicarse de manera auténoma dentro de la célula
huésped debido a que poseen su propio origen de replicacion (ori). Utilizan la maquinaria
de replicacion celular de la célula huésped para replicarse durante la division celular.
Esta capacidad de replicacion les permite ser transmitidos a la descendencia durante la
division celular, lo que los convierte en sistemas utiles para integrar material genético,
como genes terapéuticos, en su estructura y expresar genes exogenos en varios

sistemas celulares (41).

Los plasmidos tienen la versatilidad de ser modificados para introducir nueva
informacién genética o eliminar genes no deseados. Contienen una variedad de genes,
que abarcan desde aquellos que confieren resistencia a antibidticos, participan en el
metabolismo de nutrientes, la produccion de toxinas o enzimas, hasta genes
involucrados en la conjugacion o transferencia horizontal de genes entre bacterias de la
misma especie o incluso entre especies diferentes. En el ambito de la biotecnologia y la
terapia génica, los plasmidos se utilizan como vectores de expresién para la introduccién
de genes especificos en células huésped, tanto con fines de investigacién como

terapéuticos (42).

Para asegurar su correcto funcionamiento, un plasmido debe poseer ciertas partes

esenciales (43,44) que son:

© Origen de replicacion (ori): Es una secuencia de ADN que permite la replicaciéon
auténoma del plasmido dentro de la célula huésped. Sin un ori funcional, el plasmido
no puede replicarse y se perdera durante las divisiones celulares.

© Sitio de clonacién: Es una regién del plasmido donde se inserta el gen terapéutico
o la secuencia de interés. Esto permite la expresion del gen dentro de la célula
huésped, lo cual facilita que se produzca el efecto terapéutico deseado.

©  Promotor: Es una secuencia de ADN que controla la transcripcién del gen insertado.
El promotor dirige la actividad de la ARN polimerasa, que a su vez sintetiza el ARNm
a partir del gen insertado.

© Senal de terminacién: Es una secuencia de ADN que marca el final de la
transcripcion del gen insertado. Ayuda a asegurar una sintesis adecuada del ARNm
y evita la produccién de transcripciones adicionales mas alla del gen terapéutico.

¢ Elementos de selecciéon: Son secuencias de ADN que confieren resistencia a

antibioticos u otros agentes de seleccion. Estos elementos permiten identificar y
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seleccionar células que han tomado el plasmido, ya que solo las células que lo
contienen sobreviviran en presencia del agente de seleccion.

© Marcador de seleccion: Es un gen insertado en el plasmido que codifica una
proteina que confiere resistencia a un antibidtico especifico. Este marcador de
seleccion se utiliza para identificar células que han adquirido el plasmido y para

mantener la presioén selectiva durante el cultivo celular.
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Figura 4. Estructura general de un plasmido (204).

1.1.3.6 Secuencias Cortas de ARN no Codificante

Ademas de los plasmidos, que transportan material genético en forma de ADN, también
es posible vehiculizar secuencias cortas de ARN no codificante, cuyas funciones estan
relacionadas con la regulacién génica y la traducciébn de proteinas. Entre estas
tecnologias se encuentran los oligonucledétidos antisentido (ASOs), capaces de silenciar
genes al interferir con la traduccion de proteinas y afectar el ensamblaje del ARNm.
Estos oligonucleétidos son pequefias secuencias que se unen especificamente con
ARNmM mutado o defectuoso, alterando el splicing alternativo y reduciendo la produccién
de proteinas anormales asociadas a enfermedades (45). Otra tecnologia utilizada son
los ARN de interferencia (IARN), los cuales reducen la expresion de genes especificos
al unirse con ARNm y activar la enzima ARNasa, encargada de degradar el ARNm,

evitando asi su traduccion en proteinas (46).
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No obstante, una de las tecnologias méas recientes basadas en ARN son los ARN
pequefos de interferencia (siARN). Estas moléculas cortas de ARN de doble cadena,
compuestas por 21-23 pares de bases con dos bases fosforiladas, se generan a partir
de precursores de ARN de doble cadena. A pesar de ser inestables y propensos a la
degradacién en el organismo, los siARN presentan potencial terapéutico. Sin embargo,
para su aplicacion, es necesario protegerlos y facilitar su captacion por la célula diana,
ya que son lo bastante pequefios para ser eliminados a través del rifion, pero demasiado

grandes para atravesar las membranas celulares (47,48).

Una vez en el citoplasma, el mecanismo de accion de los siARN se basa en su
secuencia complementaria al ARNm diana. Se unen al complejo enzimatico RISC
(complejo de silenciamiento inducido por ARN), con actividad similar a la helicasa, que
separa las dos hebras del siARN manteniendo la hebra antisentido o guia.
Posteriormente, el complejo RISC identifica los ARNm que poseen la secuencia
complementaria, lo gue conlleva a su corte y la posterior inhibicion de la traduccién o su

degradacion, reduciendo asi la expresiéon del gen correspondiente (Figura 5) (49).
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Figura 5. llustraciones esquematicas de los mecanismos de funcionamiento de miARN (A) y siARN (B) (205).
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Sin embargo, el uso de siARN enfrenta desafios potenciales, como la posibilidad de
suprimir genes no deseados debido a posibles similitudes entre el ARNm diana y otros
acidos nucleicos. Ademas, los siARN pueden activar receptores inmunoldgicos,
desencadenando la liberacion de citoquinas y alterando la expresion de genes (49). Para
contrarrestar estos efectos, se han desarrollado vectores no virales capaces de
encapsular y proteger el material genético, evitando interferencias no deseadas en la

secuencia genética.

1.1.4 APLICACIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DE LA TERAPIA GENICA

Se estén realizando avances importantes en las tecnologias de entrega de genes con
el fin de mejorar tanto la eficacia como la seguridad de la terapia génica. Estos avances
incluyen el desarrollo de terapias génicas personalizadas, adaptadas al perfil genético
unico de cada paciente, lo que abre nuevas posibilidades en el tratamiento de diversas
enfermedades. Ademas, la investigacion continua se centra en abordar los desafios
técnicos y éticos que surgen en el campo de la terapia génica, lo que promete lograr
avances aun mas significativos en el futuro. La capacidad actual para secuenciar cientos
de miles de genomas, analizar la expresion genética a nivel unicelular y manipular genes
con nucleasas programables desempefia un papel crucial en el descubrimiento de

nuevos objetivos para las terapias genéticas (50).

Adicionalmente, la inteligencia artificial estd desempefiando un papel cada vez mas
importante. Herramientas informaticas como AlphaMissense, que predice la estructura
de las proteinas a partir de la secuencia de aminoacidos, estan revolucionando el
diagnostico al evaluar la probabilidad de que cada cambio de aminoacido en el genoma
pueda ser la causa de una enfermedad (51). Geneformer, por otro lado, analiza las
interacciones entre genes para identificar posibles dianas terapéuticas y estimar qué
alteraciones genéticas podrian derivar en enfermedad a partir de los datos obtenidos de
las interacciones (52). ClinPrior, mejora la tasa de diagndstico en pacientes con
enfermedades raras de origen genético (52). Por ultimo, FLSHclust es una herramienta
bioinformatica de interés para el analisis rapido de millones de secuencias, mostrando
la diversidad de sistemas CRISPR y ofreciendo un potencial significativo para el

desarrollo o perfeccionamiento de aplicaciones biotecnolégicas y médicas (36).

1.1.5 POTENCIALES RIESGOS Y LIMITACIONES DE LA TERAPIA GENICA

El riesgo asociado a la terapia génica varia dependiendo del tipo de tratamiento y el

método de administracion. Entre los riesgos potenciales se encuentra la posibilidad de
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desencadenar una reaccion inmunitaria, que podria afectar tanto al sistema de
administracién de la TG como a la proteina terapéutica, disminuyendo asi la eficacia del
tratamiento. Ademas, existe el riesgo de mutagénesis de insercion, especialmente
cuando se utilizan vectores virales, que pueden insertar el transgén en ubicaciones no
deseadas en el genoma del huésped, lo que podria desencadenar una divisién celular
descontrolada u oncogénesis de insercion y el desarrollo de cancer (53). También se
presenta el riesgo de inactivacion involuntaria de otros genes con funciones importantes
durante el proceso de terapia génica. Es relevante sefalar que los enfoques actuales
en terapia génica se ven limitados por su alto costo y su reducida disponibilidad, lo que

restringe su alcance potencial y su desarrollo continuo (2).

Es fundamental reconocer que la terapia génica y las terapias basadas en tecnologias
de ADN/ARN representan areas sumamente prometedoras en la medicina, aunque
también presentan desafios Unicos para la farmacia galénica. La resolucién de estos
problemas representa el préximo gran desafio en la investigacién y aplicacion de la
terapia génica, asi como en el abordaje de otras enfermedades importantes. Uno de los
principales obstaculos para la implementacion clinica de los tratamientos genéticos
radica en la eficacia de la administracion intracelular a los tejidos diana in vivo. A pesar
de estos retos, se ha observado un aumento en la investigacion y desarrollo dirigido a
superar estas barreras y aprovechar al maximo el potencial terapéutico de estas

innovadoras estrategias de tratamiento (54,55).

Hasta el afio 2022, la FDA ha recibido aproximadamente 900 solicitudes para investigar
estrategias de terapia génica en ensayos clinicos, pero solo se han aprobado diez
productos por la FDA (56,57). Por otro lado, la EMA ha otorgado la aprobacion comercial
a ocho productos para terapia génica destinados al tratamiento de diferentes
enfermedades (58). Sin embargo, la aplicacién de estas terapias enfrenta desafios
importantes como las barreras anatdomicas y la necesidad de disenar vectores eficientes
que permitan una expresion génica adecuada sin ocasionar efectos secundarios

adversos, como inflamacion o toxicidad (54).

Entre los desafios mas destacados se encuentran el desarrollo de vectores de
administracién de genes dirigidos a tejidos especificos, la proteccion del transgén contra
la degradacion por nucleasas, su transporte eficiente al nucleo de las células diana y su
produccion en cantidades significativas (59). En consecuencia, la farmacia galénica, en
conjunto con los avances en terapias basadas en la tecnologia del ADN/ARN, se

enfrenta a nuevos retos y oportunidades (60), los cuales incluyen:
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© Desarrollo de sistemas de entrega (vectores) eficientes: Se requieren sistemas
especializados para garantizar la entrega selectiva de acidos nucleicos terapéuticos
a las células diana, protegiéndolos de la degradacion y asegurando su liberacién
segura.

© Optimizacién de la estabilidad y eficacia: Es crucial mejorar la estabilidad de los
acidos nucleicos terapéuticos durante el almacenamiento y la administracion, asi
como su capacidad para llegar a las células diana y ejercer su efecto terapéutico
para lograr eficacia clinica.

© Minimizaciéon de la toxicidad y la inmunogenicidad: Busca reducir las respuestas
inmunitarias no deseadas y los efectos téxicos asociados con la entrega de acidos
nucleicos terapéuticos mediante la optimizaciéon de formulaciones y dosis.

© Mejora de la biodistribucién y la farmacocinética: Se enfoca en disefiar sistemas
de entrega que mejoren la distribucién y estabilidad de los acidos nucleicos en el
cuerpo, aumentando su eficacia terapéutica y tiempo de circulacion.

© Regulacién y ética: Consideraciones éticas sobre la modificacion genética y la

regulacién de los tratamientos de terapia génica.

Uno de los principales desafios en la terapia génica y las terapias basadas en ARN
radica en la administracion in vivo del material genético. Tanto el ADN como el ARN son
altamente inestables cuando circulan libremente en el torrente sanguineo debido a la
rapida degradacion por exonucleasas presentes en el organismo humano. Ademas, el
ADN desnudo enfrenta dificultades para penetrar en las células debido a su naturaleza
hidrofébica y apolar (61). Por lo tanto, es esencial utilizar vectores que protejan y

entreguen eficazmente el ADN o ARN a las células diana.

1.2 VECTORES VIRALES (VV)

En la terapia génica actual, se emplean dos tipos de tecnologias en los sistemas de
entrega de material genético a nivel nanométrico: vectores virales (VV) y no virales
(VNV), cada uno con ventajas y limitaciones especificas (62). Los VV, genéticamente
modificados a partir de virus, pueden ser tanto integrativos como no integrativos, cuya
finalidad es transportar e insertar genes terapéuticos en las células del paciente para
lograr una expresion estable y eficiente del transgén, minimizando los efectos adversos.
A pesar de su alta eficacia en la transfeccion in vivo, pues consigue transducir el 95—
100% de las células (63), su inmunogenicidad y citotoxicidad son consideraciones
importantes. Asimismo, estos vectores tienen limitaciones en cuanto al tamafio del ADN

o ARN que pueden transportar y su proceso de produccién resulta costoso (59).
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Entre los vectores virales mas comunes se encuentran los adenovirus (AV), retrovirus
(RV), lentivirus (LV), virus herpes simple (VHS) y virus adeno-asociados (AAV) (Figura
6). La eleccién del vector viral adecuado depende del uso previsto y la eficiencia
requerida en la expresion del transgén. Aunque los adenovirus exhiben una alta
eficiencia de transfeccién, también presentan desventajas como una marcada
inmunogenicidad, mutagénesis de insercion (64), limitaciones en el tamano del ADN a
incorporar y efectos inespecificos (65,66). Por otro lado, los VNV utilizan sistemas de
entrega basados en lipidos, polimeros o hanoparticulas (NPs) para transportar los genes

terapéuticos a las células, un aspecto que se detallara en la seccién 1.3. (Tabla 2).
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Figura 6. Esquema de entrega de vectores virales y no virales comunmente utilizados para terapia génica (206).
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Tabla 2. Vectores virales principales y sus caracteristicas correspondientes.

Vectores Virales

Caracteristicas

Modo de Accion

Gammaretrovirus (67)

Lentivirus (68)

Adenovirus (69)

Herpesvirus (70)

Virus Adeno-Asociados
(AAV) (71)

Familia Retroviridae.
Virus ARN monocatenario positivo (SSARN).

Derivados del retrovirus de la Leucemia Murina

(MLV).
Genoma de 9-11 kb.

Subgrupo de la familia Retroviridae.
Incluyen el VIH y otros.

Virus ARN monocatenario positivo (SSARN).
Genoma de aproximadamente 8 kb.

Virus ADN de doble cadena no envueltos.
Genoma de 36 kb.

Virus de ADN de gran tamafio.

Capacidad para cargar genes mas grandes
(hasta 30—40 kb).

Eficacia en la transfeccion de neuronas.

Requieren coinfeccién con un virus auxiliar.
Capacidad para cargar genes de hasta 4.9 kb.

Integracion en el genoma de la célula diana.
Expresion estable y permanente del gen de interés.

Integracion en el genoma de la célula diana.
Mayor capacidad de carga de genes (hasta 9 kb).
Infecta células en division y no division.

No integracion en el genoma de la célula diana.
Expresion episomal del gen de interés.
Capacidad para infectar células en division y no
divisién mediante el receptor de membrana CAR.

Expresion sostenida de genes terapéuticos durante la
infeccion latente.

Capacidad de integracion especifica en el genoma
celular, reduciendo el riesgo de mutagénesis.
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1.2.1 ANTECEDENTES DE LOS VV

En 1966, se realizaron los primeros hallazgos que indicaban el potencial de los vectores
virales para la transferencia de genes funcionales (59). En la década de 1980 se
desarrollaron los primeros vectores retrovirales para su aplicacion en terapia génica.
Posteriormente, en 1990, los genetistas William French Anderson y Michael Blaese
llevaron a cabo el tratamiento de una nifia de cuatro afios con deficiencia en adenosina
desaminasa (ADA). Aunque los resultados fueron positivos, no fueron lo suficientemente
confiables ya que la paciente también recibié un farmaco que contenia la proteina ADA
normal (3). Para 1992, ya se habian autorizado ensayos clinicos para otras seis terapias
génicas. Sin embargo, en 1999, Jesse Gelsinger, un adolescente que padecia una
enfermedad hepéatica ligada al cromosoma X, participé en un estudio de terapia génica
dirigido por el Dr. James M. Wilson. Esta enfermedad le impedia metabolizar el amonio,
un subproducto del metabolismo de proteinas. Desafortunadamente, Jesse fallecié
cuatro dias después del tratamiento debido a una respuesta inmunitaria violenta al

vector derivado de adenovirus utilizado, lo que resulté en un fallo multiorganico (1).

Tres afios mas tarde, se registraron casos de nifios que desarrollaron leucemia después
de participar en ensayos clinicos de terapia génica, causados por la insercion de
material genético en zonas del genoma asociadas con el desarrollo de esta enfermedad.
Estos incidentes generaron escepticismo sobre la viabilidad de las terapias génicas y
desaceleraron su rapido desarrollo (4). No obstante, la terapia génica ha avanzado
significativamente en las Ultimas décadas, y los VV desempefian un papel crucial en
esta area. Cuando se disefian adecuadamente, los VV pueden ser herramientas
potenciales para ensayos clinicos. El proceso de produccion de los VV implica la
transfeccion de plasmidos en células de empaquetamiento (packaging cells), donde se
generan los VV libres de genes inmunogénicos e infectivos (72). A continuacion, se

detallan las ventajas y desventajas del uso de VV en la terapia génica.

1.2.2 VENTAJAS DE LOS VV

Los VV han surgido como una opcién fundamental en la terapia génica, a pesar de los
desafios a los que se enfrentan para desarrollar tratamientos efectivos y seguros. Son
uno de los métodos principales de transfeccién en este campo, sobresaliendo por su
alto rendimiento y su versatilidad tanto en tratamientos como en experimentos in vivo.
Su eficacia de transfeccion elevada permite la entrega eficiente del gen terapéutico, la
transduccion de una amplia variedad de células y la modificacion especifica de células

para inducir la expresion de genes terapéuticos. Ademas, su bioseguridad, baja
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toxicidad y selectividad en el tropismo viral los convierten en una opcion atractiva,

especialmente para abordar enfermedades tanto monogénicas como complejas (59).

Entre sus ventajas resaltan su eficiencia en la transduccion, gracias a su capacidad de
integrarse en el genoma del huésped y proporcionar una expresion sostenida del gen
terapéutico, manteniendo su estabilidad. Los AV son particularmente seguros y eficaces
en el transporte de genes de gran tamafio sin necesidad de integracion en el genoma
del huésped. Su éxito se debe en parte a su asociacion natural con enfermedades
respiratorias en humanos, lo que facilita su produccion en grandes cantidades (53). Por
otro lado, los AAV pueden integrarse en el genoma del huésped, permitiendo una
expresion prolongada del gen terapéutico durante meses (71).

Ademas, los VV estimulan la respuesta inmunitaria al inducir la sintesis de antigenos, lo
gue resulta Gtil en personas inmunocomprometidas y ofrece proteccion, especialmente
con los AV atenuados. Algunos VV pueden ser disefiados para dirigirse a tejidos
especificos mediante promotores tisulares. Su eficiencia de transduccion, estabilidad y
especificidad, junto con su seguridad, los convierten en una opcion comunmente
utilizada en las estrategias de TG aprobadas por la FDA (59). Las primeras terapias
génicas que llegan o llegaran al mercado utilizan este tipo de vectores (Figura 7). Sin
embargo, para garantizar su seguridad y controlar la toxicidad, es relevante seguir
desarrollando procedimientos para la separacion, purificacion y formulacion de vectores,
en particular los VV. Estos avances son esenciales para mejorar la eficacia y seguridad
de la terapia génica (Tabla 3) (55).
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Figura 7. Proyeccién del Mercado de Terapia Génica en Estados Unidos segun el Tipo de Vector (202).
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Tabla 3. Vectores virales principales y sus ventajas y desventajas.

Vectores Virales

Ventajas

Limitaciones

Gammaretrovirus

Lentivirus

Adenovirus

Herpesvirus

Virus Adeno-Asociados
(AAV)

Alta capacidad de transduccién en células en division.
Potencial para el tratamiento de enfermedades genéticas.
Relativamente seguros.

Amplio rango de hospedadores celulares.

Capacidad de infectar células no proliferativas.

Menor riesgo de mutagénesis en comparacioén con otros
retrovirus.

Capacidad para infectar una amplia variedad de células en
division y no divisién.

Capacidad de expresién episomal del gen de interés.
Capacidad para inducir respuestas inmunes especificas.

Capacidad para cargar genes de gran tamarfio (30—40 kb).
Estimula respuestas inmunitarias innatas.
Aplicaciébn como vectores de vacunas.

Baja inmunogenicidad.
Eficiencia en la transferencia génica.
Seguridad en ensayos clinicos.

Riesgo de mutagénesis y activacion de enfermedades latentes.
Provoca respuesta inmune.

Limitacién en la capacidad para cargar genes de gran tamafio
(>7-8 kb).

Divisién celular para la transduccién.

Capacidad de carga de genes relativamente grande, pero limitada
para genes superiores a 9 kb.

Puede generar riesgos de insercion gendmica aleatoria y
activacion de oncogenes o interrupcion de genes criticos.

Alta inmunogenicidad.
Limitado tiempo de expresion del gen de interés.
Inadecuados para transfectar células dificiles.

Complejidad de la estructura viral.

Potencial riesgo de reactivacion viral.

Limitada capacidad de integraciéon en el genoma celular.
Limitaciones en su uso debido al conocimiento limitado sobre su
mecanismo de accion.

Capacidad de carga limitada.
Limitaciones en la produccion a gran escala.
Potencial riesgo de integracion aleatoria en el genoma celular.
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1.2.3 DESVENTAJAS DE LOS VV

Las terapias génicas basadas en vectores virales, si bien son prometedoras, enfrentan
desafios significativos relacionados con la inmunogenicidad y la complejidad en su
fabricacion, que deben abordarse para garantizar su eficacia y seguridad (73). Entre las
principales desventajas se encuentran los problemas asociados al uso de virus como
vehiculos de liberacion de genes, como la interrupcién del ADN celular, el riesgo de
recuperacion de la actividad patégena de los virus atenuados y la posibilidad de
desencadenar respuestas inmunitarias perjudiciales en el organismo receptor. Estas
respuestas pueden ser tan agudas que resultan ser toxicas para las células huésped,

limitando asi la eficacia terapéutica de los VV (53).

Uno de los principales inconvenientes es la intensa inflamacién y la activacién de
linfocitos T citotdxicos que caracterizan la respuesta inmunitaria provocada por los VV
al transportar genes a organos o tejidos especificos. Ademas, los anticuerpos
neutralizantes pueden reducir la transduccion del vector y evitar la expresion del gen
terapéutico, lo que limita su aplicacién clinica (74). La expresion de proteinas virales y
material genético propio del virus, que resultan ser inmunogénicos, también puede
acelerar la eliminacion del vector y las células transducidas. Otros desafios incluyen el
tropismo viral hacia el higado, la expresion temporal debido a errores en la integracién
del material genético exégeno en el genoma, asi como las expresiones génicas a corto

plazo y la mutagénesis de insercion (53,74).

Ademas, algunos VV presentan limitaciones en el tamafio del genoma que pueden
transportar a las células diana, lo que dificultan el tratamiento de enfermedades
causadas por genes grandes o complejos. La integracion aleatoria del gen terapéutico
en el genoma del huésped puede causar mutaciones no deseadas o interferir con la
funcién normal de otros genes, especialmente con vectores como los retrovirus y
lentivirus. La produccion y purificacion de VV pueden ser costosas y complejas, y
algunos de ellos pueden ser dificiles de producir en grandes cantidades. Ademas, existe
el riesgo tedrico de reactivacion viral en pacientes, sobre todo en aquellos con sistemas
inmunitarios comprometidos, lo que podria desatar infecciones virales latentes a causa
de la TG a la que fueron sometidos. Esto se debe a que existe la posibilidad potencial
de que los virus muten y recuperen su capacidad de replicacion, desencadenando

enfermedades virales indeseadas (Tabla 3) (59).

Para abordar estas desventajas y avanzar en la TG, es fundamental seguir investigando

y desarrollando nuevas tecnologias de vectorizacibn que mejoren la seguridad vy
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eficacia. En este sentido, la nanotecnologia ha desempefiado un papel crucial al
proporcionar perspectivas y enfoques innovadores para el tratamiento efectivo de
enfermedades genéticas y otras afecciones médicas. Los avances en el desarrollo de
nanomateriales han dado lugar a nuevos vectores no virales (VNV) con el potencial de
vehiculizar material genético, ofreciendo asi nuevas oportunidades en el campo de la
terapia génica. Los VNV, tanto fisicos como quimicos, ofrecen una alternativa mas
segura a los vectores virales tradicionales, ya que no presentan los problemas
asociados con la respuesta inmune adversa (75). Ademas, en los ultimos afos, los VNV
han mostrado una eficacia comparable a la de los VV, como se evidencio en el desarrollo
de vacunas contra la enfermedad del coronavirus 2019 (COVID-19), donde las
formulaciones basadas en nanoparticulas lipidicas (LNP) superaron en eficacia a las

vacunas convencionales basadas en vectores virales (76).

1.3 NANOTECNOLOGIA Y VECTORES NO VIRALES (VNV)

La aplicacién de la nanotecnologia en la terapia génica ofrece numerosas ventajas,
incluida una mejor entrega de material genético, proteccién del ADN o ARN terapéutico
contra la degradacién y la capacidad de dirigir especificamente el principio activo (API)
a células o tejidos diana (77). La capacidad de disefiar, fabricar y aplicar materiales y
dispositivos a escala nanométrica permite la manipulacion, caracterizacién y el control
de la materia a nivel molecular y atémico, lo que ha impulsado la creacién de diversos
nanomateriales con potencial terapéutico (78). La nanotecnologia se ha convertido en
un novedoso campo cientifico interdisciplinario, que ha promovido el desarrollo de
diversas nanoestructuras con potencial para proporcionar la liberacién controlada de

farmacos y la administracién dirigida de agentes activos (79).

El surgimiento de esta asociacion se remonta a la década de 1980, cuando la
nanotecnologia comenz6 a ganar interés. Paralelamente, en la década de 1990, la
terapia génica comenzaba a dar sus primeros pasos, enfrentdndose a desafios
relacionados con la entrega eficiente y segura de material genético a las células diana.
Fue en este contexto que los cientificos comenzaron a considerar la nanotecnologia
como una potencial solucion para abordar estos desafios, permitiendo el desarrollo de
sistemas de entrega de genes a escala nanométrica, marcando el inicio de una nueva
era en la terapia génica. En este sentido, la Tecnologia Farmacéutica ha explorado el
desarrollo de sistemas nanométricos que encapsulan el APl dentro de un vehiculo de
transporte. Esta innovacion facilita el paso del farmaco a través de diversas barreras

bioldgicas del organismo, optimizando asi su eficacia (80,81).
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A lo largo de las décadas siguientes (2000), se produjeron avances significativos en el
disefio y la sintesis de nanomateriales (NM) especificamente disefhados para esta
funcién. Estos nanomateriales, que incluyen desde nanoparticulas hasta liposomas,
polimeros y dendrimeros, son disefados para vehiculizar y proteger el material genético
de la degradaciéon enzimatica, mejorar su estabilidad en la circulacién sanguinea y
facilitar su internalizacion celular. Con el paso del tiempo, los cientificos se centraron en
mejorar la especificidad y eficacia de estos sistemas que vehiculizan genes,
desarrollando estrategias para dirigir selectivamente los sistemas a células especificas
utilizando ligandos dirigidos o modificaciones superficiales que mejoran la interaccion

con receptores especificos en la superficie celular (78,80,82)

Hoy en dia, la colaboracion entre la nanotecnologia y la terapia génica continua
avanzando rapidamente, siendo el foco de numerosas investigaciones. Se estan
explorando y desarrollando diversas estrategias para mejorar la entrega de genes
mediante nanomateriales funcionalizados con biomoléculas especificas y sistemas de
liberacion controlada. Estos avances no solo prometen mejorar la eficacia terapéutica,
sino también reducir la toxicidad asociada, abriendo nuevas alternativas en el

tratamiento de diversas enfermedades (79,80).

1.3.1 NANOMATERIALES

Los elementos creados por medio de la aplicacion de nanotecnologia se conocen con
el término de nanomateriales. Sin embargo, el significado sigue siendo objeto de debate
y estandarizacion, debido a que todavia hace falta especificar normas, reglas y leyes
para la identificacion correcta de cuales son los elementos que se deben considerar
como nanomateriales (83). No obstante, se estan considerando varias definiciones
propuestas para establecer un marco regulatorio y normativo para el uso y
comercializacion de los nanomateriales a nivel mundial. Los hanomateriales tienen un
amplio campo de aplicaciéon y su importancia radica en sus propiedades Unicas en
comparacion con los compuestos quimicos equivalentes a tamafio macroscoépico. Por
lo tanto, es esencial conocer los diferentes tipos de nanomateriales, su clasificacion,
métodos de produccion, relacion entre propiedades fisicoquimicas y estructurales, areas

de aplicacion y regulaciones asociadas (83,84).

Entidades como la FDA sefiala a los nanomateriales en el contexto de la ingenieria, la
manipulacion deliberada, la fabricacion o la seleccion de materiales que tienen al menos
una dimension en el rango aproximado de 1 a 100 nm y exhiben fenébmenos

dependientes de la dimensién, como efectos cuanticos (85,86). El sistema de salud
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canadiense (Health Canada) considera un nanomaterial si presenta al menos una
dimensién espacial en escala nanométrica, o si es mas pequefio o mas grande que la
nanoescala en todas sus dimensiones espaciales, y presenta uno o varios fenébmenos
a nanoescala (87). Esto abarca una amplia gama de productos manufacturados,
materiales, sustancia, ingrediente, dispositivo, sistemas o0 estructuras que poseen
propiedades especificas asociadas con su tamafio a escala nanométrica. La Agencia
Europea de Productos Quimicos (ECHA) define los nanomateriales como materiales
naturales, accidentales o fabricados que contienen particulas sélidas, ya sea en estado
libre o como agregados o aglomerados. En estos materiales, al menos el 50% de las
particulas en la distribucibn numérica del tamafio tienen una o mas dimensiones
externas en el rango de 1 nm y 100 nm. Estas sustancias o combinaciones de
sustancias estdn compuestas por atomos y/o moléculas, lo que les confiere

composiciones quimicas Unicas (83,84).

Por otra parte, la norma ISO/TS 80004-3:2020 establece que un nanomaterial es aquel
que tiene al menos una dimensién externa en la nanoescala (aproximadamente de 1 nm
a 100 nm) o que presenta una estructura interna o superficial en esa misma escala. En
los campos de la fisica y quimica, las particulas se consideran nanométricas si
presentan dimensiones en el rango de 1 a 100 hanémetros, mientras que en biologia se
acepta como nanoparticulas aquellas con dimensiones menores a 1000 nanémetros (1
um) (Figura 8) (80). Ademas, la norma proporciona una definicion para nano-objeto, que
es una pieza discreta de material con una, dos o tres dimensiones externas en la
nanoescala, siendo las segundas y terceras dimensiones externas ortogonales a la
primera dimension y entre si (88). Actualmente, se esté trabajando en la actualizacion
de la terminologia relacionada con los nanomateriales, con el fin de establecer una
definicion universal Unica. Esto facilitaria una clasificacion clara y una nomenclatura
estandarizada a nivel mundial, lo que permitiria una identificacién mas precisa de estos
nanomateriales (83,89).

Relative size of particles and cells

Nanoparticulas
oA
=
Figura 8. Representacion del tamafio relativo a escala nanométrica desde el &tomo
hasta huevos de anfibios. Imagen ID: 425901458-www.depositphotos.com
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Aungue persiste el debate respecto a la definicion exacta, la nanotecnologia continta
expandiéndose en diversas areas de aplicacion cotidiana. Uno de los campos que ha
experimentado una notable revolucion es la medicina, donde la nanotecnologia ha
contribuido significativamente al tratamiento mas especifico de enfermedades como el
cancer (77). Estos avances han permitido el desarrollo de sistemas de administracion
eficaces para biomoléculas como el ADN y el ARN, abriendo nuevas posibilidades en el
tratamiento de enfermedades genéticas. No obstante, la administracibn de material
genético para corregir alteraciones genéticas y de expresion proteica en las células
diana ha planteado nuevos desafios, especialmente en cuanto a como administrar estas
biomoléculas de manera efectiva para que lleguen especificamente al sitio de accion en
el paciente. Las formas farmacéuticas convencionales no son adecuadas para la
administracion de ADN o ARN debido a su rapida degradacion en el tracto
gastrointestinal y en el torrente sanguineo (90).

Por lo tanto, se necesita investigar y desarrollar nuevas estrategias para la
administracién de estas biomoléculas, lo que constituye un desafio importante en el
campo de la nanotecnologia y la farmacia galénica. En este sentido, los hanomateriales
podrian ser una alternativa potencial para vehiculizar acidos nucleicos, dando origen a
los denominados vectores no virales (VNV). Estos se dividen principalmente en dos
categorias: los nanomateriales suaves o0 blandos, de naturaleza organica,
biodegradables y no persistentes en el organismo, y los nanomateriales artificiales
(duros), mayormente inorganicos, insolubles, no biodegradables y potencialmente

biopersistentes (78,80).

1.3.2 VECTORES NO VIRALES (VNV)

Los VNV representan una alternativa viable, al ofrecer formulaciones flexibles que
permiten la introduccion de fragmentos de ADN de mayor tamafio, presentar menos
riesgos de seguridad y un menor potencial inmunogénico en comparacion con los VV.
Ademas, carecen de mutagénesis de insercion asociada a estos Ultimos. Los
investigadores contindan en la busqueda de un vector no viral que pueda igualar en
eficacia y superar en seguridad a los vectores virales, consolidando asi la relevancia de

los VNV como una perspectiva clave en este &mbito de investigacion (91,92).

Entre los nanomateriales inorganicos mas empleados sobresalen los nano-6xidos de
diversos metales, los cuales se obtienen al reducir el tamafio de las particulas a partir
de materiales naturales o de particulas previamente fabricadas de mayor tamafio. Los

fullerenos y los nanotubos de carbono, por otro lado, se obtienen a través de procesos
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de sintesis especificos. En ocasiones, se incorporan grupos funcionales quimicos en
estos nanomateriales para otorgarles las propiedades deseadas segln su uso previsto

0 propdsito particular de desarrollo (Tabla 4) (93).

Por otro lado, varios investigadores estan explorando el potencial de la nanotecnologia
en el desarrollo de tratamientos basados en nanomateriales organicos, aunque muchos
de estos aun no estan disponibles en el mercado. Esto convierte al campo de la medicina
en un desafio global, impulsando el surgimiento de diversas iniciativas comerciales e
investigativas a nivel mundial para alcanzar una posicion sélida en el mercado (85).
Dentro de los nanomateriales organicos se encuentran las nanoparticulas poliméricas y
dendrimeros, asi como las lipidicas como los liposomas, micelas, entre otros (Figura 9).
Junto con el desarrollo de nuevas y eficientes tecnologias, las nanoparticulas han
despertado un gran interés y se han convertido en una herramienta prometedora para
establecer nuevas rutas terapéuticas en la medicina, asi como para diversas
aplicaciones en areas como la cosmética, agricultura, alimentacion y farmacia, con

especial relevancia en las terapias génicas y de ARN (Tabla 4) (50,94).
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Figura 9. Tipos de sistemas de administracion nanoestructurados organicos (207).
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Tabla 4. Tipos de nanoparticulas inorganicas y organicas utilizadas en terapia génica junto con sus principales

caracteristicas.

Tipo de Nanoparticula

Caracteristicas

Nanoparticulas
Metalicas (95)

Inorgénicas Nanotubos de
Carbono (NTC) (93)

Quantum Dots

(QDs) (96)

Dendrimeros (97)

Polimeros (98)

Liposomas (99)
Organicas

Micelas lipidicas
(100)

Emulsiones lipidicas
(101,102)

Particulas lipidicas
nanoestructuradas
(NLC) (103)

Particulas compuestas de metales como oro, plata, hierro,
entre otros.

Propiedades 6pticas y magnéticas Unicas.

Terapia génica con CRISPR-Gold nanoparticles.

Estructuras cilindricas-tubulares compuestas de carbono.
Alta conductividad y resistencia mecénica.

Nanocristales semiconductor.

Propiedades épticas y electrénicas Unicas.

Compuestos por elementos como el cadmio, selenio, indio,
entre otros.

Macromoléculas poliméricas sintéticas con estructuras
ramificadas en forma de &rbol.
Alta densidad de grupos funcionales en la superficie.

Hechas de polimeros con cadena de monémeros unidos
gue pueden formar nanoparticulas.
Variedad de composiciones y propiedades.

Vesiculas esféricas compactas compuestas por una bicapa
lipidica.

Capacidad para encapsular material genético.

Buena biocompatibilidad.

Esferas con un nucleo lipidico hidrofébico y una capa
superficial hidrofilica.

Capacidad de carga de material genético en su nucleo
lipidico.

Estables en solucién acuosa y biocompatibles.

Sistemas coloidales de lipidos dispersos en una fase
acuosa.

Se pueden disefiar con un tamafio de particula especifico
para optimizar la administracion y biodisponibilidad.

Son estables en solucion acuosa.

Sistemas compuestos por lipidos sélidos y liquidos (aceites)
en su estructura.
Matriz lipidica modificada con lipidos liquidos en su nucleo.
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Tabla 4. ContinGia

Tipo de Nanoparticula Caracteristicas

Sistemas que utilizan lipidos para encapsular y transportar

sustancias.
Nanoparticulas lipidicas Compuestas principalmente por lipidos, como fosfolipidos
(LNP) (104) y colesterol.
Estructura coloidal similar a las micelas, con un nucleo
Organicas lipidico y una capa superficial hidrofilica.

Sistemas compuestos por lipidos sélidos.
Son biocompatibles y biodegradables.
Matriz lipidica solida en su nucleo.

Nanoparticulas sélidas
lipidicas (SLN) (105)

Durante la elaboracion de las nanoparticulas, es relevante identificar sus caracteristicas
fisicoquimicas, ya que estas propiedades estan estrechamente relacionadas con su
comportamiento in vitro/in vivo. Este conocimiento permite adecuar la formulacion para
aplicaciones terapéuticas especificas, optimizando asi su eficacia y seguridad en el
tratamiento médico. Se ha observado que a medida que las nanoparticulas son mas
pequefas, su area superficial aumenta, lo gue incrementa su adhesion a las superficies
(106).

1.3.3 VENTAJAS DE LOS VNV

En la actualidad, los métodos de mayor interés para la transferencia génica son los que
emplean nanomateriales quimicos no virales, especificamente aquellos que utilizan
nanoparticulas para la transfeccién, gracias a sus propiedades fisicoquimicas,
versatilidad en el disefio y diversos mecanismos de accion. Los VNV son mas
econdémicos Yy faciles de producir en comparaciéon con los VV. Los métodos quimicos
con NPs son ampliamente utilizados por su adaptabilidad, estabilidad y capacidad para
transportar cargas genéticas. Son particularmente eficaces en la transfeccion de
grandes cantidades de ADN (Tabla 5) (91).

Aungue se considera que los VNV son generalmente mas seguros, su eficiencia de
transfeccion tiende a ser inferior a la de los V. Histéricamente, los VNV han enfrentado
desafios relacionados con la toxicidad y la eficiencia de transfeccion (107). No obstante,
se estan realizando grandes esfuerzos para superar estas barreras, ya que se ha
demostrado que la baja eficiencia de transfeccion de los VNV ya no es el mayor de los
inconvenientes. Un claro ejemplo notable de este avance son las vacunas para la
COVID-19 y el Onpattro-patisiran, formulaciones a base de LNPs que han mostrado

altas tasas de transfeccion (76).
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Tabla 5. Tipos de nanoparticulas inorganicas y organicas junto con sus ventajas y desventajas.

Tipo de Nanoparticula

Ventajas

Desventajas

Nanoparticulas
Metalicas

Inorganicas Nanotubos de

Carbono (NTC)

Quantum Dots (QDs)

Dendrimeros

Polimeros
Organicas

Liposomas

Micelas lipidicas

Potencial para la imagenologia y
diagnostico.

Posibilidad de direccion magnética
para la entrega especifica.

Facilitan la entrega de sistemas
CRISPR-Cas9 a las células.

Mayor eficiencia en la edicion génica.

Alta capacidad de carga de genes.
Facilidad de funcionalizacion
superficial.

Alta eficiencia en la entrega de genes.
Posibilidad de imagenologia y
diagnéstico avanzado.

Fluorescencia intensa y duradera, lo
que facilita su deteccion.

Alta capacidad de carga y proteccion
del material genético.

Precision en la modificacion
superficial.

Mejoran la biodisponibilidad de
sustancias activas en oftalmologia.

Alta capacidad de cargay liberacién
controlada de &cidos nucleicos.
Posibilidad de modular la
biodegradabilidad.

Flexibilidad en el disefio de la
superficie para mejorar la
especificidad.

Eficiente entrega de genes.
Proteccién del material genético.
Reduccién de la degradacion
enzimatica.

Protegen el material genético de la
degradacion en el entorno bioldgico.
Facilitan la internalizacion celular del
material genético al fusionarse con las
membranas celulares.

Pueden liberar el material genético de
manera controlada.

Posible toxicidad dependiendo del
tipo de metal y tamafio de particula.
Necesidad de recubrimiento para
evitar aglomeracion y toxicidad.
Costo y complejidad en la sintesis.

Posibilidad de toxicidad dependiendo
del tamafio y forma del nanotubo.
Necesidad de evaluacion exhaustiva
de la biocompatibilidad.

Posible toxicidad debido a la
liberacion de metales pesados.
Necesidad de recubrimientos
biocompatibles adecuados para
reducir la toxicidad y mejorar la
estabilidad.

Costo de produccion elevado.
Posibilidad de toxicidad dependiendo
del tipo de dendrimero y
funcionalizacion.

Posibilidad de toxicidad dependiendo
de la composicion o tamafio.
Algunos polimeros pueden no ser
completamente biocompatibles.

Se requiere mas investigacién para
validar su uso clinico.

Dificultad en la estandarizacion de la
sintesis.

Potencial inestabilidad y tendencia a
la agregacion.

Algunas formulaciones pueden
desencadenar respuestas inmunes.
Limitaciones en la degradacién en
tejidos periféricos.

Necesidad de optimizar la dosis y la
eficacia.

Baja eficiencia de transfeccién
comparado con otros vectores para
terapia génica.

Capacidad de carga limitada por el
tamario de las micelas.

Se requiere mas investigacion para
demostrar su eficacia en modelos
animales y humanos.
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Tabla 5. Continta

Tipo de Nanoparticula

Ventajas

Desventajas

Emulsiones
lipidicas

Particulas lipidicas
nanoestructuradas
(NLC)

Organicas

Nanoparticulas
lipidicas (LNP)

Nanoparticulas
sélidas lipidicas
(SLN)

Emulsiones lipidicas que pueden
encapsular 4cidos nucleicos.
Facilitan la absorcion y distribucion
del material genético en el cuerpo.
Compatibilidad celular debido a su
capacidad para fusionarse con las
membranas celulares.

Mejora de la estabilidad y capacidad
de carga de farmacos.

Mayor capacidad de carga de
farmacos.

Facilitan la absorcion y distribucion
del material genético en el cuerpo.
Compatibilidad celular debido a su
capacidad para fusionarse con las
membranas celulares.

Mayor capacidad de carga de
farmacos.

Facilitan la absorcidn y distribucion
del material genético en el cuerpo.
Compatibilidad celular debido a su
capacidad para fusionarse con las
membranas celulares.

Buena capacidad de carga de
farmacos.

Estables en solucion acuosa.
Pueden proteger el material genético
frente a la degradacion.
Compatibilidad celular debido a su
capacidad para fusionarse con las
membranas celulares.

Baja eficiencia de transfeccion
comparado con otros vectores para
terapia génica.

Algunos lipidos pueden ser tdxicos
para las células.

Se requiere mas investigacién para
demostrar su eficacia en modelos
animales y humanos.

Baja eficiencia de transfeccién
comparado con otros vectores para
terapia génica.

Algunos lipidos pueden ser toxicos
para las células.

Se requiere mas investigacion para
demostrar su eficacia en modelos
animales y humanos.

Baja eficiencia de transfeccién
comparado con otros vectores para
terapia génica.

Algunos lipidos pueden ser toxicos
para las células.

Se requiere mas investigacion para
demostrar su eficacia en modelos
animales y humanos.

Baja eficiencia de transfeccién
comparado con otros vectores para
terapia génica.

Algunos lipidos pueden ser toxicos
para las células.

Se requiere mas investigacion para
demostrar su eficacia en modelos
animales y humanos.

1.3.4 DESVENTAJAS DE LOS VNV

Trabajar con VNV presentan limitaciones debido a su inestabilidad y a las barreras

naturales presentes en los organismos vivos. Por esta razén, se buscan modelos que

optimicen estos procesos, resaltando tanto las nanoparticulas inorganicas como las

organicas. La introduccion de transgenes en las células para transfectarlas resulta mas

complicada con VNV, ya que su capacidad de penetracién es limitada a causa de su

inestabilidad y a los mecanismos de reconocimiento de sustancias extrafias presentes

en los seres vivos, los cuales pueden neutralizarlas (Tabla 5) (107).

En la practica clinica, los VNV son dificiles de aplicar debido a su limitada eficacia y a la

necesidad de instrumental especifico y técnicas complejas. Ademas, los sistemas de
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administracion de genes no virales siguen siendo menos eficientes en comparacién con
los VV (91). La elevada sensibilidad de las NPs al estrés fisicoquimico durante su
elaboracion y almacenamiento representa una de las principales dificultades para su
aplicacion en el ambito farmacéutico. Para abordar estos problemas, se han
desarrollado diversas nanoparticulas lipidicas, aprovechando sus propiedades de
biocompatibilidad y biodegradabilidad, lo que las hace menos tdxicas para las

aplicaciones in vivo (104,105).

Estas nanoparticulas presentan una estructura coloidal compleja que requieren métodos
especializados para su caracterizacion fisicoquimica y estructural. Los sistemas lipidicos
se pueden clasificar en diferentes tipos, incluyendo sistemas vesiculares como los

liposomas, asi como nanoemulsiones y otras formas de nanoparticulas lipidicas (104).

1.4 NANOPARTICULAS SOLIDAS LIPIDICAS (SLN)

En los ultimos afos, ha surgido un creciente interés en el empleo de nanoparticulas
como vehiculos para transportar ADN/ARN. Especificamente, las nanoparticulas solidas
lipidicas (SLN) han resaltado como una opcién prometedora debido a su capacidad para
proteger y liberar eficientemente acidos nucleicos terapéuticos en las células diana. Este
enfoque ha ganado cada vez mas importancia como uno de los métodos mas

prometedores para la terapia génica (66,108-110).

Las SLNs representan la primera generacion de LNPs. Son nanoesferas compuestas
por un nucleo o matriz lipidica solida, con un diametro medio entre 50 y 1000 nm,
rodeadas por una capa de tensioactivos. Esta estructura sélida proporciona estabilidad
a la nanoparticula y facilita el transporte de farmacos poco solubles, ofreciendo varias
ventajas sobre los sistemas tradicionales de administraciéon de farmacos. Se ha
evaluado su eficacia en la entrega de una variedad de moléculas activas, que incluyen
péptidos, proteinas y acidos nucleicos (75,111). Las SLNs se caracterizan por su
estabilidad fisica, que se determina mediante parametros como el tamafo de las
particulas, el potencial zeta, la cristalinidad y la composicion lipidica. Se fabrican
sustituyendo el lipido liquido de las emulsiones por un lipido sdlido, lo que resulta en
una estructura sélida tanto a temperatura ambiente como a temperatura corporal
(75,104).

Entre las ventajas destacadas de las SLNs se encuentra la eliminacion del uso de
solventes organicos, siendo reemplazados por lipidos fisioldgicamente aceptables para

su administracion en la piel, por via oral y por via intravenosa (75). En estos sistemas,
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el farmaco se dispersa principalmente en forma molecular, lo que contribuye a mejorar
su biodisponibilidad y biocompatibilidad, al no degradarse bajo la influencia de agentes
como la luz y el agua. Ademas, su capacidad de liberacién puede ser prolongada para
sustancias poco solubles en agua incorporadas a la matriz lipidica soélida (103).
Adicionalmente, estas nanoparticulas pueden ser utilizadas como sustancias
hidrofilicas, lo que influye en la absorcién del farmaco, aumenta su capacidad de
solubilizacién, previene la precipitacion en la dilucion intestinal y mejora la permeabilidad

de la membrana, asi como la produccién de quilomicrones (75).

Estos sistemas no virales son seguros y su produccion resulta simple, econémica y
reproducible en comparacion con los vectores virales. Ademas, no tienen restricciones
de tamano para el material genético. A pesar de estas ventajas, las SLNs presentan
algunas limitaciones, como el crecimiento de las particulas durante el almacenamiento,
la tendencia a la gelificacion y los cambios polimorficos inesperados, asi como su
capacidad limitada de incorporacion de farmacos debido a la estructura cristalina del
sélido lipidico (79). Adicionalmente, podrian interactuar con proteinas plasmaticas y
otras proteinas extracelulares, lo que podria inactivarlas debido a su superficie
hidrofébica y catidnica. Uno de los principales inconvenientes es la menor eficacia de
transfeccion en comparacién con los vectores virales, aunque los avances realizados en
los ultimos anos han permitido mejorarla (90). Tanto los vectores virales como los no
virales son herramientas esenciales en la terapia génica y las terapias basadas en ARN.
Cada tipo tiene sus propias ventajas y limitaciones, y la eleccién del vector adecuado

depende de la aplicacidon especifica y las consideraciones de seguridad.

1.4.1 EXCIPIENTES UTILIZADOS PARA FABRICAR SLNs

La fabricaciéon de nanoparticulas sélidas lipidicas cationicas (cSLN) implica la cuidadosa
seleccién de excipientes como componentes esenciales, los cuales no poseen actividad
farmacologica directa, pero son fundamentales para garantizar la estabilidad,
biocompatibilidad, eficacia y seguridad de los medicamentos. Estos sistemas estan
compuestos por excipientes biocompatibles fisiologicamente aceptados, como lipidos y
acidos grasos. Su matriz sélida puede proteger eficazmente los ingredientes
farmacéuticos activos y proporcionar flexibilidad méxima en la modificacion de los
perfiles de liberacion del farmaco (75). La composicion de las SLNs incluye una
combinacién de lipidos solidos a temperatura ambiente, tensioactivos o surfactantes y
agua (112). A continuacion, se detallan algunos de los excipientes comUnmente

utilizados, asi como su funcion e importancia en la estructura de las cSLNSs.
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o Lipidos matriciales: Estos lipidos forman la base y constituyen la estructura de la
matriz lipidica de las SLN. Ayudan a mantener la integridad estructural de las
particulas, proporcionan capacidad de carga para el farmaco y brindan estabilidad
durante el almacenamiento y la administracion. Ademas, contribuyen a controlar la
liberacion sostenida de los principios activos encapsulados. Entre los lipidos sélidos
mas utilizados en la preparacion de SLNs se encuentran el estearato de glicerilo, el
tripalmitato de glicerilo, el compritol ATO 888, el plecirol ATO 5, el monoestearato de
glicerina (GMS), el monooleato de glicerina (GMO), triglicéridos de cadena media
(TCM), fosfolipidos, ceras, alcoholes y acidos grasos (113,114).

© Lipidos catidnicos: Estos lipidos son esenciales en las SLN catiénicas debido a su
capacidad para conferir carga positiva a las particulas. Esta carga facilita la
interaccion con el ADN o ARN, lo que promueve la transfeccidn celular y mejora la
eficiencia de liberacion posterior del farmaco en las células diana. Ademas, los
lipidos catidnicos contribuyen a la estabilidad de las nanoparticulas y mejoran su
capacidad de encapsulacion de material genético. La carga también potencia la
interaccion con las células y la penetracién en los tejidos. Entre los lipidos catidnicos
mas utilizados en la preparacion de cSLNs se encuentran la
ditetradecilfosfatidiletanolamina (DC-Chol), el N-(1-(2,3-dioleoyloxy)propil)-N,N,N-
trimetilamonio (DOTAP), el clorhidrato de cetiltrimetilamonio (CTAB), la
octadecilamina, entre otros (115,116).

© Surfactantes o tensioactivos: Los emulsionantes se utilizan para estabilizar la
interfaz aceite-agua durante la produccién de las SLN. Estos compuestos
desempefian un papel crucial al mantener la estructura de las SLN y prevenir la
aglomeracion de las particulas, lo que mejora su dispersion y solubilidad en medios
acuosos. Ademas, estabilizan las particulas lipidicas y mejoran su dispersion,
facilitando asi su administracion y biodisponibilidad. Los tensioactivos también
ayudan en la prevenciéon de la agregacion y pueden influir en la liberacion del
farmaco. Algunos de los tensioactivos comunmente utilizados en formulacién de SLN
incluyen el polisorbato 80 (Tween 80), el estearato de polioxietileno-sorbitano, la
lecitina de soja, el poloxamer 188 o 407, el Tween 20, el Span 20, el alcohol
polivinilico (PVA), entre otros (117,118).

A estos excipientes basicos para la formulacion de las cSLNs se les puede adicionar:

o Agentes quelantes: Tales como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA), se
utilizan para eliminar impurezas metalicas presentes en la formulacién. La presencia

de metales puede catalizar la oxidacion y degradacion de los lipidos, lo que reduce
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la estabilidad de las SLNs durante el almacenamiento. La inclusion de estos agentes
contribuye a prolongar la vida util de las nanoparticulas (119,120).

© Antioxidantes: Protegen los lipidos de la oxidacion y mantienen la estabilidad de
las particulas durante el almacenamiento. Se pueden incluir antioxidantes como el
alfa-tocoferol, el acido ascérbico, la vitamina E (a-tocoferol), entre otros (121).

© Estabilizadores de pH: El pH juega un papel crucial en la estabilidad de las cSLNs,
por lo que se puede mantener dentro de un rango O6ptimo para minimizar la
degradacion de los componentes de la formulacion. Para ello, se utilizan fosfato de

sodio monobasico o fosfato de sodio dibasico para mantener un pH 6ptimo (122).

Al seleccionar adecuadamente estos excipientes, se puede obtener una formulacién de
cSLN con caracteristicas Optimas de estabilidad, capacidad de carga y eficacia

terapéutica.

1.4.2 METODOS DE FABRICACION DE SLNs

Las técnicas de fabricacion de SLNs son fundamentales para garantizar su calidad y
eficacia. Se han desarrollado diferentes enfoques quimicos interesantes para la sintesis
de estas nanoparticulas, cada uno con su funcién especifica y contribucién a la
estructura final de las particulas. Al seleccionar el método de fabricacién, es relevante
considerar la optimizacion de las necesidades y limitaciones energéticas del proceso.
Ademas, se deben evaluar minuciosamente las propiedades fisicoquimicas de las
sustancias activas, asi como la estabilidad fisica, quimica y biolégica de estas
sustancias, junto con las caracteristicas de la nanoformulacién final. También es
determinante tener en cuenta la viabilidad de la produccién y los aspectos econémicos

asociados (123).

Existen tres categorias principales de técnicas de fabricacion de SLNSs, clasificadas
segun la cantidad de energia utilizada: métodos de alta energia, métodos de baja
energia y otros métodos que no dependen de la intensidad de la energia (112,123).
Entre las técnicas empleadas se encuentran la homogeneizacion a alta presion, ya sea
en caliente o en frio, asi como la homogeneizacion ultrasénica o de alta velocidad, entre
otras. La eleccion del método de preparacion esta fuertemente influenciada por las
caracteristicas del lipido y del farmaco que se desea encapsular (112). A continuacion,

se describen algunas de las técnicas comunes utilizadas en la fabricacion de SLNs.
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1.4.2.1 Homogenizacién en Caliente

La homogeneizacién en caliente se realiza a temperaturas superiores a la temperatura
de fusién del lipido. Durante este proceso, el lipido y el farmaco se funden y se combinan
con un tensioactivo acuoso a la misma temperatura, dando lugar a una preemulsion
caliente. Posteriormente, se utiliza un homogeneizador para emulsionar la preemulsion
y generar una emulsién coloidal caliente. Las gotas de esta emulsion se recristalizan al
enfriarse a temperatura ambiente. En algunos casos, es necesario aplicar un tratamiento
térmico especifico, como el enfriamiento a condiciones de refrigeracion o a temperaturas
bajo cero. La calidad de la preemulsion afecta en gran medida la calidad del producto
final. Un aumento en el nimero de ciclos o en la presion de homogeneizacion suele
provocar un incremento en el tamafio de las particulas debido a la coalescencia,
causada por la alta energia cinética. Finalmente, la nanoemulsién resultante se enfria a
temperatura ambiente, lo que permite que el lipido se recristalice y dé origen a la
formacion de las nanoparticulas (75).

1.4.2.2 Método de Emulsificacion-Evaporacion del Solvente

En el método de emulsificacion-evaporacion del solvente, se disuelven el lipido catiénico
y el farmaco en un solvente orgénico. Posteriormente, esta solucion se emulsiona en
una fase acuosa mediante un emulsionante. Luego, se procede a evaporar el solvente
para formar las SLNs. Esta técnica desempefia un papel fundamental al permitir la
encapsulacion eficiente del farmaco en las particulas lipidicas, controlando asi el tamafio
y la distribucién de estas. La formacion de una emulsion entre la fase acuosa y la fase
organica, donde los lipidos se disuelven, es esencial en este proceso, seguida de la
difusién del solvente organico hacia la fase acuosa. La posterior evaporacion del
solvente conduce a la formacion de las particulas sélidas lipidicas. La emulsificacion
asegura una distribucion homogénea de los lipidos y otros componentes en la fase
acuosa, mientras que la evaporacién controlada del solvente contribuye a la formacion
de particulas con las caracteristicas fisicoquimicas deseadas, como tamafo,

distribucion y carga (123).

1.4.2.3 Coacervacion lonica

La coacervacion iénica se fundamenta en la interaccién electrostatica entre lipidos
catiénicos y polimeros aniénicos, formando complejos. En este proceso, los lipidos
catidnicos se organizan formando una capa alrededor del nucleo lipidico, lo que da lugar
a la formacion de las SLNs con carga positiva. Su funcién principal es estabilizar las

particulas y mejorar la carga superficial, aspectos cruciales para asegurar la formacion
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de las cSLNs. Esta técnica es util para controlar la carga superficial de las particulas y

promover la interaccion con material genético para aplicaciones de terapia génica (124).

1.4.2.4 Método de Precipitacién por Dispersion de Solvente

El método de precipitacidén por dispersion de solvente comienza con la disolucion inicial
del lipido catiénico y el farmaco en un solvente organico. Posteriormente, esta solucién
se dispersa en una fase acuosa, donde tiene lugar la precipitacion de las SLNs. Esta
técnica tiene como funcién principal facilitar la formacién de particulas solidas y controlar
su morfologia y cristalinidad, lo que resulta fundamental para garantizar la calidad de las
SLNs. En este proceso, la disolucién del lipido en el solvente organico se combina con
la adiciébn de esta solucion a la fase acuosa. La incompatibilidad entre el solvente
organico y el agua promueve la precipitacién del lipido y la formacién de las particulas
sélidas lipidicas. La precipitacion controlada es esencial para obtener particulas con
propiedades especificas, como tamafio y carga superficial, lo que determina en gran
medida su aplicacion en diversas areas terapéuticas (125).

1.4.25 Método con Ultrasonido

El método de ultrasonicacién implica la aplicacion ultrasonido de alta frecuencia a la
mezcla de lipidos y farmaco para formar las SLNs. Su funcion principal es fragmentar
las particulas grandes y mejorar la homogeneidad de la mezcla. Esta técnica es crucial
para controlar el tamafio y la dispersion de las particulas, lo que influye

significativamente en su calidad y eficacia (126).

1.4.2.6 Método Microfluidico

A diferencia de los métodos previamente mencionados para la fabricacién de SLNs, se
han desarrollado métodos para la produccién de LNPs utilizando mezcladores
microfluidicos. Estos mezcladores se pueden clasificar como activos o pasivos. En los
activos, el flujo de liquidos se ve influenciado por perturbaciones electrohidrodinamicas,
mientras que, en los pasivos, se aprovecha la geometria del chip microfluidico para
aumentar la interfaz entre los fluidos y mejorar la mezcla (127). Los nuevos métodos de
produccion de LNPs, basados en la mezcla rapida de etanol y agua para encapsular
acidos nucleicos, presentan ventajas relacionados con la reproducibilidad, escalabilidad

de produccion y eficiencia de encapsulacion (73,127).
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1.4.2.7 Meétodo Micromulsificacion Caliente

El método de microemulsificacion caliente fue empleado en esta tesis doctoral para la

obtencion de SLNSs, las cuales se generan a partir de nanoemulsiones de aceite en agua

(o/w). En este proceso, una fase lipidica fundida se dispersa en una mezcla de agua,

lipido catiénico y tensioactivo. La formacién de la microemulsion es espontanea debido

a la alta relacion entre tensioactivos y lipidos (Figura 10).

Fase dispersa

Fase continua

Plancha de
calentamiento

Mezcla de las fases a 80 °C
con UltraTurrax

Micro Emulsién Caliente ‘
14

Figura 10. Imagenes de la emulsion o/w caliente para fabricar SLN.

Una de las caracteristicas principales de este método es el uso de un lipido sélido a

temperatura corporal, asegurando que las SLNs permanezcan en estado solido después

de su administracion, lo que proporciona una matriz estable que controla la liberacion
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del API, mejorando asi su solubilidad y biodisponibilidad. Este método, cominmente
empleado para fabricar SLNs, requiere una proporcion adecuada de excipientes, a
menudo evaluada mediante diagramas pseudoternarios para analizar y describir las

areas de formacion de las microemulsiones (75,128).

El procedimiento es relativamente simple e implica, en primer lugar, fundir los lipidos a
una temperatura que esté por encima de su punto de fusion, pero por debajo del punto
de ebullicion del agua. Esta fusién produce una fase lipidica liquida que se dispersa en
una solucién acuosa tensioactiva caliente para dar origen a la emulsion. Luego, se aplica
una ultra agitacion utilizando un homogeneizador de alta velocidad (UltraTurrax) para
formar una microemulsion homogénea y estable. Posteriormente, esta microemulsién
caliente se mezcla inmediatamente con un gran volumen de agua fria (1-4 °C), seguida
de ultra agitacion adicional (Figura 11). Este proceso conduce a la cristalizacion de los
lipidos y la formacién de las SLNs con una morfologia esférica y una distribucién de

tamafio uniforme (75,115).
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Figura 11. Esquema de preparacion de las SLNs por el Hot Microemulsification Method (90).

Una caracteristica relevante de este método es la temperatura utilizada para fabricar las
SLNSs, ya que implica un shock térmico para la formacion de las nanoparticulas. Ademas,
el uso de agua ultrapura MiliQ como solvente para preparar la emulsion elimina la
necesidad de recurrir a solventes organicos altamente téxicos para la salud. Estos
parametros son importantes para seleccionar los excipientes que conformaran la

estructura de las SLNs. Asimismo, las SLNs obtenidas mediante este método suelen ser
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estables y reproducibles, lo que las hace adecuadas para aplicaciones farmacéuticas y

de liberacién de farmacos (129).

1.5 FORMACION DE COMPLEJOS ENTRE cSLNs Y ACIDOS NUCLEICOS

Las nanoparticulas cationicas soélidas lipidicas (cSLN) representan una alternativa no
viral para la terapia génica, utilizando lipidos biocompatibles y biodegradables para
generar nanoestructuras con carga superficial positiva. Estas particulas tienen la
capacidad de formar complejos con ADN/ARN (SLNplejos), lo que las convierte en un
area de investigacion activa en el campo de la hanomedicina. Uno de los principales
componentes de las cSLNs, como sistemas de administracion de acidos nucleicos, son
los lipidos catiénicos. Estos lipidos tienen la capacidad de interactuar con los grupos
fosfato cargados negativamente presentes en los extremos de las cadenas del material
genético mediante interacciones electrostéaticas, formando complejos estables (Figura
12). Esta interaccion protege el ADN/ARN de la degradacion enzimética en el entorno
celular, de la desnaturalizacion y mejoran su estabilidad en el medio extracelular.
Ademas, los complejos resultantes son minimamente toxicos y evitan la respuesta

inmunoldgica (121,123).

SLNplex formation

Figura 12. Representacion esquematica de la formacion de un SLNplejo (62).
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En este sentido, los plasmidos y las secuencias cortas de ARN no codificante, como los
siARN, pueden utilizarse como agentes terapéuticos y transportarse mediante cSLNSs.
Sin embargo, los procesos de fabricacion complejos y dificiles de escalar, junto con los
costos y las eficiencias de transfeccion relativamente bajas en comparacién con los
vectores virales, siguen siendo obsticulos importantes para su aplicacion clinica
generalizada en humanos. A pesar de estos desafios, se estan realizando esfuerzos
significativos para superar estas limitaciones (130-132). De hecho, ya existen
formulaciones de nanoparticulas basadas en lipidos disponibles en el mercado para el

tratamiento de enfermedades humanas (133).

La internalizacion de los SLNplejos y la liberacion de material genético que transportan
dentro de las células son procesos cruciales en la terapia génica. Una vez dentro del
entorno celular, estos complejos pueden ser internalizados por las células objetivo y
liberar el material genético en el citoplasma. Tras el ingreso dentro de la célula, los
complejos de lipidos se desestabilizan y se unen a los receptores de la membrana
celular mediante interacciones lipidicas, continuando asi con la ruta de internalizacion

celular (Figura 13) (134,135), que se detalla a continuacion:

¢ Endocitosis: La internalizacién de los SLNplejos ocurre principalmente por
endocitosis, a través de procesos como la endocitosis mediada por receptor o por
pinocitosis. Los complejos son capturados por vesiculas de endocitosis, que se
invaginan y fusionan con los endosomas tempranos.

© Formaciéon de endosomas: Una vez internalizados, los complejos se encapsulan
en endosomas, que son vesiculas membranosas derivadas de la membrana celular.

¢ Escape de endosomas: Los complejos deben escapar de los endosomas para
liberar el material genético al citoplasma antes de ser degradados por los lisosomas.
Para facilitar este escape, se pueden emplear diversas estrategias como la
acidificacion del endosoma, la permeabilizacion de la membrana o la ruptura de la
vesicula. Se pueden emplear estrategias para facilitar el escape de los complejos de
los endosomas, como el disefio de lipidos que promuevan la ruptura de la membrana
endosdémica.

© Liberacion en el citoplasma o nucleo: Una vez liberados, el material genético
puede entrar en el citoplasma o el nucleo, donde puede ser transcrito y expresado.

© Interaccion con el material genético: El material genético liberado puede
interactuar con la maquinaria celular para realizar su funcién, como la transcripcion

de ARNm o la integracion de ADN. En el nucleo, puede ser transcrito y expresado.
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Figura 13. llustraciéon esquemética de las vias de entrada y
barreras celulares que pueden seguir los SLNplejos (78).

1.6  PEGILACION DE NANOPARTICULAS

Como se menciond previamente (Secciéon 1.3.4), las nanoparticulas enfrentan diversos
desafios, como la degradacién del material genético por nucleasas y el reconocimiento
de las particulas como extrafias por el sistema inmunolégico del hospedador. A menudo,
se modifican las caracteristicas superficiales de las nanoparticulas para mejorar su
biodisponibilidad. En este sentido, la incorporacién de poli(etilenglicol) (PEG) a la
formulacién principal ofrece varias ventajas. El PEG es un polimero hidrdfilo, flexible,
sintético, no iénico, soluble en agua, biodegradable, biocompatible, de carga neutra, no
téxico (Figura 14) y ampliamente utilizado en los sectores farmacéutico, cosmético y

alimentario (136).
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Figura 14. (A) Formula quimica del polietilenglicol (PEG); (B) estructura quimica de un lipido
PEG ramificado; (C) grupos terminales PEG y mPEG; (D) configuraciones de cadenas de PEG
en forma de hongo versus en cepillo; y (E) estructuras de los lipidos PEG ampliamente utilizados
en formulaciones de LNP (144).
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La PEGilacibn es una técnica verséatil que permite superar varias limitaciones
farmacoldgicas, mejorando las propiedades fisicoquimicas del farmaco. Ademas,
también mejora las propiedades farmacocinéticas, ya que aumenta la vida media,
reduce el reconocimiento por el sistema inmune, mejora su resistencia al ataque
proteolitico y aumenta su solubilidad y estabilidad (137,138). La definicién de PEG se
refiere al polimero formado por la repeticion de moléculas de 6xido de etileno y agua,
gue puede presentarse en estado liquido o sélido ceroso (139). El termino PEGilacion
se utiliza para describir la unién covalente de PEG a un farmaco o compuesto,
generando un derivado muy estable conocido con el nombre genérico de PEGilado, que
se caracteriza por su rapida absorcion y eliminacién, lo que permite mantener

concentraciones plasmaticas estables durante un periodo prolongado (138).

Hace aproximadamente 20 afios, se aprobaron las primeras proteinas PEGiladas, lo
gue ha generado una enorme experiencia clinica con este material polimérico. El
concepto de PEGilacién se introdujo a finales de la década de 1970, respaldado por
estudios que evidenciaron la unién de proteinas al PEG y los beneficios de prolongacion
del tiempo de circulacion sanguinea de la albumina PEGilada de 12 a 48 horas, sin
provocar respuestas inmunitarias. No obstante, no fue sino hasta principios de la década
de 1990 cuando se comenz6 a aprobar el uso en seres humanos de las primeras
proteinas PEGiladas, como la Adenosin Deamidasa y la Catalasa de Higado Bovino.
Investigaciones realizadas durante las décadas de 1980 y 1990 revelaron que la
principal ventaja de la PEGilacion era prolongar el tiempo de circulacién en sangre de

las proteinas conjugadas, en lugar de reducir su inmunogenicidad (138).

Actualmente, el PEG es el polimero mas utilizado para recubrir nanoparticulas, las
“enmascara” (Figura 15), y podria considerarse el estandar de oro (gold standard) de
los polimeros que brindan esta propiedad de “invisibilidad” (140). La mayoria de los
sistemas de administracion de farmacos basados en el recubrimiento de la superficie
por polimeros, disponibles comercialmente y los que se encuentran en ensayos clinicos
avanzados contienen PEG. Ningun otro polimero sintético ha alcanzado todavia este
estatus (140). Por ejemplo, los productos farmacéuticos de nanoparticulas lipidicas
recientemente aprobados para uso médico humano, como las vacunas contra la COVID-
19 y el Onpattro-patisiran, estdn compuestos por nanoparticulas PEGiladas, la cuales,
las primeras pertenecen al grupo de las Lipid Nanopatrticles (LNP), mientras que las
segundas son SLNs (141).
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Figura 15. llustracién de la PEGilacion de una SLN (208).

El PEG actia como un agente modificador de la superficie al “enmascarar’ las
nanoparticulas, creando una barrera estérica en forma de capa que evita la agregacion
de particulas y protege su superficie de interacciones con proteinas y
biomacromoléculas (nucleasas) presentes en la sangre, el citosol y los lisosomas
(65,138). Esta modificacion superficial se debe a la variacion de las longitudes de las
cadenas de carbono de los PEGs (Figura 16), lo que modifica el area de contacto
superficial de las nanoparticulas. Para garantizar el éxito del recubrimiento, es crucial
considerar la longitud y densidad superficial de las cadenas de PEG, junto con los
grupos terminales funcionales (139,142). Las propiedades repulsivas del PEG son

importantes para mitigar la degradacion enzimatica y preservar la integridad estructural

de los PEG-SLNplejos (140,143).
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Figura 16. Esquema de la estructura de un lipido PEGilado (144).

El rendimiento biolégico y la eficacia de las nanoparticulas PEGiladas dependen de la
longitud de la cadena de PEG. Longitudes mayores de PEG proporcionan hidrofilicidad
y flexibilidad mejorada, evitando interacciones no deseadas con biomoléculas. Aun asi,
existe un limite para la longitud del PEG por encima del cual su efecto sobre la adsorcién
de proteinas se vuelve insignificante. Por lo general, se utilizan PEG mas grandes (20 a
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50 kDa) en farmacos de baja masa molar (p. €j., oligonucleétidos, iIARN y moléculas
pequeinas), lo que incrementa el tamafio del vehiculo farmacéutico para evitar la
eliminacion renal. Por el contrario, los PEG mas pequefios (1 a 5 kDa) se utilizan en

formulaciones de farmacos mas grandes como anticuerpos y nanoparticulas (144).

Ademas, el PEG presenta interaccion electrostatica con &cidos nucleicos, capacidad
para adaptarse a distintas formas y tamafios, resistencia a la degradacion, habilidad de
translocacion y capacidad para estabilizar el ADN plasmidico (142). La PEGilacion
puede adoptar una estructura lineal, ya sea con una Unica cadena de PEG o con
multiples cadenas, con la flexibilidad de variar en tamafios e incluso presentar cadenas
ramificadas (Figura 14). Esta técnica ofrece una amplia variedad de posibilidades,
determinadas por el peso molecular y la configuracion espacial, tanto lineal como
ramificada, de las cadenas de PEG utilizadas (144). Asimismo, la PEGilacion impide la
adsorcion de opsoninas (anticuerpos) en las particulas, lo que aumenta su eficiencia de
“invisibilidad”, reduciendo la inmunogenicidad, prolongando su tiempo de circulacion y
previniendo la agregacion durante la circulacion. Esto evita que las particulas sean
identificadas como potenciales patdgenos, lo que reduciria su eliminacion por
fagocitosis, aumentando asi la probabilidad de que el farmaco llegue a su sitio de accién

antes de ser reconocido como extrafo y eliminado del cuerpo (127,136,139,140).

La estabilidad de las particulas también esté influenciada por las caracteristicas de su
superficie, como la carga, la hidrofobicidad y los grupos funcionales. Por tanto, tres
mecanismos principales contribuyen a su estabilidad coloidal: estabilizacién
electrostatica, estérica y por agotamiento. (145,146). La incorporacién de lipidos
catiénicos y/o polimeros como el PEG en la superficie de las nanoparticulas permite
aprovechar estos mecanismos de estabilizacion (Figura 17). ElI PEG, al ser un polimero
hidréfilo, aumenta la superficie de contacto de las particulas al ser afiadido en la matriz

lipidica de las cSLNs, lo que contribuye a mantener su estabilidad (144).

« Electrostatic « Steric

Stabilization

Figura 17. Esquema de los mecanismos de estabilidad coloidal que pueden presentar las
nanoparticulas (209).
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La PEGilacioén, si bien puede mejorar la afinidad de las nanoparticulas por las células
endoteliales tumorales, también puede afectar la eficacia de la citotoxicidad en
aplicaciones clinicas prolongadas. Una posible solucién para abordar este desafio es la
incorporacién de ligandos especificos en la superficie de las nanoparticulas, lo que
podria dirigirlas hacia receptores de membrana especificos y sitios de accidén precisos
(106). Sin embargo, el uso de PEG puede desencadenar efectos secundarios adversos
en el organismo y generar cambios imprevistos en el comportamiento farmacocinético
de los vehiculos basados en este polimero. Ademas, las preocupaciones relacionadas
con la hipersensibilidad, la degradacion del PEG y la formacién de productos

secundarios téxicos son importantes (140).

El exceso de PEG en la superficie puede afectar negativamente procesos celulares
como la endocitosis, reduciendo la movilidad y la flexibilidad del polimero, lo que
repercute en el tiempo de circulacién en el organismo. A pesar de estos posibles
inconvenientes, las propiedades positivas del PEG siguen siendo significativas. No
obstante, la competencia en términos de patentes y comercializacion esta impulsando
la busqueda de polimeros alternativos (140,144). Es relevante tener en cuenta que, en
comparacion con el PEG, las alternativas alun carecen de suficientes estudios sobre

biocompatibilidad, degradacién bajo estrés y limites de excrecion (147).

Por dltimo, alineada con los intereses del grupo de investigacion y partiendo de las
formulaciones previamente establecidas de c¢cSLN con colesteril oleato (CO-cSLN),
desarrolladas sin el empleo de solventes organicos y que han demostrado eficacia y
seguridad tanto in vitro como in vivo (109,148,149), esta tesis doctoral realiza un analisis
comparativo exhaustivo de varios excipientes PEGilados. El propésito es evaluar su
impacto en las caracteristicas fisicoquimicas de las CO-cSLNs para mejorar la
formulacion actual. Estos resultados buscan identificar la/s formulacién/es mas
adecuada/s para la fabricacion de nanoparticulas PEGiladas con atributos 6ptimos,
poniendo énfasis en el uso de excipientes econdmicos para reducir los costos de
produccion y garantizar la viabilidad de su escalado industrial. Este enfoque aborda una

necesidad critica en el campo de la nanotecnologia biomédica.

1.7 LIOFILIZACION DE NANOPARTICULAS

Uno de los principales desafios en farmacia galénica es lograr una adecuada estabilidad
coloidal a lo largo del tiempo de las NPs, debido a su alta inestabilidad fisica y quimica
(143,150). Para abordar este desafio, se utiliza principalmente la técnica de liofilizacion

para mejorar su estabilidad, especialmente relevante ya que las formulaciones basadas
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en NPs suelen presentarse como suspensiones liquidas y requieren condiciones de
almacenamiento extremadamente frias para evitar la agregacion y/o fusion de
particulas, como en el caso de las vacunas contra la COVID-19, lo que limita su
transporte y almacenamiento a largo plazo (151). La liofilizacion implica la
deshidratacién de una solucién o suspension mediante una congelacion inicial, seguida
del secado por sublimacion del hielo sin pasar por una fase liquida intermedia, llevada
a cabo bajo presion reducida (vacio). En el caso de una suspension de NPs, tras
completar la desecacion, se obtienen NPs en forma de polvo seco, conformando una

matriz seca facil de manejar, transportar y almacenar (Figura 18) (152).

Suspension de Suspension congelada Matriz seca de
nanoparticulas de nanoparticulas nanoparticulas

Figura 18. Conformacion de las nanoparticulas en los diferentes estados
durante el proceso de liofilizacién (210).

1.7.1 ANTECEDENTES DE LA LIOFILIZACION

Los principios de la liofilizacion ya eran conocidos y empleados por los incas, quienes
los usaban para conservar patatas y secar carne congelada. Este método ancestral
implicaba dejar que las patatas y la carne se congelaran durante la noche en las
elevadas montafias de los Andes. Con los primeros rayos del sol de la mafiana y la baja
presion atmosférica de las montafias andinas, el agua congelada experimentaba
sublimacidn, lo que se asemejaba a una forma de liofilizacion natural (124,152). Durante
la Segunda Guerra Mundial, la liofilizacién se consoliddé como un proceso industrial.
Aungue en 1932 se construy6 una planta de liofilizacion al vacio, no fue hasta después
de 1940 que se utiliz6 como un método de conservacion, con la liofilizacion del plasma
sanguineo y la penicilina. Esta consolidacién como proceso industrial facilit6 que estos
productos llegaran en Optimas condiciones desde los centros de produccién hasta el
frente de batalla (152). Con la llegada de la carrera espacial, se requerian alimentos
para los astronautas que fueran ligeros y mantuvieran sus propiedades organolépticas
y nutricionales. Por esta razén, en la década de 1950 se perfecciond la tecnologia de
liofilizacion y se aplico a los alimentos. Hoy en dia, la liofilizacion tiene innumerables
aplicaciones y su desarrollo contindia progresando en diversas areas, especialmente en

medicina, productos farmacéuticos y cosméticos (124).
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1.7.2 PROCESO DE LA LIOFILIZACION

Como se menciond previamente, el proceso de liofilizacion tiene como objetivo
separar el solvente de una disolucion mediante congelacion y posterior sublimacion,
llevado a cabo en condiciones de vacio y baja temperatura. La sublimacion es el proceso
fisico en el cual una sustancia pasa directamente del estado sélido al gaseoso sin pasar
por el estado liquido (Figura 19). Para que ocurra este cambio de estado, la sublimacion
debe realizarse a una presion inferior a la presion de vapor del liquido, manteniendo
constante la temperatura dentro del liofilizador (153,154). Durante este proceso, los
alimentos y materiales bioldgicos se convierten en productos secos mediante
deshidratacion bajo presion reducida (vacio), lo que evita la transicion a la fase liquida
y preserva sus propiedades. Esto permite que la materia organica mantenga su
integridad sin experimentar cambios enziméticos, quimicos o biolégicos, ya que

permanece congelada durante el secado (85,155).
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Figura 19. Representacién del estado fisico de un sistema. La sublimacién puede ocurrir por debajo
de la temperatura y presion del punto triple. El ejemplo corresponde a la gréfica del agua (211).

La liofilizacion se lleva a cabo en equipos especializados y consta de tres etapas
principales: congelacién (solidificacién), secado primario (sublimacion del hielo) y
secado secundario (desorcion de agua no congelada; Figura 20). Inicialmente, el
producto se dispone en viales o en bandejas sobre las placas de la camara del
liofilizador, donde se colocan sensores de temperatura. Luego, se reduce la temperatura
de las placas para congelar completamente el producto y lograr su solidificacion.
Paralelamente, el serpentin del condensador se enfria para recibir los vapores de agua
liberados por el producto. Se activa la bomba de vacio para reducir la presion en el

sistema durante todo el proceso. Una vez que la presion en la camara alcanza niveles
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adecuados, comienza la sublimacion del hielo, dando el inicio del secado primario.
Durante esta etapa, se aplica calor a las placas de la cAmara para compensar el
consumo de energia. Cuando todo el hielo ha sido sublimado, inicia el secado

secundario para eliminar la humedad residual (124,153).

A continuacion, se detalla cada una de las etapas que componen el proceso de

liofilizacion:

© Congelacién: Es el primer paso previo al proceso de liofilizacion, realizado a bajas
temperaturas (de la escala de -30 °C y -60 °C) de forma rapida para evitar rupturas
estructurales debido a cristales de hielo grandes. La congelacién de un producto es
tan critica como el secado en el proceso de liofilizacion. Durante esta etapa, se
generan tensiones que afectan la estabilidad de las NPs, desde la formacién de
cristales hasta efectos interfaciales, concentracion por congelacién, cambio de pH
del tampdn y separacion de fases (156). El proceso comienza estableciendo la
temperatura de congelacién una vez que se han colocado todos los viales con las
muestras. La muestra se enfria hasta que se produce la nucleacion del hielo, que
ocurre varios grados por debajo del punto de congelacion de equilibrio de la muestra,
fendmeno conocido como superenfriamiento (supercooling). Posteriormente, los
cristales comienzan a crecer, lo que lleva a la congelacion de la muestra, que
continua hasta alcanzar la temperatura de transicién vitrea (Tg). Para asegurar la
solidificacion completa, la muestra debe congelarse por debajo de Tg, dependiendo
de si la muestra esta en estado amorfo o cristalino. El estrés durante esta etapa
puede desestabilizar las NPs, por lo que se deben incorporar excipientes especiales
(crioprotectores y/o lioprotectores) en la formulacion para protegerlas antes vy
durante la liofilizacion (80,153). La velocidad de congelacion determina el tamafo
de los cristales de hielo, siendo la congelacion rapida la que produce cristales de
hielo mas pequefios, lo que afecta la magnitud de la tensidon mecanica y el tiempo
de residencia en la fase crioconcentrada.

© Secado primario: En esta etapa, se extrae la mayor parte de agua del producto
mediante sublimacion. El proceso se inicia al reducir la presion en la camara y
aumentar la temperatura de las placas, lo que provoca la eliminacién del calor
generado por la sublimacién del hielo. Es fundamental mantener la presién por
debajo del nivel de la presion de vapor de hielo para garantizar una velocidad de
transferencia de calor adecuada al producto. Una presion demasiada baja puede
limitar esta transferencia. El hielo se elimina por sublimacion del producto y se

transfiere al condensador, donde el vapor de agua se retiene sobre placas frias
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mediante cristalizacion. La energia necesaria para la transicion de fase se controla
ajustando la temperatura de las placas. Dado que la entrada de energia se consume
en la sublimacion, la temperatura del producto resultante es mucho menor que la de
la placa. Un analisis del balance de energia demostré que la mayoria de las pérdidas
energéticas ocurren durante esta etapa, seguidas por las asociadas con el
condensador y el sistema de vacio (124,153). El secado primario finaliza cuando la
temperatura del producto se aproxima a la temperatura del estante.

Secado secundario: La matriz seca producida por el secado primario aun retiene
una pequefia cantidad de agua no congelable, que debe eliminarse mediante
desorcion a temperaturas mas elevadas, generalmente entre 20—40 °C. Para evitar
el colapso de la matriz, no se debe aumentar la temperatura del producto hasta que
se haya eliminado todo el hielo. Dado que el contenido de humedad residual al final
del secado primario puede llegar hasta un 30%, un aumento rapido en la temperatura
de las placas podria elevar la temperatura del producto por encima de su
temperatura de colapso (Tc). Por ende, es relevante conocer con precision la Tc para
evitar el colapso de la matriz y asegurar un secado adecuado y estandarizado. Esta
temperatura es Unica para cada formulacion y se define como la maxima
temperatura que la estructura molecular puede tolerar sin perder su integridad, en

condiciones especificas de vacio (153,157).
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Figura 20. Esquema de un ciclo tipico de liofilizacion (212).
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1.7.3 MECANISMOS DE TRANSFERENCIA DE CALOR

La transferencia de calor desde la fuente de calor al producto para remover el agua se
realiza mediante conduccién, conveccion y/o radiacion (Figura 21). Estos mecanismos

se describen a continuacion:

¢ Conducciéon: Este método de transmisién de calor implica calentar el producto
mediante el contacto directo entre fases sélidas, ya sea desde el interior o entre
placas. El calor proviene del fluido térmico que calienta la superficie de las placas o
directamente la base del vial que esta en contacto directo con el producto. Por lo
tanto, la eficiencia de la conduccion esta estrechamente relacionada con el disefio
del equipo y la geometria de los recipientes utilizados, lo que resalta la importancia
de caracterizar este fendmeno mediante la definicion del coeficiente de transferencia
de calor (157).

© Conveccion: Este proceso implica la transferencia de calor mediante la circulacion
de moléculas de gas dentro de las fases de vapor, debido a la difusién browniana y
la colision molecular presentes en el espacio cerrado de la camara del liofilizador.
Aunque se considera que la influencia de este mecanismo de transferencia es
insignificante en comparacién con los otros mecanismos, es elemental tenerlo en
cuenta en el proceso (155,157).

© Radiacion: Este método constituye otro aspecto clave en la transmision de calor,
proveniente de varias superficies dentro del liofilizador, como las placas superior e
inferior en contacto con el recipiente, las cuatro paredes de la camara, las mirillas
de vision de los laterales del cuerpo del liofilizador, entre otros. Estas superficies
irradian calor desde la parte superior e inferior, y lo critico de esta etapa del proceso
radica en la diferencia entre la temperatura del producto y la de los elementos

emisores del equipo (157).
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Figura 21. Mecanismos de transferencia de calor durante el
proceso de liofilizacion (157).
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1.7.4 CRIOPROTECTORES

El uso de lio y/o crioprotectores es determinante para garantizar la proteccion de las
nanoparticulas durante el paso agresivo de congelacion (Figura 22) y secado que tiene
el proceso (158). La temperatura de transicion vitrea (Tg) es un parametro crucial que
debe considerarse para mantener la integridad de las particulas antes de la liofilizacion
(159). Estos factores deben tenerse en cuanta para obtener resultados de alta calidad
después del proceso de liofilizacion. La estabilidad de las NPs depende principalmente
de la estabilidad fisicoquimica de los lipidos sélidos que las componen, ya que son mas
susceptibles a la degradacion y a la coalescencia. Estos compuestos desempefian
diversas funciones como la crioproteccioén, la modificacion de la temperatura de colapso,
actian como agentes de carga y facilitan la reconstitucion del producto final. Estos
crioprotectores mejoran las caracteristicas del producto durante la liofilizacién y/o
almacenamiento, a menudo cumpliendo mdltiples funciones simultAineamente
(124,155).

ice crystals
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Figura 22. Esquema del efecto de la congelacion sobre las nanoparticulas (213).

La adiciéon de un azucar (sacarosa, trehalosa o manitol) como lio y/o crioprotector se
considera uno de los parametros mas importantes para preservar el tamafio de las
particulas y la retencion de la carga util, mejorando la estabilidad de las NPs durante
todo el proceso de liofilizacién (Figura 23). Se prefieren los disacéaridos (trehalosa,
sacarosa) sobre los mono o trisacaridos debido a sus Tg mas altas, aunque pueden
inducir citotoxicidad y/o efectos no deseados. Ademas, la adicion de azucares puede

prevenir una transicion de fase después de la rehidratacién (156).

La eleccion de un lio y/o crioprotector adecuado es de suma importancia, dado su

impacto en la estabilidad de las NPs. Es esencial considerar los parametros especificos,
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Figura 23. Mecanismo de reposiciéon de agua durante la
liofilizacién y rehidratacion de bicapas lipidicas (156).

como la temperatura critica y la formulacién y disefio de las NPs. Si bien el éxito de la
liofilizacion de NPs esta influenciado principalmente por el tipo de NPs y los factores de
formulacion, no se deben subestimar los factores del proceso, dada su complejidad y
costos asociados. No obstante, para varios productos farmacéuticos, la liofilizacion
representa la Unica manera de preservar sus cualidades originales durante un tiempo
aceptable a temperaturas ambiente y superiores (152,156). Por ultimo, si bien el proceso
de liofilizacién puede considerarse menos critico en comparacion con los aspectos de
formulacién, no debe descuidarse durante el desarrollo del proceso. La seleccion de
excipientes apropiados antes de la liofilizacion resulta importante, ya que se espera que
los factores de formulacion desempefien un papel clave en la estabilizacion del producto

durante todo el proceso de liofilizacién, almacenamiento y posterior reconstitucion (156).

1.7.5 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA LIOFILIZACION

El éxito de una correcta liofilizacion de las NPs se fundamenta en varios aspectos
cruciales como la facil y completa resuspension del liofilizado, el mantenimiento de las
propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas, asi como la estabilidad a largo plazo del
producto. Es importante que un producto liofilizado presente una degradaciéon minima.
Entre las ventajas mas distinguidas del proceso de liofilizacion se encuentra su
operacion en un entorno altamente controlado, lo que reduce significativamente el riesgo
de contaminacion. Ademas, este método aumenta la estabilidad fisica y quimica de las
NPs, ya que se secan sin calentamiento excesivo, preservando eficazmente los
materiales que de otro modo podrian desnaturalizarse sin pérdida de actividad. Los
productos liofilizados poseen una superficie considerable, lo que facilita su rapida

reconstitucion. Asimismo, al estar completamente secos, son mas ligeros, lo que reduce
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los costos de transporte. Es fundamental resaltar que la liofilizacibn es una de las

técnicas de conservacién que no requiere aditivos (124,153,154).

Por otro lado, la liofilizacion presenta una serie de desafios, entre los que se incluyen el
prolongado tiempo necesario para el secado, la baja eficiencia energética y, por tanto,
el alto costo energético, asi como la considerable inversion requerida tanto para la
adquisicion como en el mantenimiento de equipos. Ademas, los productos liofilizados
son particularmente sensibles a la congelacién y otras tensiones asociadas al proceso,
lo que aumenta su complejidad. Para llevar a cabo este proceso de manera efectiva, se
requiere un estricto control de las variables técnicas y la incorporacion de excipientes

crio/lioprotectores (151,154).

Aunque la liofilizacidn se considera un método suave para deshidratar tanto compuestos
organicos como inorganicos sin afectar significativamente su composicion cualitativa o
cuantitativa, puede generar tensiones que provocan inestabilidad fisica. Estas tensiones
incluyen la congelacién, deshidratacion, agregacién, fusiébn o fuga de contenido
(153,156). La complejidad del proceso de liofilizacién, con su alto numero de parametros
a controlar, junto con el desarrollo de NPs, presentan desafios adicionales debido a la
falta de reglas universales y la baja estabilidad coloidal que tienen las NPs. El ciclo de
liofilizacion puede inducir la aglomeracioén de las NPs a causa del estrés irreversible
provocado por la congelacion y el secado (145), lo que afecta sus propiedades
fisicoguimicas, como el tamafio de particula (PSD) y el indice de polidispersidad (Pdl)
(156,160). Para minimizar estos efectos, es esencial establecer correctamente los
parametros del proceso de liofilizacién, tales como temperatura, vacio y duracién del
proceso, con el fin de evitar la agregacion de nanoparticulas (145) y lograr establecer

una receta optima, reproducible y exitosa.
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2. OBJETIVOS






2.1 OBJETIVOS

Considerando los precedentes establecidos por los anteriores doctorandos del grupo de
investigacion, vinculados a la presente tesis doctoral, se plantean los siguientes

objetivos principales, acompafados de sus respectivos objetivos especificos:

1. Desarrollar nuevas formulaciones anadiendo excipientes PEGilados a cSLNs con
colesteril oleato que sean altamente eficaces y reproducibles, siendo también
economicamente viables y con un sistema de fabricacion sencillo y facilmente

escalable.

2. Determinar el impacto de la PEGilacién en las caracteristicas fisicoquimicas,
morfoldgicas y bioldgicas de las diferentes formulaciones desarrolladas, tanto en

suspension acuosa sin liofilizar como liofilizadas.

3. Estudiar el efecto de la PEGilacion en el transporte y vehiculizacion del ADN/ARN
utilizando las PEG-cSLNs desarrolladas, tanto en suspension acuosa sin liofilizar
como después de la liofilizacion, con el fin de lograr una eficiente transfeccion. Este

objetivo abarca varios subobjetivos que se detallan a continuacion:

© Realizar estudios de viabilidad celular para evaluar el impacto de las
diferentes PEG-cSLNs en la muerte y el metabolismo celular en cultivos in
vitro.

o Llevar a cabo estudios de formacion de complejos entre las PEG-cSLNs y
ADN/ARN utilizando diferentes ratios de SLNs:ADN/ARN.

© Determinar el porcentaje de eficiencia de transfeccion mediante la
vehiculizacion del plasmido que codifica para la expresion de la enzima

luciferasa.

4. Estudio, mejora y optimizacion del proceso de fabricacion para desarrollar una o
varias formulaciones de PEG-cSLN con los atributos criticos de calidad deseados y
que sean estables en el tiempo. Este objetivo se divide en varios subobjetivos que

se detallan a continuacion:

o Estudio e investigacion de mecanismos fisicos y quimicos para reducir el
tamano de particula y optimizar el proceso de fabricacion de las PEG-cSLNs.

© Estudiar y optimizar el proceso de liofilizacion mediante el empleo de rampas
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de temperatura, ajuste del vacio y duracion del proceso, asi como determinar
el crioprotector adecuado con su concentracién Optima para garantizar la
obtencion de un producto liofilizado de alta calidad.

Evaluar la estabilidad de las PEG-cSLNs, tanto en suspension acuosa sin
liofilizar como liofilizada, bajo diversas condiciones de almacenamiento,
siguiendo las directrices del ICH.

Seleccionar la/s mejor/es formulacion/es de SLNs que incorporen el mejor
tipo de PEG en las proporciones 6ptimas para poder continuar con las

siguientes fases de la investigacion.
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3.1 MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Los materiales, reactivos y equipos utilizados en esta tesis se clasificaran en dos

grandes secciones: la parte galénica y la parte biolégica.

3.1.1 SECCION GALENICA

Materiales:
Vasos de precipitacion de diferentes volumenes ©  Filtros de jeringa
(5 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 250 mL) o Papel Parafilm
Probetas (50 mLy 100 mL) o Papel filtro de 43—-48 um (FilterLab®, Espafia)
Embudos © Papel filtro de 7-9 um (FilterLab®, Espafia)
Vidrio reloj © Cubetas para espectrofotometria Kartell™ (0196100)
Viales de vidrio (Tipo II) 5 mL o Celda capilar plegada desechable (DTS1070)
Tapones elastoméricos o Rejilla TEM (grids) de cobre con pelicula de carbono
Espatula-cuchara o Micropipeta Eppendorf 100—1000 uL
Micro espatulas o Micropipeta Eppendorf 20—200 pL
Bandejas de pesaje © Puntas azules 100-1000 uL
Pipetas pasteur © Puntas amarillas 20-200 yL
Tubos para centrifuga © Viales con PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso
Soporte universal sin liofilizar
Pinzas doble nuez ©  Viales con PEG-cSLNSs liofilizadas
Termometro o Viales con PEG-cSLNs y cistamina suspendidas en
Jeringa BD 10 mL medio acuoso sin liofilizar

Excipientes y Reactivos:

o Acido estearico (EMD Millipore, Billerica, MA, USA)

o  Colesteril Oleato (Tokyo Chemical Industry Co., Tokyo, Japon)

o Polyoxyethylene (100) stearyl ether- PEG100SE (Brij S100, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, USA)

© 1,2-distearoyl-phosphatidylethanolaminemethyl-polyethyleneglycol conjugate-2000 (DSPE-mPEG2000,
Muse Chem, Fairfield, NJ, USA)

© PEG-32 hydrogenated palm glycerides (Gelucire 50/13, Gattefossé SAS, Saint-Priest, Francia)

© Polyoxyethylene (40) stearate-PEG 40 monostearate (Myrj 52, Sigma-Aldrich Co.)

© Polyoxyethylene (100) stearate-PEG100S (Myrj S100, Croda Iberica S.A., Fogars de la Selva, Espafa)

© Polyoxylethylene stearates- glycol stearate PEG-6 stearate PEG-32 stearate (Tefose 63, Gattefossé SAS)

© Polyoxylethylene stearates- PEG-6 stearate PEG-32 stearate (Tefose 1500, Gattefossé SAS)

o Octadecilamina (Acros Organics, Geel, Belgium)
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©  Poloxamer 188 (Sigma-Aldrich Co.)

o Acetato de uranilo 4%

o  Metil celulosa 4 %

© Trehalosa (C*Ascend 16400, Cerestar, Malinas, Bélgica)
© Sacarosa (Fagron, Terrassa, Espana)

©  Sucralosa (Fagron)

¢ Diclorhidrato de cistamina (Sigma-Aldrich Co.)

¢ Etanol absoluto

o Agua MiliQ (EMD Millipore)

Equipos:
© Balanza analitica Dual Range XS105 (Mettler-Toledo, Suiza)
© Balanza de precision PJ300 (Mettler-Toledo, Suiza)
©  Agitador magnético MR Hei-Tec con calefaccion (Heidolph™, Alemania)
© Ultra-Turrax Digital IKA® T-25, con un rotor S25N-8G (IKA, Alemania)
© Centrifuga Digicen 20-R (OrtoAlresa, Espana)
© Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical Ltd, UK)
0 Zetasizer Nano-Z (Malvern Instruments, UK)
©  Microscopio electrénico de transmision (TEM)Tecnai Spirit Spirit 120 kV. equipado con un catodo LaB6
(FEI Company, Hillsboro, OR, USA)
©  Calorimetro DSC-822e (Mettler-Toledo, Suiza)
© Liofilizador LyoLab C85 20 (Coolvacuum, Barcelona, SPAIN)
©  Nevera Multi Air Flow GR-389SQA (LG)

3.1.2 SECCION BIOLOGICA

Materiales:
Vasos de precipitacion de 50 y 100 mL ©  Micropipeta Eppendorf 100-1000 uL
Probetas (50 mL y 100 mL) o Micropipeta Eppendorf 20-200 uL
Espatula-cuchara ©  Micropipeta Eppendorf 0.1-10 L
Embudos © Puntas azules 100-1000 uL
Micro espatulas ©  Puntas amarillas 20-200 uL
Bandejas de pesaje © Puntas blancas 0.1-10 uL
Pipetas pasteur © Tubos Eppendorf (0.2,0.5y 1.5 mL)
Papel filtro de 43—48 pm (FilterLab®, Espafia) © Placas M6 de 35 mm (Falcon)
Tapones elastoméricos o Placas P100 (Falcon)

92



Tubos para centrifuga © Viales con PEG-cSLNs suspendidas en medio

Soporte universal acuoso sin liofilizar

Pinzas doble nuez ¢ Viales con PEG-cSLNs liofilizadas

Termémetro © Viales con PEG-cSLNs y cistamina suspendidas
Jeringa BD 10 mL en medio acuoso sin liofilizar

Reactivos y linea celular:

Células HEK293T: células epiteliales humanas embrionarias de rifidon

Medio Low Glucose: Gibco DMEM (1X) (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Suero bovino fetal (FBS) GIBCO® (Life Technologies)

0.25% Trypsin-EDTA (1X) GIBCO®

L-Glutamine 200 mM (100X) GIBCO®

Pen Strep (Pencilin Streptomycin) GIBCO®

MEM NEAA (100X) (Minimum Essential Medium Non-Essential Amino Acids) GIBCO®
Tampodn fosfato salino (PBS) 10X GIBCO® (Life Technologies)

Solucién de peroxido de hidrogeno (Sigma-Aldrich Co.)

Yoduro de propidio (Sigma-Aldrich Co.)

Plasmido luciferasa MHC (5400 bp)

Agarosa ITM Biotechnology Grade (VWR Life Science

RedSafeTM 20.000X (INTRON Biotechnology)

Tampon de carga con azul de bromofenol preparado en el laboratorio

Kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega Corporation)

Equipos:

Cabina de flujo laminar EuroAire TDI, Modelo CSB120
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810R

Incubador ThermoForma, Modelo 311

Centrifuga 5415R (Eppendorf)

Ultracongelador Forma-86C ULT Freezer (Thermo Electron Corporation)
VersaMaxTM Microplate Reader (BioNova cientifica S.L.)
Microscopio éptico con camara acoplada

Citébmetro FACSCalibur (BD Biosciences)

Cubeta de electroforesis

Transiluminador UV Gel DocTM EZ Imager (BioRad)
Luminémetro FB12 (Berthold Detection Systems)
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3.2 METODOLOGIA
3.2.1 SECCION GALENICA

3.2.1.1 Fabricacion de las PEG-cSLNs

Las PEG-cSLNs se fabricaron utilizando el método de microemulsificacion caliente (Hot
Microemulsification Method), previamente descrito (128) y detallado ampliamente en la
seccion 1.4.2.7. Brevemente, esta técnica implica la preparacion de una emulsién -oil in
water- (O/W) mediante ultra agitacion de la fase lipidica sobre la fase acuosa. La
formacion de las nanoparticulas ocurre al aplicar un shock térmico, vertiendo la emulsién

caliente en agua fria.

Para el desarrollo de esta tesis doctoral, la fase lipidica consiste en una combinacion
del componente PEG, acido estearico y colesteril oleato. Estos tres componentes son
pesados en una balanza analitica segun las cantidades calculadas para cada prueba,
sumando un total de 500 mg (Anexo Ill, Tabla S1) y se colocaron en un vaso de
precipitados de 5 mL (fase lipidica o dispersa). Estos excipientes se calientan a 80 °C
para su fusion. Es esencial que los lipidos seleccionados tengan puntos de fusion
inferiores al punto de ebullicion del agua, ya que la técnica se realiza en caliente,
manteniendo la temperatura 10 °C por encima del punto de fusion de los excipientes.
Durante el desarrollo de esta tesis doctoral, se llevé a cabo un estudio para determinar
la cantidad 6ptima de PEG a afiadir, por lo que se realizé un estudio factorial con los
tres componentes de la fase lipidica (Seccién 4.1.1.1). Tras una detallada revision
bibliografica (136,161-163), se seleccionaron cinco excipientes PEGilados diferentes
(Brij S100, DSPE-mPEG2000, Gelucire 50/13, Myrj 52 y Myrj S100) en base a sus
caracteristicas moleculares y de solubilidad, estudios de caracter hidrofilo-lipdfilo,
compatibilidad teorica y experimental entre los componentes, asi como el costo de cada

uno de los excipientes PEGilados.

Se pesan 600 mg de octadecilamina 'y 100 mg de poloxamer 188 en la balanza analitica,
mientras se calienta otro vaso de precipitados de 50 mL conteniendo 20 mL de agua
MiliQ a 80 °C. Una vez la temperatura del agua alcanzé entre 75-80 °C, se afaden la
octadecilamina y el poloxamer 188, dispersandose en el agua durante 5 min (fase
acuosa o continua). Posteriormente, se vierte la fase lipidica sobre la solucion acuosa
para formar la emulsion caliente, una vez que los lipidos de la fase dispersa se funden
y los excipientes de la fase continua se disuelven. Después de la mezcla de las dos
fases, la emulsion se somete a ultra agitacion (20000 rpm) utilizando un Ultra-Turrax

Digital durante 10 min, manteniendo la temperatura alrededor de los 80 °C. Luego, la
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microemulsion resultante se vierte sobre un vaso conteniendo 125 mL de agua MiliQ fria
(1-4 °C) y se somete nuevamente a ultra agitacién con las mismas condiciones
previamente mencionadas. Este paso es crucial para solidificar la matriz lipidica y formar
las PEG-cSLNSs. La microemulsion final se centrifuga a 19000 x g a 4 °C durante 20 min
para eliminar cualquier exceso residual. Finalmente, la nanosuspension se filtré6 dos
veces a través de filtros 43—-48 pm y 7-9 ym respectivamente, y se distribuye en viales
de vidrio tipo Il de 5 mL con tapén elastomérico y encapsulados, almacenandose a 4 °C

hasta el proceso de liofilizacion.

3.2.1.2 Liofilizacion de las PEG-cSLNs

3.2.1.2.1 Temperatura de Transicién Vitrea (Tq)

Una vez fabricadas las PEG-cSLNs, se procede a su liofilizacion. Es relevante
determinar la temperatura de transicion vitrea de las distintas formulaciones PEGiladas
mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) antes de liofilizar las nanoparticulas
para establecer los pardmetros apropiados del proceso. El DSC, una técnica comun de
analisis térmico registra los cambios en la entalpia de las muestras en funcién del tiempo
o la temperatura, lo que facilita la evaluacién de sus propiedades quimicas y fisica.
Ademas, permite identificar las capacidades calorificas especificas y los cambios en la
capacidad calorifica, incluyendo transiciones vitreas, mediante la diferencia en el flujo
de calor (164,165).

El DSC se emplea para determinar la temperatura critica de colapso (Tc) en sustancias
cristalinas, mientras que, para sustancias amorfas como las nanoemulsiones, se emplea
el concepto de temperatura de transicion vitrea (Tg). Para determinar la Tg, las muestras
se congelaron desde 25 °C hasta -80 °C a una velocidad de 10 °C/min y se mantuvieron
a -80 °C durante 1 min antes de calentarlas nuevamente hasta 25 °C, con la misma
velocidad de calentamiento. La identificacion de un pico exotérmico en la curva de la
DSC indica la temperatura critica de colapso, sefialando la temperatura por debajo de

la cual se debe operar en el secado primario durante la liofilizacion.

3.2.1.2.2 Liofilizaciéon

Basandonos en las Tgs obtenidas de las distintas formulaciones, se procedi6 a liofilizar
las PEG-cSLNs. Como se explica en detalle en la seccion 1.7, la liofilizacion es un
proceso ampliamente utilizado para secar compuestos organicos 0 inorganicos sin
alterar su composicion (155,156). Este proceso logra la separacién del solvente de una

disolucion mediante congelacion y sublimacion, realizdndose con vacio y a baja
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temperatura, operando bajo condiciones de presién y temperatura inferiores a la
temperatura critica de colapso, la cual es especifica de cada sistema y cuya

determinacion es relevante para poder obtener un liofilizado adecuado.

El liofilizador, compuesto por la cdmara de liofilizacion y la de condensacion, esta
equipado con componentes esenciales, como el sistema de refrigeracién para enfriar el
condensador y las muestras, la bomba de vacio para crear el vacio requerido, el sistema
de control que supervisa y ajusta la temperatura y presion, y el sistema de bandejas
donde se coloca el producto a liofilizar (Figura 24). El proceso de liofilizacion sigue una
secuencia general que incluye la carga de muestras, la congelacién a 10-15 °C por
debajo de la Tc para lograr la solidificacibn completa del producto, el secado primario
(sublimacién), que se da cuando la presion alcanza niveles suficientemente bajos para
permitir la sublimacién del hielo, siendo esta etapa generalmente la mas prolongada.
Luego sigue el secado secundario (desorcion), cuando todo el hielo se ha sublimado
para eliminar la humedad residual, seguido por el posible cierre de viales y la descarga
de las muestras. Este ciclo, que suele durar entre 24—-72 horas, comienza con la
congelacion cercana a -40 °C. A medida que transcurre el tiempo, la temperatura del
producto aumenta gradualmente, indicando la reduccién del hielo disponible para
sublimar. La etapa de secado primario finaliza cuando comienza el secado secundario,
caracterizado por una notable disminucién del vacio, un aumento de temperatura en las
bandejas y una evaporacioén residual de hielo (aproximadamente un 0.5%). El proceso
concluye cuando las temperaturas del producto y las bandejas se igualan (154,166).

Camara de
liofilizacion

Bomba de vacio

AUTOMATICO Iz _
N2 | AIR| 35001 10011 10010

—b—nat

Sistema de
i 25081 . .
Slste(rjna de refrigeracion/
Bandejas calentamient

O /

25005

1861.719mbar

Condensador
Figura 24. Esquema del liofilizador LyoLab C85 20 y sus componentes principales.
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En esta tesis doctoral, cinco formulaciones diferentes de PEG-cSLNs (Brij S100,
Gelucire, DSPE, Myrj 52 y Myrj S100) fueron liofilizadas inicialmente utilizando una
solucion de trehalosa al 5% (p/v) como crioprotector. El proceso se llevo a cabo en un
liofilizador LyoLab C85 20, donde se colocaron los viales de vidrio con las muestras
(~200) en las bandejas del equipo. Cada vial contenia cuatro mililitros de solucién (2 mL
de PEG-cSLNSs en suspensién con 2 mL de solucion de trehalosa al 5%) por cada una
de las cinco formulaciones diferentes de nanoparticulas PEGiladas (~40 viales por
formulacién). El ciclo de liofilizacion empleado consistié en congelar los viales a -55 °C
durante 2 h, seguido de un secado primario donde la temperatura aumenté a -15 °C con
un vacio de 0.30 mbar durante 20 h, y un secado secundario a 25 °C durante 20 h
(receta convencional). Es relevante resaltar que cada vial debe tener tapones
elastoméricos especificos semi-tapados para permitir la salida del vapor del solvente
por sublimacién. Cabe recalcar que a lo largo de la tesis diferentes crioprotectores y
distintos parametros de proceso fueron estudiados con tal de mejorar y optimizar el
proceso de liofilizacion.

3.2.1.3 Caracterizacion Fisicoquimica y Morfolégica de las PEG-cSLNs

Se analizaron las propiedades fisicoquimicas tanto de nanoparticulas suspendidas en
medio acuoso sin liofilizar como liofilizadas, siendo estas Ultimas reconstituidas con 4

mL de agua MiliQ.

3.2.1.3.1 Determinacion del Tamafo de Particula

La determinacion del tamafio de particula, sobre todo su distribucién dentro de la
muestra analizada (Particle Size Distribution; PSD), asi como el indice de polidispersion
(Pdl), se determinaron utilizando dispersién dinamica de la luz-dynamic light scattering
(DLS)-con un Zetasizer Nano ZS90. Esta técnica examina el diametro hidrodinamico de
las particulas (z-average), proporcionando diametros volumétricos medios. La DLS es
una técnica estable y precisa para caracterizar el tamafio de particulas en suspensiones
y emulsiones, basada en el movimiento browniano de las particulas en solucion. Este
movimiento de particulas se produce debido a la colision aleatoria con las moléculas del
liquido que las rodea: las particulas mas pequefas se mueven mas rapido, mientras que
las mas grandes se mueven mas lentamente (Figura 25). La luz dispersada por las
particulas proporciona informacién sobre la velocidad de difusion, lo que se correlaciona
con la distribuciéon de tamafios (PSD). A partir del tamafio medio, se puede estimar el
peso molecular utilizando el software proporcionado, que mide la velocidad de

fluctuacion de intensidad para calcular el tamafio de las particulas (167,168).
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Figura 25. Dispersion dinamica de luz en dos muestras: particulas grandes
en la parte superior y particulas pequefias en la parte inferior (214).

Todas las muestras se midieron por triplicado para obtener la distribucion promedio del
tamafio de las nanoparticulas y la desviacion estandar, expresada en nanémetros (nm).
Las formulaciones de nanoparticulas suspendidas en solucién acuosa sin liofilizar se
caracterizaron el mismo dia de fabricacién, mientras que las PEG-cSLNs liofilizadas se
almacenaron a 4 °C hasta continuar con los andlisis posteriores. Las mediciones se
realizaron a 25 °C y se analizaron utilizando el software de uso general, especificando

el tipo de particula y dispersante utilizado.

3.2.1.3.2 Analisis del Potencial Z

La carga superficial de todas las formulaciones (PEG-cSLNs suspendidas sin liofilizar y
reconstituidas liofilizadas) se midié6 mediante electroforesis Doppler por laser utilizando
un Zetasizer Nano-Z. Este sistema determina el potencial zeta (ZP) al analizar la
movilidad electroforética de las particulas bajo un campo eléctrico, seguido de la
aplicacion de la ecuacién de Henry. La movilidad electroforética se obtiene a través de
un ensayo de electroforesis en la muestra, donde se mide la velocidad de las particulas
mediante la velocimetria por laser Doppler (LDV), una técnica ampliamente establecida
para estudiar el flujo de fluidos en diversas situaciones, incluida la velocidad de
particulas diminutas en fluidos en movimiento. En otras palabras, se mide directamente
la movilidad electroforética y luego se convierte en el potencial zeta mediante
consideraciones tedricas relacionadas con la ecuacion de Henry, utilizando un software
especializado. La esencia de un sistema de microelectroforesis convencional radica en
una celda capilar que contiene electrodos en ambos extremos, los cuales son sometidos

a un potencia eléctrico. Las particulas se desplazan hacia el electrodo de carga opuesta,
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y su velocidad se mide y expresa en intensidad de campo unitaria como su movilidad
(168).

La presencia de una carga neta en la superficie de la particula altera la distribucion de
iones en la region interfacial adyacente, generando una mayor concentracion de
contraiones (iones de carga opuesta) cerca de la superficie y facilita la formacion de una
doble capa eléctrica alrededor de cada particula (Figura 26). Esta capa liquida consta
de dos partes: una region interna (capa compacta), donde los iones estan fuertemente
unidos, y una region externa, difusa, donde la unién es menos fuerte. Dentro de la capa
difusa, existe un limite teérico donde los iones y las particulas forman una entidad
estable. Cuando una particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad), los iones
dentro de este limite se mueven con ella, mientras que los iones mas alla del limite no
la acomparfan. Este limite se conoce como superficie de corte hidrodinamico, y el
potencial en este limite se denomina potencial zeta (168). Para determinar el potencial
Z, se realizaron mediciones por triplicado, las muestras se estabilizaron a 25 °C antes

de la medicion y los resultados se expresaron en milivoltios (mV).

+ = _ Surface charge (-) ‘*
; + & -
> Stern layer
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Surface potential

Stern potential
Zeta potential

Distance from particle surface

Figura 26. Esquema de la doble capa eléctrica de una particula en suspension con carga
negativa para la determinacién del potencial zeta (215).

3.2.1.3.3 Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM)

El microscopio electrénico de transmision (TEM) es una herramienta fundamental en el

estudio ultraestructural de materiales, como las nanoparticulas PEG-cSLNs. Con la
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capacidad de ampliar la imagen de una muestra en hasta un millén de veces, el TEM
utiliza un haz de electrones acelerados a gran velocidad para iluminarla. Este haz
atraviesa la muestra preparada en una lamina ultrafina, generalmente montada en rejas
de carbono inactivo para evitar reacciones no deseadas. El sistema de lentes
magnéticas del TEM dirige y enfoca este haz de electrones, que luego impacta en una
pantalla fluorescente o placa fotografica para registrar la imagen aumentada en dos
dimensiones, revelando tanto la superficie como la estructura interna de la muestra
(Figura 27). Ademas, el TEM permite el analisis directo de la morfologia y la composicion
de los materiales gracias a técnicas espectroscopicas asociadas, lo que proporciona
una comprension detallada de las propiedades de las PEG-cSLNs. Las imagenes de
alta resolucion obtenidas pueden visualizarse en tiempo real en una pantalla
fluorescente, o bien, pueden registrarse digitalmente o en negativos para analisis
posteriores (169,170).
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Figura 27. Esquema de la estructura interna de un microscopio
electrénico de transmision (216).

En este contexto, se llevé a cabo el andlisis del contenido y la homogeneidad de la
superficie de todas las formulaciones de nanoparticulas (PEG-cSLNs suspendidas sin
liofilizar y reconstituidas liofilizadas) utilizando un TEM Tecnai Spirit equipado con un
catodo LaB6. Las imagenes se grabaron a 120 kV utilizando una camara CCD Megaview
de 1376 x 1024 pixeles. Las muestras se adsorbieron en rejillas de cobre recubiertas de

carbon y se tifieron negativamente con una solucién de metilcelulosa al 4%.
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3.2.1.4 Analisis de Factores en las PEG-cSLNs

Una vez obtenidos los valores de las caracteristicas fisicoquimicas de las PEG-cSLNs,
se procedié a analizar el impacto de tres factores: la modificacion del protocolo de
formulacion de las cSLNs, la PEGilacién en las CO-SLNs y, por ultimo, la liofilizacién de
las PEG-cSLNs. Todos los andlisis estadisticos y graficos se realizaron utilizando el
software IBM SPSS Statistics, version 22 (SPSS, Chicago, IL, EE. UU.) y GraphPad
Prism version 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, EE. UU.).

3.2.1.4.1 Comparaciéon de Protocolos para Reducir el Tamafno de Particula

En el primer analisis, se compararon las tres variables (PSD, Pdl, y ZP) de cada
formulacién entre el protocolo original y el modificado, una vez establecido para la
manufactura de las PEG-cSLNs, con el fin de reducir el tamafio de particula. Este
andlisis se realiz6 utilizando la prueba paramétrica pareada de t-Student cuando los
datos seguian una distribucion normal. En caso contrario, se empled la prueba no
parameétrica de Wilcoxon para determinar si existen diferencias significativas al aplicar
cambios en el protocolo original.

3.2.1.4.2 Efecto de la PEGilacién en las cSLNs

El segundo andlisis tuvo como objetivo determinar el efecto de la PEGilacion sobre las
tres variables (PSD, Pdl, y ZP), comparando las SLNs con PEG y sin PEG (CO-cSLNSs).
Se utiliz6 la prueba paramétrica no pareada de t-Student, dado que los datos de todas

las muestras se encontraban distribuidos normalmente.

3.2.1.4.3 Efecto de la Liofilizacién en las PEG-cSLNs

El tercer analisis consistié en determinar el impacto del proceso de liofilizacion en las
nanoparticulas. Se compararon las tres variables (PSD, Pdl, y ZP) entre las PEG-cSLNs
suspendidas sin liofilizar y las liofilizadas. Se emplearon la prueba pareada de t-Student

y la prueba de Wilcoxon en caso de que la distribucién no fuera normal.

3.2.1.5 Estudio y Optimizacion del Proceso de Liofilizacion

3.2.1.5.1 Modificacién de los Parametros del Proceso de Liofilizacidn

Se procedio a estudiar el proceso de liofilizaciéon utilizando dos PEGilados diferentes
(Myrj 52 y Tefose 1500), seguido de la caracterizacion fisicoquimica de las PEG-cSLNs
liofilizadas para evaluar y determinar el impacto de la liofilizacion en ellas. Dado los

efectos adversos del proceso de liofilizacion en las PEG-cSLNs, se optd por buscar
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compuestos PEGilados con un balance hidrofilo-lipéfilo (HLB) mas adecuado para una
emulsién O/W (8-10) (171) en lugar del PEG Gelucire 50/13, cuyo HLB es mas
hidrosoluble. EI HLB representa la eficiencia relativa de la porcion hidréfila de un
tensoactivo con la porcién lipdfila de la misma molécula. Por tanto, valores entre 8 y 10
indican una dispersion lechosa estable en agua, similar a una emulsion. En este

contexto, se incluyeron dos nuevos PEGs: Tefose 1500 (10) y 63 (9.5).

Se realizaron dos fases de estudio que implicaron la manipulacién de variables como
temperatura (°C), vacio (mbar) y duracién del proceso de liofilizacion (horas). La primera
fase consistid en tres experimentos diferentes que modificaron la temperatura y la
duracién del proceso durante el secado primario (rampas), con un previo congelamiento
rapido y constante. Este estudio comparé las condiciones de un ciclo convencional de
liofilizacion (Seccién 3.2.1.2.2) con diferentes ensayos en los que se modificaron los
parametros o se agregaron nuevos pasos al procedimiento, lo que generd rampas de
temperatura. Las condiciones especificas de estas rampas de temperatura se

encuentran detalladas en el Anexo V.

Una vez establecidas las condiciones base de temperatura y duracién del proceso para
la liofilizacién, se llevd a cabo una segunda fase del estudio. En este sentido, se
exploraron diferentes valores de vacio (0.1-0.4 mbar) durante el secado primario con el
objetivo de determinar la mejor condicién para mantener las propiedades fisicoquimicas
de las nanoparticulas. Se realizaron ocho liofilizaciones utilizando las condiciones base
establecidas, pero con variaciones en el vacio, que se detallan en el Anexo IV. Con los
resultados obtenidos, se realizaron cuatro liofilizaciones adicionales usando los valores
previamente establecidos de temperatura, duracion del proceso y vacio, los cuales

también se especifican en el Anexo IV.

3.2.1.5.2 Efecto del Proceso de la Liofilizacién en las PEG-cSLNs

Este andlisis tuvo como objetivo determinar el impacto del estudio del proceso de
liofilizacion en las nanoparticulas. Se compararon las tres variables (PSD, Pdl, y ZP)
entre las PEG-cSLNs suspendidas sin liofilizar y las liofilizadas, tanto filtradas (43—-48
pm) como sin filtrar. Ademas, se compararon las PEG-cSLNSs liofilizadas sin filtrar con
las filtradas de cada formulacion. Para llevar a cabo estas comparaciones, se utilizaron
la prueba pareada de t-Student y la prueba de Wilcoxon en casos donde los datos no

siguen una distribucién normal.
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3.2.1.5.3 Crioprotectores

Los crioprotectores desempefian un papel fundamental en la preservacion de las
nanoparticulas, tal y como se describe en la seccién 1.7.4. Una vez establecidos los
parametros estudiados del proceso de liofilizacion (temperatura, vacio y duracion), se
procedio a evaluar tres crioprotectores diferentes: sacarosa, trehalosa y sucralosa, junto
con tres tipos de PEGs distintos (Myrj S100 y los Tefoses 63 y 1500). Se opt6 por
reemplazar el Myrj 52 por el S100 debido a los resultados obtenidos en el apartado
anterior, y se evalu6 la formulacién tanto con el Tefose 63 como con el 1500, dado que
los resultados fueron positivos. El objetivo de este andlisis fue determinar el crioprotector
mas efectivo para mantener la integridad de las PEG-cSLNs. Posteriormente, se
examinaron diversas concentraciones (5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%) del
crioprotector seleccionado para identificar la més efectiva en contrarrestar los efectos

adversos de la liofilizacion en las nanoparticulas.

3.2.1.5.4 Efecto de los Crioprotectores en las PEG-cSLNs

La inclusiébn de crioprotectores implic6 analizar el impacto de los diferentes
crioprotectores utilizados y sus concentraciones en las caracteristicas de las
nanoparticulas. Se compararon las tres variables (PSD, Pdl, y ZP) entre las PEG-cSLNs
suspendidas sin liofilizar y liofilizadas con diversas combinaciones de crioprotectores y
concentraciones. Se emplearon pruebas estadisticas como la prueba pareada de t-
Student y la prueba de Wilcoxon para el andlisis, considerando la distribucion de los

datos.

3.2.1.5.5 Optimizacién del Proceso de Liofilizaciéon

Por ultimo, tras el estudio de los parametros del proceso de liofilizacion y la identificacion
del crioprotector 6ptimo con su concentracién ideal para proteger las nanoparticulas
durante la liofilizacion, se procedié a optimizar el proceso. Este procedimiento implicé el
disefio de seis rampas de temperatura, con ajustes en la temperatura y duracion del
proceso, tanto en el secado primario como en el secundario. En este caso se empled el
PEG Tefose 63 debido a los resultados positivos obtenidos en los apartados previos.
Las condiciones especificas establecidas para esta optimizacion se detallan en el Anexo
V.

3.2.1.5.6 Efecto de la Liofilizacion Optimizada en las PEG-cSLNs

El objetivo de este analisis fue evaluar el impacto del proceso de liofilizacion optimizado

en las nanoparticulas. Se compararon las tres variables (PSD, Pdl, y ZP) entre las PEG-
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cSLNs en suspension sin liofilizar y después de la liofilizacion, tanto en muestras
filtradas (43—48 um) como sin filtrar. Ademas, se realizaron comparaciones entre las
PEG-cSLNs liofilizadas sin filtrar y las filtradas de cada formulacién. Se emplearon
pruebas estadisticas como la prueba pareada de t-Student y, en caso de que los datos

no presentaran una distribucion normal, se utilizé la prueba de Wilcoxon.

3.2.1.6 Reducciéon de Tamaiio de Particula de las PEG-cSLNs

3.2.1.6.1 Incorporacién de la Cistamina en las PEG-cSLNs

Una vez determinada la cantidad éptima de PEG, se llevé a cabo un estudio factorial
para establecer la proporcion precisa de cistamina a incorporar en la matriz de las PEG-
cSLNs con el objetivo de reducir el tamafio de particula. La formulacion de las
nanoparticulas se realiz6 mediante microemulsificacion caliente, siguiendo el protocolo

descrito previamente (Seccion 3.2.1.1).

Brevemente, se pesaron X mg de acido estearico (SA), Y mg de colesteril oleato (CO),
Z mg de PEG y C mg de cistamina (cys), segun la cantidad especifica requerida,
sumando un total de 500 mg (Anexo lll, Tabla S2). La fase dispersa se preparé de la
siguiente manera: el PEG con el CO se fundieron en un vaso de precipitados de 5 mL,
mientras que en otro vaso de 50 mL se disolvio la cistamina junto con el SA en 10 mL
de etanol caliente. Posteriormente, se evaporé la mayor cantidad de etanol sin que la
cistamina y el SA se solidificaran. Una vez que la cistamina y el SA se disolvieron
completamente, el PEG con el CO estuvieron fundidos y los excipientes de la fase
acuosa se diluyeron, se vertié la fase lipidica en la solucién acuosa para crear la
emulsién caliente, seguida de la ultra agitacion y los pasos adicionales mencionados en
la seccion 3.2.1.1. Posteriormente, se realizaron ensayos de solubilidad, sonicacion y
temperatura para estudiar la incorporacion de cistamina y obtener nanoparticulas con
las propiedades fisicoquimicas adecuadas. Las caracteristicas fisicoquimicas de las
PEG-cSLNs con cistamina se determinaron mediante las técnicas detalladas en la

seccion 3.2.1.3.

3.2.1.6.2 Efecto de la Cistamina en las PEG-cSLNs

Después de la incorporacion de la cistamina en la matriz de las PEG-cSLNSs, se realiz6
un andlisis para evaluar su impacto en las tres variables (PSD, Pdl, y ZP) en las SLNs
tanto con PEG como sin PEG (CO-cSLNs). En este andlisis se emplearon pruebas
estadisticas como la prueba pareada de t-Student y la prueba de Wilcoxon en casos en

que los datos no siguen una distribucion normal.
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3.2.1.7 Estudio de Estabilidad de las PEG-cSLNs

El estudio de estabilidad consistié en determinar los valores del tamafio de particula,
Pdl y potencial zeta utilizando un Zetasizer Nano ZS90 y Nano-Z respectivamente, tanto
para las PEG-cSLNs suspendidas sin liofilizar como para las reconstituidas tras la
liofilizacion. Las SLNs suspendidas sin liofilizar se almacenarona 4°C +£2°Cya 25°C
* 2 °C durante un mes, mientras que las liofilizadas se conservaron durante un afio bajo
esas mismas temperaturas. Los estudios de estabilidad se llevaron a cabo con las PEG-
cSLNs almacenadas en viales de vidrio tipo Il con tapon elastomérico y encapsulados,
para simular la estabilidad real del medicamento desarrollado (suspensién parenteral
extemporanea). Para ello, se prepararon los viales necesarios y en cada periodo de
estudio se analiz6 un vial distinto. En el caso de las PEG-cSLNs liofilizadas, se
reconstituyeron con 4 mL de agua MiliQ. Las mediciones de las caracteristicas
fisicoquimicas de las PEG-cSLNs se registraron cada 4-6 dias durante el estudio
mensual de estabilidad, y en el estudio anual se realizaron mediciones al final del primer
mes y luego cada tres meses hasta completar el afio. Para el analisis de correlaciéon y
regresion, se utilizaron las pruebas de Pearson o Spearman segun si el andlisis es
parameétrico o no. Ademas, se realizaron estudios de estabilidad durante un mes, a las
dos temperaturas mencionadas anteriormente, de las PEG-cSLNs con cistamina

suspendidas en medio acuoso sin liofilizar.

3.2.2 SECCION BIOLOGICA

3.2.2.1 Estudio de Viabilidad Celular con las PEG-cSLNs

3.2.2.1.1 Mantenimiento de las Lineas Celulares y Pases

La citotoxicidad se refiere a los efectos toxicos en célula vivas, y los ensayos de
citotoxicidad son pruebas utilizadas para medir la tasa de proliferacién y los efectos
téxicos en las células (172). Uno de estos ensayos, centrado en la evaluacion de la
viabilidad celular mediante microscopia Optica, permite observar directamente los
cambios inducidos por la sustancia en estudio sobre las células tratadas. El protocolo
implica sembrar las células hasta alcanzar la confluencia deseada. Si son células
adherentes, se las deja adherir al fondo de la placa incubandolas a 37 °C, seguido de la
adicion de la sustancia o formulacién a estudiar y una posterior incubacion. Los cambios
se observan en las horas siguientes a la adicién de la sustancia, y los resultados se

registran mediante la captura de fotografias (173).

En este sentido, después de 48 horas de haber sembrado una placa P100 y alcanzado

una confluencia celular aproximada del 80-90%, se realiza el pase celular y, si es
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necesario, el plaqueo. El cultivo celular se llevd a cabo utilizando células humanas
embrionarias de rifion 293T (HEK293T) obtenidas de la American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, EE. UU.). Estas células se mantuvieron en medio de
cultivo DMEM, con bajos niveles de glucosa (1 g/L de D-Glucosa), suplementado con
suero fetal bovino (FBS) al 10% v/v inactivado por calor, penicilina/estreptomicina (100U
y 0.1 mg/mL, respectivamente), 4 mM de L-glutamina y una solucién de aminoacidos no

esenciales.

Para realizar los pases celulares y su mantenimiento, el primer paso es aspirar el medio
de cultivo y limpiar las células con PBS 1X. Luego, se afiadio tripsina para levantar y
separar las células, utilizando tripsina diluida al 25% (0.5 mL de tripsina en 2 mL de PBS
1X) para las células HEK293T. La placa con la tripsina se dejo en el incubador durante
aproximadamente 5 min, y a continuacion se inactivé afiadiendo medio completo. Se
realizé un pase 1:6 con las células HEK293T (el volumen de medio + tripsina en
HEK293T fue de 6 mL), y finalmente, se transfirieron 1 mL de células a una nueva placa
P100 con 9 mL de medio. Esta placa se incubd en condiciones de 37 °C, 5% de CO; y

95% de humedad relativa.

3.2.2.1.2 AnAlisis de Citotoxicidad con Microscopio Optico

Para evaluar la citotoxicidad, las células HEK293T se cultivaron en placas M6 de 35 mm
hasta alcanzar aproximadamente un 70-80 % de confluencia. Tras reconstituir y filtrar
(43—-48 pm) las nanoparticulas liofilizadas, se afadieron diferentes volumenes de PEG-
CcSLN (0-25 L) a los cultivos celulares, los cuales se mantuvieron a 37 °C en una
atmaosfera de 95% de aire y 5% de CO, como se describié anteriormente (128). Después
de 24 horas, se tomaron fotografias con el microscopio éptico y se reemplazo el medio
de cultivo inicial por uno fresco. Posteriormente, a las 48 horas, se tomaron nuevas
fotografias de las placas con las células y las nanoparticulas. Es elemental subrayar que
este método, aunque cualitativo, y con un componente subjetivo, proporciona una
compresion morfolégica de las células tratadas en comparacion con las no tratadas. Sin
embargo, para complementar estos resultados cualitativos, se emplean otras técnicas
cuantitativas y totalmente objetivas como la citometria de flujo. Este mismo protocolo se
aplicé a las PEG-cSLNs con y sin cistamina suspendidas en medio acuoso sin liofilizar

para analizar de su viabilidad celular.

3.2.2.1.3 Analisis de Citotoxicidad con Citometria de Flujo

Se llevé a cabo un andlisis de viabilidad celular mediante citometria de flujo para obtener

mediciones cuantitativas y multiparamétricas de la poblacién celular. Las células
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adheridas en placas se recogieron en tubos eppendorf, donde se suspendieron
individualmente y se evaluaron mediante las caracteristicas de dispersion de luz y
fluorescencia mientras pasan a través de un haz de luz. Entre los colorantes
comunmente utilizados en ensayos de citotoxicidad, el yoduro de propidio (IP) se emple6
como agente indicador fluorescente. Este agente permite distinguir entre células vivas,
necroticas y/o apoptéticas al intercalarse con el ADN de células con membranas
plasméticas comprometidas, siendo impermeable a las membranas intactas (Figura 28).
A una longitud de onda de 535 nm, el IP emite una sefal fluorescente que se utiliza para
determinar la viabilidad celular y distinguir entre células vivas y muertas mediante la

medicion de la integridad de la membrana plasmatica (174,175).

Dead Cell Live Cell

Propidium
lodide

Figura 28. Esquema de la capacidad del IP para ingresar e
intercalarse con el ADN de células muertas, excluyendo su efecto
en las vivas (217).

En este contexto, el analisis de viabilidad/citotoxicidad se realiz6 mediante citometria de
flujo utilizando el agente vital IP en placas M6 y condiciones de esterilidad dentro de una
cabina de flujo laminar. Las células fueron cultivadas en placas P100 hasta alcanzar una
confluencia aproximada del 70—-80%. Una vez alcanzada esta confluencia, se plaguean
2.5 x 10° células en cada pocillo de las placas M6, previamente contando el nimero de
células por mililitro con la camara de Neubauer. Cada pocillo se completé con medio
hasta alcanzar un volumen de 2 mL. Pasadas las 24 horas, las PEG-cSLNs
resuspendidas fueron afiadidas a las células, pipeteando un volumen especifico de
nanoparticulas en cada pocillo. Se incluyeron controles negativos con agua MiliQ y

controles adicionales sin fluorescencia para determinar el ruido de fondo de las células.

Después de un periodo de incubacién (24 o 48 horas), las células se recolectaron para
su tratamiento y preparacion para el citbmetro. Previamente a la recogida, se afiadieron

40 uL de agua oxigenada en oscuridad en cada pocillo reservado para el control positivo
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y se dejaron durante 15 min en el incubador a 37 °C. Pasados los 15 min, las células
fueron recolectadas y el sobrenadante de cada pocillo se transfiri6 a un tubo para
citometria debidamente rotulado. A continuacién, se afadieron 500 uL de tripsina
atemperada en cada pocillo, y se dejaron durante aproximadamente 3 min para que
haga efecto. Una vez tripsinizadas, las células se recolectaron y se depositaron en el
tubo para citometria correspondiente, donde previamente se habia colocado el
sobrenadante. Los tubos se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 min a 4 °C, eliminando
el sobrenadante por decantacion. El precipitado se lavé con 2 mL de PBS 1Xa 4 °Cy
se resuspendié en la misma solucién, evitando la formacion de aglomerados. Se
procedidé a una segunda centrifugacion a 3000 rpm durante 3 min a 4 °C. Por ultimo, el
precipitado se resuspendié con 300-350 pyL de una soluciéon de IP en PBS 1X de
concentracién 40 ug/mL, y se incubaron los tubos durante 15-20 min a 37 °C en
oscuridad, estando listas las muestras para analizar en el citbmetro. Se adquirieron un
minimo de 10000 eventos activando las dispersiones delanteras y laterales para excluir
restos celulares y la fluorescencia emitida se analizé en el canal FL-3. Este mismo

protocolo se utilizé con las PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar.

3.2.2.2 Formacién de Complejos con Material Genético y Eficiencia de Carga de
las PEG-cSLNs
Se empled un ensayo de retardo en gel de agarosa para los estudios bioldgicos que
implican acidos nucleicos en la formacion de los SLNplejos y la eficiencia de carga de
las PEG-cSLNs con material genético. Este método consiste en la preparacion de geles
de agarosa D-1 al 1% en 1X Tris-acetato-EDTA (TAE) (40 mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA), teflidos con una solucién de 0.04 pyL/mL RedSafe® para la visualizacion de
acidos nucleicos, donde se cargaron los SLNplejos y/o el ADN desnudo. Se aplicé una
corriente eléctrica de negativo a positivo (de arriba a abajo) en el gel para movilizar el
ADN desnudo, que tiene carga negativa. De esta manera, se pudo observar si el ADN
permanecia libre y corria a través del gel mediante movilidad electroforética, o si las
PEG-cSLNs eran capaces de formar complejos con el material genético, evitando su

movilidad a través del gel.

Para realizar el ensayo, se prepararon los complejos mezclando las PEG-cSLNs con la
cantidad adecuada de ADN plasmidico (pDNA) correspondiente al constructo del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) con el reportero de la enzima luciferasa,
denominado p3xMHC-LUC (5400 pb). Este constructo contiene elementos promotores
del oncogén FOS y tres copias del elemento MHC de clase |. Los SLNplejos se

prepararon combinando X pL de PEG-cSLNs (determinado anteriormente, seccion
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3.2.2.1) con diferentes cantidades (500 ng, 750 ng, 1000, ng, and 2000 ng) de pDNA en
un tubo eppendorf de 1.5 mL. Esta mezcla se dejo reposar a temperatura ambiente

durante 40—45 min para permitir la formacién de los complejos.

Posteriormente, se cargaron en cada pocillo 20 uL de muestra mezclada con solucion
de carga 6X (NEB B7025S), compuesta por 2.5% Ficoll-400, 10 mM EDTA, 3.3 mM
Tris—HCI (pH 8.0-25 °C). La electroforesis se llevo a cabo a 80 V durante 45 min Los
fragmentos se visualizaron bajo luz UV utilizando un transiluminador UV GelDoc® EZ
Imager, y se fotografiaron con el software BioRad® ImageLab 5.2.1. Asimismo, se aplic
el mismo protocolo para evaluar la eficiencia de carga de las PEG-cSLNs con y sin
cistamina, utilizando Unicamente nanoparticulas suspendidas en medio acuoso sin

liofilizar.

3.2.2.3 Ensayo de Trasnfecciéon con Plasmido Luciferasa mediante las PEG-
CSLNs
El ensayo de luciferasa, una técnica ampliamente utilizada en biologia molecular,
emplea la enzima luciferasa y un sustrato (luciferina) para analizar la regulacién génica
a nivel de transcripcion mediante una reaccion enzimatica que genera bioluminiscencia,
permitiendo su cuantificacion. La transfeccion de este plasmido permite la expresion de
la luciferasa (Firefly Luciferase) de luciérnaga (Photinus pyralis), una proteina
monomérica de 61 kDa, reconocida por su sensibilidad, reproducibilidad vy
compatibilidad con reporteros de control interno. Cabe mencionar que la actividad
reportera del transgén introducido se manifiesta rapidamente, sin necesidad de

procesamiento post-traduccional (176,177).

Este ensayo resulta util para investigar si una proteina de interés regula la expresion de
un gen especifico a nivel de transcripcion. Cuando dicha proteina activa la transcripcion,
la célula sintetiza la enzima luciferasa, generando una reaccion quimioluminiscente
altamente eficiente y cuantificable. Ademas de ser una técnica simple y rapida, se
fundamenta en la oxidacion de la luciferina, produciendo oxiluciferina y luz cuya cantidad
emitida es directamente proporcional a la expresion del plasmido en una poblacion
celular, y puede ser cuantificada con precision mediante un equipo adecuado. Esta
reaccion requiere la presencia de ATP, O, y Mg?* como cosustratos (177,178). Cuando
una proteina de interés activa la transcripcion, un lumindmetro detecta una sefal
bioluminiscente brillante y cuantifica la actividad luciferasa. Por el contrario, si la proteina
reprime la transcripcion, el lumindbmetro no registrara ninguna senal. Un ensayo que
puede ser utilizado es el llamado Dual Luciferase (Firefly-Renilla) Assay System (Figura

29). Este sistema fue desarrollado para normalizar la sefial producida por Firefly
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Luciferase en el mismo punto de estudio. Este sistema dual permite la deteccién
simultdnea por diferentes longitudes de onda, una verde y otra roja generando

luminiscencia (179).

Overview of the Firefly & Renilla Single Tube Assay

_ _— —
1. Add firefly 2. Measure 3. Add Renilla working 4. Measure
working solution firefly signal solutiontothe same Renilla signal
to sample tube to quench firefly

signal and initiate
Renilla reaction

Figura 29. Resumen de como se preparan las muestras para la lectura
en el Dual Luciferase Assay System (218).

En los experimentos de esta tesis, se utilizdé este ensayo para evaluar la eficiencia de
transfeccion, dado que la luminiscencia esta directamente relacionada con la cantidad
de células transfectadas por los SLNplejos. Para llevar a cabo esta evaluacion, se utilizé
la construccion plasmidica p3xMHC-LUC para la formacién de los SLNplejos, como se
detalla en el punto 1.5 de la introduccién, siendo esencial para la transfeccion de
material genético debido a la baja efectividad de la transfeccién de acidos nucleicos
desnudos. Para evaluar la eficiencia de transfeccion utilizando las PEG-cSLNs como
vectores, se sembraron células HEK293T en placas M6 con una confluencia aproximada
del 70-80%, bajo las mismas condiciones mencionadas en la seccion 3.2.2.1. Después
de 24 horas, cuando las células alcanzaron la confluencia deseada, se reemplazé el
medio de cultivo por 1.5 mL de medio sin suero ni antibidticos (-FBS -P/S) antes de

proceder con la transfeccion.

A continuacion, para formar los complejos entre las nanoparticulas y el material
genético, se mezclaron X pug de p3xMHC-LUC con Y pL de PEG-cSLNs resuspendidas
en 4 mL de agua MiliQ autoclavada en tubos eppendorf de 1.5 mL, siguiendo el mismo
procedimiento detallado en la seccion 3.2.2.2. Tras dejar esta mezcla a temperatura
ambiente durante 40—45 min para la formacion de los SLNplejos, se realizaron tres

experimentos independientes, cada uno por triplicado. Una vez obtenido los complejos,
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se procedié a transfectar las células, afiadiendo medio de cultivo sin suero y ni
antibioticos a cada tubo de SLNplejos, pipeteando el volumen deseado en cada pocillo.
Las placas se incubaron a 37 °C para asegurar una transfeccion adecuada. Pasadas 4—
6 h desde la transfeccion, se completé cada pocillo con 200 uL de FBSi o se reemplazé

el medio por completo con 2 mL de medio fresco.

Tras 48 h post-transfeccion, se procedié a la extraccion de proteinas para evaluar los
niveles de luciferasa. Este proceso implicé descartar el sobrenadante y afiadir 1.5 mL
de PBS 1X a 4 °C para resuspender las células en cada pocillo. Las células fueron
recolectadas y transferidas a tubos eppendorfs debidamente etiquetados,
manteniéndolos a 4 °C para prevenir la desnaturalizacion de las proteinas. Las muestras
fueron centrifugadas para recolectar las células, y el pellet resultante se lisé mediante la
adicion de 80-100 pL de tampdn de Lisis (compuesto por 1 mL de tampdn T7, 10 uL de
PMSFy 1 uL de DTT) a 4 °C durante 30 min. Posteriormente, las células tratadas fueron
centrifugadas a 16000 x g durante 5 min a 4 °C, y el sobrenadante (proteinas) se recogio
para medir los niveles de luciferasa utilizando el FB12 Luminometer y el protocolo de
ensayo de indicador de luciferasa dual, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
la lectura, se mezclaron 20 yL de muestra proteica con 90 uL de reactivo LAR-II
mediante pipeteo y se anota la medida de la luminiscencia. En el caso de experimentos
con el sistema Dual Luciferase, se afiadieron 90 uL del reactivo Stop and Glow (SG)
después de la lectura inicial, se mezcl6 tres veces mediante pipeteo y se anota la medida
de la luminiscencia. Por ultimo, se evalué la eficiencia de transfeccién de las PEG-cSLNs

con cistamina utilizando el mismo protocolo mencionado anteriormente.
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4. RESULTADOSY
DISCUSION






4.1 SECCION GALENICA
4.1.1 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LAS FORMULACIONES

41.1.1 Estudio Factorial

El propésito del estudio factorial fue determinar la cantidad 6ptima de PEG a incorporar
en la matriz lipidica, evaluando el efecto de afiadir entre 50—350 mg de cuatro tipos de
PEG (Brij S100, Gelucire, Myrj 52 y Myrj S100) en los atributos de PSD, Pdl y ZP. Las
cantidades cuantitativas de cada formulacion se presentan en el Anexo lll, Tabla S1.
Los resultados revelaron variaciones notables en algunas de las caracteristicas

fisicoquimicas.

Respecto al tamafio de particula (PSD), en casi todos los componentes PEG estudiados,
no se observo una correlacion clara entre la cantidad creciente de PEG y el PSD. Por
ejemplo, en las formulaciones con Gelucire y Myrj 52 se observaron nanoparticulas de
menor tamafo al incorporar 150 mg de PEG, alrededor de 225 nm (Tabla 6). No
obstante, cabe resaltar que en el caso de la formulacién con Brij S100, a mayor cantidad
del PEG el tamafio de las nanoparticulas disminuye, obteniendo el tamafio de particula
mas pequefio con la mayor cantidad de PEG (166.2 £ 23.1 nm; 350 mg). Por otro lado,
la formulacién con Myrj S100 alcanzé el tamafio de particula mas pequefio (222.8 £ 10.1
nm) con 250 mg de PEG, mientras que con 150 mg no se apreciaron cambios notables
(227.6 £ 7.7 nm).

Respecto al Pdl, tampoco se observé una correlacion clara entre la cantidad de PEG
afiadida y la dispersién de tamafio de particula, siendo la mayoria de los resultados
inferiores a 0.2, indicando una dispersién aceptable. Por ultimo, en cuanto al ZP, las
formulaciones con Gelucire y Myrj 52 presentaron una carga positiva mayor que las
formulaciones con Brij S100 y Myrj S100. Todos los valores estuvieron dentro del rango
aceptado para formar los SLNplejos (20-45 mV), por lo que estas diferencias no se

consideran que puedan afectar su capacidad para producir un efecto bioldgico.
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Tabla 6. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas de
cuatro PEGs diferentes incorporados en el ntcleo de la matriz de
cSLNs con cantidades variables.

a Cantidad PSD ZP
PEG mg) (m) P4 mv)
50 3488 0252 234

) 150 2433 0118 23.7
S 250 216.6 0.156 20.8
350 166.2> 0177 23.0

50 3442 0241 37.0

Gelugire 150 2228 0176 345
250 2267 0159 38.9

350 2646 0185 33.1

50 3264 0203 31.9

. 150 2237 0129 32.3
Myrj 52 250 2705 0.168 30.3
350 2468  0.153 28.9

50 2535  0.058 26.5

_ 150 2276 0114 298
Myrj S100 250 2228 0051 28.0
350 206.6  0.086 295

a Polietilenglicol (PEG), distribucion del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl) y

potencial zeta (ZP).
b

En negrita: el tamafio de particula mas pequefio de cada cantidad de PEG evaluada.

La incorporacion de polimeros, como PEG, en la superficie de las nanoparticulas
pueden potenciar la estabilidad coloidal y prolongar el tiempo de circulacion a través de
la estabilizacion estérica (139,145). Estos efectos estan influenciados por el peso
molecular y las caracteristicas de la estructura del PEG, y se encuentran directamente
correlacionados con la longitud y la densidad superficial de los PEGilados empleados
(139). Notablemente, cadenas de carbono que conforman PEGs mas largos podrian
aumentar la estabilidad coloidal de las SLNs evitando la aglomeracién de las particulas

y subsecuentemente resultando en una reduccién del tamafio de particula (136).

En este sentido, el nimero de repeticiones de etilenglicol en cada PEG, las cuales
variaron en las diferentes formulaciones desarrolladas, pueden sustancialmente afectar
las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas. Las formulaciones que
contienen Gelucire y Myrj 52 tienen repeticiones de etilenglicol (~30—40 veces) menores
en comparacion con aquellas que llevan Brij S100 y Myrj S100, puesto que tienen
repeticiones de hasta 100 veces. En el caso de Brij S100, mientras mas cantidad de
PEG se utilizé, los tamafios de particula tendieron a disminuir. Probablemente se deba
a una cobertura mas extensa en la superficie de la nanoparticula generado por el PEG,

resultando en un mayor pronunciamiento del efecto estérico entre las nanoparticulas.
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Sin embargo, es imperativo tener precaucién al momento de establecer la adecuada
cantidad de PEG que se va a incorporar en la superficie de las nanoparticulas.
Cantidades excesivas de PEG pueden comprometer la eficiencia de transfeccién celular
y reducir el tiempo de circulacion debido a la disminucion de la movilidad y flexibilidad
que genera el PEG (127,139). Por tanto, se eligi6 150 mg de PEG para integrar la
formulacion final, quedando asi la conformacion de la fase lipidica con 140 mg de &cido
estedarico y 210 mg de colesteril oleato. Los resultados proyectan que esta cantidad es
la 6ptima para garantizar una PEGilacién efectiva de las nanoparticulas con adecuadas
caracteristicas fisicoquimicas. Las nanoparticulas obtenidas de las cuatro formulaciones
desarrolladas reflejaron propiedades fisicoquimicas satisfactorias, resultando en
poblaciones monodispersas (Pdl<0.2) con una carga cationica superficial (ZP entre 20—
45 mV) adecuada para la formacion de los SLNplejos (66). En la seccion 4.1.1.2 se
abordard con mayor detalle el efecto que tuvo la PEGilacién en las caracteristicas

fisicoquimicas de las nanoparticulas.

4.1.1.2 Optimizacién de las Propiedades Fisicoquimicas en la Fabricacion de las
PEG-cSLNs
Tras elegir la formulacién con 150 mg para continuar con los estudios posteriores, se
planteé al grupo de investigacion la modificacion el protocolo de fabricacion de las SLNs
con el fin de reducir los valores de PSD y Pdl. Efectivamente, el tamafio de particula
obtenido no cumplié con las expectativas iniciales segun el protocolo original, ya que se
obtuvieron valores alrededor de los 250 nm (Tabla 7). Por lo tanto, se procedi6 a
investigar métodos para reducir el tamafio de particula con el objetivo de obtener valores
de tamafo de particula alrededor de los 150-200 nm. Durante esta investigacion, se
encontraron evidencias que sugieren que la reduccidon del tamafio puede lograrse
empleando métodos tanto fisicos como quimicos, siendo este Ultimo, el uso de

cistamina, detallada con mayor profundidad en la seccion 4.1.5.

Los métodos fisicos empleados para reducir el tamafio de particula implican aumentar
tanto la velocidad (rpm) como el tiempo (min) de agitaciéon durante el proceso de
fabricacion mediante el UltraTurrax. Esta reduccién en el tamafio puede atribuirse a
varios factores, como la reduccion del tiempo de estancia de los excipientes en el
sistema y la aplicacion de fuerzas de corte que dispersan y fragmentan particulas
grandes en particulas mas pequefas. Esto promueve la nucleacion homogénea y
mejora la mezcla, lo que conduce a una dispersion uniforme de los ingredientes activos

y permite la formacion homogénea de las nanoparticulas en la solucion (82,180,181).
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En consecuencia, se aumento el tiempo y la velocidad de agitacién de 10 a 15 min y de
20000 a 24000 rpm respectivamente. De esta manera, se logré obtener una reduccién
en el tamafio de particula que oscila entre 30 a 50 nm comparado con los valores del
tamafio original, siendo las formulaciones con Gelucire y DSPE las que tuvieron los
tamafios de particula mas pequefios (~170 nm), seguido por las dos formulaciones con
Myrj (52 y S100) con tamafios de particula de ~180 nm y por altimo Brij S100 con un
tamafio de particula de 190 nm. Incluso las CO-cSLNs exhibieron una reduccion en el
tamafio de particula de 237.4 + 4.9 a 202.1 + 10.7 nm (Tabla 7).

Tabla 7. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas de cuatro PEG
diferentes incorporados al nicleo de la matriz de las SLNs con dos protocolos

distintos.
Protocolo Original Protocolo Modificado
PEG PSD Pl ZP PSD o ZP

(150 mg)? (nm)P (mV) (nm) (mV)
Brij S100 2433 0.118 237 190.9 0.096 25.1
DSPE — — — 1715 0.131 275
Gelucire 2228 0.176 345 171.2 0.155 27.4
Myrj 52 223.7 0129 323 183.1 0.187 31.4
Myrj S100 227.6 0.114 29.8 180.1 0.138 27.4
CcO 237.4 0.163 34.8 202.1 0.169 37.4

@ DSPE-mPEG2000 es el excipiente de PEG mas costoso (1 g = $500) utilizado en este estudio. Solo se utilizé en los
ensayos finales. CO representa 300 mg de colesteril oleato correspondiente a la formulacién sin PEG.

b Distribucion del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl) y potencial zeta (ZP) de todas las
formulaciones fabricadas.

Adicionalmente, en todas las formulaciones, los valores del PdI fueron menores que 0.2
(Tabla 7, protocolo modificado), indicando una sola poblacién de PEG-cSLNs (poblacion
monodispersa) sin presencia de agregados. Con respecto al potencial zeta, todas las
PEG-cSLNs presentaron areas superficiales positivas, siendo la formula con Myrj 52 la
que mostro el potencial mas alto (31.4 + 4.4 mV) y Brij S100 el més bajo (25.1 + 2.4 mV)
(Tabla 7, protocolo modificado).

Tras determinar las caracteristicas fisicoquimicas de las PEG-cSLN utilizando el
protocolo modificado, se llevo a cabo un andlisis estadistico basado en los valores de
los tres pardmetros analizados (PSD, Pdl y ZP) de las PEG-cSLNs. El objetivo fue
evaluar el impacto de la adicién de PEG en las propiedades fisicoquimicas de las CO-
cSLNs y determinar si esta incorporacion generaba un efecto significativo. Los
resultados del analisis revelaron que la PEGilacién de las CO-cSLNs tuvo un efecto
notable en sus propiedades fisicoquimicas. Se observ6 una reduccion significativa en el
tamafio de particula en todas las PEG-cSLNSs, excepto en la formulacion con Brij S100

(Figura 30A). Ademas, no se encontraron diferencias significativas en la dispersion (Pdl)
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de las nanoparticulas, excepto nuevamente en la formulaciéon con Brij S100 (Figura
30B). Por ultimo, como consecuencia de la PEGilacion, se evidencié una disminucién

significativa en la carga superficial en las cinco formulaciones desarrolladas (Figura

300).
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Figura 30. Andlisis comparativo de la (A) distribucion del tamafio de particula (PSD), del (B) indice de polidispersidad (Pdl) y
del (C) potencial zeta (ZP) entre nanoparticulas PEGiladas y sin PEGilar. CO representa a colesteril oleato correspondiente a
la formulacidn sin PEG. El andlisis estadistico se realiz6 por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05,
**p=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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La incorporacion de un nuevo excipiente en una formulacién ya establecida para
desarrollar CO-cSLNs afectd drasticamente las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas. La adicion de PEG en la formulacion original alteré el tamafio de
particula a causa del efecto de la barrera estérica que ejerce el polimero. Este efecto
evita que exista aglomeracion entre las nanoparticulas, provocando que las PEG-cSLNs
sean mas pequefias (~175 nm) que las CO-cSLN previamente desarrolladas en el grupo
(~200 nm). La incorporacion de PEG en la superficie de la nanoparticula, también afecta
la carga superficial de ésta, posiblemente debido a que existe una reduccion del area

superficial, generando una reduccioén de la carga (136).

Es importante afiadir un polimero anfifilico (PEG) conformado con largas cadenas de
carbono que blindan la superficie de las CO-cSLNs convirtiéndolas en hidrofilicas,
mejorando de este modo, el tiempo de circulacién sanguinea. Esta caracteristica permite
aumentar la probabilidad de que cualquier medicamento alcance el sitio especifico de
accion antes de que sea reconocido como agente extrafio y sea eliminado del cuerpo
(139,140). En este contexto, los andlisis estadisticos indicaron que las PEG-cSLNs
desarrolladas con el protocolo modificado, incluyendo las CO-cSLNs, presentaron una

reduccién significativa en el tamafo de particula (Figura 31A).

Adicionalmente, el Pdl se mantuvo estable en todas las formulaciones elaboradas con
ambos protocolos desarrollados (Figura 31B). Por ultimo, solamente las formulaciones
con Gelucire y CO presentaron diferencias significativas en la carga superficial, mientras
gue los otros PEGs no presentaron diferencias (Figura 31C). Tanto en el protocolo
original como en el modificado, las nanoparticulas PEGiladas mantuvieron el rango

Optimo de carga (20—45 mV) para poder formar los complejos con el material genético.

4.1.2 LIOFILIZACION DE LAS PEG-cSLNs

4.1.2.1 Temperatura de Transicion Vitrea (Tg)

Las cinco formulaciones desarrolladas con 150 mg de PEG fueron liofilizadas para
facilitar el transporte y mantener las caracteristicas fisicoquimicas a largo plazo,
mejorando la estabilidad de almacenamiento y su vida util. Antes de la liofilizacion, se
determiné la temperatura de transicion vitrea (Tg) de cuatro formulaciones (Brij S100,
Gelucire, Myrj 52 y Myrj S100) para establecer los parametros correctos y tener un
adecuado proceso de liofilizacion. Para un éptimo proceso, la Tg debe estar por debajo
de la temperatura de colapso (Tc) de las PEG-cSLNSs, siendo la Tc la temperatura

maxima a la cual el producto puede alcanzar la sublimacion.
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Figura 31. Analisis comparativo de la (A) distribucién del tamafio de particula (PSD), del (B) indice de
polidispersidad (Pdl) y del (C) potencial zeta (ZP) de nanoparticulas PEGiladas y sin PEGilar, con dos protocolos
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La liofilizacion requiere de temperaturas y presiones extremadamente bajas para
eliminar, a través del proceso de sublimacion, el solvente, que en este caso es agua, en
el cual las PEG-cSLNs se encuentran suspendidas (151). La temperatura de colapso
mas baja obtenida entre las diferentes formulaciones fue de -38 °C (Tabla 8; Anexo V,
Figura S2). Por tanto, para que el producto se liofilice por completo, se trabajé a una
temperatura 10-20 grados por debajo de la temperatura mencionada anteriormente
(156). Por consiguiente, la temperatura de congelacion usada en el ciclo de liofilizacién
fue de -55 °C para asegurar la vitrificacién de la matriz con trehalosa, y una apropiada

liofilizacion de todas las formulaciones (145).

Tabla 8. Mediciones de la temperatura de
transicion vitrea (Tq) de cada formulacion de PEG.

PEG (150 mg) Tg (°C)
Brij S100 -35.57
Gelucire -21.15
Myrj 52 -25.62
Myrj S100 -38.18

4.1.2.2 Liofilizacion

Los andlisis fisicoquimicos de las PEG-cSLNs liofilizadas mostraron una poblacién
monodispersa (PdI<0.2) con un tamafio de particula entre 200—300 nm y valores de
potencial zeta entre 30—35 mV (Tabla 9). Entre todas las formulaciones, Gelucire exhibié
el tamafio de particula mas pequeiio (211.1 + 22.4 nm). Curiosamente, las
formulaciones con DSPE y Myrj S100 tuvieron tamafios de particula (~235 nm)
comparables a las nanoparticulas sin PEG (CO-cSLNs). Por otro lado, la formulacion
con Myjr 52 tuvo un mayor tamafio de particula (280 + 22.7 nm), mientras que Brij S100
fue el PEGilado con el mayor tamafio de particula obtenido (315.1 + 15.1 nm), siendo la

formulacion mas afectada por la liofilizacion (Tabla 9).

Asimismo, los andlisis estadisticos revelaron un incremento significativo en el tamafio
de particula de las PEG-cSLNs liofilizadas en comparacion con las PEG-cSLNs
suspendidas sin liofilizar. Notablemente, incluso las CO-cSLNs, exhibieron un aumento
considerable en el tamafio de particula (Tabla 9; Figura 32A). Las condiciones
estresantes del proceso de liofilizacion afectaron las caracteristicas fisicoquimicas de
todas las formulaciones con PEG comparado con las sin PEG. Estudios anteriores
también han reportado un incremento en el tamafio de particula después de la
liofilizacion, proporcionando mas evidencia de los efectos que ejerce la liofilizacion sobre
las nanoparticulas (145,151,156,160,182,183).
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Tabla 9. Comparacién de las caracteristicas fisicoquimicas de nanoparticulas
en suspension acuosa sin liofilizar y formulaciones liofilizadas con y sin PEG.

PEG PSD Bl ZP PSD pd| zP
(150 mg)? (nm)°® (mV) (nm) (mV)
SLNs Suspendidas SLNs Liofilizadas
Brij S100 190.9 0.096 25.1 315.1 0.199 28.0
DSPE 1715 0.131 27.5 234.6 0.190 36.9
Gelucire 171.2 0.155 27.4 211.1 0.225 32.6
Myrj 52 183.1 0.187 314 280.0 0.256 31.6
Myrj S100 180.1 0.138 27.4 235.9 0.180 29.5
CcoO 202.1 0.169 37.4 235.3 0.194 44.1

aco representa 300 mg de colesteril oleato correspondiente a la formulacién sin PEG.
b Distribucién del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl) y potencial zeta (ZP) de todas las

formulaciones fabricadas.

Referente al Pdl, no se encontraron diferencias significativas entre las PEG-cSLNs
suspendidas sin liofilizar y las liofilizadas correspondientes a las formulaciones con
Gelucire y los dos Myrj empleados (52 y S100), reflejando la exitosa formacion de
nanoparticulas PEGiladas monodispersas sin la presencia de aglomerados. Sin
embargo, se observaron diferencias significativas en las restantes dos formulaciones
(Brij S100 y DSPE), incluyendo las CO-cSLNs (Figura 32B), revelando la necesidad de
estudiar los parametros criticos de proceso (CPP) de la liofilizacién para optimizar el
proceso, y de esta manera poder reducir el estrés ejercido sobre las nanoparticulas,
puesto que la estabilizacion estérica no es garantia para mantener las caracteristicas

fisicogquimicas durante la liofilizacién (184).

Con respecto al potencial zeta, se observé un incremento en todas las formulaciones
excepto en la formulacién con Myrj 52, la cual mantuvo un potencial estable (Tabla 9).
Este incremento puede representar una ventaja para las SLNs PEGiladas debido al
inminente impacto de la PEGilacion sobre la superficie de las nanoparticulas, afectando
la carga superficial. A pesar del aumento en el potencial zeta, no se encontraron
diferencias significativas en las formulaciones con Gelucire y las dos formulaciones con
Myrj (52 y S100) (Figura 32C). Por el contrario, se observaron diferencias significativas
en las formulaciones restantes (Brij S100 y DSPE), como también en las CO-cSLNs,
indicando la influencia del proceso de liofilizacion sobre el potencial, convirtiéndose en

una caracteristica relevante a la hora de formar los SLNplejos.

En conclusién, se ha observado que, aunque las caracteristicas de las nanoparticulas
PEGiladas liofilizadas son aceptables, se debe estudiar y optimizar el proceso de
liofilizacion. Asi, en la seccion 4.1.4. se expone y discute el proceso de optimizacion de

la liofilizaciéon a través del estudio de los CPPs.

123



PSD (nm)

3501 -

[ 1
300 -'l'_
2504 = *
| T I l L
2004
E Susp.
= Fil.Lyo.
150
100- T T T T T T
CcO Brij S100 DSPE Gelucire Myrj 52 Myrj S100
A PEG
ns
ns
0.3+
* ns
| I *% * l
0.24 l l | T I
b=
[t
Em Susp.
0.1+ = FilLyo.
0.0- T T T 1 L) 1
(6{0) Brij S100 DSPE Gelucire Myrj 52 Myrj S100
B PEG

ns

40+ ok T -'[ ] ns

1
l I
20+ EE Susp.
= Fil.Lyo.
0= T

1 1 | 1 1
CO Brij S100 DSPE Gelucire Myrj52 Myrj S100

C PEG

ZP (mV)
]

Figura 32. Andlisis comparativo de la (A) distribucién del tamafio de particula (PSD), del
(B) indice de polidispersidad (Pdl) y del (C) potencial zeta (ZP) de nanoparticulas sin PEG
y con PEG suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.).
CO representa colesteril oleato correspondiente a la formulacion sin PEG. El andlisis
estadistico se realizo por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05,
**»p=0.001-0.01 v ***p<0.001.
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4.1.3 MORFOLOGIA DE LAS PEG-cSLNs SUSPENDIDAS SIN LIOFILIZAR Y
LIOFILIZADAS

Las imagenes obtenidas por medio de microscopia por TEM confirmaron la presencia
de una proporcion significativa de PEG-cSLNs esféricas y bien definidas tanto antes de
liofilizar como liofilizadas. Estas imagenes revelan la presencia de SLNs con una matriz
sélida y la ausencia de estructuras amorfas en todas las formulaciones desarrolladas
(Figura 33), corroborando que el proceso de liofilizacion no tuvo un impacto perceptible
en la forma de las nanoparticulas. Ademas, la morfologia fue sustancialmente diferente
entre las formulaciones, debido a que las caracteristicas fisicoquimicas fueron
influenciadas por los excipientes PEGilados especificos empleados en la matriz de las

nanoparticulas.

4.1.4 ESTUDIO Y OPTIMIZACION DEL PROCESO DE LIOFILIZACION

4.1.4.1 Filtracion de las PEG-cSLNs Liofilizadas

Una vez que las PEG-cSLN fueron liofiizadas y caracterizadas, se procedid a
reconstituirlas con 4 mL de agua MiliQ para evaluar sus propiedades fisicoquimicas. Sin
embargo, tras un tiempo de reconstitucion de 2 min, se observé una incorrecta
reconstitucion de las PEG-cSLN, evidenciada por la formacién de agregados. Como
resultado, tanto el tamafio de particula (entre 250-300 nm) como el Pdl (>0.2)
aumentaron significativamente en comparacién con las PEG-cSLN suspendidas en
medio acuoso sin liofilizar. Para mejorar la polidispersidad y reducir el tamano de las
nanoparticulas, se filtraron (43—48 um) los sistemas coloidales reconstituidos de todas
las formulaciones, obteniendo como resultado PEG-cSLN monodispersas (PdI<0.2) con
tamanos entre 200—270 nm (Tabla 10). Este proceso demostré que, aunque el filtrado
permitid obtener nanoparticulas similares a las anteriores a la liofilizacion, se requieren

mas esfuerzos para evitar la pérdida de material debido a la presencia de agregados.

No obstante, el analisis estadistico realizado comparando las nanoparticulas sin
liofilizar, liofilizadas sin filtrar y liofilizadas filtradas mostré que el tamafo de particula y
el Pdl de las nanoparticulas reconstituidas filtradas aumento significativamente en
comparacion con las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar. Inclusive las nanoparticulas
sin PEG (CO-SLN) presentaron un aumento significativo en el tamafo y el Pdl (Figura
34Ay Figura 34B) a causa de las condiciones estresantes ejercidas por el proceso de

liofilizacion, afectando las caracteristicas fisicoquimicas de todas las formulaciones.
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CO Susp. Scale: 1 pm CO Susp. Scale: 200 nm CO Lyo. Scale: 2 ym CO Lyo. Scale: 500 nm
PS ~160 nm PS ~195 nm

Brij S100 Susp. Scale: 200 nm PS Brii S100 Lyo. Scale: 500 nm Brij S100 Lyo. Scale: 200 nm

Brij S100 Susp. Scale: 2 um 165 nm PS ~115 nm

DSPE Susp. Scale: 500 nm DSPE Susp. Scale: 200 nm DSPE Lyo. Scale: 500 nm DSPE Lyo. Scale: 500 nm
PS ~70 nm and ~175 nm PS ~75 nm

Figura 33. Continda.




Gelucire Susp. Scale: 1 pm Gelucire Susp. Scale: 500 nm PS Gelucire Lyo. Scale: 500 um Gelucire Lyo. Scale: 200 nm
~165 nm PS ~105 nm

Myrj 52 Susp. Scale: 2 pm Myrj 52 Susp. Scale: 200 nm Myrj 52 Lyo. Scale: 500 nm Myrj 52 Lyo. Scale: 500 nm
PS ~120 nm PS ~135 nm

Myrj S100 Susp. Scale: 500 nm Myrj S100 Susp. Scale: 200 nm PS Myrj S100 Lyo. Scale: 1 pm Myrj S100 Lyo. Scale: 200 nm
~110 nm PS ~140 nm

Figura 33. Imagenes TEM y andlisis morfolégico de nanoparticulas PEGiladas y sin PEGilar, suspendidas sin liofilizar y liofilizadas. Abreviaturas: Susp., nanoparticulas suspendidas
en solucion acuosa sin liofilizar; Lyo., nanoparticulas liofilizadas; CO, colesteril oleato correspondiente a la formulacion sin PEG. Las flechas grises indican el tamafio de particula (PS).
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Tabla 10. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas entre nanoparticulas suspendidas en

medio acuoso sin liofilizar, liofilizadas sin filtrar y liofilizadas filtradas con y sin PEG.

PEG? PSDP
(150 mg) (nm)

Pdl

ZP

(mV)

PSD
(nm)

Pdl

ZP

(mV)

PSD
(nm)

Pdl

ZP

(mV)

SLNs Suspendidas

SLNs Liofilizadas

SLNs Liofilizadas

Sin Liofilizar Sin Filtrar Filtradas
Brij S100 1909 0.096 25.1 3344 0.337 259 315.1 0.199 28.0
DSPE 1715 0.131 275 2659 0.334 259 2346 0.190 36.9
Gelucire 171.2 0.155 274 308.1 0.441 26.3 211.1 0.225 32.6
Myrj 52 183.1 0.187 314 274.2 0.399 31.7 280.0 0.256 31.6
Myrj S100 180.1 0.138 27.4 249.0 0.225 23.7 2359 0.180 295
Cco 202.1 0.169 374 231.2 0.276 425 235.3 0.194 44.1

aco representa 300 mg de colesteril oleato correspondiente a la formulacién sin PEG.

b

Distribucion del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl) y potencial zeta (ZP) de todas las formulaciones fabricadas.

Sin embargo, no se encontraron diferencias en el tamano de particulas entre las SLNs
liofilizadas filtradas y sin filtrar de las formulaciones con Brij S100 y Myrj 52, ni las CO-
SLN, por lo que puede no ser necesario utilizar un método de filtracion para eliminar los
agregados. En el resto de PEGs (DSPE, Gelucire y Myrj S100) se observo una reduccién
significativa del tamafo de particula, lo que indica el efecto positivo que tuvo el método
de filtracién (Figura 34A).

Con respecto al Pdl, no se encontraron diferencias significativas entre las PEG-cSLN
suspendidas sin liofilizar y las liofilizadas filtradas de las formulaciones con Gelucire y
los dos Myrj, 52 y S100, sugiriendo que el método de filtracion podria ser una solucion
potencial para obtener SLNs libres, que no se hayan unido entre si formando agregados.
Sin embargo, a pesar de la filtracién, los otros dos PEGilados (Brij S100 y DSPE)
presentaron diferencias significativas, incluidas las CO-SLN, recalcando que no es
suficiente solamente con filtrar las PEG-cSLN, sino que se requiere mejorar los
parametros que se llevan a cabo durante todo el proceso de liofilizacion. No obstante,
cabe resaltar que la filtraciébn ayuda significativamente a reducir el tamafio de las
particulas, eliminando agregados y mejorando la monodispersidad. Esto se refleja al
comparar las PEG-cSLN liofilizadas sin filtrar con las filtradas, excepto en la formulacién
con Myrj S100, a pesar de que el valor de Pdl es menor que el de los SLN sin filtrar
(Figura 34B).

En cuanto al potencial zeta (ZP), se observé un aumento en todas las formulaciones
excepto en la formulacion con Myrj 52 (Tabla 10). Este incremento sugiere que el método
de filtracién posiblemente contribuyé al aumento, ya que el potencial no se vio afectado

por el proceso de liofilizacion. Esta observacion se refleja en las CO-cSLN, donde el ZP
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aumento significativamente después de la liofilizacion, y aun mas después de la filtracion

(Figura 34C).
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Figura 34. Andlisis comparativo de la (A) distribucién del tamafio de particula (PSD), del (B) indice de
polidispersidad (Pdl) y del (C) potencial zeta (ZP) de nanoparticulas sin PEG y con PEG suspendidas
en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.Lyo.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.).
CO representa colesteril oleato correspondiente a la formulacion sin PEG. El andlisis estadistico se
realizé por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y

***p<0.001.
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4.1.4.2 Agregados de las PEG-cSLN Suspendidas sin Liofilizar y Liofilizadas

Las imagenes obtenidas por medio de microscopia por TEM, evidenciaron la presencia
de agregados de las PEG-cSLNs en todas las formulaciones desarrolladas, tanto
suspendidas en soluciébn acuosa sin liofilizar como liofilizadas filtradas. Se pudo
observar que existieron mas aglomerados en las SLNs liofilizadas filtradas que en las
SLNs suspendidas sin liofilizar de todas las formulaciones (Figura 35). Estos resultados
demuestran el impacto del proceso de liofilizacion, que alteré6 bruscamente las

caracteristicas fisicoquimicas de éstas.

Después de la liofilizacién, se pudo observar que las PEG-cSLNs de las formulaciones
que contienen DSPE, Gelucire y Myrj 52 todavia estan incrustadas en la matriz de
trehalosa que las protege contra las condiciones estresantes de la liofilizacion, pero
también podrian estar aportando a la aglomeracion de las nanoparticulas, contribuyendo
quizas a impedir que los PEG-cSLN se dispersen correctamente. Estos crioprotectores
generalmente limitan el dafio mecénico ejercido por la congelacion, inhibiendo la
agregacion de particulas (150), pero parece que las PEG-cSLNs todavia estan dentro
de la matriz vitrea a pesar de que el estado soélido liofilizado se reconstituy6. Por ello, en
la seccion 4.1.4.4 se estudia el uso de distintos crioprotectores a distintas

concentraciones para mejorar este punto.

Sorprendentemente, las fuertes interacciones que existen entre las nanoparticulas son
evidentes en las imagenes de las SLN suspendidas sin liofilizar de las dos formulaciones
que contienen Myrj (52 y S100). En este sentido, queda evidenciada la teoria de la
estabilidad coloidal de Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO) que indica que
fuerzas de atraccion y repulsion actdan sobre las particulas en un medio acuoso (156).
Por tanto, se producird una agregacion irreversible de nanoparticulas cuando la
distancia entre ellas sea lo suficientemente cercana como para que las fuerzas de
atraccion de Van der Waals sean mayores que las fuerzas electrostaticas y estéricas de
repulsion que poseen las nanoparticulas (151). A estos factores se le suma la gran area
superficial que estos sistemas nanomeétricos poseen, lo que atribuye ain mas a la poca
estabilidad de las nanoparticulas, pues contribuye a que estas nanoestructuras estén

mAas cerca unas con otras ayudando a la aglomeracion de éstas.
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Susp. Brij S100 Susp. | Brij 5100
DSPE Susp. DSPE Gelucire Susp. Gelucire Lyo.
Myrj 52 Susp. Myrj 52 Myrj S100 Susp. Myrj S100

Figura 35. Imagenes TEM y analisis morfoldgico de nanoparticulas aglomeradas PEGiladas y sin PEGilar, suspendidas sin liofilizar y liofilizadas. Abreviaturas: Susp., nanoparticulas
suspendidas en solucion acuosa sin liofilizar; Lyo., nanoparticulas liofilizadas; CO, colesteril oleato correspondiente a la formulacién sin PEG.
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4.1.4.3 Estudio de los Pardmetros Criticos del Proceso (CPP) de la Liofilizacion

Un exhaustivo estudio se llevd a cabo para logar establecer los parAmetros adecuados
que sirvan para desarrollar un correcto proceso de liofilizacion dados los resultados
inesperados (aumento del tamafio de particula y Pdl) consecuencia del proceso sobre
las PEG-cSLNs y, por ende, la necesidad de filtrar las suspensiones reconstituidas para
poder eliminar la gran mayoria de agregados. Los resultados correspondientes al
estudio de las caracteristicas fisicoquimicas, morfolégicas y biolégicas de las PEG-
cSLNs, detalladas en las secciones 4.1.1-4.1.3, 4.1.6 y 4.2.1-4.2.3, permitieron tener
una vision mas amplia sobre la idoneidad para escoger las mejores formulaciones y
continuar con la optimizacién del proceso de liofilizacion, con el objetivo de reducir las

diferencias observadas en las nanoparticulas antes y después de liofilizarlas.

En consecuencia, de los cinco PEGs analizados en un principio, los dos Myrj (52 y S100)
fueron escogidos para continuar con los respectivos ensayos concernientes al estudio y
optimizacion de los CPPs del proceso de la liofilizacién. Adicionalmente, por tener un
mejor HLB, se incorporaron dos nuevos excipientes PEGilados (Tefose 63 y 1500) en

reemplazo del Gelucire.

En la actualidad, existe escasez de literatura cientifica que proporcione una guia
completa para los cientificos galénicos sobre cémo llevar a cabo con éxito la liofilizacion
de nanoparticulas, y que detalle el impacto de todos los parametros del proceso de
liofilizacion en su estabilidad (158,185). De este modo, para establecer una seleccién
apropiada de parametros operativos de la liofilizacién, se realizaron ensayos de
velocidad de congelacién, rampas de temperatura, variaciéon de presion y duracién del
proceso. Los resultados mostraron que la optimizacién y el estudio del proceso de
liofilizacion son cruciales para evitar la agregacion irreversible de las PEG-cSLN, debido
al inevitable estrés producido en el ciclo de liofilizacién. El ajuste de los diversos
parametros que tiene el proceso es muy importante para proteger las nanoparticulas
tanto de las bajas temperaturas como del vacio extremo que se requiere para que se

lleve a cabo la sublimacion.

Como ya se habia mencionado en la seccién 4.1.2 correspondiente a la liofilizacion, el
paso de congelacion es el mas agresivo del proceso, debido a la formacién de cristales
de hielo que ejercen estrés mecanico en las moléculas, y esta involucrado en el riesgo
de producir agregacion y/o coalescencia, causando efectos nocivos en la estabilidad de
las nanoparticulas (145,151,160). Para evitar la formacion de cristales, se realizé una

congelacién rapida y se implementaron rampas de temperatura en el secado primario
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que es el paso mas trascendental en el proceso de liofilizacién, lo que contribuye a evitar
la aglomeracién de nanoparticulas y por ende el aumento de tamafio de particula. Es
determinante conocer la temperatura de transicién vitrea (Tg) de las muestras ya que
se recomienda que la temperatura establecida en el secado primario esté por debajo de

ésta.

Los pardmetros como la temperatura y duracion del proceso de las rampas #2 y #3
resultaron ser los procedimientos més adecuados para liofilizar las PEG-cSLNs (Myrj 52
y Tefose 1500). Aunque se observéd un incremento minimo en el tamafio de particula
(Tabla 11), esto indica una baja aglomeracién de las nanoparticulas. Claramente se
puede observar que el proceso de liofilizacion afecta de manera independiente a cada
formulacién, puesto que cada PEG incorporado en la formulacion determina las
caracteristicas fisicoquimicas propias de las SLNs. De este modo, se puede apreciar
algunas diferencias al comparar los tamafios de particula entre las PEG-cSLNs
suspendidas sin liofilizar, las liofilizadas sin filtrar y las filtradas de los dos PEG utilizados
(Myrj 52 y Tefose 1500).

En este sentido, no se encontraron diferencias significativas entre las PEG-cSLN
liofilizadas sin filtrar con las filtradas de los dos PEG usados, tanto en el ciclo
convencional como en las tres rampas de temperatura empleadas, salvo la rampa #3
del PEG Myrj 52 (Figura 36A y Figura 36B). Se pudo evidenciar que la rampa #2
correspondiente al Myrj 52 fue aquella que no presentaron diferencias significativas
entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar, liofilizadas sin filtrar y las filtradas. Sin
embargo, en el caso del PEG Tefose 1500, la rampa #3 fue la id6nea, puesto que
tampoco presentaron diferencias significativas entre las PEG-cSLN suspendidas sin
liofilizar, las liofilizadas sin filtrar y las filtradas. Estos resultados confirman que el

proceso de liofilizacién actia de manera diferente en cada formulacién establecida.

Referente al Pdl, se pudo evidenciar que una vez filtradas las PEG-cSLN liofilizadas, el
Pdl de los PEGs utilizados se asemejo a un valor de 0.2. Asimismo, se observa que la
rampa #2 fue la mas idénea para liofilizar las SLNs con Myrj 52, debido a que no se
encontraron diferencias significativas entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar, las
liofilizadas sin filtrar y las filtradas, manteniéndose los Pdls con valores similares a 0.2
(Figura 37A). De igual forma, también en la rampa #2, no se observaron diferencias
significativas entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar, las liofilizadas sin filtrar y las
filtradas de las SLNs con Tefose 1500 (Figura 37B). Sin embargo, la rampa #3 fue la
mas idénea respecto al tamafo de particula, por o que es necesario realizar mas

ensayos para que tanto el tamafio como el Pdl se mantengan estables bajo las mismas
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condiciones, y asi garantizar que las propiedades fisicoquimicas no se vean afectadas

por la liofilizacion.

Tabla 11. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas entre nanoparticulas
suspendidas en medio acuoso, liofilizadas sin filtrar y liofilizadas filtradas con dos PEGs
distintos sometidas a diferentes rampas de temperatura.

PSD¢ P Difer. S
0\a b
PEG Rampa (T°) SLNs (nm) PdI (mV)  vs. SFIF
S 191.3 0.158 34.1
Receta 273
Covansaiel SF 268.6 0.392 NA .
F 259.8 0.274 33.5 68.5
S 205.3 0.170 33.97
Rampa #1 SF 243.6 0.327 NA 38.3
31.2
Myrj 52 F 236.5 0.285 31.1
S 208.1 0.170 31.4
Rampa #2 SF 214.7 0.203 NA 6.6
F 221.6 0.238 39.9 13.5
S 211.0 0.183 28.4
Rampa #3 SF 380.9 0.519 NA 169.9
F 224.2 0.221 38.6 13.2
S 149.7 0.166 39.2
Receta 95.4
Convencional SF 245.1 0.338 NA .
F 219.7 0.228 NA 70.0
S 162.7 0.144 35.0
Rampa #1 SF 207.4 0.262 NA 44.7
Tefose 1500 F 208.3 0.224 37.9 45.6
S 174.8 0.160 31.2
Rampa #2 SF 190.2 0.251 NA 15.4
F 192.5 0.207 34.5 17.7
S 196.4 0.184 34.0
Rampa #3 SF 203.3 0.321 NA 6.9
F 196.4 0.217 44.8 0.0

a Rampas de temperatura empleadas en el estudio (Rampa T°).
b Nanoparticulas suspendidas sin liofilizar (S), liofilizadas sin filtrar (SF) y liofilizadas filtradas (F).
€ Distribucién del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl), potencial zeta (ZP) de las formulaciones fabricadas, y

diferencia (Difer.) entre los tamafos de particula de las nanoparticulas suspendidas (S) con las liofilizadas sin filtrar (SF) y las filtradas (F).
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Figura 36. Analisis comparativo de la distribucion del tamafio de particula (PSD), de dos formulaciones con
PEGs distintos, (A) Myrj 52 y (B) Tefose 1500, empleando diferentes rampas de temperatura (R1-R3). Conv,
es larampa convencional, detallada en la seccién 3.2.1.2.2, empleada como control. PEG-cSLNs suspendidas
en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.Lyo.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.). El andlisis
estadistico se realizé por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01
y ***p<0.001.
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Figura 37. Andlisis comparativo del indice de polidispersidad (Pdl), de dos formulaciones con PEGs distintos, (A) Myrj 52
y (B) Tefose 1500, empleando diferentes rampas de temperatura (R1-R3). Conv, es la rampa convencional, detallada en
la seccién 3.2.1.2.2, empleada como control. PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas
sin filtrar (Unf.Lyo.) vy liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.). El andlisis estadistico se realizd por triplicado. No existen diferencias
significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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En cuanto al potencial zeta, se observa un incremento del potencial, sobre todo en la
rampa #3, en todas las condiciones evaluadas, excepto en la receta convencional y la
rampa #1 de la formulacién con Myrj 52 (Figura 38A y Figura 38B). Este factor implica
una ventaja a la hora de formar los complejos con material genético. No obstante, cabe
recalcar que, tanto en el ciclo convencional como en las rampas de temperatura
empleadas, el ZP de todas las PEG-cSLN se mantuvo dentro del rango 6ptimo (20—45
mV) para formar los complejos. Ademas, estas rampas de temperatura fueron
desarrolladas con un vacio de 0.3 mbar para, de esta manera, establecer un ciclo de
liofilizacion que mantenga las propiedades fisicoquimicas de las SLNs, y que sean
similares a las que tenian las suspendidas en medio acuoso sin liofilizar. Sin embargo,
se realizaron ocho ensayos adicionales, en los cuales se vario el vacio (0.1-0.4 mbar;
Anexo lll, Tabla S3) para establecer el mejor parametro que permita optimizar el proceso

de liofilizacion.
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Figura 38. Andlisis comparativo del potencial zeta (ZP), de dos formulaciones con PEGs distintos,
(A) Myrj 52 y (B) Tefose 1500, empleando diferentes rampas de temperatura (R1-R3). Conv, es la
rampa convencional, detallada en la seccién 3.2.1.2.2, utilizada como control. PEG-cSLNs
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.). El analisis
estadistico se realiz6 por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05,
**p=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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Como resultado, la variacién del vacio afecto el tamafio de particula de manera diferente
entre las dos formulaciones, siendo asi, que el tamafio de particula en la formulacion
con Myrj 52 fue estable a 0.35 mbar, tanto las PEG-cSLN suspendidas como las
liofilizadas sin filtrar y las filtradas (Figura 39A). Por otro lado, el tamafio de particula en
la formulacién con Tefose 1500 se mantuvo estable con un vacio de 0.3 mbar, tanto las
PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar como las liofilizadas sin filtrar y las filtradas (Figura
39B).

650=

550-

4504 1
=
=
9) 350 HEEE Susp.
o = Unf.Lyo.
== Fil.Lyo.
250+
150+
50— T T
0.1 0.2 0.25 0.3 0.325 0.35 0.375 0.4
A VVaccum (mbar)
750-
650
550+
—. 450+
=
=
a
o
oo
3504 mm Susp.
=3 Unf.Lyo.
=3 Fil.Lyo.
250+
150
50~ T
0.1 0.2 0.25 0.3 0.325 0.35 0.375 0.4
B Vaccum (mbar)

Figura 39. Analisis comparativo de la distribucién del tamafio de particula (PSD), de dos formulaciones con
PEGs distintos, (A) Myrj 52 y (B) Tefose 1500, empleando distintos vacios (0.1-0.4 mbar). PEG-cSLNs
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.Lyo.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.).
El andlisis estadistico se realizd por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05,
**»n=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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De igual forma, los Pdls fueron diferentes entre las dos formulaciones, siendo la

formulacién con Myrj 52 la que no presenté variacidén entre las PEG-cSLN suspendidas

sin liofilizar, las liofilizadas sin filtrar y las filtradas empleando un vacio de 0.35 mbar

(Figura 40A), confirmando que mediante el empleo de este vacio los dos parametros

(tamafio de particula y Pdl) se mantienen estables con este PEG utilizado. No obstante,

necesariamente se deben filtrar las PEG-cSLN reconstituidas de las dos formulaciones

al emplear un vacio de 0.3 mbar para obtener un Pdl igual a 0.2, sobre todo la

formulacién con Tefose 1500 (Figura 40B).
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Figura 40. Analisis comparativo del indice de polidispersidad (Pdl), de dos formulaciones con PEGs
distintos, (A) Myrj 52 y (B) Tefose 1500, empleando distintos vacios (0.1-0.4 mbar). PEG-cSLNs
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.Lyo.) y liofilizadas filtradas
(Fil.Lyo.). El analisis estadistico se realizé por triplicado. No existen diferencias significativas (ns),
*»=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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Dado que los resultados reflejan que las caracteristicas fisicoquimicas se pueden
mantener bajo condiciones de vacio entre 0.3 y 0.35 mbar, se procedid a realizar cuatro
liofilizaciones adicionales, que consistieron en pruebas que impliquen una reduccién del
tiempo de congelacion y procesos de secado primario mas prolongados, empleando
cuatro condiciones de vacio diferentes (0.3, 0.325, 0.35 y 0.375 mbar). Nuevamente, el

proceso de liofilizacion afectd a las formulaciones de manera independiente (Tabla 12).

Tabla 12. Comparacién de las -caracteristicas fisicoquimicas entre nanoparticulas
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, liofilizadas sin filtrar y liofilizadas filtradas con dos
PEGs distintos sometidas a diferentes vacios.

Vacio PSD ZP Difer.
PEG (mbar) SLNs* (nm)P Pdl (mV) Svs.SFIF
S 229.4 0.134
0.300 SF 246.4 0.183 17.0
F 266.5 0.213 36.8 37.1
S 238.4 0.149
0.325 SF 277.8 0.110 33.1 39.4
Myrj 52 F 253.2 0.205 37.5 14.8
S 242.3 0.117
0.350 SF 361.0 0.182 118.7
F 265.2 0.180 33.3 22.9
S 234.9 0.164
0.375 SF 278.6 0.406 36.0 43.7
F 289.7 0.255 30.5 54.8
S 203.5 0.191
0.300 SF 202.8 0.263 -0.7
F 189.5 0.224 43.0 -14.0
S 206.5 0.201
0.325 SF 460.6 0.642 41.3 254.1
F 184.1 0.212 44.6 -22.4
Tefose 1500 S 211.7 0.164
0.350 SF 285.5 0.671 73.8
F 185.7 0.183 39.2 -26.0
S 211.4 0.149
0.375 SF 265.9 0.451 22.9 54.5
F 191.9 0.242 38.9 -19.5

a Nanoparticulas suspendidas sin liofilizar (S), liofilizadas sin filtrar (SF) y liofilizadas filtradas (F)
b Distribucion del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl), potencial zeta (ZP) de las formulaciones fabricadas, y diferencia

(Difer.) entre los tamafios de particula de las nanoparticulas suspendidas sin liofilizar (S) con las liofilizadas sin filtrar (SF) y las filtradas (F).

De tal modo, se puede observar que con un vacio de 0.3 mbar existe un ligero
incremento en el tamafio de particula entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar y las
liofilizadas sin filtrar, correspondientes a la formulacion con Myrj 52, en comparacion con
las otras condiciones de vacio evaluadas (Figura 41A). Por el contrario, empleando el

mismo vacio, no se encontraron diferencias significativas del tamafio de particula entre
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las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar y las liofilizadas sin filtrar correspondiente a la

formulacién con Tefose 1500 (Figura 41B).
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Figura 41. Analisis comparativo de la distribucion del tamafio de particula (PSD) de dos formulaciones con
PEGs distintos, (A) Myrj 52 y (B) Tefose 1500, empleando distintos vacios (0.3—0.375 mbar). PEG-cSLNs
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.Lyo.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.).
El analisis estadistico se realizé por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05,
**»p=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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Se puede observar que a un vacio de 0.375 mbar no se presentan diferencias
significativas del tamafio de particula entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar y las
liofilizadas sin filtrar, a pesar de que se puede evidenciar claramente un incremento en
el tamafio de particula. Asimismo, a un vacio de 0.3 mbar tampoco se observaron
diferencias significativas en el PSD. Es curioso que al comparar el tamafio de particula
entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar con las liofilizadas filtradas existan

diferencias significativas.

En cuanto al Pdl, no se encontraron diferencias significativas empleando condiciones
de vacio de 0.3, 0.325 y 0.35 mbar, entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar y las
liofilizadas sin filtrar correspondiente a la formulacién con Myrj 52, siendo el vacio a
0.325 el cual no presentd diferencias entre las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar y
liofilizadas sin filtrar y filtradas (Figura 42A). Adicionalmente, con un vacio de 0.3 mbar
tampoco se encontraron diferencias significativas entre las PEG-cSLN suspendidas sin
liofilizar, las liofilizadas sin filtrar y las filtradas correspondiente a la formulacién con
Tefose 1500, confirmando asi que el vacio Optimo para mantener las caracteristicas
fisicoguimicas de las nanoparticulas es de 0.3 mbar (Figura 42B). Cabe mencionar que,
en todas las condiciones de vacio evaluadas, las PEG-cSLN filtradas presentaron Pdls
similares a las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar. Este resultado es relevante puesto
gue evidencia que la implementacion de rampas de temperatura y duracién del proceso,
junto con un vacio determinado, son importantes para mantener las propiedades

fisicoquimicas de las nanoparticulas.

Estos resultados indican que se han establecido los pardmetros del proceso de
liofilizacion, proponiendo las condiciones para el ciclo de liofilizacion empleadas en las
rampas #2 y #3 con un vacio de 0.3 mbar, ya que arrojaron los mejores resultados. Sin
embargo, se continda filtrando las PEG-cSLN para eliminar posibles agregados, lo que
sugiere que todavia el estrés provocado por el proceso sigue afectando la estabilidad
de las nanoparticulas. Por esta razon, se realizaron ensayos con diferentes tipos de
crioprotectores y/o lioprotectores, asi como también se probaron diferentes
concentraciones de éstos, pues se ha reportado que mientras mas crioprotector
presenten las suspensiones con nanoparticulas, mayor es la proteccion que generan,
ayudando a estabilizar las particulas contra el estrés de la congelacion y del secado,
reduciendo la agregacion, acortando el tiempo de reconstitucion y disminuyendo la
humedad residual (145,151). En la siguiente seccién se detallan los resultados
obtenidos al utilizar diferentes crioprotectores y el establecimiento de la concentracion

adecuada del mismo.
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Figura 42. Andlisis comparativo del indice de polidispersidad (Pdl) de dos formulaciones con PEGs distintos,
(A) Myrj 52y (B) Tefose 1500, empleando distintos vacios (0.3-0.375 mbar). PEG-cSLNs suspendidas en medio
acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.Lyo.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.). El andlisis estadistico
se realizo por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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4.1.4.4 Evaluacién de Crioprotectores

Una vez evaluados los parametros del proceso de liofilizacion, se analizaron tres
diferentes crioprotectores (sacarosa, trehalosa y sucralosa) con tres diferentes PEGs
(Myrj S100 y los Tefoses 63 y 1500), para de esta manera, determinar el mejor
disacarido que pueda proteger a las nanoparticulas, y asi, prescindir de la necesidad de
filtrar las PEG-cSLNs para eliminar posibles agregados y obtener poblaciones
monodispersas (Anexo lll, Tabla S4). A pesar de que se encontraron diferencias
significativas con el tamafio de particula en comparacién con las PEG-cSLN
suspendidas sin liofilizar correspondiente a cada PEGilado, los resultados reflejan que
el mejor crioprotector utilizado con todos los PEGs probados, fue la sacarosa (Figura
43A). Del mismo modo, la sacarosa fue el mejor crioprotector para mantener los Pdls
similares a valores de 0.2, excepto en la formulacion con Tefose 1500, cuyo Pdl fue
significativamente superior comparado con las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar
(Figura 43B). Por ultimo, el potencial zeta, en todos los PEG utilizados y con todos los
crioprotectores probados, se mantuvo dentro del rango 6ptimo (20-45 mV) para formar
los complejos con material genético (Figura 43C).

Una vez establecido el crioprotector mas adecuado (sacarosa) para proteger las PEG-
cSLNs frente las condiciones estresantes que conlleva la liofilizacién, se procedié a
determinar la concentracion mas efectiva que mantenga intactas las propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas. De esta forma, se evaluaron cuatro
concentraciones diferentes de sacarosa (5%, 10%. 15% y 20%), de las cuales, el mejor
resultado obtenido fue al emplear una concentracion del 20% en todos los PEGs
utilizados (Tabla S4). Cabe recalcar que, con esta concentracion, el tamafio de particula
de las PEG-cSLNs liofilizadas sin filtrar fue el mas pequefio en todos los PEGs
analizados. Incluso en la formulacion con Tefose 1500, no se observaron diferencias
significativas en comparacion con las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar (Figura 44A).
De igual forma, los Pdls de todos los PEGs analizados, se mantuvieron con valores

similares a 0.2 utilizando una concentracion del 20% de sacarosa (Figura 44B).

Con el crioprotector establecido y con una concentracion potencialmente efectiva, se
evaluaron dos concentraciones adicionales (25% y 30%) para verificar si aumentando
la concentracion del crioprotector se logran obtener mejores resultados, tanto en PEG-
cSLNs liofilizadas sin filtrar como filtradas. Sin embargo, los resultados indicaron que el
aumento de la concentracion no ayudo a mejorar el tamafo de particula ni evitar la
aglomeracion de las nanoparticulas, excepto en la formulacion con Myrj S100, la cual

tuvo una disminucion significativa del tamafo de particula (Figura 45A).
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Figura 43. Analisis comparativo de la (A) distribucién del tamafio de particula (PSD), del (B) indice de
polidispersidad (Pdl) y del (C) potencial zeta (ZP) de nanoparticulas correspondientes a tres formulaciones
con PEGs distintos, (Myrj S100, Tefose 63 y 1500), empleando diferentes crioprotectores: Trehalosa (Tre.),
Sucralosa (Suc.) y Sacarosa (Sac.). PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.). El
andlisis estadistico se realiz6 por ftriplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05,
**p=0.001-0.01 y ***p<0.001.
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Figura 44. Andlisis comparativo de la (A) distribucién del tamafio de particula (PSD) y del (B)
indice de polidispersidad (Pdl) de nanoparticulas correspondientes a tres formulaciones con
PEGs distintos, (Myrj S100, Tefose 63 y 1500), empleando diferentes concentraciones (5%—20%)
de sacarosa utilizada como crioprotector. PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar
(Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.) y liofilizadas filtradas (Filt.). El andlisis estadistico se realizé
por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y
***n<0.001.

Por otro lado, los Pdls de todos los PEGs analizados, con las dos nuevas
concentraciones evaluadas, se mantuvieron con valores similares a 0.2, excepto en la
formulacién con Tefose 1500, cuyo Pdl fue mayor en las PEG-cSLN filtradas empleando
una concentracion del 30% (Figura 45B).

Por ultimo, para confirmar la idoneidad de la concentracién de 20% de crioprotector a la
hora de liofilizar las nanoparticulas, se comparé las PEG-cSLN liofilizadas filtradas y sin
filtrar de los tres PEGilados analizados con las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar. Los

resultados mostraron un incremento en el tamafio de particula de los tres PEGs, excepto
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Figura 45. Analisis comparativo de la (A) distribucion del tamafio de particula (PSD) y del (B) indice de
polidispersidad (Pdl) de nanoparticulas correspondientes a tres formulaciones con PEGs distintos, (Myrj S100,
Tefose 63 y 1500), empleando dos concentraciones (25% y 30%) distintas de sacarosa utilizada como
crioprotector. PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar (Unf.) y
liofilizadas filtradas (Filt.). El analisis estadistico se realizé por triplicado. No existen diferencias significativas

(ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y ***p<0.001.

en las PEG-cSLN liofilizadas filtradas de la formulacién con Tefose 1500, ya que no se
evidenciaron diferencias significativas (Figura 46A). En cuanto al Pdl, las PEG-cSLNs
liofilizadas filtradas no presentaron diferencias significativas con respecto a las
suspendidas sin liofilizar, manteniéndose valores similares a 0.2, excepto en la

formulacion con Tefose 63 (Figura 46B).
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Figura 46. Andlisis comparativo de la (A) distribucién del tamafio de particula (PSD) y del (B) indice
de polidispersidad (Pdl) de nanoparticulas correspondientes a tres formulaciones con PEGs distintos,
(Myrj S100, Tefose 63 y 1500), empleando una concentracion de 20% de sacarosa utilizada como
crioprotector. PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.), liofilizadas sin filtrar
(Unf) y liofilizadas filtradas (Filt.). El analisis estadistico se realizé por triplicado. No existen diferencias
significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y ***p<0.001.

Por otro lado, en la formulacién con Tefose 1500 no se encontraron diferencias
significativas entre las PEG-cSLNs liofilizadas sin filtrar y las filtradas comparandolas
con las suspendidas sin liofilizar. A pesar de que se ha determinado a la sacarosa como
el mejor crioprotector, y que una concentracion del 20% es la mas adecuada para
liofilizar, adn persiste un aumento tanto en el tamafio de particula como en el Pdl,
indicando la aglomeracion entre las nanoparticulas a causa del estrés ejercido por la

liofilizacion. Por esta razon, se procedié a optimizar el proceso de liofilizacion mediante
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el perfeccionamiento del ciclo resultante del estudio de los CPPs (Seccion 4.1.4.3),
empleando un vacio de 0.3 mbar y aplicando una solucion de sacarosa al 20% como
crioprotector. Los detalles de la optimizacion de los CPPs de la liofilizacién se presentan

en el siguiente apartado.

4.1.45 Optimizacion de los Parametros Criticos del Proceso (CPP) de la
Liofilizacion
Se procedié a optimizar el proceso de liofilizacion con el PEG Tefose 63 mediante la
aplicacion de seis rampas de temperatura diferentes. En estas rampas, se ajustaron
parametros como la temperatura y la duracion del proceso, tanto en el secado primario
como en el secundario, siendo esta la principal diferencia respecto al estudio de los
CPPs detallado en la seccion 4.1.4.3. Ademas, para la optimizacion del proceso, se
adicionaron mas valores de temperatura mientras se mantuvo constante el tiempo de

duracién del proceso, lo que permitié un secado mas controlado y gradual.

De las seis rampas analizadas, en casi todas, el tamafio de particula no vario
significativamente al comparar las PEG-cSLN liofilizadas sin filtrar con las filtradas,
excepto en las rampas #4 y #5 (Figura 47A; Anexo lll, Tabla S5). La rampa #3 fue la
Unica rampa que no presenté diferencias significativas entre las PEG-cSLN suspendidas
sin liofilizar con las liofilizadas, tanto filtradas como sin filtrar. Esto quiere decir que bajo
estos parametros (Anexo IV; Figura S1), y con una solucion de sacarosa al 20%, se
logré sobrellevar el estrés ejercido por la liofilizacion hacia las nanoparticulas con Tefose
63, siendo una potencial receta para evitar la aglomeraciéon de las PEG-cSLN,
aumentando su estabilidad e incrementando su vida util. Por otro lado, en la rampa #4,
tampoco se encontraron diferencias significativas al comparar el tamafio de particula de
las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar con las liofilizadas filtradas, pero si existieron
diferencias al comparar las PEG-cSLN liofilizadas sin filtrar con las suspendidas sin

liofilizar y las liofilizadas filtradas.

En cuanto al Pdl, no se encontraron diferencias significativas en ninguna de las rampas
analizadas al comparar las PEG-cSLN suspendidas sin liofilizar con las liofilizadas sin
filtrar y las filtradas. No obstante, las rampas #3 y #4 presentaron valores similares a
0.2, mientras que las otras excedian este valor, presentando polidispersién en la
poblacién de las nanoparticulas (Figura 47B). Cabe recalcar, que bajo las condiciones
de la rampa #4, el Pdl de las PEG-cSLN liofilizadas sin filtrar presentaron tamafo de

particula similares a las suspendidas sin liofilizar. Inclusive, la polidispersion presentada
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por las PEG-cSLN filtradas fue cercano a un valor inferior a 0.2, reflejando de esta

manera que se logré evitar en cierto modo el estrés ejercido por la liofilizacion.
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Figura 47. Analisis comparativo de la (A) distribucion del tamafio de particula (PSD) y del (B) indice de
polidispersidad (Pdl) de nanoparticulas correspondiente a la formulacién con PEG Tefose 63, empleando
diferentes rampas de temperatura (R1-R6). PEG-cSLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.),
liofilizadas sin filtrar (UnfLyo.) y liofilizadas filtradas (FiltLyo.). El andlisis estadistico se realiz6 por triplicado.
No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y ***p<0.001.

150



Por ultimo, las rampas #3 y #4 fueron las idoneas para llevar a cabo un proceso de
liofilizacion exitoso, siendo la diferencia en que, en la primera se afnadieron condiciones
de temperatura y duracion del proceso en el secado secundario, mientras que en la
segunda estas condiciones fueron anadidas en el secado primario. Asi, se demuestra
que al afiadir rampas de temperatura en el secado primario en lugar del secundario, las
nanoparticulas en su mayoria no se agregan, pues se conoce que el secado primario
es el paso mas trascendental en el proceso de liofilizacidn. De hecho, se evidencio una
clara disminuciéon del Pdl en las PEG-cSLN liofilizadas filtradas, mientras que el Pdl
aumentd cuando estas condiciones fueron afiadidas en el secado secundario. Por
ultimo, el potencial zeta en todas las rampas empleadas se mantuvo dentro del rango

optimo (20-45 mV) para formar complejos.

Finalmente, se logrd optimizar el proceso estableciendo una apropiada y reproducible
liofilizacion, que evite que el impacto que ejerce la misma sobre las nanoparticulas no
las afecte severamente. De este modo, las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas se vieron lo menos comprometidas, manteniendo asi, sus propiedades
similares a las originales (nanoparticulas suspendidas en medio acuoso sin liofilizar). En
total se realizaron 25 liofilizaciones para lograr optimizar el proceso, determinando asi
que es necesario el estudio y la seleccion apropiada de los parametros operativos antes
de la liofilizaciéon de cualquier formulacién, pues estos parametros juegan un papel
fundamental en la proteccion de las particulas contra el estrés generado por el proceso
(186).

4.1.5 EFECTO DE LA CISTAMINA EN LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE
LAS PEG-cSLNs

Ademas de incorporar un nuevo excipiente PEGilado en la formulacién previamente
establecida a base de colesteril oleato, también se planteé la incorporaciéon cistamina.
Este excipiente interactlia con el grupo carboxilo del acido esteérico a través de un
puente salino, gracias a sus dos grupos amino terminales, influyendo en las propiedades
fisicoquimicas de las particulas. Asi, la cistamina fue incorporada con el propésito de
reducir el tamafio de particula, para asegurar que las PEG-SLNs puedan entrar en las
células, pues se ha reportado que cuanto mas pequefia es la nanoparticula, mas facil
podran ingresar (187). En consecuencia, con las mejoras previamente descritas en el
proceso de fabricacion, que incluyeron el aumento del tiempo y la velocidad de agitacion,

(82), asi como los estudios de liofilizacién, se consider6 en ultima instancia la
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incorporacion de cistamina (188) en la formulacion para lograr una reduccion adicional

en el tamafio de particula de las formulaciones de nanoparticulas PEGiladas.

Para llevar a cabo este objetivo, se realizaron ensayos factoriales para determinar la
cantidad apropiada de cistamina a incorporar, asi como también, pruebas de solubilidad,
sonicacién y temperatura para evaluar la incorporacion de cistamina y poder obtener un
adecuado tamafio de particula. Para la incorporacion de cistamina se utilizaron SLNs
con el PEG Myrj 52. Como resultado, se logré obtener PEG-cSLNs con propiedades
fisicoguimicas adecuadas, en concreto, se consiguié reducir significativamente el
tamafio de particula incorporando 150 mg de cistamina a la formulacién, estableciendo
las siguientes cantidades: 98 mg de acido estearico, 147 mg de colesteril oleato, 105
mg de PEG, 600 mg de octadecilamina y 100 mg de poloxamer 188 (Anexo lll, Tabla
S2).

Asimismo, se estableci6 el mejor procedimiento para incorporar cistamina en la
formulacion, siendo el tratamiento CysSA+ETOH el méas adecuado, en el cual, la
cistamina se disuelve junto con el &cido estearico en etanol (Tabla 13). Cabe recalcar,
que las PEG-cSLNs mas pequefias fueron las que se obtuvieron sin colocar colesteril
oleato (~100 nm), corroborando que, al afiadir excipientes, el tamafio de particula tiende
a aumentar. Por ultimo, tanto los PdIs como los potenciales zeta se mantuvieron dentro

de los valores 6ptimos para garantizar adecuadas caracteristicas fisicoquimicas.

Tabla 13. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas de nanoparticulas
correspondientes a la formulacion con PEG Myrj 52 sometidas a diferentes
ensayos que involucran la incorporacion de cistamina.

Tratamientos® Etanol Cantidad PSD Pd ZP
(ETOH) (mQg) (nm) (mV)
: 75 184.2 0.250 32.7

Cys+ETOH Si
150 129.8 0.203 26.7
CysPEGSACO+ETOH Si > 1251 0.192 = 27.2
y 150 129.8 0.196 24.8
75 131.2 0.186 28.7

PEGSA N
CysPEGSACO © 150 127.4 0.187 28.1
75 136.4 0.232 32.3
_ 100 141.4 0.207 29.8

CysSA+ETOH Si
150 1242 0.186 24.7
200 138.8 0.213 27.3
Si 1115 0.090 34.1

CysSA +ETOH no CO 150

No 1329 0.251 22.0

@ Diferentes tratamientos empleados para incorporar cistamina en la matriz de las PEG-cSLNs: cistamina diluida en
etanol (Cys+ETOH); cistamina, PEG, &cido estedrico (SA) y colesteril oleato (CO) diluidos en etanol
(CysPEGSACO+ETOH); cistamina, PEG, &cido estearico (SA) y colesteril oleato (CO) sin diluir en etanol
(CysPEGSACO); cistamina y acido esteérico (SA) diluidos en etanol (CysSA+ETOH); cistamina y &cido esteéarico (SA)

diluidos en etanol, pero sin la incorporacién de CO en la formulacién (CysSA +ETOH no CO).
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Con las condiciones establecidas, se procedid a realizar diversos ensayos que
involucraron modificaciones en el protocolo de fabricacién. De esta manera, el uso de
un sonicador no presentd ventaja con relacion al tamafio de particula en comparacién
con el protocolo de manufactura y las condiciones previamente establecidas (Tabla 14).
De igual forma, se probaron diferentes estrategias para reducir, todavia mas, el tamafio
de particula, por lo que se evallo si el tamafio se reduce al mezclar, por goteo la

emulsion caliente con el agua fria.

Ademas, se determing si la formacion de cristales, es decir, cuando el acido estearico y
la cistamina empiezan a solidificarse a causa de la evaporacion del etanol, también
podria ayudar a reducir el tamafio. Los resultados indican que tanto la sonicacién, como
el goteo y los cristales, no ayudaron a mejorar el tamafio de particula (Tabla 14), por lo
que se optod por continuar con el procedimiento descrito en la seccién 3.2.1.6.1, bajo las
condiciones previamente establecidas. De igual forma, tanto los Pdls y los ZPs se
mantuvieron dentro de los valores Optimos para garantizar unas apropiadas

caracteristicas fisicoquimicas.

Tabla 14. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas de
nanoparticulas correspondientes a la formulacion con PEG Myrj 52
sometidas a diferentes ensayos que involucran la incorporacién de cistamina.

Tratamientos®  Turrax Cistamina  PSD Pdl ZP
(cys) (nm) (mV)

Si Si 147.3 0.180 26.0

Sonicador No Si 163.6 0.204 26.7

Si No 158.5 0.149 28.6

Cristales Si Si 145.2 0.184 30.5

Goteo Si Si 1535  0.192  30.2

2| os tratamientos probados corresponden a la evaluacién de la formacién de cristales (Crystals) entre la cistamina y el
acido esteérico cuando el etanol se evapora, y la mezcla de la emulsién caliente por goteo con el agua fria para la
solidificacién de las nanoparticulas. La formulacién final contiene 150 mg de cistamina y se empled el protocolo

CysSA+ETOH para incorporarla.

Adicionalmente, se analizaron diferentes cantidades de cistamina para confirmar que el
método mas pertinente para incorporar la cistamina en las PEG-cSLNs es mediante el
empleo del ultra Turrax (Tabla 15), siguiendo el protocolo descrito en la seccion 3.2.1.1.
También, se determin6 que mediante una temperatura de ~80 °C, la cistamina se
incorpora apropiadamente en las nanoparticulas (Tabla 16). De esta manera, se ratifico
que la cantidad de 150 mg de cistamina fue la mas adecuada aplicando el protocolo de
manufactura establecido. En consecuencia, se obtuvieron nanoparticulas con tamafios

entre 120-130 nm en comparacion con los 180-200 nm que presentaban las
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nanoparticulas sin cistamina. De igual manera, tanto los PdIls como los ZPs se

mantuvieron dentro de los valores O6ptimos para garantizar unas adecuadas

caracteristicas fisicoquimicas.

Tabla 15. Comparacién de las caracteristicas
fisicoquimicas de nanoparticulas con diferentes
cantidades de cistamina siguiendo el protocolo
CysSA+ETOH y empleando ultra agitacion con un

Tabla 16. Comparacién de las -caracteristicas
fisicoquimicas de nanoparticulas con diferentes
cantidades de cistamina, siguiendo el protocolo
CysSA+ETOH, y empleando una temperatura de

Turrax. ~80 °C.

Cantidad®  PSD Pd ZP Cantidad® PSD Bd| ZP
(mg) (nm) (mV) (mg) (hm) (mV)
75 139.1 0.208 25.0 100 133.2 0.220 27.2
100 128.5 0.198 27.7 150 121.5 0.220 31.0
150 126.1 0.198 29.0 200 131.7 0.196 29.7
200 128.7 0.176 24.2 8 La incorporacion de cistamina se realizo con la formulacion que contiene el

PEG Myrj 52.

2la incorporacion de cistamina se realiz6 con la formulacién que contiene el

PEG Myrj 52.

La misma formulacion y protocolo establecido se realizé con el PEG: DSPE y con los
dos Tefoses 63 y 1500, al igual que con las SLNs sin PEG. En todas las formulaciones,
el tamafio de particula se redujo significativamente en comparacion con las PEG-cSLNs
gue no tenian en sus estructuras incorporado cistamina (Figura 48A). De igual manera
gue con las SLNs con Myrj 52, el tamafio de particula se encontraba entre los 120-130
nm. Inclusive las CO-cSLNs con cistamina presentaron una reduccién en el tamafio de

particula (~150 nm) en comparacién con las que no contenian cistamina (~200 nm).

En cuanto al Pdl, todas las poblaciones de las diferentes formulaciones analizadas con
cistamina, se encontraban con valores menores a 0.2 demostrando que la poblacion es
monodispersa. Por lo tanto, no se evidenciaron diferencias significativas entre las
nanoparticulas con cistamina y las que no contenian cistamina, excepto en la
formulacién con Myrj 52, en la cual, el Pdl aumenté en las PEG-cSLNs con cistamina en

comparacion con las que no tenian cistamina (Figura 48B).

Por ultimo, el potencial zeta de todas las formulaciones con cistamina se encontro entre
20-45 mV, adecuados para formar los PEG-SLNsplejos (Figura 48C). El potencial
disminuy6 significativamente en las formulaciones con DSPE y Tefose 1500, mientras
que en las SLNs sin PEG éste aumentd. Asi, se reflej0 que las caracteristicas
fisicoquimicas de las nanoparticulas que contienen PEG y cistamina son diferentes con
respecto a las que no contienen ni PEG ni cistamina. Las formulaciones con Myrj 52 y

Tefose 63 no presentaron diferencias significativas entre las PEG-cSLNs con y sin
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cistamina, siendo las nanoparticulas con Tefose 63 la que mantuvieron y alcanzaron el

mas alto potencial.
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La incorporacion de 150 mg de cistamina, determinada como la cantidad 6ptima, en las
formulaciones base (CO), PEGilada y sin PEGilar, resulté ser efectiva para reducir
significativamente el tamafio de particula. En todas las formulaciones con cistamina, se
observé una disminucién de ~50 nm en el tamafio de particula en comparacién con los
tamafios obtenidos con el protocolo modificado, manteniendo los valores de Pdl y ZP
dentro de los rangos 6ptimos para garantizar una distribucion monodispersa, con carga
superficial positiva y propiedades de estabilidad adecuadas. Este efecto se debe a la
capacidad de la cistamina, un disulfuro de diaminodietilo, para interactuar con los grupos
carboxilo del acido esteéarico a través de una interaccion electrostatica mediada por
puentes salinos. La incorporacion de la cistamina en la matriz de las PEG-CSLNs se
facilita debido a su estructura, que incluye un doble enlace disulfuro (S-S) con dos
grupos amino terminales, lo que acorta las cadenas del &cido esteérico y reduce el
tamafio de la nanoparticula (188).

4.1.5.1 Liofilizacién de las PEG-cSLN con Cistamina

Con la cistamina incorporada, se procedié a liofilizar las nanoparticulas con cuatro
PEGilados diferentes (Myrj 52, Tefose 63, Tefose 1500 y DSPE) para continuar con la
caracterizacion estructural y los ensayos biolégicos. Desafortunadamente, todas las
PEG-cSLNs con cistamina se vieron altamente afectadas a causa del estrés ocasionado
por las condiciones impartidas del proceso de liofilizacion (Tabla 17), a pesar de que se
determiné la temperatura de transicion vitrea (Tg) (Anexo V, Figura S3) y se empleo el

ciclo optimizado de liofilizacion descrito en la seccién 4.1.4.5
Tabla 17. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas entre

nanoparticulas incorporadas en su matriz cistamina después de ser
liofilizadas, tanto PEGiladas como sin PEGilar.

PEG2 PSD (nm) PdI ZP (mV)
Myrj 52 3950 0.909 43.7
DSPE 344.5 0.308 9.19
Tefose 63 830.9 0.982 47.8
*Tefose 63 226.3 0.270 28.2
Tefose 1500 1183 0.969 42.1
Cco 211.8 0.223 38.4
CO+Cys 595.9 0.830 59.5

8| aformulacién con PEG Tefose 63(*) con cistamina fue liofilizada con los parametros del proceso
estudiados y optimizados. El resto de las formulaciones, incluyendo las que no contienen PEG, se

liofilizaron mediante un ciclo convencional.

De hecho, se puede evidenciar que la receta optimizada afecté de manera menos
significativa al PEG Tefose 63 en comparacion con las caracteristicas fisicoquimicas

resultantes del ciclo convencional sin optimizar detallado en la seccién 3.2.1.2.
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En conclusion, estos resultados refuerzan que, al afiadir un nuevo excipiente a cualquier
formulacién galénica, se debe estudiar nuevamente el proceso de fabricacién, revelando
la importancia de la aplicacién de la ICHQS8 en cualquier formulacion farmacéutica que

se desarrolle, incluido en las formulaciones con nanoparticulas.

4.1.6 ESTUDIO DE ESTABILIDAD DE LAS PEG-cSLNs

El estudio de la estabilidad de las PEG-cSLNs es fundamental para garantizar su
viabilidad y eficacia en aplicaciones farmacéuticas. El pardmetro Pdl es relevante, ya
gue indica si las particulas estdn empezando a agregarse, siendo un excelente
indicador de la estabilidad de las nanoparticulas. Este andlisis se divide en tres
subapartados que abordan diversos aspectos de la estabilidad de las PEG-cSLNs en
diferentes condiciones y formulaciones. En el primer subapartado, se evalla la
estabilidad a corto plazo de las PEG-cSLNs suspendidas sin proceso de liofilizacion,

proporcionando informacion sobre su comportamiento inicial en almacenamiento.

Por otro lado, el segundo subapartado se enfoca en investigar la estabilidad a largo
plazo de las PEG-cSLNs después del proceso de liofilizacién, analizando su capacidad
para mantener la integridad estructural y las propiedades fisicoquimicas durante un
periodo prolongado. Por ultimo, en el tercer subapartado se analiza la estabilidad de las
PEG-cSLNs con cistamina, examinando como influye en su estabilidad la combinacion
de estos dos excipientes. Este estudio integral de estabilidad permite abordar
exhaustivamente distintos aspectos de las SLNs, desde su forma liquida hasta su
version liofilizada, proporcionando una visibn completa de su comportamiento en

distintas condiciones.

4.1.6.1 Estudio de Estabilidad de las PEG-cSLNs Suspendidas sin Liofilizar

Los estudios de estabilidad se llevaron a cabo durante 30 dias con dos diferentes
temperaturas, 4 °C y 25 °C, para determinar la estabilidad temporal de las PEG-cSLNs
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, con el objetivo de tener unos primeros datos
sobre el posible holding time que podrian tener estas formulaciones antes del proceso
de liofilizaciéon. Los puntos de analisis fueron a los 6, 10 15, 20, 24, 29, y 34 dias. En
todas las formulaciones, las PEG-cSLNs presentaron una mejor estabilidad a 4 °C que
a 25 °C puesto que la poblacién de nanoparticulas permanecié monodispersa (PdI<0.2)
durante los 30 dias transcurridos (Figura 49). Sin embargo, los valores del PdI de todas
las formulaciones a 25 °C, incluyendo una (Brij S100) a 4 °C presentaron correlacion

con el tiempo transcurrido (Anexo Ill, Tabla S6). En consecuencia, los Pdls aumentaron
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a lo largo del tiempo, en donde, aproximadamente en el dia 20 los indices fueron

superiores a 0.2.
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Figura 49. indice de polidispersidad (Pdl) de nanoparticulas correspondientes a cuatro formulaciones con PEGs distintos
(Brij S100, Gelucire, Myrj 52 y Myrj S100) durante un periodo de 30 dias a diferentes temperaturas (4 °C y 25 °C). El
analisis estadistico se realiz6 por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y
***n<0.001.

De igual manera, los tamafios de particula en todas las formulaciones fueron de menor
tamafo a 4 °C que a 25 °C. No obstante, se puede apreciar que existe un incremento
en el tamafio en comparacion con el dia inicial de manufactura (Figura 50). En
consecuencia, claramente se puede apreciar una correlacion entre los dias
transcurridos y los tamafios de particula de todas las formulaciones con las dos
temperaturas utilizadas. En otras palabras, a medida que pasan los dias, el tamafio de

las PEG-cSLNs aumenta progresivamente (Anexo lll, Tabla S6).

158



325+

300

275+

2501

PSD (nm)

225+

200

1754

2757

2501

2251

PSD (nm)

2001

175+

Brij $100

[

*4

ns *

Days

E*

P

6 10 15 20 24 29 34

Days

W 4°C

B 25°C

W 4C
B 25°C

PSD (nm)

300

275+

2501

225+

PSD (nm)

200+

175

150=

270+

2501

230

210

190

170+

Gelucire 50/13

*%

I3

Fr3

Days

Myrj S100

Fr)

ns ns ns

4 9 14 18

Days

23

ns

23

I3

28

28

32

32

W 4°C
B 25°C

I 4°C
B 25<C
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analisis estadistico se realizd por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y

***p<0.001.

Por ultimo, los valores del potencial zeta de las PEG-cSLNs se mantuvieron dentro del

rango requerido, entre 20—45 mV durante el periodo de almacenamiento de 30 dias

(Figura 51). Adicionalmente, se determinaron correlaciones entre el potencial Z y los

dias transcurridos de todas las formulaciones a 4 °C, excepto para la formulacion de Brij

S100 (Anexo lll, Tabla S6). De este modo, a medida que pasaron los dias, el potencial

Z de las PEG-cSLNs aumento, de los cuales, aproximadamente desde el dia 23 se

puede observar un incremento del potencial.
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y ***p<0.001.

Pardmetros como el tamafio de particula y la distribucién de tamafo (Pdl) son factores
importantes para evaluar la estabilidad de los sistemas coloidales suspendidos en medio
acuoso sin liofilizar (189). En este contexto, Sufié-Pou et al. (2019) reporté que las CO-
cSLNs empezaron a agregarse a partir del dia 18 aproximadamente, llegando a una
maxima agregacion en el dia 24 a 4 °C. Para un mejor rendimiento, recomendaron
mantener las nanoparticulas por un periodo maximo de 15 dias a 4 °C. No obstante, las
PEG-cSLNs fueron mas estables (~30 dias) en comparacion con las originales, debido
a factores favorables como la estabilidad estérica otorgada por el PEG y la carga
superficial establecida por el lipido catidnico utilizado. Esto indica que las CO-SLNs
PEGiladas se mantienen estables, con valores de Pdl inferiores a 0.2, incluso después

de 30 dias de almacenamiento a 4 °C, duplicando asi el tiempo de estabilidad de las

nanoparticulas sin PEGilar.
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4.1.6.2 Estudio de Estabilidad de las PEG-cSLNs Liofilizadas

Una vez conocida la estabilidad de las PEG-cSLNs antes de ser liofilizadas, se procede
a realizar un estudio de estabilidad de las nanoparticulas liofilizadas, con una duracion
de 12 meses y utilizando las mismas temperaturas de la secciéon anterior (4 °C y 25 °C).
Los tiempos de analisis fueron a los 1, 3, 6, 9 y 12 meses. Los resultados obtenidos
mostraron una estabilidad similar a la observada en las nanoparticulas sin liofilizar en
términos de Pdl, evidenciando que todas las formulaciones con PEG liofilizadas
mantuvieron una mejor estabilidad a 4 °C que a 25 °C. En efecto, todos los valores de
Pdl permanecieron alrededor de 0.2 (Figura 52), indicando que las PEG-cSLNs
reconstituidas mantuvieron una dispersion poblacional monodispersa durante un afo,
con la excepcion de la formulacion con Brij S100, que fue el PEG mas afectado por el

tiempo transcurrido.

Ademas, se determind una correlacién entre el Pdl y el tiempo transcurrido para las
formulaciones con Gelucire y Myrj 52 a 4 °C (Anexo lll, Tabla S7). Sin embargo, no se
encontraron ninguna correlacion con el resto de las formulaciones (Brij S100, DSPE,
and Myrj S100). Este factor puede ser atribuido a las largas cadenas de carbono
presentes en estos PEGs, particularmente el DSPE, el cual conduce a una mayor fuerza
de repulsion a causa del efecto estérico que ejerce sobre los cSLN que se encuentran
completamente recubiertas (136,190).

En relacién con el PSD, al igual que los resultados obtenidos de la estabilidad de las
nanoparticulas sin liofilizar, las PEG-cSLNs liofilizadas presentaron tamafios estables a
4 °C en todas las formulaciones, incluyendo la que tiene Brij S100 (Figura 53).
Curiosamente, en algunas formulaciones, las SLNs fueron mas pequefias a 25 °C que
a 4 °C, y viceversa (DSPE, Gelucire, Myrj 52 y S100), lo que indica la inestabilidad que
presentan las nanoparticulas a temperatura ambiente. Esto sugiere que la temperatura
mas efectiva para mantener y evitar la aglomeracién de las PEG-cSLNs es a 4°C.
Ademas, no se encontré ninguna correlacion entre el tamafo de particula y el tiempo
transcurrido con las dos temperaturas analizadas, excepto en la formulacion con Brij
S100 a 4 °C (Anexo lll, Tabla S7). Esto significa que el tamafio de particula se mantuvo

estable durante todo el afio completo.

En cuanto al ZP, en algunas formulaciones las PEG-cSLNs presentaron una mayor
carga superficial a 25 °C que a 4 °C (DSPE, Gelucire, Myrj 52 and S100; Figura 54). No
obstante, todos los valores del potencial Z se mantuvieron dentro del rango requerido

(20-45 mV) durante todo el afio transcurrido en todas las formulaciones, como se
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PdI

confirm6 con los posteriores ensayos bioldégicos que evaluaron la union electrostética

del material genético con las nanoparticulas.
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Figura 52. indice de polidispersidad (Pdl) de nanoparticulas correspondientes a cinco formulaciones con PEGs
distintos (Brij S100, Gelucire, DSPE, Myrj 52 y Myrj S100) durante un afio a diferentes temperaturas (4 °Cy 25 °C). El
andlisis estadistico se realizo por triplicado. No existen diferencias significativas (ns), *p=0.01-0.05, **p=0.001-0.01 y
***n<0.001.
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En conclusién, se consiguié el proposito de preservar la estabilidad a largo plazo y
extender la vida Gtil de las nanoparticulas con un proceso de liofilizacion, a pesar de que
mas esfuerzos deben ser empleados con tal de optimizar dicho proceso. Sin embargo,
a través de la mejora de los pardmetros que conlleva el proceso de liofilizacién, es
posible mantener la integridad de las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas, y posteriormente potenciar su estabilidad a largo plazo en unas

condiciones de almacenamiento asequibles (4 °C).

4.1.6.3 Estudio de Estabilidad de las PEG-cSLNs con Cistamina

Con la cistamina incorporada, se procedio a realizar el estudio de estabilidad con cuatro
PEGilados diferentes (DSPE, Myrj 52, Tefose 63, Tefose 1500) y con las SLNs sin PEG
(CO), utilizando el procedimiento detallado en la seccién 3.2.1.6 De esta manera, las
PEG-cSLNs con cistamina suspendidas en medio acuoso sin liofilizar permanecieron 30
dias bajo dos temperaturas diferentes (4 °C y 25 °C) para determinar la estabilidad
temporal de estas nanoparticulas. Los puntos de andlisis fueron a los 6, 10 15, 20, 25y
31 dias.

Los resultados obtenidos fueron similares a los estudios de estabilidad previamente
desarrollados (Seccién 4.1.6.1). Se puede observar que, en todas las formulaciones, las
PEG-cSLNs con cistamina presentaron una mejor estabilidad a 4 °C que a 25 °C, puesto
gue la poblacién de nanoparticulas permanecié monodispersa (PdI<0.2) durante los 30
dias transcurridos (Figura 55). De manera similar que los Pdls, en todas las
formulaciones los tamafios de particula fueron de menor tamafio a 4 °C que a 25 °C. No
obstante, se puede apreciar que existe un incremento en el tamafio en comparacién con
el dia inicial de manufactura (Figura 56). Por lo tanto, a medida que pasan los dias, el
tamario de las PEG-cSLNs aumenta progresivamente, es decir, se aglomeran debido a

las fuerzas irreversibles de atraccién que existen entre ellas.

Por dultimo, los valores del potencial zeta de las PEG-cSLNs con cistamina se
mantuvieron dentro del rango requerido, entre 20-45 mV, durante el periodo de
almacenamiento de 30 dias, tanto a 4 °C como a 25 °C (Figura 57). En las formulaciones
con DSPE y Myrj 52, a partir del dia quinto, el potencial aumenté considerablemente.
Quizas se puede deber a la aglomeracién de las nanoparticulas o a la influencia que la

cistamina provoca en la matriz de las nanoparticulas.

En resumen, todas las formulaciones de PEG-cSLNs con cistamina suspendidas en

medio acuoso sin liofilizar presentaron mayor estabilidad a 4 °C que a 25 °C,
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manteniendo una poblacion monodispersa de nanoparticulas (PdI<0.2) durante un
periodo de 30 dias. Aunque se observé un aumento progresivo en el tamafo de particula
con el tiempo, indicativo de aglomeracion debido a fuerzas de atraccion irreversibles,
los valores del ZP se mantuvieron dentro del rango requerido (20—45 mV) a lo largo del

periodo de almacenamiento.
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Figura 55. indice de polidispersidad (Pdl) de nanoparticulas con cistamina correspondientes a cuatro formulaciones
con PEGs distintos (DSPE, Myrj 52, Tefoses 63 y 1500) durante un periodo de 30 dias a diferentes temperaturas
(4 °Cy 25 °C). CO representa colesteril oleato correspondiente a la formulacién sin PEG; CO+Cys representa
colesteril oleato correspondiente a la formulacién sin PEG con cistamina.
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4.2 SECCION BIOLOGICA

4.2.1 CITOTOXICIDAD DE LAS PEG-cSLNs

Se determinaron los efectos sobre la viabilidad/citotoxicidad celular de cinco
formulaciones con PEGs distintos incorporados en el ndcleo de la matriz de las cSLNSs,
antes y después del proceso de liofilizacion. Se incubaron diferentes volimenes de cada
PEG-cSLN con células HEK293T durante 24 y 48 h. Como resultado, en todas las
formulaciones que contienen PEG, se observaron efectos toxicos a nivel visual
utilizando voliumenes superiores a 15-20 L, tanto en las nanoparticulas suspendidas
sin liofilizar como en las reconstituidas (Figura 59). Adicionalmente, todas las
formulaciones liofilizadas, incluyendo la que no contiene PEG (CO-cSLNSs), presentaron
menor toxicidad que las nanoparticulas suspendidas en medio acuoso sin liofilizar,
ratificando la ventaja de utilizar la liofilizacion como proceso para mantener las

nanoparticulas estables a lo largo del tiempo.

En todas las formulaciones liofilizadas, volumenes entre 5-10 uL son favorables para
no provocar muerte celular. Solamente la formulaciéon con PEG DSPE, empleando un
volumen de 10 pL, no presentd toxicidad en los dos estados analizados (PEG-cSLNs
suspendidas sin liofilizar y liofilizadas), el resto de las formulaciones con nanoparticulas
suspendidas sin liofilizar presentaron toxicidad a partir de este volumen. Las
formulaciones DSPE, Gelucire y Mirj S100 mostraron ser posibles candidatos para
transfectar células empleando 10 L de solucion, mientras que Brij S100 y Myrj 52, con

el mismo volumen resultaron ser toxicas.

Estos resultados cualitativos fueron corroborados cuantitativamente por citometria
(Figura 58), reflejando que, al agregar un volumen de 20 yL o mas de PEG-SLNs, la
viabilidad celular disminuye aproximadamente un 65% en comparaciéon con las células
no tratadas después del tiempo de incubacién. También, estos resultados revelaron que
efectivamente a volumenes de 10 uL, en todas las formulaciones y, al parecer, en ambos
estados (PEG-cSLNs suspendidas sin liofilizar y liofilizadas), las PEG-cSLNs
demostraron presentar una alta viabilidad celular, con resultados superiores al 90%. Asi,
se evidencia la ausencia de toxicidad de 10 pL de todas las formulaciones de

nanoparticulas en las células HEK293T.
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Figura 59. Imagenes de células HEK293T con diferentes volimenes (0, 5, 10, 15, 20, 25 yL) y tipos de
SLNs, tanto PEGiladas como sin PEGilarar: (A) CO, (B) Brij S100, (C) DSPE, (D) Gelucire, (E) Myrj 52 y (F)
Myrj 100 suspendidas en medio acuoso sin liofilizar (Susp.) y liofilizadas filtradas (Fil.Lyo.). Las fotografias

fueron tomadas pasadas las 24 y 48 horas de incubacion.
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Figura 58. Viabilidad celular de células HEK293T después de 48 horas de incubacion con dos volumenes
diferentes (10 yL y 20 pL) de PEG-cSLN en estados suspendidos sin liofilizar y liofilizados mediante citometria de
flujo. Abreviaturas: PC, control positivo; COS, colesteril oleato suspendido sin liofilizar; COL, colesteril oleato
liofilizado; BS, Brij S100 suspendido sin liofilizar; BL, Brij S100 liofilizado; DS, DSPE suspendido sin liofilizar; DL,
DSPE liofilizado; GS, Gelucire suspendido sin liofilizar; GL, Gelucire liofilizado; M52S, Myrj 52 suspendido sin
liofilizar; M52L, Myrj 52 liofilizado; MS100S, Myrj S100 suspendido sin liofilizar; MS100L, Myrj S100 liofilizado.
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Resaltar que, la formulacion liofilizada con DSPE presenté una mayor viabilidad con un
volumen de 20 uL en comparacion con 10 uL. Notablemente, el PEG Myrj S100 parece
ser la formulacién mas prometedora, ya que en ambos estados presenté una viabilidad
celular sobre el 90% con ambos volumenes probados. Este hecho podria ser debido a
una menor concentracién de nanoparticulas fruto de la filtracién para la eliminacién de

aglomerados previamente descrita en la seccion 4.1.4.1.

En cuanto a los ensayos de viabilidad/citotoxicidad celular utilizando las SLNs con
cistamina, tanto PEGiladas como sin PEGilar, todas las formulaciones resultaron ser
téxicas para las células con volumenes superiores a 5 L, resultando asi, menos viables
que las PEG-cSLNs sin cistamina (Figura 60). Esto se debe a que los ensayos hioldgicos
se realizaron con SLNs suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, dado a que la
liofilizacion causo la aglomeracion irreversible de estas nanoparticulas. Asi, como se
esperaba, estas PEG-cSLNs con cistamina resultaron ser muy téxicas para las células,
puesto que estan diluidas en un porcentaje bajo de etanol. Motivo por el cual, para poder
potenciar estas nanoparticulas se deberia realizar un nuevo estudio y optimizacion del
proceso de liofilizacién o buscar alguna otra alternativa para eliminar el etanol sin que
se produzca la cristalizacion entre la cistamina y el acido estearico. Quizas una posible
alternativa podria ser la eliminacién de etanol mediante dialisis si no se pudieran liofilizar

estas nanoparticulas.
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Figura 60. Imagenes de células HEK293T con diferentes volimenes (0, 2, 4, 5, 10, 15, 20 pL) y tipos de SLNs, PEGiladas y sin PEGilar, en cuya matriz se ha incorporado
cistamina: (A) CO, (B) CO+Cys, (C) DSPE, (D) Myrj 52, (E) Tefose 63 y (F) Tefose 1500. Las fotografias fueron tomadas pasadas las 24 y 48 horas de incubacion.
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4.2.2 FORMACION DE LOS SLNplejos CON LAS PEG-cSLNs

Se realizaron ensayos de retardo por medio de electroforesis en geles de agarosa, para evaluar la eficacia de unién de 4cidos nucleicos con las
PEG-cSLN. En este sentido, la eficiencia de carga se determind evaluando la presencia de ADN libre no unido con las nanoparticulas en los
geles, reflejando asi, la capacidad de unidon de las nanoparticulas PEGiladas. Tanto las PEG-cSLNs suspendidas sin liofilizar como liofilizadas
formaron SLNplejos con un volumen de 10 uL cuando la cantidad de ADN plasmidico fue entre 0.5y 1.0 ug de material genético (Figura 61). En
cambio, cuando se utilizaron cantidades superiores a los 2 ug, las PEG-cSLNs fueron incapaces de formar suficientes complejos, debido a que
el ADN libre fue detectado en los geles. Sin embargo, las formulaciones con SLNs suspendidas sin liofilizar formaron complejos en todas las
cantidades de material genético, excepto en la formulacion con Myrj S100.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16




Figura 61. Electroforesis en gel de agarosa de los cinco diferentes complejos PEG-cSLN:ADN, tanto en estado
suspendido sin liofilizar como liofilizado, con cantidades crecientes de ADN plasmidico. La imagen (A) corresponde a 500
ng de ADN, la imagen (B) a 750 ng, la imagen (C) a 1000 ng y la imagen (D) a 2000 ng. Carriles 1y 9: escalera de ADN;
carriles 2 y 10: plasmido de luciferasa MHC; carriles 3 y 4: oleato de colesterilo suspendido sin liofilizar y liofilizado; carriles
5y 6: DSPE suspendido sin liofilizar y liofilizado; carriles 7 y 8: Myrj S100 suspendido sin liofilizar y liofilizado; carriles 11
y 12: Gelucire suspendido sin liofilizar y liofilizado; carriles 13 y 14: Myrj 52 suspendido sin liofilizar y liofilizado; carriles
15y 16: Brij S100 suspendido sin liofilizar y liofilizado.

La capacidad de las CO-cSLNs para formar complejos se ha reportado previamente
(109,148). En este sentido, los resultados confirmaron la idoneidad de estas PEG-cSLNs
para poderse unirse con material genético, tanto en estado suspendido sin liofilizar como
liofilizado, a pesar de la incorporacion de la PEGilacion. Mientras la PEGilacién reduce
la carga superficial (ZP), lo cual podria afectar la capacidad de unién entre las
nanoparticulas y el ADN, la carga positiva restante fue suficiente para facilitar la
formacion de SLNplejos en todas las formulaciones con PEG. Notablemente se pudo
evidenciar que el potencial Z aument6 después del proceso de liofilizacidon, mejorando

la facilidad de formacion de los SLNplejos.

Adicionalmente, se pudo determinar que las SLNs con cistamina, tanto PEGiladas como
sin PEGilar, formaron complejos con material genético cuando la cantidad de ADN
plasmidico fue entre 0.5y 1.0 yg a pesar de que el volumen utilizado fue apenas de 2
pL (Figura 62). Este resultado se corrobora con el potencial zeta determinado en las

secciones 4.1.7 y 4.1.8.3. De igual manera que las PEG-cSLNs sin cistamina, no se

plasmidico.

1 2 3 4 5

B

pudieron formar complejos utilizando cantidades superiores a los 2 ug de ADN
1 7

6 7
5 6 7
.

Figura 62. Electroforesis en gel de agarosa de seis diferentes complejos SLNs:ADN con PEG y sin PEG, en cuya matriz
se ha incorporado cistamina (Cys). Distintas cantidades crecientes de ADN plasmidico fueron evaluadas. La imagen (A)
corresponde a 250 ng de ADN, la imagen (B) a 500 ng, la imagen (C) a 1000 ng y la imagen (D) a 2000 ng. Carril 1:
plasmido de luciferasa MHC; carriles del 2 al 7 pertenecen a los siguientes complejos en el siguiente orden: colesteril
oleato (CO), CO+Cys, DSPE+Cys, Myrj 52+Cys, Tefose 63+Cys y Tefose 1500+Cys.
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4.2.3 TRANSFECCION DE CELULAS HEK293T CON LAS PEG-cSLNs

Una vez determinado el volumen de PEG-cSLNs (10 pL) que result6 viable y capaz de
formar complejos con material genético, se procedio a transfectar células HEK293T con
el plasmido MHC mediante la aplicacién de las PEG-cSLNs. En comparacion con el
control positivo (Lipofectamina), el numero de células transfectadas fue
significativamente bajo en todas las formulaciones desarrolladas, incluyendo las SLNs
sin PEG (CO). Ademas, se puede observar que la transfeccion utilizando las PEG-
cSLNs fue claramente menor en comparacion con las CO-cSLNs (Figura 63). Cabe
subrayar que todos estos estudios se hicieron con formulaciones previas a la
optimizacion del proceso de liofilizacidn. Asi, estos resultados indican que tanto al afiadir
un nuevo excipiente a la formulacién base como también el estrés generado por el
proceso de liofilizacién, alteran las propiedades fisicoquimicas originales de las SLNSs.
Por lo tanto, si se logran mantener intactas las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas, potencialmente se podrian alcanzar mejores resultados de transfeccion
celular. Por lo que, con un proceso de liofilizacion optimizado, que no genere tanto estrés
a las PEG-cSLNs, y mantengan en condiciones adecuadas las propiedades

fisicoquimicas, se podrian conseguir transfecciones més eficaces.
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Figura 63. Eficiencia de transfeccion mediante la aplicacion de diferentes tipos de PEG-cSLNs
(DSPE, Brij S100, Myrj 52, Myrj S100 y Gelucire). Cada muestra se realizo por triplicado. El blanco representa al
tratamiento sin plasmido ni agente de transfeccién (Lipofectamine 2000); el control negativo contiene sélo el plasmido
(MHC); el control positivo el pldsmido con la Lipofectamine 2000; y el colesterol son las SLNs sin PEG (CO).
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Asimismo, se transfectaron células HEK293T con apenas 2 pL de PEG-cSLNs con
cistamina debido a que estas nanoparticulas presentaron una alta citotoxicidad, cuyos
resultados fueron descritos en la seccién 4.2.1. Se puede observar claramente que
todas las formulaciones con cistamina presentaron, incluyendo las CO-cSLNs, tasas de
transfeccion muy bajas (Figura 64) en comparacion con las PEG-cSLNs sin cistamina.
Estos resultados corroboran los datos obtenidos en los ensayos de citotoxicidad, puesto
que al ser estas PEG-cSLNs muy toxicas para las células, evidentemente las tasas de

transfeccion seran muy bajas.
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Figura 64. Eficiencia de transfeccibn mediante la aplicacién de diferentes tipos de PEG-cSLNs
(DSPE, Brij S100, Myrj 52, Myrj S100 y Gelucire), en cuya matriz se ha incorporado cistamina (Cys).
Cada muestra se realiz6 por triplicado. El blanco representa al tratamiento sin plasmido ni agente de
transfeccion (Lipofectamine 2000); el control negativo contiene sélo el plasmido (MHC); el control
positivo el plasmido con la Lipofectamine 2000; y el colesterol son las SLNs sin PEG (CO) y sin cistamina
(Cys). Todas las nanoparticulas de las demas formulaciones contienen cistamina en su matriz lipidica.

En conclusion, queda pendiente para el grupo de investigacion evaluar las propiedades
biologicas de las PEG-cSLNs liofilizadas mediante un proceso de liofilizacién
optimizado. Esto podria potencialmente resultar en tasas de transfeccion del plasmido
més favorables, dado que las caracteristicas fisicoquimicas de las PEG-cSLNs no se
verian comprometidas debido al estrés ejercido por la liofilizacion. Asimismo, es

probable que la captaciéon celular sea mayor en comparacion con las PEG-cSLNs
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liofilizadas mediante un ciclo convencional, en el cual, no se ha llevado a cabo un estudio

de los pardmetros del proceso de liofilizacion.

Ademas, queda claro que se tiene que estudiar los parametros para luego optimizar un
nuevo proceso de liofilizacién que permitan liofilizar las PEG-cSLNs con cistamina para
de esta manera asegurarse que el poco remanente de etanol que pueda quedar en la
suspension coloidal desaparezca por completo, y se elimine la alta toxicidad que
presentaron estas nanoparticulas en los ensayos de citotoxicidad. Si no es posible
liofilizar las PEG-cSLNs con cistamina, quizas otros métodos para eliminar el etanol se
tendrian que emplear, entre ellos, realizar didlisis a estas suspensiones y liofilizarlas o
a su vez realizar los ensayos bioldgicos con las nanoparticulas en suspension acuosa

sin liofilizar.
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5. DISCUSION
GENERAL






La terapia génica y terapias con ARN son un campo que ha experimentado una notable
evolucién en los dltimos afios, consoliddndose como una estrategia prometedora y
revolucionaria para el tratamiento de diversas enfermedades genéticas y adquiridas,
entre las que se incluyen el cancer, las enfermedades cardiovasculares y
neurodegenerativas. Este progreso se ha visto impulsado por avances significativos en
la comprensién de la biologia molecular y en la tecnologia de transporte y entrega de
acidos nucleicos terapéuticos (3,4,55). No obstante, uno de los principales desafios en
este campo es lograr una entrega eficiente del acido nucleico a las células diana, dado
su potencial para modular la expresidbn génica y tratar una amplia gama de
enfermedades incluyendo enfermedades virales. Efectivamente, las herramientas
basadas en la tecnologia del ADN y ARN se conocen desde hace décadas, pero la
capacidad de administrar estas biomoléculas para que logren realizar el efecto
terapéutico deseado con éxito sin ser degradadas previamente requiere de mas
esfuerzos e inversion en investigacion en el desarrollo de nuevos vectores (55,77,78).

Este desafio se centra principalmente en el &mbito galénico.

En este contexto, los vectores no virales han ganado interés como alternativas
prometedoras, seguras y eficaces frente a los vectores virales tradicionales, debido a su
capacidad para evitar respuestas inmunes adversas y ofrecer un perfil de seguridad mas
adecuado. Entre estos, las nanoparticulas solidas lipidicas (SLNs) han emergido como
herramientas versétiles de entrega de acidos nucleicos, gracias a su capacidad para
transportar y entregar eficientemente ADN/ARN terapéutico a las células diana. Las
SLNs ofrecen ventajas significativas, como una mayor estabilidad, biocompatibilidad,
capacidad de carga de acido nucleico y su potencial para la modificacion superficial, lo
que las convierte en candidatas ideales para aplicaciones terapéuticas (62,73,92,126).
Prueba de ello es gque las terapias con ARN actualmente comercializadas en el mercado

con nanotransportadores son a base de nanoparticulas lipidicas (133).

En esta tesis doctoral, se investigé la viabilidad y eficacia de formulaciones preexistentes
de cSLN con colesteril oleato (CO-cSLN) como portadores de acidos nucleicos para
terapia génica, mas concretamente para el transporte de plasmidos, con un enfoque en
la incorporacion de excipientes PEGilados, cuyas propiedades multifuncionales se
exploraron en detalle. Cabe recalcar que actualmente no se ha conseguido desarrollar
con éxito ninguna formulacion a base de nanoparticulas capaces de transfectar
plasmidos que esté en el mercado, debido principalmente al gran tamafio de estas

biomoléculas.
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En los ultimos afos, se han registrado avances significativos en la ingenieria de vectores
no virales para lograr una entrega eficiente de ARN. La incorporacién de excipientes
PEGilados en las SLNs han evidenciado mejoras significativas en sus propiedades
fisicoquimicas y bioldgicas. Estos excipientes desempefian un papel clave como
estabilizadores de la nanoparticula, reduciendo la agregacion y mejorando la estabilidad
coloidal tanto durante el almacenamiento como en la fase de administracion. Asimismo,
promueven la reduccién de la respuesta inmune, brindan proteccion contra enzimas y
mejoran la capacidad de transfeccién de ADN/ARN (142,147,162).

Los excipientes PEGilados también pueden modular la interaccién de las SLNs con las
células diana, mejorando asi la eficiencia de transfeccidén y reduciendo la toxicidad.
Adicionalmente, proporcionan una superficie funcional susceptible de ser modificada
para potenciar tanto la capacidad de carga como la especificidad de entrega de ARN
(144). En definitiva, los excipientes PEGilados desempefian un papel crucial en la
optimizacién de las SLNs como vectores de entrega de ARN, incrementando su eficacia

terapéutica y su potencial clinico.

En este sentido, es relevante hacer hincapié en que la seleccién de los excipientes
PEGilados utilizados en esta tesis, se basé en a una revision bibliografica que respalda
su idoneidad para no comprometer el propésito y la filosofia del grupo de investigacion,
que se centra en el desarrollo de medicamentos eficaces, reproducibles, seguros y
econdmicamente viables. En consecuencia, se considerd fundamental que el PEG
empleado no fuera excesivamente costoso y que no interfiriera con el método de
fabricacion existente, el cual se considera facilmente escalable, ademas de evitar el uso

de disolventes organicos.

Inicialmente, se seleccionaron cinco PEGs (Brij S100, DPSE, Gelucire, Myrj 52 y Myr;j
S100) para llevar a cabo un analisis preliminar (screening) y evaluar la viabilidad de su
incorporacion en la superficie de las CO-SLNs. Posteriormente, basandose en los
resultados de este analisis, se afadieron dos PEGilados adicionales (Tefose 63 y Tefose
1500), ya que su balance hidrofilo-lipofilico (HLB) se asemejaba mas al de las
emulsiones o/w. Todos estos excipientes han demostrado ser biocompatibles en
estudios previos que utilizaron nanoparticulas PEGiladas, sin evidenciar toxicidad
severa en dosis agudas o crénicas. Ademas, todos los PEGs fueron elegidos
considerando el proceso de fabricacion, ya que se necesitan excipientes con puntos de
fusion por debajo de los 70 °C. En este sentido, los puntos de fusién de todos los PEGs

utilizados se encontraban en el rango de 50-60 °C.
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El primer paso consistio en determinar la viabilidad de formar nanoparticulas utilizando
estos excipientes, o si, por el contrario, se obtenian particulas de mayor tamafo. Las
pruebas iniciales indicaron la posibilidad de incorporar este excipiente para continuar
con la formacion de las PEG-cSLNSs, lo que llevo a realizar un estudio para determinar
la cantidad optima de PEG a incorporar en la formulacion. Se disefaron varias
formulaciones con diferentes cantidades de PEG, variando desde un minimo de 50
mg/lote hasta un maximo de 350 mg/lote. Tal como se ha expuesto en los resultados, la
suma de acido estearico, colesteril oleato y PEG debe ser de 500 mg, dado que esta
proporcion fue determinada como 6ptima para formar la capa matricial de las SLNs

desarrolladas en una tesis anterior del mismo grupo de investigacion.

Como resultado, se fabricaron cuatro formulaciones distintas, cada una utilizando un
tipo especifico de PEG (Brij S100, Gelucire, Myrj 52 y Myrj S100), con cantidades
variables (50, 150, 250, 350 mg). La proporcion de acido estearico (SA) y colesteril
oleato (CO) que conforman la matriz de las PEG-cSLNs depende de la cantidad de PEG
afiadida, manteniendo una relacion de 3/5 de CO y 2/5 de SA para alcanzar un total de

500 mg, constituyendo asi la matriz sélida lipidica de las PEG-cSLNs.

En todas las formulaciones con diferentes cantidades de PEG, se obtuvieron SLNs con
tamanos entre los 200 y 300 nm, dependiendo de la cantidad de PEG empleado. En la
mayoria de las formulaciones que emplearon 50 mg de PEG, excepto aquella con el
PEG Myrj S100, tanto el tamafo de particula como el Pdl aumentaron, indicando la
formacion de posibles aglomerados. No obstante, en casi todas las formulaciones,
excepto aquella con el PEG Brij S100, se logré obtener nanoparticulas estables con
tamanos de particula cercanos a los 200 nm y un PdI>0.2 al emplear 150 mg de PEG.
Este resultado es relevante, ya que esta cantidad de excipiente PEGilado se utilizara en
la fabricacion de PEG-cSLNs para continuar con los siguientes ensayos, incluyendo
liofilizacion, morfologia, estabilidad, toxicidad, formacién de complejos con material
genético y transfeccion celular mediante estas nanoparticulas PEGiladas. En
consecuencia, las cantidades de la formulacion final fueron 140 mg de acido estearico,

210 mg de colesteril oleato y 150 mg de PEG.

Curiosamente, el PEG Brij S100 presentdé un menor tamafio de particula (menos
aglomeracion) a medida que aumentaba la cantidad de PEG empleado. Por lo tanto, fue
el unico excipiente que, al utilizar 350 mg de PEG, mostré el tamano de particula mas
pequeno (166.2 mg). Sin embargo, es relevante ser cauteloso al determinar la cantidad
de PEG a incorporar, pues un exceso de este excipiente puede interferir en la

transfeccion celular. En cuanto al potencial zeta, éste varié entre las diferentes
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formulaciones, siendo el PEG Brij S100 el que presenté el menor potencial Z (23.7 mV)
entre todos los PEGs, mientras que los otros tres PEGs mostraron potenciales alrededor
de los 30 mV, manteniéndose dentro del rango éptimo (20—45 mV) para permitir la unién
del material genético a las PEG-cSLNs y favorecer su adecuada liberacion una vez

dentro de la célula.

Por ultimo, el PEG DSPE no se utilizé6 en estos ensayos preliminares hasta que se
establezca la cantidad adecuada de PEG para utilizar. Dado que es el PEG mas costoso
y no se dispone de grandes cantidades, es necesario reservar este excipiente para
ensayos especificos una vez que se haya definido el método de fabricacion y se hayan
confirmado la estabilidad y repetibilidad de las caracteristicas fisicoquimicas de las PEG-

cSLNs en todos los procesos de fabricacion.

A pesar de que los resultados preliminares de caracterizaciéon de las PEG-cSLNs
fabricadas y sus caracteristicas galénicas no alcanzaron las expectativas iniciales, se
implementaron diversas estrategias para reducir el tamafio de particula y mejorar su
capacidad de penetracion y eficacia terapéutica in vivo. Estas estrategias se basaron en
una revision bibliografica sobre la reduccion del tamafo de particula, explorando

métodos tanto fisicos como quimicos (cistamina) para alcanzar este objetivo.

La primera estrategia consistié en prolongar el tiempo y aumentar la velocidad de ultra
agitacion durante el proceso de fabricacion de las nanoparticulas, modificando asi el
protocolo original. Como resultado de esta modificacion, al comparar el tamafio de
particula entre las cinco PEG-cSLNs (incluido DSPE) y las nanoparticulas sin PEGilar
(CO-cSLNs) mediante el protocolo de manufactura de las SLNs modificado, se observo
una reduccion significativa del tamafo de particula que oscilaba entre 30 a 50 nm,
siendo Gelucire y DSPE los PEGs que mostraron los tamafos de particula mas
pequefios (~170 nm). Asimismo, las CO-cSLNs exhibieron una reduccién en el tamafo
de particula de 237 a 202 nm, lo que sugiere que seria recomendable aplicar esta
modificacion en el protocolo de manufactura para futuras fabricaciones bajo este

método.

En cuanto a las otras caracteristicas fisicoquimicas, tanto el Pdl como el ZP se
mantuvieron dentro de los parametros 6ptimos, lo que indica una poblacion
monodispersa y potenciales dentro del rango de 20-45 mV. Con estos resultados
obtenidos y la implementacién del protocolo modificado, se realizaron analisis

estadisticos para determinar el impacto que tiene la PEGilacién sobre las caracteristicas
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fisicoquimicas de las nanoparticulas, comparando el tamafo de particula, el Pdl y el ZP
de las PEG-cSLNs con las CO-cSLNs.

Como resultado, se evidencié que la incorporacion de un nuevo excipiente afecté a las
propiedades fisicoquimicas, especialmente el tamafo de particula. Todas las PEG-
cSLNs presentaron tamafios menores en comparacion con las nanoparticulas sin
PEGilar, lo que incida una mayor estabilidad y menor aglomeracion, coincidiendo con
los estudios de estabilidad que se discutiran mas adelante. Este efecto se debe
principalmente al cambio que el PEG provoca en la superficie de las SLNs, generando
una barrera estérica que evita la aglomeracién de las particulas y las mantiene
separadas, lo que resulta en nanoparticulas PEGiladas con tamafos menores (~180

nm) en contraste con las sin PEGilar (~200 nm).

Es esencial considerar las caracteristicas de la capa que produce el PEG alrededor de
la nanoparticula, ya que determina la propiedad de “invisibilidad”, es decir, la capacidad
de la nanoparticula para no ser detectada como un agente extrafio por el sistema
inmune del paciente. Estas propiedades se basan en la flexibilidad que tienen las
cadenas que conforman el PEG sobre el area superficial de la nanoparticula, ya que son
determinantes para el exitoso revestimiento de la nanoparticula. Asimismo, la eficacia
del revestimiento de las SLNs depende de la longitud, la densidad superficial y la
configuracién de las cadenas del PEG, sean éstas en forma de hongo o cepillo (139).
Cada tipo PEG determina las caracteristicas fisicoquimicas Unicas de cada formulacion.
Los diferentes polimeros con distintas conformaciones producen variaciones en la

superficie de las nanoparticulas, afectando el tamafio, dispersion y carga (127).

Otro aspecto notable fue la significativa disminucion del potencial zeta en todas las PEG-
cSLNs, pero manteniéndose dentro del rango 6ptimo para formar los complejos. Esta
reduccidn del potencial podria atribuirse a la disminucion del area superficial causada
por la incorporacion del PEG en la superficie de la nanoparticula, lo que resulta en un
descenso de la carga superficial. Es fundamental considerar las caracteristicas
fisicoquimicas de las nanoparticulas, ya que se ha reportado que la eficiencia de
transfeccion depende de su fabricacién (66). De este modo, nanoparticulas bien
elaboradas potencialmente podran transportar de manera mas eficiente el material

genético.

En este sentido, la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas son factores que
indican la calidad del proceso de fabricaciéon de las nanoparticulas (191). El tamafio de

particula es un atributo critico que esta directamente relacionado con el Pdl: a medida
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que la dispersion de las nanoparticulas aumenta, la aglomeracion y por consiguiente el
tamafio de particula también aumenta. Estos dos parametros acreditan la calidad de las
particulas en referencia a la distribucion de tamafios, el cual es el principal atributo
fisicoguimico que influencia la captacion celular dependiente de endocitosis. De este
modo, los mecanismos de internalizacion celular estan determinados por el tamafio de
particula, las propiedades superficiales (carga), la forma y los tipos de células
involucradas (189,192).

Una vez establecido el protocolo de fabricacion de las PEG-cSLNs y determinadas las
caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas, se procedio a liofilizar las cinco
formulaciones diferentes de PEG (Brij S100, DPSE, Gelucire, Myrj 52 y Myrj S100)
utilizando una receta convencional de liofilizacion, con la temperatura de transicion
vitrea (Tg) identificada mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) como
referencia. De estas formulaciones, el PEG Myrj S100 presenté la Tg mas baja (-38 °C),
lo que representd un desafio, dado que esta temperatura es demasiado baja y requiere
trabajar a temperaturas minimas de -55 °C. Se recomienda comenzar el proceso de
liofilizacion siempre 10-20 °C por debajo de la Tg. Investigaciones previas sugirieron el
uso de trehalosa como agente de carga para liofilizar las CO-SLNs, por lo que se empled
este disacarido en las liofilizaciones iniciales. Es esencial utilizar agentes crioprotectores
para proteger las nanoparticulas del estrés ocasionado por la liofilizacion, especialmente
durante la fase de congelacion y el secado primario. En estas primeras liofilizaciones,
se utilizé trehalosa al 5% como crioprotector para evitar la aglomeracién de las PEG-
CSLNs.

Las SLNs abarcan lipidos soélidos dispersos en una solucidn acuosa con surfactantes
(tensoactivos), en donde, los lipidos usados son tipicamente sélidos a temperatura
ambiente. Los surfactantes no i6nicos proporcionan estabilizacion estérica a las
particulas lip&filas, en este caso las SLNs, puesto que el caracter lipofilico y su idéntico
mecanismo de estabilizacion en medio acuoso apuntan que también es similar después
de la liofilizacién. No obstante, el nimero de productos liofilizados con nanoparticulas
en el mercado es limitado a causa de la complejidad en mantener las propiedades
fisicoquimicas inalteradas después de haber pasado por un proceso de liofilizacién, lo
que limita el uso experimental y el desarrollo de medicamentos (145,151). Aunque con
mas tiempo e investigacion, las vacunas contra la COVID-19 podrian haber sido
liofilizadas (193) para facilitar su almacenamiento y transporte, la urgencia acelerada en
su desarrollo llevo a la fabricacion de suspensiones liquidas que requieren de

condiciones de almacenamiento extremadamente frias (-20 °C y -80 °C) para evitar la
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agregacion y/o fusion de particulas, limitando su transporte y almacenamiento a largo
plazo (151).

A pesar de haber determinado la Tg de las diferentes PEG-cSLNs, haber utilizado una
solucion de trehalosa para proteger las nanoparticulas, y de no observar ningun
problema tecnolégico durante el proceso, la liofilizacion tuvo un impacto significativo en
sus propiedades fisicoquimicas. Especificamente, se observé un aumento considerable
en el tamafio de particula (entre 250—-300 nm) y en el Pdl (>0.2) en comparacién con las
PEG-cSLN suspendidas en medio acuoso sin liofilizar. Al resuspender las
nanoparticulas, se evidencié a simple vista la presencia de agregados de tamano
centenar de micrometros. Para mitigar la polidispersidad y reducir el tamafo de las
nanoparticulas, se filtraron (43—-48 um) todas las formulaciones de PEG-cSLNs, lo que

resulté en poblaciones monodispersas (PdI<0.2) con tamafos entre 200-270 nm.

Pese a que los analisis estadisticos revelaron diferencias significativas en el tamafio de
particula al comparar las PEG-cSLNs liofilizadas filtradas y sin filtrar con las suspendidas
sin liofilizar, se pudo mantener la monodispersidad y se observd un aumento en la carga
superficial después de la liofilizacion y la filtracion. Este aumento contribuye a mitigar,
en cierta medida, el efecto de la PEGilacién que inicialmente reducia el area superficial

de las nanoparticulas.

Para proseguir con los ensayos biologicos de toxicidad, formacién de complejos y
transfeccion celular, se realizaron analisis morfologicos de la estructura coloidal (194),
tanto de las PEG-cSLNs liofilizadas filtradas como de las PEG-cSLNs suspendidas en
medio acuoso sin liofilizar. Estos analisis aportan detalles sobre la forma de las
diferentes PEG-cSLN analizadas, asi como también determinan la presencia/ausencia
de cualquier agregacion y/o fusion que puede presentarse en el medio (189). Los
resultados no revelaron la presencia de estructuras amorfas en ninguno de los estados
evaluados. De hecho, en todas las formulaciones se observaron nanoparticulas
esféricas bien definidas con una matriz sélida, lo que sugiere que la liofilizacién no alteré
significativamente la forma de las PEG-cSLNs. Es elemental sefalar que la forma mas
comunmente utilizada en el disefio de vehiculos de transporte de farmacos son esferas.
Sin embargo, particulas con formas parecidas a “gusanos”, como elipsoidales,
cilindricas y discoidales, o filomicelas, pueden lograr una mejor acumulacion dentro de

los tumores (106).

Ademas, se observo una diferencia notable en la morfologia entre las formulaciones, lo

que indica que cada excipiente PEGilado influye de manera Unica en las caracteristicas
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fisicoquimicas de las nanoparticulas. Junto con el tamafo de particula, el Pdl y el ZP, la
forma se considera un factor determinante y crucial en el desarrollo de nanoparticulas,
ya que incide en su comportamiento en distintos procesos biolégicos, como la
circulacion sanguinea, la especializacion (targeting), la captacion celular y el trafico
intracelular (139). La interaccion entre la forma de las nanoparticulas y la especificidad
celular es critica para la captacion celular, dado que la forma también influye en las
respuestas biologicas y potencia el direccionamiento de nanoparticulas recubiertas de

anticuerpos al endotelio (192).

Estos resultados sugieren que el método de filtracién podria ser una alternativa viable
para evaluar las propiedades bioldgicas de las cinco formulaciones con diferentes PEGs.
De hecho, se evaluaron las caracteristicas biologicas de las PEG-cSLNs liofilizadas
filtradas, cuyos resultados se discuten en los siguientes parrafos. Adicionalmente, estos
hallazgos fueron publicados como parte del primer capitulo de la tesis, donde se
compararon las propiedades fisicoquimicas y biolégicas entre las PEG-cSLN liofilizadas

y las sin liofilizar.

Por otro lado, se examind otro aspecto crucial en esta tesis doctoral: el estudio y
optimizacién del proceso de liofilizacion para la produccion de formulaciones liofilizadas
de PEG-cSLNs. Se observd que el ciclo convencional de liofilizacion impacto
significativamente las caracteristicas fisicoquimicas de las PEG-cSLNs. El ajuste de los
ciclos de liofilizacion son factores determinantes para poder establecer las condiciones
de almacenaje que sirvan para conservar las nanoparticulas de manera estable en el
tiempo y que la estructura de éstas no se deteriore pasado este tiempo. El resultado de
la liofilizacion depende de varios factores como la temperatura y la presion alcanzado
en los ciclos y su duracion (158). Por esta razon, se debe conocer muy bien cada etapa
de este método que tiene como objetivo final la estabilizacion a largo plazo de las
nanoparticulas, asi como también aumentar su vida util. Una seleccién apropiada de los
parametros operativos, como la velocidad de congelacion y concentracion de particulas
en la suspension antes de la liofilizacién, juega un papel fundamental en la proteccion

de las particulas contra el estrés ocasionado por el proceso (145).

Sin embargo, las variaciones de los parametros del proceso de liofilizacion casi siempre
son enfocadas a las velocidades de congelacién o a los cambios de crioprotectores con
diferentes concentraciones, por lo que, todavia no esta del todo claro en que consiste el
mecanismo de la velocidad de congelacion siendo un factor determinante para el
producto final (186). Se ha visto que las velocidades de congelacién son de importancia

menor con respecto a la composicion de la formulaciéon, pues se asume que la
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combinacion de la formulacion tiene un gran impacto en la estabilidad de las
nanoparticulas después de la liofilizacion, por lo que la mayoria de estudios han
reportado que el proceso de liofilizacion se ha utilizado como una herramienta para

preparar formulaciones estables (145,151).

Como bien se conoce, la liofilizacion es un método alternativo para aumentar y mejorar
la estabilidad y viabilidad de las nanoparticulas, puesto que estos sistemas coloidales
tienen una pobre estabilidad. Para estabilizar los sistemas coloidales inestables y evitar
que el proceso de degradacion quimica se acelere, es fundamental remover el agua,
pues asi, el movimiento Browniano de las nanoparticulas queda restringido, reduciendo
la posibilidad de la agregacion de éstas. Paraddjicamente, este proceso induce a la
aglomeracion de las nanoparticulas debido al irrevocable estrés ejercido por el proceso
de congelacion y de secado, lo que resulta en un aumento medible en el tamafio de las
particulas, comprometiendo sus caracteristicas fisicoquimicas y pudiendo dafar los
compuestos lipidicos (145,151,185,186,195). De hecho, en la mayoria de los estudios,
el proceso de liofilizacibn es conducido con un solo tipo de nanoparticula, lo que
proporciona informacién limitada de las reglas generales para liofilizar sistemas
coloidales, que de por si, ya tienen una tendencia espontdnea para agregarse. Por lo
que, diferentes tipos de nanoparticulas se enfrentan a distintos retos que pueden afectar

su estabilidad durante el proceso de liofilizacién (145,151).

Esta bien documentado que el paso de congelacion es considerado como el paso mas
agresivo de la liofilizacién, sobre todo en los estudios de congelacién y descongelaciéon
(Freeze-thaw), donde la formacién de cristales de hielo ejerce un estrés mecanico sobre
las moléculas, aumentando el riesgo de aglomeracion y/o coalescencia (145,151,160).
Asimismo, se ha reportado que el tamafio de los cristales y la capa de estabilizacion del
surfactante puede afectar el flujo de vapor de agua durante el secado primario, lo que
afectaria al producto final seco. Para evitar esta crio concentracion se hace uso de
crioprotectores (disacaridos amorfos), que protegen y ayudan a estabilizar las
nanoparticulas contra el estrés de la congelacion y del secado, reduciendo la
agregacion, acortando el tiempo de reconstitucion y disminuyendo la humedad residual
(145,151,158,186). Asi, con el objetivo de solucionar el impacto negativo del proceso de
liofilizacion en todas las formulaciones de PEG-SLNs desarrolladas, se realizaron
estudios detallados para ajustar rampas de temperatura, vacio y duracion del proceso,
parametros cruciales para garantizar la sublimacién de la solucién y lograr con éxito el
proceso de liofilizacion, lo que permite mantener estable la distribucion del tamafio de
particula (PSD).
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Basandose en una revisién bibliografica, se realizd un exhaustivo estudio para
establecer los parametros adecuados para un proceso de liofilizacion efectivo. De entre
las cinco formulaciones PEGiladas evaluadas previamente, se seleccionaron tres PEGs:
DSPE vy los Myrj 52 y S100, debido a su adecuado rendimiento fisicoquimico, para
continuar con el estudio mas profundo del proceso de liofilizacion. Ademas, se decidio
reemplazar el PEG Gelucire por Tefose 63 y 1500, a pesar de haber obtenido resultados
adecuados correspondiente a sus propiedades fisicoquimicas. Esta decision se baso en
el hecho de que Gelucire tiene un HLB mas hidréfilo (13), mientras que los nuevos PEGs
tienen un HLB menor, lo que los hace mas lipdfilos y especialmente adecuados para

emulsiones o/w.

Asi, se realizaron ensayos empleando rampas de temperatura y duracién del proceso
de forma escalonada, con un vacio de 0.3 mbar, lo que resulté en un minimo incremento
del tamafio de particula, indicando una baja aglomeracién de las nanoparticulas. No
obstante, aun fue necesario filtrar las PEG-cSLNs liofilizadas para eliminar los excesos
de aglomerados. Se observd que el estrés provocado por el proceso de liofilizacion
afecté en menor medida las propiedades fisicoquimicas cuando se emplearon rampas
de temperatura y duracion del proceso, en comparacion con las PEG-cSLNs liofilizadas
con una receta convencional. Las modificaciones propuestas de los parametros del
proceso de liofilizacion cumplieron con los objetivos deseados, y las condiciones de las
rampas #2 y #3 (Anexo |V) resultaron ser las 6ptimas. Sin embargo, se observé que el
tamanio de particula todavia era ligeramente mayor utilizando rampas de temperatura y
duracion del proceso, lo que sugiere la necesidad de investigar el efecto de otros

parametros adicionales.

Por lo tanto, una vez que se establecieron los parametros temperatura y duraciéon del
proceso, se llevaron a cabo liofilizaciones utilizando estas rampas, pero variando los
niveles de vacio (0.1-0.4 mbar) para determinar su efecto en el tamafno de particula
resultante de las PEG-SLNs. Se observé que el grado de vacio afectaba también a los
parametros de PSD y Pdl. Sorprendentemente, se describié que el vacio mas adecuado
resultd ser el mismo que se utilizé inicialmente (0.3 mbar). Aun asi, como se ha
comentado anteriormente, todavia se observaba un ligero aumento del tamafio de

particula, por lo que a continuacién se investigo el efecto de los crioprotectores.

De esta manera, con estos parametros establecidos, se realizaron ensayos para
determinar si la trehalosa al 5 % era el crioprotector mas adecuado para mantener las

propiedades fisicoquimicas de las PEG-cSLNs. La hipotesis inicial era que,
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efectivamente, la trehalosa debia ser el mejor crioprotector, ya que las CO-SLNs de
partida que se desarrollaron en tesis previas asi lo demostraron. Se evaluaron tres
agentes de carga diferentes: trehalosa, sucralosa y sacarosa, y sorprendentemente, la
sacarosa demostro ser el crioprotector mas efectivo para las PEG-cSLNs, coincidiendo
con su uso comun como crioprotector en varios estudios (145,151,158,160,183,196).
Después de establecer la sacarosa como el crioprotector mas adecuado, se determind
la concentracion mas apropiada para preservar las caracteristicas fisicoquimicas de las
PEG-cSLNs, evaluando concentraciones desde 5% hasta 30%. Se encontré que una

concentracion del 20% de sacarosa era la mas idonea para este proposito.

Un agente de carga es una sustancia que se afiade a una formulacion y se utiliza durante
el proceso de liofilizacion para proteger los componentes bioldgicos o bioquimicos de
los efectos dafinos del congelamiento y la deshidratacion durante el proceso. La
liofilizacidon mejora la estabilidad y la eficiencia del secado de productos farmacéuticos,
biotecnoldgicos o alimenticios. Los agentes de carga pueden ser sustancias inertes,
como azucares (como la sacarosa o el manitol), polimeros (como el dextrano), o
proteinas (como la albumina de suero bovino), que se afaden a la formulacion del
producto antes del proceso de liofilizacion. Su funciéon es mantener la estructura y la
integridad del producto durante el proceso de congelacion y secado, proporcionando
estabilidad a largo plazo a los productos liofilizados. Ademas, actian como
crioprotectores al minimizar la formacién de cristales de hielo que podrian dafar las
estructuras fisicoquimicas o biolégicas durante el proceso de congelacion y
descongelacion (145,155,195).

Estos agentes ayudan a reducir la agregacion de las particulas, acortando el tiempo de
reconstitucion y disminuyendo la humedad residual (145,160). Ademas, de estas
propiedades, también forman una estable y amorfa matriz vitrea (hipbtesis de
vitrificacion) que interactda con la superficie de las nanoparticulas, incorporandolas e
inmovilizandolas, previniendo de esta manera la fusién o agregacion de éstas (150,156).
En este sentido, los crioprotectores pueden separar las PEG-cSLNs individualmente,
evitando asi, que las fuerzas de Van der Waals sean mayores que las fuerzas de

repulsion (151).

No obstante, el efecto de vitrificacion por si solo no es suficiente para preservar la
integridad de las nanoparticulas, ya que las propiedades fisicoquimicas se ven
influenciadas por la PEGilacién, como se detall6 anteriormente. Se ha reportado que
lipidos PEGilados con largas cadenas de PEG (MW5000) y un andamio lipidico mas

corto (dimiristoil glicerol), exhibieron mejores habilidades crioprotectoras (DMG-
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PEG5000) (160). En este contexto, cSLNs con largas cadenas de PEG (DSPE y Myrj
S100) tuvieron tamafos de particula similares a aguellas nanoparticulas sin PEG (CO-

cSLNs). Esto puede ser causado por el efecto crioproctector que provoca el PEG.

Existen diversas hipétesis que pueden explicar el posible mecanismo de proteccién que
utilizan los crioprotectores para preservar las caracteristicas fisicoquimicas de las
nanoparticulas durante el proceso de liofilizacion. Entre estas hipotesis se encuentran
la de vitrificacién, de aislamiento y de reemplazo de agua. La primera se basa en la
formacion de una matriz vitrea cuando la temperatura desciende por debajo de Tg
(145,151). Los lioprotectores o crioprotectores, detallados en la seccion 4.1.4.4, tienen
la capacidad de formar una matriz vitrea amorfa estable que interactta con la superficie
de las nanoparticulas y las inmoviliza. La diferencia entre los lio y crioprotectores, radica
en que los primeros protegen a las particulas durante el secado primario y secundario,
mientras que los segundos las protegen durante la congelacion del producto. La mayoria
de los disacaridos empleados para crioproteccion cumplen con ambas funciones,
asegurando la protecciéon de las nanoparticulas tanto durante la congelacién como
durante los secados a lo largo del proceso de liofilizacién (156). Los crioprotectores

utilizados en todas las liofilizaciones realizadas cumplian con estas condiciones.

La segunda hipotesis sugiere que se puede evitar la agregacion aumentando el volumen
del concentrado congelado, diluyendo asi las particulas. Si hay suficientes moléculas
estabilizadoras presentes en el medio para separar las PEG-cSLNs en la fraccion
descongelada, no seria necesario formar cristales azucarados ni alcanzar una
temperatura de congelaciéon por debajo de Tg para evitar la agregacion de las
nanoparticulas (145,151). Se conoce que la concentracion de la suspension a ser
liofilizada puede influir en la agregacion de particulas, puesto que, si aumenta la
concentracion puede aumentar las interacciones entre las particulas, lo que resultaria
menos vacio y posibles aglomeraciones, aumentando asi los valores de densidad (186).
Por dltimo, la hipétesis de reemplazo de agua sugiere que, durante el secado, la
lioproteccion se debe a la formacion de puentes de hidrégeno entre el lioprotector y el
grupo polar en la superficie de las nanoparticulas. A medida que el agua se remueve de
la suspension durante el secado, los lioprotectores actian reemplazando las moléculas
de agua (151).

Estos agentes afectan de manera diferencial varios atributos de estabilidad y calidad de
las nanoparticulas liofilizadas, ya que no solo previenen la agregacion de éstas durante
la congelacion, sino también las mantienen separadas durante el secado (151). Ademas,

tienen la capacidad de aumentar la viscosidad y el volumen de la fase descongelada,
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reduciendo asi, la probabilidad de interaccion de las particulas, minimizando el contacto
estrecho de los lipidos. De esta manera se puede lograr una estabilizacién coloidal
durante la congelacion y el secado, manteniendo la calidad de las nanoparticulas a lo
largo de todo el proceso de liofilizacibn, evitando que éstas se agreguen
significativamente, y preservando la distribucion original del tamafio de las
nanoparticulas (145,151,195).

A pesar de haber establecido las rampas de temperatura y duracién del proceso, con un
vacio determinado para la liofilizacion y el crioprotector adecuado con su concentracién
Optima, aun persistia la presencia de aglomerados, aunque en menor medida en
comparacion con las PEG-cSLNSs liofilizadas sin la optimizacion inicial del proceso. Por
ello, se procedid a realizar una segunda optimizacion del proceso de liofilizacion
mediante la aplicacion de seis rampas de temperatura diferentes, modificando
parametros como la temperatura y la duracién del proceso tanto en el secado primario
como en el secundario. Se determind que las rampas #3 y #4 fueron las mas adecuadas
para llevar a cabo un proceso de liofilizacion exitoso, cuyas condiciones se detallan en
el Anexo 1IV; Figura S1. La diferencia radicé en que en la primera se evaluaron las
condiciones de temperatura y duracién del proceso en el secado secundario, mientras
que en la segunda se realizaron estas evaluaciones en el secado primario,

disminuyendo el estrés ejercido por el proceso de liofilizacion.

La liofilizacién, un paso crucial en la produccion de formulaciones liofilizadas de SLNs,
garantiza la estabilidad de los productos durante su almacenamiento y distribucion a
largo plazo. Asi, un estudio completo y la optimizacion de este proceso son
fundamentales para preservar las caracteristicas fisicoquimicas de las PEG-SLNs,
asegurando su eficacia terapéutica y evitando que su integridad se vea comprometida
por el estrés inducido durante la liofilizacion. Se ha identificado que el estrés generado
por la liofilizacion puede tener un impacto significativo en las caracteristicas
fisicoquimicas de las nanoparticulas (145,156). Estrategias como el control preciso de
la temperatura, vacio y duracién del proceso, junto con la seleccion apropiada de
crioprotectores con su concentracién adecuada, son fundamentales para obtener
productos liofilizados de alta calidad que conserven la estabilidad y la eficacia

terapéutica de las SLNs.

De esta manera, mediante el empleo de rampas de temperatura, con un vacio
determinado, con una duracion de tiempo adecuado y con una seleccidn y concentracion
apropiada de crioprotectores se ha logrado mantener estables a las PEG-cSLNs

después de haber sometido a la soluciéon coloidal al proceso de liofilizacion. Es
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fundamental el estudio y optimizacién de un adecuado proceso, tal como describe la
ICHQS8 sobre Quality by Design (QbD), para que, de esta manera, el producto final se
mantenga dentro de los altos estandares de calidad. Todavia se puede mejorar el
proceso de liofilizacion mediante la determinacién de la concentracion de nanoparticulas
y también establecer concentraciones adecuadas de tensoactivos, de esta manera, la

estabilidad de las PEG-cSLNs se podria todavia potenciar mas.

Después del estudio y la optimizacion del proceso de liofilizacién, esta tesis se enfoco
en reducir el tamano de particula de las formulaciones aun mas, objetivo inicial que se
logré levemente al modificar el protocolo de fabricacion de las PEG-cSLNs. Ademas de
los métodos fisicos empleados, se aplicaron métodos quimicos para modificar la matriz
de las PEG-cSLNs con cistamina. Se siguié el mismo procedimiento utilizado para
determinar la cantidad apropiada de PEG a incorporar en la superficie de las
nanoparticulas, pero esta vez se aplicé a la cistamina, estableciendo que 150 mg fue la
cantidad optima para fabricar PEG-cSLNs de menor tamafo. La formulaciéon final
consistié en 98 mg de acido estearico, 147 mg de colesteril oleato, 105 mg de PEG y

150 mg de cistamina.

Las modificaciones en la matriz se produjeron debido a la interaccion de los grupos
amino terminales del enlace disulfuro de la cistamina con el grupo carboxilo del acido
estedrico, lo que resultd en su incorporacién en la matriz de las PEG-cSLNs y en una
reducciéon del tamafio de particula. La aplicacién simultanea de ambos mecanismos,
fisicos y quimicos, durante la fabricacion de las PEG-cSLN, demostré reducciones
significativas en el tamafio de particula. Los polimeros que contienen enlaces disulfuro
y que actian como nanoportadores son los mas investigados, ya que poseen
propiedades de reduccion. No obstante, otros grupos como el seleniuro y el diseleniuro
también se han utilizado para el mismo propdésito. Estos sistemas de reduccién se han
disefiado utilizando principalmente dos estrategias diferentes: la insercion de un enlace
disulfuro en las cadenas principales del polimero o el uso de moléculas entrecruzadas
sensibles a la reduccién que pueden incorporarse en el nacleo o la cubierta de los
nanoportadores apropiados. Algunos de los precursores mas comunmente utilizados
para desarrollar estructuras poliméricas que contengan enlaces disulfuro son la cistina

y la cistamina (197).

Al comparar los tamafios de particula entre las PEG-cSLNs (DSPE, Myrj 52, Tefose 63
y 1500) con y sin cistamina, utilizando el protocolo modificado, se observé una
disminucién aun mas evidente en el tamano de particula en comparacion con las

nanoparticulas que carecian de cistamina en su matriz. Como resultado, se obtuvieron
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nanoparticulas con tamafos comprendidos entre 120 y 130 nm, en contraste con los
180 y 200 nm que presentaban las nanoparticulas sin cistamina. Incluso, las CO-cSLNs
con cistamina presentaron una disminucion significativa en el tamafio de particula (~150

nm) en comparacion con aquellas que no contenian cistamina (~200 nm).

Es relevante resaltar la importancia del tamano de particula, dado que estudios previos
han indicado que las nanoparticulas cercanas a los 100 nm son ideales para lograr una
transfeccion celular eficiente. Particulas que superan este tamafio encuentran mayores
dificultades para ingresar en las células o atravesar las barreras bioldgicas del
organismo, lo que también influye en su comportamiento in vivo. Por tanto, las particulas
con un tamano inferior a 100 nm tienen una mayor capacidad de ingresar en las células
y son consideradas como candidatas ideales para lograr una transfeccién celular exitosa
(139,187). De hecho, se ha reportado que la receta estandar para desarrollar sistemas
coloidales con fines terapéuticos implica el uso de particulas de tamafio reducido (por

debajo de 100 nm) con estabilizacion estérica como resultado de la PEGilacién (191).

Nanoparticulas con un rango de tamano entre 100—-150 nm, les cuesta salir de los
capilares que perfunden tejidos como el rindn, el pulmoén y el corazén. Mientras que
particulas pequefas con rango de tamario entre 20-100 nm pueden ser distribuidas
hasta la médula ésea, el bazo y los sinusoides hepaticas (189). Por tanto, mientras mas
pequeia es la particula, mejor el rendimiento de absorcion de ésta. Por consiguiente,
se ha observado que las nanoparticulas de tamafios alrededor de 100 nm han exhibido
una vida media en circulacion mejorada en comparacién con particulas mas pequefias
0 mas grandes (192). Por estas razones es imperativo realizar diversos procesos que

estén al alcance para poder reducir las PEG-cSLNs a tamafios cercanos a los 100 nm.

Inclusive, si la nanoparticula es muy grande, no sera capaz de pasar a través del denso
fluido intersticial de la matriz extracelular generado por las células tumorales y alcanzar
a las células objetivo a tratar, puesto que la difusién es limitada por el tamafio. Por
ejemplo, para tomar ventaja de la alta permeabilidad de los vasos sanguineos tumorales
debido al efecto mejorado de permeabilidad y retencién (EPR), el cual permite la
absorcion de compuestos macromoleculares dentro del tejido tumoral durante un
periodo prolongado. El tamafio de las particulas y otras propiedades fisicoquimicas,
como la carga superficial y la configuracién espacial, son determinantes para que un

farmaco alcance el efecto EPR (106,192).

A pesar de que se ha reportado que el tamafio de los poros en las vasculaturas

tumorales con fugas es de entre 380 a 780 nm (192), el rango de tamafio de particula
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optimo considerado para lograr el efecto EPR en tumores sélidos y escapar de las
trampas de filtracién del higado y el bazo se encuentran en el rango de 100 ~ 200 nm
(106). Sin embargo, se debe considerar que las particulas menores a 10 nm sufren
filtracion renal y se eliminan facilmente del cuerpo, por lo que no seran reabsorbidas
debido a que el tamafio es un pardmetro importante en el disefio de nanoparticulas de

larga circulacion (139,189).

Con la incorporacion de cistamina, se procedio a liofilizar las nanoparticulas utilizando
cuatro tipos de PEGilados diferentes (Myrj 52, Tefose 63, Tefose 1500 y DSPE), con el
fin de continuar con la caracterizacion estructural y los ensayos bioldgicos.
Lamentablemente, todas las PEG-cSLNs con cistamina sufrieron un alto grado de estrés
durante el proceso de liofilizacion, a pesar de determinar la temperatura de transicion
vitrea (Tg) y aplicar un ciclo optimizado de liofilizacién. Esto evidencia que cualquier
modificacion realizada en las SLNs afectara sus caracteristicas fisicoquimicas,

especialmente en estas nanoparticulas en particular.

Es relevante subrayar que al liofilizar las PEG-cSLNs con cistamina utilizando una receta
optimizada, se observé una menor afectacion en sus caracteristicas fisicoquimicas en
comparacion con aquellas liofilizadas con una receta convencional. Este hallazgo
sugiere la necesidad de estudiar y optimizar un nuevo proceso de liofilizacién debido a
la adicién de un nuevo excipiente a la formulacion, lo cual genero resultados similares a
los observados al incorporar PEG en la superficie de las nanoparticulas. Ademas, se
evidencid que un proceso optimizado potencialmente protegeria de manera mas
eficiente a las PEG-cSLNs, manteniendo sus propiedades fisicoquimicas lo menos

alteradas posible.

En relacion con los estudios de estabilidad, se observé que tanto las PEG-cSLNs como
las CO-cSLNs sin liofilizar presentaron una mayor estabilidad a una temperatura de 4
°C en comparacion con 25 °C. Sin embargo, se evidencié que las PEG-cSLNs exhibieron
una mayor estabilidad a lo largo del tiempo en comparacion con las CO-cSLNs. Las
PEG-cSLNs mantuvieron poblaciones monodispersas (Pdl<0.2) durante mas de un
mes, mientras que las CO-cSLNs mostraron una disminucion en su estabilidad después
de 15 dias. Este fendmeno se atribuye principalmente a la estabilizacién estérica
proporcionada por el PEG en la superficie de las nanoparticulas, lo cual genera una
barrera que impide su aglomeracion, generando formulaciones con una mayor
estabilidad durante la produccion, el almacenamiento, y la aplicacion que se vaya a
llevar a cabo (127,140).
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La PEGilacion claramente mejora la estabilidad de las CO-cSLNs en suspension
acuosa, duplicando su periodo de estabilidad en comparacion con las nanoparticulas
sin PEGilacion. Aunque la temperatura puede ser un factor limitante, especialmente
considerando la necesidad de almacenar medicamentos a temperatura ambiente, se
encontré que a una temperatura de 4 °C resulta adecuada para almacenar estas
nanoparticulas. Este hallazgo es relevante, ya que incrementar el holding time antes del

proceso de liofilizacién facilitaria la fabricacion a nivel industrial.

Adicionalmente, la carga superficial puede mejorar la estabilizacion debido a las fuerzas
de repulsion electrostatica que existe entre las nanoparticulas (156,198). El lipido
catiénico esta compuesto por aminas cuyos atomos de nitrégeno se protonan cuando
son expuestos a un medio acuoso, cargando catidnicamente (positivamente) la
superficie de la nanoparticula (109). Por tanto, el aumento del potencial zeta provee una
mayor estabilidad dado al incremento de la repulsidon electrostatica (198).
Adicionalmente, la carga superficial puede mejorar la estabilizacion debido a las fuerzas
de repulsion electrostatica que existe entre las nanoparticulas (156,198). El lipido
catidnico esta compuesto por aminas cuyos atomos de nitrégeno se protonan cuando
son expuestos a un medio acuoso, cargando catidnicamente (positivamente) la
superficie de la nanoparticula (109). Por tanto, el aumento del potencial zeta provee una

mayor estabilidad dado al incremento de la repulsion electrostatica (198).

Estos dos factores desempefiaron un papel crucial y relevante en la mejora de la
estabilidad general de las PEG-cSLNs (151). No obstante, las nanoparticulas son mas
susceptibles a cambios en la estabilidad que los microsistemas a causa de que poseen
una mayor area superficial especifica (189,198). El aumento del area superficial conlleva
a que las nanoparticulas sean mas propensas a la aglomeracién, convirtiéndose en un
importante inconveniente en comparacion con otros sistemas de administracion de
medicamentos a microescala (189,198). Sin embargo, a pesar de la agregacion
irreversible de las nanoparticulas causada por las fuerzas de Van der Waals (151), se

logré obtener una estabilidad satisfactoria de estas nanoparticulas a 4 °C.

Por otro lado, la liofilizacion de las PEG-cSLNs, con su mayor estabilidad en
comparacion con las CO-cSLNs, extiende aun mas su estabilidad a lo largo del tiempo.
Los resultados de los estudios de estabilidad de las PEG-cSLNs liofilizadas reflejaron
una mayor estabilidad cuando se almacenaron a 4 °C en comparacion con 25 °C durante
un minimo de un afo, lo que confirma la mejora sustancial en la estabilidad lograda
mediante la liofilizacion. Aunque las formulaciones de nanoparticulas liofilizadas no

estan aun disponibles en el mercado y las vacunas contra la COVID-19 requieren de
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condiciones de almacenamiento extremadamente bajas para evitar la aglomeracion de
las nanoparticulas al estar en un medio acuoso, estas formulaciones surgen como una
opcion potencialmente viable a escala industrial. Esto es relevante dada la creciente
demanda de medicamentos biolégicos que requieren condiciones de almacenamiento
tan bajas como -20 °C o incluso -80 °C debido a su baja estabilidad y susceptibilidad a
la degradacién a temperatura ambiente. No obstante, el almacenamiento a 4 °C no
representaria un problema significativo, ya que bastaria con una nevera a esta
temperatura para conservar estos medicamentos basados en nanoparticulas de manera
efectiva, puesto que dichas neveras son comunes tanto en los hospitales como en

domicilios particulares.

Igualmente, se realizaron estudios de estabilidad de las PEG-cSLNs con cistamina,
revelando un comportamiento similar al mencionado anteriormente, donde las
nanoparticulas mantuvieron una mayor estabilidad a 4 °C en comparacién con 25 °C
durante mas de un mes. Sin embargo, todas las PEG-cSLNs con cistamina liofilizadas
colapsaron y se aglomeraron, destruyendo las nanoestructuras. Esto sugiere que, al
introducir un nuevo excipiente a la formulacién, como ocurrié con el PEG, se producen
cambios significativos en las propiedades fisicoquimicas, especialmente si este
excipiente afecta directamente una de ellas, como en este caso, el tamafo de particula.
Esto resalta la necesidad de estudiar y optimizar un nuevo proceso de liofilizacion para
preservar las propiedades fisicoquimicas originales y obtener nanoparticulas con
tamanos y dispersion adecuados para la transfeccion celular. Finalmente, se evidencié
que en cualquier desarrollo galénico donde se cambie un solo excipiente puede implicar
volver a empezar los estudios de proceso y/o de estabilidad, hecho que resalta la

importancia de la aplicacion de la ICHQS8 en el desarrollo de medicamentos.

Todos los resultados mencionados anteriormente se refieren a la caracterizacion
galénica de las PEG-cSLNs. En cuanto a la caracterizacion biologica llevada a cabo en
el Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lépez-Neyra (IPBLN) de Granada, se
obtuvieron resultados destacables con las cinco formulaciones evaluadas (Brij S100,
DSPE, Gelucire, Myrj 52 y Myrj S100). Las PEG-cSLNs, tanto liofilizadas como
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, no mostraron toxicidad para las células
HEK293T con volimenes entre 5-10 pL de nanoparticulas, aunque volimenes
superiores a 15-20 pL presentaron efectos toxicos para las células. Es relevante
subrayar que el tratamiento de las células con las PEG-cSLNs genera cierto estrés, lo

que puede conllevar a una disminucion del metabolismo celular (90).
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Las formulaciones DSPE, Gelucire y Mirj S100 demostraron ser posibles candidatos
para la transfeccion celular al emplear 10 yL de PEG-cSLNs, mientras que Brij S100 y
Myrj 52, con el mismo volumen, resultaron toxicas. El PEG DSPE fue el Unico que no
mostrd toxicidad, ya sea en estado liofilizado o en suspension sin liofilizar, al emplear
un volumen de 10 pL; todas las demas formulaciones con nanoparticulas suspendidas
sin liofilizar mostraron toxicidad a partir de este volumen. Ademas, todas las
formulaciones liofilizadas, incluida aquella que no contiene PEG (CO-SLN), presentaron
menor toxicidad que las hanoparticulas suspendidas en medio acuoso sin liofilizar. Esto
podria estar relacionado con la filtracion de aglomerados que se realiza una vez
resuspendidas las nanoparticulas, dando lugar a una suspension menos concentrada

que la inicial.

Estos resultados cualitativos fueron respaldados cuantitativamente mediante la tincion
con yoduro de propidio y la evaluaciéon por citometria de flujo. Efectivamente, se
demostré que al agregar un volumen de 20 pL o mas de PEG-SLNSs, la viabilidad celular
disminuyé aproximadamente un 65% en comparacion con las células no tratadas
después del tiempo de incubacién. De manera similar, se confirmé que, a volimenes de
10 uL, en todas las formulaciones y, aparentemente, en ambos estados (PEG-cSLNs
suspendidas sin liofilizar y liofilizadas), las PEG-cSLNs mostraron una alta viabilidad
celular, como se evidencié por la ausencia de toxicidad en las células HEK293T
mediante el ensayo con yoduro de propidio. En casi todas las formulaciones evaluadas

con este volumen, la viabilidad celular superé el 90%.

Estos hallazgos sugieren que, bajo condiciones experimentales especificas, las PEG-
cSLNs no generan efectos dafiinos en cultivos in vitro con células humanas. Es
relevante sefialar que, en el ensayo con yoduro de propidio, el Myrj S100 parece
distinguirse como la formulacién mas prometedora, al mostrar una viabilidad celular
superior al 90% en ambos estados y volimenes evaluados. Estos resultados indican la
ausencia de efectos citotoxicos de las SLNs en células humanas, lo que sugiere una
indicacion favorable para continuar con la formacion de complejos con material genético
en un volumen especifico. En biologia molecular, se considera que un tratamiento es
biocompatible si no se observa una mortalidad del 20%, es decir, si existe una
supervivencia del 80% (90). El grupo de investigacion de este trabajo considera que este
valor es un tanto elevado y siempre se busca minimizar la toxicidad. Aun asi, los
resultados observados muestran alrededor de un 10% de mortalidad, lo que confirma

que la formulacion es totalmente biocompatible.
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En relacion con los ensayos de viabilidad/citotoxicidad celular utilizando las SLNs con
cistamina, tanto PEGiladas como sin PEGilar, todas las formulaciones resultaron ser
téxicas para las células cuando se administraron volimenes superiores a 5 pL,
exhibiendo una menor viabilidad en comparaciéon con las PEG-cSLNs sin cistamina.
Este efecto se atribuye a que los ensayos bioldgicos se realizaron con SLNs
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, ya que la liofilizacion provocd una
aglomeracion irreversible de estas nanoparticulas. Como era de esperar, las PEG-
cSLNs con cistamina resultaron altamente toxicas para las células, dado que estan
diluidas en un bajo porcentaje de etanol (199,200). Por lo tanto, para mejorar el
rendimiento de estas nanoparticulas, se sugiere considerar realizar un nuevo estudio y
optimizacion del proceso de liofilizacion, como se mencioné previamente, o explorar
otras alternativas para eliminar el etanol sin inducir la cristalizacioén entre la cistamina y
el acido estearico. Una posible alternativa podria ser eliminar el etanol mediante diélisis
en caso de que las nanoparticulas no puedan ser liofilizadas.

Una vez determinado que un volumen de 10 uL de PEG-cSLNs no es toxico para las
células, se procedié a evaluar la eficiencia de carga estableciendo la cantidad de
material genético a incorporar. Esto se llevo a cabo mediante electroforesis en geles de
agarosa, en los cuales se compar6 el ADN desnudo (control) con aquel que se
encontraba con las SLNs, reteniendo su movilidad electroforética a pesar de la

presencia de una corriente eléctrica.

Se observo que las PEG-cSLNs no pudieron formar suficientes complejos cuando la
cantidad de material genético super6 los 2 ug, detectandose la movilidad de ADN libre
en los geles a causa de la corriente eléctrica, lo que demostré que las SLNs
desarrolladas no son capaces de complejar cantidades superiores a esta. Sin embargo,
cabe resaltar que cantidades superiores tampoco son necesarias, ya que varios
experimentos previos del grupo de investigacion han demostrado que la cantidad éptima

para transfectar plasmidos es de 750-1200 ng.

No obstante, tanto las PEG-cSLNs suspendidas como liofilizadas formaron SLNplejos
cuando la cantidad de ADN plasmidico estuvo entre 0.5 y 1.0 ug, confirmando asi su
idoneidad para unir material genético con las SLNs en ambos estados (liofilizados y en
suspension). Esto se logré a pesar de la PEGilacion, que reduce la carga superficial
(ZP) y podria afectar la unién entre las nanoparticulas y el ADN. Ademas, se observo

un notable aumento en el potencial Z después del proceso de liofilizacion.
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Por otro lado, la eficiencia de carga de las SLNs con cistamina, tanto PEGiladas como
sin PEGilar, también fue evaluada y se obtuvieron resultados similares a los
mencionados anteriormente. Los complejos se formaron utilizando cantidades entre 0.5
y 1.0 yg de ADN plasmidico, incluso con un volumen minimo de 2 uL de PEG-cSLNSs.
Al igual que las SLNs sin cistamina, no se pudieron formar complejos con cantidades de
ADN plasmidico superiores a los 2 ug. Ni la PEGilacion ni la incorporacion de cistamina
en la formulacién afectaron la carga superficial de las nanoparticulas, lo cual coincide

con los potenciales Z determinados en la caracterizacién galénica.

Por ultimo, tras establecer el volumen 6ptimo de PEG-cSLNs (10 pL) para la formacion
de complejos con material genético, se realizaron ensayos para determinar la eficiencia
de transfeccion en células HEK293T, incorporando el plasmido MHC mediante las PEG-
cSLNs. En comparacién con el control positivo (Lipofectamina), se observé un niamero
significativamente bajo de células transfectadas en todas las formulaciones
desarrolladas, incluyendo las SLNs sin PEG (CO). Ademas, se observd una transfeccion
considerablemente menor al utilizar PEG-cSLNs en comparacién con CO-cSLNs, lo que
sugiere que tanto la adiciébn de un nuevo excipiente en la formulacién base como el
estrés inducido por el proceso de liofilizacion alteran las propiedades fisicoquimicas
originales de las SLNs, ocasionando una alta inestabilidad fisicoquimica. Cabe hacer
hincapié en que todos los experimentos bioldgicos se realizaron con anterioridad a la
optimizacion del proceso de liofilizacion, por lo que se carecen de resultados biolégicos

de las nanoparticulas después de dicha optimizacion.

Por ende, mantener las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas podria
potencialmente mejorar los resultados de transfeccion celular. Un proceso de
liofilizacion optimizado, que no someta a un estrés significativo a las PEG-cSLNs y que
mantenga adecuadamente sus propiedades fisicoquimicas, podria conducir a
transfecciones mas efectivas. La transfeccién de plasmidos mediante vectores como las
nanoparticulas sigue siendo un desafio no resuelto de manera eficiente. Aunque existen
investigaciones y grupos que han logrado la transfeccion de pladsmidos, las eficiencias
de transfeccidon no son muy altas debido al gran tamafio de los plasmidos (5-8 kb), lo
gue resulta en lipoplejos de gran tamafio que no pueden ingresar eficientemente en las

células.

Esta limitacién dificulta la aplicacién clinica de la transfeccion, y es necesario seguir
investigando para lograr la transfeccion eficiente de plasmidos mediante nanoparticulas
fabricadas de manera escalable y econdmicamente viable. Dado que la liofilizacion ha

afectado las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas, se vuelve ain mas
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complicado lograr la transfeccion celular, lo que resalta la necesidad imperativa de

evaluar estas PEG-cSLNs liofilizadas mediante un proceso optimizado.

Finalmente, se llevaron a cabo transfecciones en células HEK293T utilizando solo 2 pL
de PEG-cSLNSs con cistamina debido a la alta citotoxicidad de estas nanoparticulas. Se
evidencia que todas las formulaciones con cistamina, incluyendo las CO-cSLNs,
mostraron tasas de transfeccion muy bajas en comparacion con las PEG-cSLNs sin
cistamina. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en los ensayos de
citotoxicidad, donde se observa que las PEG-cSLNs con cisntamina son altamente
toxicas para las células, lo que naturalmente se traduce en tasas de transfeccion muy
reducidas. Finalmente, resulta crucial evaluar las propiedades biolégicas de las PEG-
cSLNs liofilizadas mediante un proceso optimizado, ya que esto podria potencialmente
mejorar las tasas de transfeccion. Al mantener las caracteristicas fisicoquimicas de las
PEG-cSLNs intactas, a pesar del estrés inducido por la liofilizacion, es probable que se
obtenga una mayor captacion celular en comparacion con las PEG-cSLNs liofilizadas
mediante un ciclo convencional, donde los parametros del proceso de liofilizacién no se

han estudiado.

En resumen, los recientes avances en el campo de la terapia génica y la entrega de
ADN/ARN mediante vectores no Vvirales, como las SLNs, han ampliado
considerablemente nuestras capacidades para desarrollar tratamientos mas efectivos y
seguros para una amplia gama de enfermedades. Esta tesis aporta resultados
relevantes sobre la utilizacién de excipientes PEGilados, asi como sobre el estudio de
los parametros y la optimizacion del proceso de liofilizacion, junto con la reduccion del
tamano de particula para maximizar su potencial terapéutico. Los hallazgos enfatizan la
importancia de los excipientes PEGilados en la estabilidad de las nanoparticulas, lo que
abre nuevas oportunidades para el desarrollo de tratamientos mas eficaces y seguros
en el ambito de la medicina molecular y la terapia génica, consoliddndose como un

auténtico potencial terapéutico en la entrega de ADN/ARN.

A pesar de la estabilidad fisicoquimica y galénica de la formulacién, que incluye PEG-
cSLNs de tamafio y morfologia adecuados, junto con su biocompatibilidad observada y
capacidad para formar complejos, la eficiencia de transfeccion sigue siendo limitada. Un
siguiente paso para el grupo de investigacion sera repetir los experimentos con las PEG-
cSLNs liofilizadas con el proceso optimizado, y ver su impacto en la respuesta bioldgica.
Otras lineas de investigacion que se pretenden seguir es la funcionalizacion con
péptidos, anticuerpos o CPPs (Cell Penetrating Peptide) para lograr un alto porcentaje

de transfeccidon. Aun asi, la incorporacion de estos excipientes presenta desafios
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adicionales debido a sus costos elevados y la dificultad para fabricar las nanoparticulas
mediante un método robusto y reproducible. Ademas, como se ha evidenciado en esta
tesis, la incorporacion de nuevos excipientes modifica integramente las propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas, recalcando la necesidad de estudiar

profundamente todos los procesos de fabricacién vy liofilizacion de nuevo.

La exhaustiva caracterizacion de una formulacion permite comprender con precision
todos sus pardmetros, lo que facilita su reproducibilidad. Ademas, posibilita que otros
grupos de investigacion y laboratorios puedan intentar replicar la férmula con éxito. En
la actualidad, se reconoce que uno de los principales desafios en sistemas como
nanoparticulas, liposomas, microparticulas, entre otros, es garantizar la reproducibilidad
entre lotes. Esto se vuelve especialmente critico en ensayos clinicos de fase Il o fase
lll, donde la variabilidad entre lotes puede afectar significativamente la respuesta de los
pacientes, comprometiendo la validez de la formulacion. Las empresas especializadas
en estos sistemas, aplicados a péptidos o moléculas pequefias, sefialan que los
mayores obstaculos se relacionan con la estabilidad de la formulacion y su
reproducibilidad. Por lo tanto, se resalta la importancia de obtener productos
farmacéuticos adecuadamente liofilizados, especialmente en el caso de productos

biolégicos.

Es fundamental contar con un profundo conocimiento de la formulacion desarrollada, ya
que sin este conocimiento no se puede determinar de manera preliminar si se ha logrado
una formulacién que cumpla con las especificaciones establecidas por el desarrollador.
En esta tesis, se ha buscado comprender en profundidad los parametros que conforman
la formulacion desarrollada, asi como su estabilidad, para poder avanzar en el proceso
del drug development. Otro aspecto crucial de la tesis fue investigar la posibilidad de
optimizar y mejorar el método de fabricacion utilizado para fabricar las PEG-cSLNSs.
Después de analizar todos los resultados obtenidos, es evidente que aun queda mucho
por explorar y que la investigacion debe seguir avanzando. Esta tesis doctoral, que
continla el trabajo iniciado en tres tesis anteriores, ha aprovechado las oportunidades
surgidas a partir de la investigacion realizada por la Dra. Anna Fabregas y continuada
por el Dr. Marc Sufié, quien incorporo colesteril oleato en la formulacion. A su vez, este
estudio abre nuevas posibilidades para futuras investigaciones, con el objetivo de seguir

modificando y optimizando aun mas el proceso de fabricacion de las SLNs.

Esta tesis se suma al amplio panorama conformado por diversos grupos de
investigacion, todos persiguiendo un objetivo comun: desarrollar medicamentos

seguros, efectivos y reproducibles para mejorar la calidad de vida de los pacientes. La
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terapia génica se encamina hacia una revolucion farmacoldgica inminente, y la farmacia
galénica debe adaptarse a este cambio, explorando al maximo los avances tecnol6gicos
disponibles. Es fundamental que los profesionales en este campo sean
multidisciplinarios y posean conocimientos en areas como biologia molecular e
ingenieria genética. Solo a través de la colaboracion entre distintas disciplinas y grupos
de investigacién se podra avanzar hacia una investigacion traslacional, personalizada y
eficiente, con el propdésito primordial de mejorar la vida de nuestros targets, los

pacientes.
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6. CONCLUSIONES






A continuacion, se presentan las principales conclusiones de la tesis doctoral:

1. Se han desarrollado con éxito nuevas nanoestructuras galénicas de CO-cSLNs
incorporando diferentes PEGs (DSPE-mPEG2000, Myrj S100, Tefoses 63 vy
1500), con un método de fabricacion sencillo y facilmente escalable.

2. Se ha determinado con éxito el impacto de la PEGilacién en las caracteristicas
fisicoquimicas, morfolégicas y biologicas de las nanoparticulas, tanto sin liofilizar
como liofilizadas.

3. Se ha conseguido mejorar y optimizar el proceso de fabricacion para obtener

nanoparticulas mas pequenas, eficaces y estables

Ademas, es primoridial resaltar las siguientes conclusiones especificas:

1. Las proporciones 6ptimas de PEG, colesteril oleato (CO) y acido estearico (SA)
para una formulacion estable y morfolégicamente correcta fueron de
150:210:140.

2. Todas las PEG-cSLNs desarrolladas tienen un tamano aproximado de 170-200
nm y una carga superficial de 20—40 mV.

3. Las PEG-cSLNs demostraron ser biocompatibles al no mostrar toxicidad celular
con un volumen de 10 L, lo que valida la seguridad de las formulaciones
probadas.

4. Las PEG-cSLNs desarrolladas pudieron formar complejos con material genético
en cantidades de 1000 ng, aunque se evidencio la presencia de ADN libre a 2000
ng.

5. Los estudios de luciferasa indicaron que las PEG-cSLNs mostraron niveles de
transfeccion bajos, incluso menores que las CO-cSLNs, debido al estrés inducido
por la liofilizacién, lo que afectd sus propiedades fisicoquimicas esenciales para
una optima eficiencia de transfeccion.

6. La mejora del método de fabricacion permitié reducir significativamente el
tamano de particula mediante mecanismos fisicos y quimicos, como aumentar
el tiempo y velocidad de ultra agitacién y utilizar el excipiente cistamina (cys),
logrando nanoparticulas entre 120-130 nm, en wuna proporcion de
150:105:147:98 referente cys:PEG:CO:SA.

7. Se logré estudiar y optimizar el proceso de liofilizacion mediante el control
preciso de rampas de temperatura, vacio y duracion del proceso, asi como la
identificacion del crioprotector adecuado con su concentracion optima.

8. Las PEG-cSLNs liofilizadas (4 de 5) demostraron una mejor estabilidad en

comparacion con las suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, cuando se
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almacenaron a 4 °C. Ademas, las PEG-cSLNs mostraron mayor estabilidad que
las CO-cSLNs, y las PEG-cSLNs con cistamina también presentaron una
estabilidad superior a los 30 dias.

Las formulaciones con los PEGs DSPE-mPEG2000, Myrj S100, Tefoses 63 y
1500, presentaron caracteristicas fisicoquimicas y biologicas satisfactorias,
consolidandose como candidatos idoneos para evaluar la eficiencia de
transfeccion utilizando PEG-cSLN liofilizadas con un proceso optimizado de

liofilizacion.
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Abstract Cationic solid-lipid nanoparticles (cSLMNs) have become a promising tool for gene and ENA
therapies. PEGylation (PEG) is crucial inenhancing particle stability and protection. We evaluated
the impact of PEG on the physicochemical and biological characteristics of cholesteryoleate <SLNs
(CO-c5LNs). Several parameters weme analyzed, ncluding the particle size, polydispersity index, zeta
poential, shape, stability, oy totoicity, and loading effidency. Five different formulations with specific
PEGs were developed and compared in both suspended and freese-dried states. Small, homoge-
neous, and cationic suspended nanoparticles wene obtained, with the Geludre 50/ 13 (PEG-32 hydro-
genated palm glycerides; Gelucine) and DSPE-mPEG2000 (1,2-distearoyl-phosphatidyle thanolamine-
methy -polyethyleneglycol conjungate-2000; DSPE) formulations exhibiting the smallest particle
size (~170 nm). Monodisperse populations of freexe-dried nanoparticles were also achieved, with
particle sires ranging from 200 to 300 nm and & potential values of 30-35 m¥. Notably, Gelucire again
produced the smallest particle sime (211.1 £ 22.4), while the DSPE and My rj 5100 (polyogrethylene
(100) stearate; FEG-100 Stearate) formulations had similar particle sizes to CO-cSLMs (~235 nm). The
obtained PECGylated nanoparticles showed suitable properties: they were nontoeic, had acceptable
morphology, were capable of forming SLNpleces, and were stable in both suspended and lyophilized
states. These PEG-cSLNs are a potential resource for in vivo assays and have the advantage of
employing cost-effective PEGs. Optimizing the lyophilization proess and standardizing parameters
are also recommended to maintain nanoparticle integrity.

Keywords cationic solid lipid nanoparticles; cSLMNs; poly(ethylene glycol); PEG; freene-drying;
Iyophilization; SLNplexes; gene therapy; stability; morphology

1. Introduction
In the last 30 years, nanotechnology has become a novel interdisciplinary scientific
field that has promoted the development of several nanostructures with the potential to
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provide controlled drug release and targeted delivery of active agents [1]. Along with the
development of new and efficient eechnologies, nanoparticles (WNPs) have attracted great
interest and have become a promising tool to establish new therapeutic routes for clinical
use, such as gené and ribonudleic acid (RMNA) therapies [2,3].

Currently, theme ame bvo types of delivery systems, viral and non-viral vectors, which
each have specific advantages and limitations [4,5]. Although viral vectors offer high trans-
Fection efficacy, they also present several disadvantages, such as marked immunogenicity,
insertional mutagenesis [6], deoxyribonucleic acid (DNA) package size limitations, and
non-specific effects [7.8]. On the other hand, non-viral vectors (physical or chemical) do
not present these problems and are safer allernatives for gene therapy applications [9].
Furthermore, in the last few years, non-viral vectors have shown comparable efficacy
to viral vectors. A notable example of this was observed with coronavirus disease 2019
(COVID-19) vaccines, where lipid nanoparticle-based formulations presented superior
efficacy compared to conventional viral vector-based vaccines [10].

In this context, solid lipid nanoparticles (SLNs) have increased in importance in
recent years and are among the most promising nanoparticle-based methods for nucleic
acid delivery [1,8,11). Cationic solid lipid nanoparticles (cSLINs) are bicdegradable and
biccompatible non-viral lipid-based nanoparticles with a positive surface charge, that are
capable of forming complexes with DNA /RNA (SLNplexes) [4,12]. However, barriers such
as complex and difficult-to-scale manufacturing processes, high cost, and low transfection
efficiency continue to hamper the widespread application of nanotechnology for clinical
purposes in humans, particularly when compared to viral vectors [13]. Nometheless,
increasing efforts have been undertaken to improve these issues [14-16]. In fact, lipid-based
nanopartick: formulations ane already on the market for treating human diseases [17].

Surface modification is a commonly employed strategy to improve the bioavailabil-
ity of partickes. In this context, the addition of polyiethylene glycol) (PEG) to the main
formulation offers numerous advantages since it is a synthetic, biocompatible polymer ex-
tensively utilized in the pharmaceutical, cosmetic, and food industries [18]. Currently, PEG
is the most commonly used polymer for coating nanoparticles, and it might be considered
the gold standard of skealth polymers [19]. Most commaercially available polymer-based
stealth drug-delivery systems and those in advanded clinical trials contain PEG, and no
other synthetic polymer has yet reached this status [19]. For instance, recently approved
lipid nanoparticle drug products for human medical use (onpattro-patisiran-SLN and
mBRNA-lipid nanoparticke (LNI) COVID-19 vaccines) ane PEGylated [20].

PEG, as a surface-modifying agent, “masks”™ nanopartickes, creating a steric barrier
in the form of a PEG layer, which prevents particle aggregation and shields the nanopar-
Heles from interactions with proteins and biomacromolecules (such as nucleases) in the
blood, cytesol, and lyeosomes [7]. The repulsive properties of PEG play an important
role in mitigating enzymatic degradation and preserving the structural inte grity of PEG-
SLMplexes [19.21]. PEGylation also previents the adsorption of opgonins (antibodies) onto
the particles, resulting in increased skealth efficiendy, educed immunogenicity, prolonged
circulation time, and the prevention of aggregation during circulation [15,22,23].

Starting from established formulations of cSLNs with cholesteryl-oleate (CO-cSLNs),
which am manufactured without the use of an organic solvent and have demonstrated
their efficacy and safety in vitro [24,25], this study was designed to improve the curpent
formulation for the possible administration of RNAJ/DNA invive. The incorporation
of polyethylene glycol (PEG) in the nanostructures may improve their physicochemical,
pharmacokinetic, and/ or transfection properties due to it amphiphilic nature, which
promotes the transformation of nanoparticles imto hy drophilic particles, thereby improving
their blood circulation ime. These improvements increase the likelihood of a specific
drug reaching its target site before being identified as foreign and eliminated from the
body [19,22].

Therefore, the overall goal of this study was to evaluate the influence of incorpo-
rating a new excipient (PEG) on the stability, physicochemical properties, morphology,
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and biological characteristics of CO-cSLNs, both before and after lyophilization. Since
the incorporation of PEG substantially increases manufacturing costs, five distinct PEG
excipients were tested to explore feasible formulations that utilize cost-effective PEGs,
potentially widening their commercial accessibility. This comprehensive assessment com-
pared PEGylated and non-PEGylated cSLNs, contributing to a deeper understanding of
their performance and potential applications.

2 Results and Discussion
2.1. Physicochemical Properties of the Formulations
2.1.1. Factorial Study

The factorial study aimed to determine the optimal quantity of PEG to be incorporated
into the lipid matrix, revealing variations in the physicochemical characteristics, particularly
the particle size, based on the amount of PEG added. Among the tested formulations, two
(Gelucire and Myrj 52) produced the smallest particle sizes (~225 nm) with a PEG quantity
of 150 mg (Table 1). Moreover, the Myrj S100 formulation produced the smallest particle
size (222.8 £ 10.1 nm) when 250 mg of PEG was utilized. However, when employing
150 mg, no notable variations in particle size were observed (227.6 + 7.7 nm). Furthermore,
the formulation containing Brij S100 produced the smallest particle size (166.2 & 23.1 nm),
accompanied by the highest employed quantity of PEG (350 mg; Table 1).

Table 1. Comparison of the physicochemical characteristics of four different PEGs incorporated into
the core of the ¢SLN matrix at varying quantities.

PEG! Quantity (mg) PSD (nm) Pdl ZP (mV)
50 3488 0.252 234
" 150 2433 0.118 237
Brij S100 250 2166 0.156 208
350 166.2 2 0177 23.0
50 3442 0.241 70
o 150 228 0.176 345
Geludire 250 2267 0.150 389
350 2646 0.185 33.1
50 3264 0.203 319
— 150 237 0129 323
FA: 250 270.5 0.168 303
350 2468 0.153 289
50 2535 0.058 265
) 150 2276 0114 208
Myrj S100 250 228 0.051 28.0
350 206.6 0.086 205

" Polyethy lene glycol (PEG), particle size distribution (PSD), polydispersity index (Pdl), and zeta potential (ZF).
? Bold: the smallest particle size of each quantity evaluated.

The incorporation of polymers, such as PEG, onto the nanoparticle surface can enhance
colloidal stability and prolong circulation time through steric stabilization [22,26]. These
effects are influenced by the molecular weight and structure characteristics of PEG and
are directly correlated with the length and surface density of the PEG employed [22].
Notably, larger PEG chains could enhance the colloidal stability of the SLNs, preventing
particke agglomeration and subsequently resulting in a reduction in particle size [18]. In
this sense, the number of ethylene glycol repetitions in each PEG, which varies across
different formulations, can substantially impact the physicochemical characteristics of the
nanoparticles. Formulations containing Gelucire and Myrj 52 have fewer ethylene glycol
repetitions (~30-40 times) than Brij 100 and Myrj S100, where the number of repetitions
reaches 100. In the case of Brij S100, as a greater quantity of PEG is used, particle sizes tend
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to decrease. The extensive PEG coverage on the nanopartick surface probably results in a
more primoundced steric effect bebween nanoparticles.

However, it it imperative to exercise caution regarding the appropriate quantity of
PEG to be incorporated. Excessive amounts may compromise cell transtection efficacy
and reduce circulation time due to decreased PEG mobility and flexibility [22,23]. Henoe,
we selected 150 mg of PEG to integrate into the final formulation (3A, 140 mg + CO,
210 mg + PEG, 150 mg), since we considened this to be the optimal amount for efficient
PEGylation of the nanoparbtickes. The four developed formulations exhibited sahsfac-
tory physicochemical properties, resulting in populations of monedisperse nanoparticles
(PAL = 0.2} with a cationic surface charge (ZP between 25 and 40 mV) suitable for the
formation of SLNplexes [8] (Table 1). PEGylation”s effect is further discussed in Section 2.2,

21.2 Particle Size, Polydigpersity Index and eta Potential

Wi successfully obtained a substantial population of small and homogeneous nanopar-
tickes in all formulations. Nonetheless, the particle size was higher than our initial expec-
tations (Table 2, original protocol). It has been meported that the particle size could be
effectively reduced by increasing both the duration {min) and the stirring speed (rpm)
during the manufacturing process. This size reduction might be attributed to several factors,
including thi reduction in the residence fime of eactants in the syskem and the application
of shear forces which disperse and fragment larger particles into smaller ones, promoting
homogenieous nuckation and enhanced mixing that kead to a betler dispersion of the achive
ingredients, allowing nanoparticles to form uniformly throughout the solution [Z7-29].

Table 2. Comparison of the physicochemical characteristics of four different PECGs incorporated into
the come of the SLN matrix with two different protocols.

PEG (150 mg) 1 PSD inm) 2 Pdl P imV] P50 (mm) Pdl EF imV)
Original Protocol Modified Protocol

En] Sloo 2433 0.11s 237 190.90 oio 25.10
DSPE — — — 1715 0.131 7.5
Celucine 2218 0.176 M5 171.20 16 2740
M}r] 52 2237 0.1z 323 183.10 i 3140
Myrj 5100 277.6 0114 298 180.10 014 2740
0 2374 0.153 Ms 20210 17 3740

! S PE-mPEG200 is the most expensive PEG excipient (1 g = $300) wsed in this study. 1t was only used in the
final essays. OO represents 300 myg of cholestery] oleate, cormsponding to the formulation without FEG. * Particke
size distribution (P50, polydispersity index (Pdl), and zeta potential (ZF) of all the formulations manufactund,

Thus, the stirring tims and speed were raised from 10 to 15 min and from 20,000 to
24,000 rpm, mespectively. Consequently, we achieved a particle size eduction ranging from
30 to 50 nm compared to the original values, with the formulations with Gelucire and DSPE
having the smallest particle sizes of ~170 nm, followed by both My formulations (52 and
5100}, with particle sizes of ~180 nm, and Brij 5100, with a particle size of 190 nm. Even the
CO-cSLNs exhibited a eduction in particle size, from 237 4 + 4.9 nm to 202.1 £ 10.7 nm
{Tabke 2).

In addition, in all formulations, the Pdl values were less than 0.2 (Table 2, modi-
fied protocol), indicating a single population of PEG-cSLMs (monoedisperse population)
without aggregates. Concerning 2eta potential, all PEG-cSLNs showed a positive surface
area, with Myr 52 having the highest ZP (31.4 + 4.4 mV) and Brij S100 having the lowest
£P (251 £ 24 mV). The other three formulations (DPSE, Gelucire and Myrj 5100} pre-
sented ZF values of ~27 mV (Table 2, modified protocol). Each PEG determined unigue
physicochemical characteristics for each formulation. The different polymers with differ
ent conformations produced differences in the nanoparticle surfaces, affecting the size,
dispersion, and charge [23].
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2.2, Impact of PEG Incorporation in the Formulation

Statistical analysis showed that the PEGylation of CO-SLNs affected the physico-
chemical properties of the nanoparticles. The particke size was reduced significantly in all
PEG-cSLNs except in the formulation with Brij S100 (Figure 1A). No significant differences
in the Pl were found, except in the formulation with Brij S100 (Figure 1B). Last, the sur-
face charge decreased significantly due to PEGylation in all five developed formulations
{Figume 1C).
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Figure 1. Comparative analysis of the { A) partick sixe distribution (P51, (B) polydispersity index
(Pdl), and (C) zeta potential (£F; C) between PEGylated and non-PEGylated nanoparticles. CO
represents cholesteryl oleate, corresponding to the formulation without PEG. Statistical analy sis
was performed in triplicate. Bars without an asterisk (*) are not significant (ns), * p = 0.01-0.05,
* p=0.001-0.01 and *** p < Q.00OL

The incorporation of a new excipient into an already established formulation to
develop COSLNs is a challenge since it affects the physicochemical properties of the
nanoparticks. The addition of PEG to the original formulation affected particle size owing
e the steric hindrance effect that the polymer performs [18,30]. This effect makes FEG-
CSLN smaller (~180 nm) than CO-cSLN {~200 mm) by preventing agglomeration. The
incorporation of PEG onto the surface also affected the surface charge of the nanoparticles,
possibly due to surface area meduction, which decreases the charge [18].

In this context, statistical analysis showed that PEG-cSLNs developed with the modified
protocol, nduding CO-SLNs, exhibited a significant eduction in particle size (Figure 2A).
The PAL emained stable for the bwo protocols used, and no significant differences were
found (Figume 2B). Only the formulations with Gelucine and CO presented significant
differences in surface charge, while the other PEGs did not present differences (Figure 2C).
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Figure 2 Comparative analysis of the (A) particle size distribution (PSD0), (B) polydispersity index
(Pdl), and (C) zeta potential (£F) of PEGylated and non-PECylated nanoparticles with two different
protocols. CO represents cholestery | oleate, cormesponding to the formulation without PEG. Statistical
analysis was performed in triplicate. Bars without an asterisk (*) are not significant (ns), = p = 0.01-0.05
and *** p = 0.001.

Particle size is a critical attribute that is directly related to the PAL as the dispersion
increases, the agelomeration and consequently the size of nanopartickes increase. These two
parameters indicate the quality of the particles with respect to the size distribution, which
is the main physicochemical attribute influencing endocytosis-dependent cellular uptake.
The mechanisms of infernalization depend on the nanoparticle size, surface properties
{charge), shape, and tvpes of cells involved [31,32).

2.3. Freeze-Drying of PEG-c5LINs
3.1 Glass Transition Temperatun: (Ti)

The five formulations developed with 150 mg of PEG weme lvophilized to facilitate
transport and maintain physicochemical characterstics in the long erm, improving their
storage stability and shelf life. Prior to Ivophilization, we determined the glass transition
temperature (Tg) of each formulation toestablish the correct parameters of the [vophiliza-
tion process. For an optimal process, Tg should be below the collapse temperature (Te) of
the PEG-cSLMNs. Te is the maximum temperatume at which the product can meach sublima-
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tHom, Freeze-deying requires low temperatunes and pressures to eliminate the solvent (in this
case, water) in which the PEG-cSLNs ame suspended through the sublimation process [33]).

The lowest collapse temperature obtained among the formulations was —38 *C
(Table 51 and Figure 51). Thus, for the entire product to be well Iyophilized, the pro-
cess should be performed at a minimum of 1020 degrees lower than the aforementioned
temperature [30]. Thenfore, the freezing temperatume used in the Ivophilization cycle was
—557C to ensure vitrification of the trehalose matrix and the appropriate lyophilization of
all formulations [25].

2.3.2 Lyophilization of the PEG-cSLNs

The physicochemical analyses showed the successful production of monodisperse
populations of PEG-cSLNs (PdI < 0.2) with particke sizes between 200 and 300 nm and
Z potential values of 30-35 mV (Table 3). Among the formulations, Gelucine exhibited the
smallest particle size (211.1 £ 22.4). Interestingly, the DSPE and Myg 5100 formulations
demonstrated particle sizes comparable to those of CO-cSLNs (~235 nm). Un the other
hand, Myq 52 displayed a higher particle size (280 & 22.7 nm), while Brij 5100 had the
highest particle size overall (315.1 &£ 15.1 nm), as presented in Table 3.

Table 3. Comparison of the physicochemical characteristics of nanopartickes in aqueocus suspensions
and lyophilized formulations with and without PEG.

PEG (150 mg) ! PSD (nm) 2 Pdl ZF (mV}) PSD {nm) Fdl ZF imV)
Suspended SLNs Lyophilized SLNs

Brij S100 1909 0.096 251 3151 0199 280
DEPE 1715 0.131 275 2344 0190 359
Gelucine 1712 0.155 74 2111 0.225 326
My 52 1831 0.187 34 280 0.256 36
Myj 5100 1801 0.138 w4 2359 0.180 29.5
O 021 0.169 T4 235.3 01594 441

1 OO epresents 300 myg of cholesteryl oleate, cormsponding to the formulation withowt FEG. ? Particle size
distribution {FSD), polydispersity index (PdI), and zeta potential (ZF) of all the formulations manufactueed.

However, statistical analysis revealed a significant increase in the particle size of
the freeze-dried PEG-cSLNs compared to the suspended PEG-cSLNs. Notably, even the
CO-cSLMz exhibited a considerable size increase (Figure 3A). The stressful conditions of
the freese-diving process affected the physicochemical characteristics of all of the PEG
formulations compared to CO-cSLNs. Previous studies also reported a rise in particle
size after freeze-dving, providing further evidence of the effects of lvophilization on
nanoparticles [26,30,33-36].

Eegarding the Pl no significant differences were observed between the sugpended
and freeze-dned PEG-cSLNs of the Gelucine formulation and the two My formulations
(52 and 5100), sugmesting the successful formation of monodisperse PEG-cSLNS without
agpregates in these cases. Nevertheless, significant differences were observed for the
other two PEGylated formulations (Brij 5100 and DSPE), including CO-cSLNs (Figune 3B),
revealing the need for further optimization of the freeze-drying process paramirbers, since
steric stabilization might not guarantee the maintenance of physicochemical characteristics
during the lyophilization process [37].

Concerning ZF, an increase was observed in all formulations except for the Myrj 52
formulation, whene the potential mmained stable (Table 3). This might be an advantage
for PEGylated ¢SLMNs due to the substantial impact of PEGylation on nanoparticle surface
Charge. Despite the increase in £T, no significant differences were found for the Gelucire
formulation and the two Myn formulations (52 and 5100) {(Figure 3C). In contrast, significant
inCredses in AP weme observed for the other PEGylated formulations (B 5100 and DSPE)
as well as the CO-cSLNs, indicating the influence of the freeze-drving process on ZF. This
featume could be important in enguring the formation of SLNplexes.
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Figure 3. Comparative analysis of the (A) particle size distribution (PSD), (B) polydispersity index
(Pdl), and (C) zeta potential (£) of suspended (Susp.) and freeze-dried (Iyo.) PEGylated and
non-PEGylated nanoparticles. CO represents cholesteryl oleate, corresponding to the formulation
without PEC. Statistical analysis was performed in triplicate. Mot significant (ns), * p = 0.01-0.05,
* p=0.001-0.01 and *** p < 0.00L
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Freeze-drying is an albernative to improve the stability and feasibility of nanoparti-
cles due to the poor stability of these colloidal systems. However, it is well documented
that the freezing step is the most aggressive part of the process (crystal ice formation) and
increases the sk of aggregation and [/ or coalescence, decreasing the stability of the nanopar
tickes [26,33,36]. To counteract this effect, lvoprotectants or cryoprotectants (amorphous
dizaccharides) are crucial because they protect and stabilize nanoparticles against freezing
and drying stress during lyophilizabion, thus reducing aggregation, shorfening reconshitu-
tion timer and decreasing residual moistume [26,36]. These agents form a stable amorphous
glassy matrix (vitrificabion hypothesiz) that inkeracts with the surface of the nanoparticles,
incorporating and immobilizing them and preventing their fusion or aggregation [30,38].

Monetheless, the vitrification effect alome is insufficient to preserve the nanoparticles, as
their physicochemical properties are also influenced by PEGylation, as we have previously
demonstrated. It has been reported that a PEG-lipid with a longer PEG chain (MW 5000) and
a shorter lipid scaffold (dimyrstoy] glycerol) exhibited enhanced cryoprotective abilities
(DMG-PEG5000) [36]. In this context, ¢SLNs with longer PEG chains (DSPE and Myrj 5100)
had particle sizes similar to those of CO-SLNs, potentially due to the cryoprotective effects
of PEG. It is essential to consider the characteristics of the PEG laver since thev determine
the skealth properties based on the flexibility of the PEG chains on the nanoparticle surface.
The efficacy of a nanoparticle’s coating depends on the length and surface density of the
PEG chains [22]. Furthermore, we observed that by optimizing the ophilization process
and standardizing the different parameters of the procedure, it is possible to maintain the
nanopartick s physicochemical charackerristics and inbegrity {unpublished data).

2.4. Morphology of Suspended and Freeze-Diried PEG-c5LNs

TEM images confirmed the presence of a significant proportion of spherical and well
defined PEG-cSLNs in both suspended and freeze-dried states. These images revealed
the presence of SLINg with a solid matrix and the absence of amorphous structures in
all developed formulations (Figure 4), indicating that the lyophilization process had no
discernible impact on the nanoparticle shape. Moreover, the morphology was substantially
different among the formulations, as the physicochemical characteristics were influenced
by the specific PEGylated excipients employed in the nanoparticle matrix. The shape most
widely used in designing drug delivery carriers is spheres. Mevertheless, particles with
worm-like shapes, such as ellipscidal, cylindrical, and discoidal shapes, or ilomicelles,
can achieve better accumulabion within tumors [39]. In addition to particle size, Pdl, and
£ potential, shape is considered a crucial parameber, as it also determines the behavior of
particles in various progesses, including blood drculation, targeting, cellular uptake, and
intracellular trafficking [22]. The interaction between shape and cell specificity is critical
for cellular uptake, since shape also affects biological responses and enhances the targeting
of antibody-coated nanoparticles to the endothelium [32].

2.5. Stability Study of the PEG-c5LNs
251 Ome-Month Stability

Stability studies were carmed out over 30 days at 4 "C and 25 °C to determine the
temporal stability of suspended PEG-cSLNs. PEG-cSLNs in all formulations exhibited better
stability at 4 *C than 25 “C since the SLN population remained monodisperse (Pdl < 0.2)
throughout the 30 days (Figure 5). However, the Pdl values of all formulations at 25 °C
and one (Brij S100) at 4 “C showed a correlation with the elapsed time (Tabke 52). Thus, the
Pdls increased over time, with indices exceeding 0.2 at approximately day 20.
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CO Susp. Scale: 1 um CO Susp. Scale: 200 nm CO Lyo. Scale: 2 pm CO Lyo. Scale: 500 nm
PS <160 nm PS <195 nm

Brij S100 Susp. Scale: 2 pm Brij S100 Susp. Scale: 200 nm Brij S100 Lyo. Scale: 500 nm Brij S100 Lyo. Scale: 200 nm
PS <165 nm PS ~115 nm

DSPE Susp, Scale: 500 nm DSPE Susp. Scale: 200 nm DSPE Lyo. Scale: 500 am DSPE Lyo. Seale: 500 nm
PS ~70 nm and ~175 nm PS ~75 nm

Figure 4 Cont.
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Gelucire Susp. Scale: 1 pm Gelucire Susp, Scale: 500 nm Gelucire Lyo, Scale: 500 pm Gelucire Lyo. Scale: 200 nm
PS 165 nm PS -105 nm
N’)‘ri 52 SIISP. Scale: 2 pm N')l'i 52 SUSP. Scale: 200 nm M)'l’l 52 L)’O. Seale: 500 nm Nl}'l" 52 Lyo Scale: 500 nm
PS ~120 nm PS ~13%5 nm
Myrj S100 Susp. Scale: 500 nm Myrj S100 Susp. Seale: 200 nm Myrj S100 Lyo. Scale: 1 um Myrj 5100 Lyo. Scale: 200 nm
PS-110 nm PS <140 nm

Figure 4 TEM images and morphological analysis of suspended and freeze-dried PEGylated and non-PEGylated nanoparticles. Abbreviations: Susp., nanoparticles
suspended in an aqueous solution; Lyo., lyophilized nanoparticles; CO, cholesteryl oleate corresponding to the formulation without PEG. Gray arrows indicate
particle size (PS).
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Figure 5. Polydispersity index (Pdl) of the four PEGylated nanoparticles over a 30-day period
at different temperatures (4 *C and 25 *C). Statistical analysis was performed in triplicate. Mot
significant (ns), * p = 0.01-0.05, ** p = 0.001-0.01 and *** p < 0.001.

Similarly, the particke sizes of all formulations were found to be smaller at 4 *C than at
25 *C. Monetheless, it is notable that there was an increase in si%e compared to the initial
manufacturing day (Figure 6). Consequently, a correlation was observed between the
elapsed days and the particle sizes for all formulations at both emperatunes, As the dayvs
passed, the size of the PECG-cSLNs progressively increased (Table 52).

Finally, the ZF values of the PEG-cSLNs mmained within the mequired range of
2545 mV dunng the 30-day storage period (Figure 7). Momover, correlations wene ob-
served between the ZP and the elapsed days at 4 °C for all formulabons, except for the
Brij 5100 formulation (Table 52). Thus, as the days passed, the ZP of the PEG-cSLNs
increased. From approximately day 23, the Z potential increased.

Parameters such as particke size and size distribution (Pdl) are important factors in
evaluating the stability of aqueous colloidal svstems [31]. In this context, Sundé-FPou et al
(2019) reported that CO-cSLMNs began to ageregate from day 18, reaching maximum ag-
gregation on day 24 at 4 *C. For the best performance, they recommended storing these
nanoparticles for a maimum of 15 days at 4 °C. Nonetheless, PEG-cSLNs wen mome stable
(~30 days) than the original formulations due to favorable factors such as the steric stability
conferred by PEG and the surface charge established by the cationic lipid used.

Steric stabilization reduces the tendency of particles to aggregate, producing formula-
tions with increased stability during production, storage, and application [19,23]. Mopeover,
surface charge might improve stabilization due to the repulsive electrostatic foroes that exist
between nanopartickes [30,40]. The cationdc lipid contains amines whose nitrogen atoms
become protomated when exposed to an aqueous medium, charging the nanoparticle sur-
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Figure 6 Particle size distribution (PSD) of the four PEGylated nanoparticles over a 30-day period at
different temperatures (4 “C and 25 *C). Statistical analysis was performed in triplicate. Statistical
analysis was performed in triplicate. Mot significant (ns), © p= 0.01-0.05, ** p = 0.001-0.01 and
=+ p = 0.001.

These two factors played a crucial role in enhancing the overall stability of these
PEG-cSLMs [33]. Mevertheless, nanoparticles are more susceptible to changes in stability
than microsystems due to their larger specific surface area [31,40). The increased surface
ama makes nanoparticks mome prome to ageregation, which becomes an important issue in
comparison to other microscale drug delivery systems [31,40). However, despite irnev ersible
nanopartick aggregation doven by van der Waals attractive forces [33], we were able to
obtain satisfactory stability for these nanoparticles at 4 °C.
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Figure 7. Zeta potential (') of the four PEGylated nanopartickes over a 30-day period at different
temperatures (4 “C and 25 °C). Statistical analysis was performed in triplicate. Mot significant {ns),
* p=0.01-0.05, ** p= 0.001-0.01 and *** p < 0.001.

2.5.2 Ome-Year Stability

In the same way, stability studies of freeze-dried PEG-cSLMNs were performed at
4 *C and 25 °C for one vear. Similar to suspended PEG-cSLNs, the stability of all PEG
formulations was better preserved at 4 °C than at 25 °C since the Pdl values remained
at approcimately (0.2 (Figure 8). These results indicate that the reconstituted PEG-cSLNs
maintained a monodisperse population dispersion for one vear, except for the formulation
with Brij 5100, which was the PEG most affected by time. Furthermore, a correlation was
observed between Pdl and the elapsed time for the formulations with Gelucire and My 52
at 4 "C (Table 53). Nonetheless, no correlation was found for the remaining formulations
(Brij 5100, DSPE, and My 5100). This factor might be attributed to the longer carbon
chains present in these PEGs, particularly DSPE, which leads to an increased mepulsion
force ow ing to the steric effect on the completely coated SLNs [15,41].

Similarly, the sizes of the PEG-cSLNs (230-250 nm) wemne stable at 4 *C in all formula-
tions, including that with Brij S100 (Figume 9). Surprisingly, in some cases, the PEG-cSLNs
wire smaller at 25 °C than at 4 "C, while in others, they were larger (DSPE, Celucine, My rj 52
and 5100}, indicating instability at room temperature. This sugerests that maintaining the
nanoparticles at 4 “C is the most effective approach to prevent their agglomeration. More-
over, no correlation was found between particke size and elapsed time at either temperature
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analyzed, except in the formulation with Bry 5100 at 4 “C (Tabke 53). This means that the
particle size emained stable throughout the entire vear

Brij $100 DSPE-mPEG2000
F o - E .
. ' =
. Crelucire 5013
E nx] -
e
Myrj 52 v Myrj 5100
F [ I |
B A i
e - -
] 1 x . " ] o [ 1 1 s " ¥ 1

Figure & Polydispersity index (Pdl) of the five PEGylated nanoparticles over one year at different
temiperatures (4 “C and 25 “C). Statistical analysis was performed in triplicate. Mot significant (ns),
* p=0.01-0.05 and ** p= 0L.001-0.01.

Interestingly, in some formulations, freere-dried PEG-SLNs exhibited a higher surface
charge at 25 *C than at 4 *C (DSPE, Geludme, My g 52 and S100; Figure 10). Nonethelkess,
all ZP values memained within the equired range (2545 mV) over the elapsed vear in all
formulations, as confirmed by subsequent binlogical tests assessing the electrostatic binding
of genetic material to the nanoparticles. The purpose of preserving long-term stability and
extending the shelf hife of nanoparticles was achieved, although the freeze-diving process
has not yet been fully standardized and optimized. However, through the improve ment
of process parameters, it is possible to maintain the integrity of the physicochemical
characteristics of the nanoparticles and further emhance their long-term stability,

250



Phormacasticals 2023, 16, 1583 16 of 26

PRI

won Brij S100 - DSPE-mI"EG2000
25y nis z
- ”
i i
: = B
] =
— -
[ BFLES
a 3 [ L 1
LS 2 i
Gelucire 5013
150
i
E [
= o
Mariihe
Myrj 52 Myrj S100
EE L
i
[ E - i
LR =

Maniks

Figure 9. Particle size distribution (PSD) of the five PEGylated nanoparticles over one year at different
termperatures (4 “C and 25 “C). Statistical analysis was performed in triplicate. Not significant (ns),
* p = 0.01-0.05, ** p = 0.001-0.01 and *** p < 0.001.

2.6, Biofogical Assays
261 Cytotoxicity of PEG-cSLNs

The effects of the PEG-cSLNs on cellular viability / cytotosicity wene assessed. The
results meveal that at a volume of 10 pl, all formulations in both states (suspended and
frecze-dmned PEG-cSLNs) demonstrated high cell viability, as evidenced by the absence of
toocicaty toward HEE293T cells in the I test (Figure 11). In nearly all formulations tested
at this volume, cell viability exceeded 90%. These outcomes sugoest that under specific
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experimental conditions, these PEG-cSLNs do not induce harmful effects on human oells
cultured in vitro, Comversely, higher towicity was observed in practically all formulations
when tested at a volume of 20 pl. Interestingly, the freese-dried formulation with DSPE
showed enhanced viability at a volume of 20 pl. compared to 10 pl. Notably, Myrj 5100
seems to be the most promising formulation, as both stabes exhibrbed cell viability over 9%
at both tested volumes.

Birij 5100 DSPE-mTEC 2000
IR din
B :
-
[
M
i
B
14
=l
1 3 1 ] B v 1 ! ¥ ¥ =
Wawhs .
Ceelucire 50013
i
& I
=
Wik
hyej 82
Miyrj S100
X
"
i
]
IS S
[ Rk .
| RS
LI =
1 } [ i 12 ] i [ ¥ [H
e i

Figure 10. Zeta potential (£P) of the five PEGylated nanoparticles owver one year at different tem-
peratures (4 “C and 25 “C). Statistical analysis was performed in triplicate. Mot significant {ns),
*p=001-0.05, ** p=0.001-0.01 and *** p = 0.001.
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Figure 11. Cell viability of HEK293T cells after 48 h of incubation with two different volumes (10 pl
and 20 uL) of PEG-cSLNs in suspended and Iyophilized states using flow cytometry. Abbreviations:
PC, positive control; COS, cholesteryl oleate suspended; COL, cholesteryl oleate lyophilized; BS,
Birij 5100 suspended; BL, Brij 5100 lyophilized: DS, DSPE suspended; DL, DSPE lyophilized; G5,
Celucime suspended; GL, Geludre lyophilized; M525, Myrj 52 suspended; M521, Myrj 52 lyophilized;
MS1005, Myrj 5100 suspended; M5100L, Myrj 5100 hyophilined.

¥ &

In vitro biological viability assays of CO-SLNs have been eported previously [8,25]
To mvestigate the influence of PEGylation on their in vitro behavior using different PEG
excipients, our study aimed to assess the cytotoxicity of these PEG-cSLNs in human cells
under specific experimental conditions. The results indicate the absence of cytoboxic
effects of these SLNs on human cells, providing a favorable indication to proceed with the
formation of complexes with genetic material at a specific volume of nanoparticles.

262 SLNplkex Formation with PEG-c3LNs

To azgess the nuckeic acid binding efficiency of FEG-cSLNs, gel electrophomesis retar-
dation assays were performed. The presence of unbound free DNA in the gels reflects
the binding capacity of the PEGylated nanoparticles {loading efficiency). All FEG-cSLN
samples (suspended and freeze-dried SLNs) formed SLNplixes when the amount of DNA
was between 0.5 and 1.0 pug (Figure 12). In contrast, PECG-cSLNs wepe unable to form suffi-
cient complexes with more than 2 pg of DMNA, as a considerable amount of free DMNA was
detected in the gel Nonetheless, the formulations with suspended SLNs formed complexes
in all amounts except for the My rj S100 formulation,

The capacity of CO-cSLNs to form DNA complexis has been reported previously [24,25].
Orur mesults confirmed the suitability of these PEG-cSLNs for DMNA binding, in both their
suspended and freeze-dried states, degpite the inclusion of PEGylabion. While PEGy-
lation reduced the surface charge (ZF), which may have affected the binding capacity,
the remaining positive charge was enough to faclitate the formation of SLNplexes in all
PEG formulations. Notably, the £ increased afber freeze-deying, improving the ease of
SLNplex formation.
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Figure 12. Agarose gel electrophoresis of the five different PEG-cSLNs-DNA complexes in suspended and lyophilized states with increasing amounts of plasmid
DNA. Image (A) corresponds to 500 ng of DNA, image (B) to 750 ng, image (C) to 1000 ng, and image (D) to 2000 ng. Lanes 1 and 9: DNA ladder; lanes 2 and 10
MHC luciferase plasmid; lanes 3 and 4: cholesteryl oleate suspended and lyophilized; lanes 5 and & DSPE suspended and lyophilized; lanes 7 and 8: Myrj $100
suspended and lyophilized; lanes 11 and 12: Gelucire suspended and lyophilized; lanes 13 and 14: Myrj 52 suspended and lyophilized; lanes 15 and 16: Brij S100
suspended and lyophilized.
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3. Materials and Methods
3.1. Materials

The following materials wene used to synthesize the nanoparticles. The lipid matrix
was composed of skearic acid (EMD Millipore, Billerica, MA, USA) and cholesteryl oleate
(Tokyo Chemical Industry Co., Tokye, Japan). Additionally, we selected five different
PEGylated excipients: polyoxyethylene (100) stearyl ether- PEGLI00SE (Brij 5100, Sigma-
Aldrich Co., St Louis, MO, USA); PEG-32 hydrogenated palm glycendes (Geluecire 50413,
Gattefossd SAS, Saint-Priest, France); polyoxyethy lene (40) stearate- PEG 40 monostearate
(Myrj 52, Sigma-Aldrich Co); polyoxyethylene (100) stearate-PEG100S (Myr S100, Croda
[berica S5.A., Fogars de la Selva, Spain) and 1,2-distearoyl-phosphatidylethanolamine-
methyl-polye thylene glycol conjugate-2000 (DSPE-mPEG2000, Muse Chem, Fairfield, NJ,
UsA} for incorporation into the oil phase (dispersed phase) of each formulation after a
bibliographic search [18,47-44] and an analysis of their molecular and solubility character-
istics, hydrophilic-lipophilic balance, theoretical and experimental compatibility between
the components, and price.

The hydrophilic components of the aqueous phase (continuous phase ) were poloxamer
185 {Sigma-Aldrich Co.) as a surfactant (100 mg) and octadecylamine (Acros Organics, Geel,
Belgium) as the cationic lipid (600 myg) used as a charged carrier. Finally, all the components
wene mixed with ultrapume water (EMD Millipore).

3.2, Method of Preparation of PEG-cSLNs

A factorial study involving different PEG quantities was conducted to determine the
precise composition of the lipid core (sbearic acid, 5A + cholesteryl oleate, CO + PEG)
based om their distinct physicochemical characteristics. The PEG-cSLNs wem synthesized
usging an oil-in-water (o/w) emulsion echnique based on the hot microemulsification
method [4546], with certain modifications that involved increasing the duration and the
sHrring speed within the manufacturing process to reduce particle size. Briefly, all the
components were heated and melted at 10 “C above their melting point (~80 *C) in two
separate beakers (5 ml and 50 mlL) corresponding to the oil and water phases. Once the
components of the lipid matrix wene melted, they wene poured and mixed into the agueous
phase solution (20 ml of ultrapure water + cationic lipid + surfactant) to create a hot
emulsion. This mixture was high-speed stirmed at 20,000 and 24,000 rpm with a digital
ULTRA-TURRAX® KA T-25 equipped with a disperser 525M-8 G rotor & 8 mm (Staufen,
Germany), for 10 and 15 min, mespectively.

The hot emulsion obtained was rapidly dispersed into 125 mL of cold water (1-4 “C)
under continuous high-speed stirring, employing the same conditions mentioned before,
to generate the core solidification that forms the PEG-cSLNs, The resulting microemulsion
wias entrifuged at 19,000 < g at 4 “C for 20 min {Digicen 20 R, Ortoalresa, Madrid, Spain)
to mmove any excess excipient. Finally, we double-filened the nanoparticle suspension
through 4348 ym and 7-9 pm qualitative filter papers, respectively (FILTER-LABY, Filtros
AMNOILA, SA., Barcelona, Spain). The final SLN suspensgion (~80 mL) was dispensed into
5 mL glass vials (Vidrio Soplado Manwel Pérez, 5 A, Barcelona, Spain) and stored at 4 *C
undtil the freeze-drying process began,

3.3. Physicochemical Characterization of the PEG-cSLNs
3.3.1. Size Characterization

The physicochemical properties of both the suspended nanoparticles in an aqueous
medium and the reconstituted freeze-dred PEG-CSLMNE with 4 mL of Milli-0 water were
analyzed. Particle sizes and Pdls were determined by means of dynamic light scattering
(DLS) with a Zetasizer Nano Z590 (Malvern Panalytical Ltd,, Malvern, UK) by examin-
ing the hydrodynamic particle diameter (z-average), which is expressed as the median
volumetric particle diameter [47]. All samples werne measured in triplicate to obtain the
average nanopartick size distribution and standard deviation with a mean vahwe caleulated
in nanometers (nm).
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Suspended formulations were charackrized on the production day, whereas freeze-
dried PEG-cSLNs were stored at 4 °C until further analysis. Measurements were performed
at 25 °C and were analy zed in the general- purpose mode cormesponding to the specialized
software specifying the tvpe of particle and dispersant used.

332 Feta Potential Analysis

The surface charge (Z17) of all formulations (aqueous and reconstituted freeze-dried
PEG-cSLMNs) was measuned via laser Doppler electrophoresis in a Zetasizer Nano-Z (Malvern
Instruments, Malvern, UK). The zeta potential values were obtained from the electrophoretic
mobility (EM) of the nanoparticles under an electric field through electrodes that are con-
mected to the cell containing the sample. Specific software was used to apply the Henry
equation to convert the EM of the SLNs into X1 values. Measurements were carrded out in
triplicate and stabilized at 25 °C before measurement, and the results were expressed in
millivolts (mV).

3.4. Effect of PEGylation on the Physicochemical Characteristics of CO-cSLNs

This analysis was designed to assess the impact of FEGylation on three variables (FSD,
PdI, and ZF) in ¢SLNs with FEG. The statistical analysis was performed using the paramiet-
ric unpaired Student’s t-test due to the fulfillment of the requined conditions (normality
test). Additionally, a comparative analysis of the three vardables in each formulation was
conducted to examine potential differences between the two manufacturing procedures
employed. The parametric paired Student’s test was utilized when conditions permit-
ted, while the non-parametric Wilcoxon test was used in cases where the conditions were
not met

3.5, Freeze-Dirying of Nanoparticles
3.5.1 Glass Transition Temperatune (Tg)

Thermal behavior was conducted using a differential scanning calorimeter (D5C), model
82l (Mettler Tokedo, Columbus, OH, USA) before Irophilizing the PEG-SLNs to establizh
the appropriate paraméters for the process. Samples wene weighed out (approx. 30 mg) into
aluminum pans (40 pl) and hermetically sealed with aluminum covers. Nitrogen liquid
wias used to cool down the samples, and an empty aluminum pan was used as a reference,
The assay was performed by freezing the samples from 25 °C to —80 °C at 10 °C/min. The
sample was kept at this temperature for 1 min and then heated to 25 *C at 10 *C/ min. The
analyses wene conducted within a nitrogen atmosphere (30 ml/ min).

352 Freeze-Dhying

The PEG-cSLNs wene freeze-dried using a solution of trehalose (5%, w/v) as a eryopro-
tectant on a Lyolab C85 20 (Coclvacuum, Barcelona, Spain) pilot freeze-drying system,
Glass vials were placed on the shelf of the freeze-dryer. Each vial was semi-stoppered
and contained 4 mlL (2 mL of PEG-cSLNs suspension and 2 mL of trehalose solution, 5%),
representing each of the five different nanoparticle formulations. Briefly, conventional
ramp freezing was carried out, in which the lvophilization cycle consisted of freezing
the samples at —55 °C for 2 h. Then, the temperature was increased to —15 "C with a
vacuum of 0.30 mbar for 20 h (primary drying), and secondary drying was performed at
25 °C for 20 h. After lyophilization, the FEG-cSLNs were evaluated for the presence of a
homogeneous white cake and uniform appearance, indicating successful lyophilization
without moisture. The lyophilized powder was econstituted with 4 mL of Milli-Q watker
and filtered (4348 pm) prior to performing the experiments.

3.5.3. Comparisen bebween the Different Conditions after Freeze-Dirying

This analysis companed the three variables of each formulation between PEG-cSLNS sus-
pended in aquecus medium and freeze-dried PEG-cSLNs. The analysis was performed using
the paired Student’s test when the condifions wene met, and the Wilcoxon best otherwise.
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3.6. Morphological Amalysis of the PEG-c5LNs

The surface and content homogeneity of all nanoparticle formulations (suspended and
reconstituted freere-dred PEG-cSLNs) were analyzed by means of transmission electron
microscopy (TEM). Images were taken using a Tecnai Spirit microscope equipped with a
LaBé cathode (FEI Company, Hillsboro, OR, USA). Images were recorded at 120 KV using a
1376 « 1024-pive]l CCD Megaview camera. The samples were adsorbed onto carbon-coated
copper grids and negatively stained with a 0% methyleellulose solution.

3.7. Physical Stability Study

The stability study was carried out by determining the particke size, Pdl, and zeta
potental values on a Zetasizer Mano 2590 (Malvern Panalytical Lid., UK) and Mano-Z
{(Malvern Instruments, UK) for both suspended and reconstituted freeze-dried PEG-cSLINs.
Suspended samples were stored at 4 "Cand 25 °C for one month, while the lyophilized
PEG-cSLINs were stored for one year at the same emperatures mentioned before. For
the correlation analysis, Pearson or Spearman tests were performed depending on the
normality of the samples.

3.8. Biological Characterization of PEG-cSLNs
381 Cytotoxicity Assay

Cell cultures were established with human embryonic kidmey 293 T (HEEZ93T) cells
obtained from the American Type Culture Collechion (ATCC, Manassas, VA, USA). The
cells were grown and maintained m DMEM with Lo giun:um su]:!]:alemented with 10% o/ o
heat-imactivated FBS (Life Technologies Corp., Eugene, OR, USA), penicillin/streptomycin,
4 mM L-glutaming, and non-essential amino acids at 37 °C in a 95% air and 5% COy
atmosphene as previcusly described [45]

For the viability / cytotoxicity assays, HEK293T cells weme grown in 35 mm plates Mé
(Falcon Enamelware, London, UK) to approximately 70-80% confluence. Two different
volumes (10 pL and 20 plL) of each PEG<SLN, in both suspended and freeze-dried states,
wene incubated with HEK293T cells in duplicate. Cellular cytotoxicity was assessed using
flow oy bometric analysis with the propidium iodide (PI) test. Briefly, HEK293T cells were
seeded in 6-well plates (2.5 « 105 cells/well) and incubated in DMEM supplemented with
10% FBSi at 37 °C for 24 h. The culture medium was removed, the nanoparticles were
added to DMEM without antibiotics or FBSi, and the cells weme incubated again at 37 *C
for 48 h. Flow cytofluorometric analyses were performed with the vital dye PI{40 pg/mlL,
EMD Millipore) using a FACSCalibur oy tomiter (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) A
minimum of 10,000 events were acquired by gating the forward and side scatbers to exclude
cell debris and analveed in FL-3.

3.8.2. SLNphkxes Formation

SLMplexes were prepared by mixing the PEG-cSLNs (10 pL) with different amounts
(500 ng, 750 ng, 1000 ng, and 2000 ng) of plasmid DNA (pDNA). The mixture was kept
at room temperature (RT) for 4045 min to allow the complexes to form. The analy sis of
SLMplex formation and loading efficiency of the PEG-cSLNs with pDNA was performed by
examining the electrophoretic mobility of the samples across a L0% agarose gel. Gels were
made with agarose [11 at 0.8% in 1 Tris-acetate-EDTA (TAE) (40 mM Tris-acetate, 1 mM
EDTA) containing 0.04 ul/mL RedSafe® solution for nucleic acid visualization. An aliquot
of each sample was mived with 6X loading dye (NEB B70255) comprizsing 2.5% Ficoll-400,
10 mM EDTA, and 3.3 mM Tris—HC] (pH 8.0—25 *C}) and charged into the respective pel
well. Electrophonesis was carred out at B0V for 45 min. The fragments were visualized
under UV light using a UV transilluminator GelDoc® EZ Imager (Bio-Rad”, Hercules, CA,
UsSA) system and photographed by Bio-Rad® Imagelab 5.2.1 software.
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3.9. Statistical Analysis

Three main analyses were carried out to establish whether there were significant
differences between the different conditions to which the SLNs were exposed (PEGylation,
protocols, nanoparticles suspended in an aqueous medium, and reconstituted freeze-dried
nanoparticles). Two batches of each formulation were measured in triplicate to obtain the
means and standard deviation of the particle size distribution (PSD), polydispersity index
(PdI), and zeta potential (ZP).

All statistical tests and graphs were performed using IBM SPSS Statistics software,
version 22 (SPSS, Chicago, IL, USA) and GraphPad Prism version 8.0.1 (GraphPad Soft-
ware, San Diego, CA, USA). The p values are represented by asterisks (* p = 0.01-0.05,
** p=10.001-0.01, and *** p < 0.001). The absence of an asterisk indicates that the change
relative to the control is not statistically significant The SLNs without PEG represented the
control, whose denomination was CO due to cholesteryl oleate.

4. Conclusions

PEGylation and modifications in the manufacturing method affected the physicochem-
ical characteristics of the CO-cSLNs. PEGylation significantly reduced particle size, and the
lyophilization process influenced the physicochemical properties of PEG-¢SLNs. However,
successful reconstitution of PEG-cSLNs was achieved with a monodisperse population and
positive surface charge, making them suitable for DNA binding and complex formation.

Furthermore, PEGylation notably improved the stability of suspended CO-cSLNs
(more than one month). Most freeze-dried PEG formulations (4 of 5) showed stability for
one year. The biological properties of CO-cSLNs remained unaltered by PEGylation, as
cell viability remained high (over 90%). The consistent surface charge over time facilitated
SLNplex formation, highlighting their potential as non-viral vectors.

Finally, these findings demonstrated the potential of these PEGylated nanoparticles
for advancing transfection tests and conducting subsequent in vivo assays. The use of
cost-effective PEGs could further enhance their commercial accessibility, making them
promising candidates for future biomedical applications.

Supplementary Materials The following supporting information can be downloaded at: https:/ /
www.mdpi.com/article/10.3390/ph16111583 /51, Table 51: Measurements of the glass transition
temperature (Tg) of each developed PEG formulation; Figure 51: DSC analysis of the four PEG-
cSLNs suspended in a solution with 5% of trehalose. Brij 5100 (A), Gelucire (B), Myrj 52 (C), and
My 1j 5100 (ID); Table S2: Correlations and regressions between the physicochemical characteristics
(Pdl, PSD, and ZP) of suspended ¢SL.Ns and the elapsed time (30 days) of each PEG formulation
at two temperatures (4 C and 25 °C) exposed; Table S3: Correlations and regressions between the
physicochemical characteristics (Pdl, PSD, and ZP) of lyophilized c¢SI.Ns and the elapsed time (one
year) of each PEG formulation at two temperatures (4 “C and 25 °C) exposed.
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Introduction

Table 1. Particle size, Pdl, and zeta pmenl\al of the five different PEG-SLNs.

_pecsue [P | pa | i |

In the last 30 years, nanotechnology has become a novel interdisciplinary scientific field, which has

promoted the development of various nanostructures with the potential to provide controlled drug Brij $100 180 8 0,117
release and targeted administration of active agents. Along with the development of new and DSPE 164.3 0216 21‘8
efficient technologies, it has allowed us to raid into the improvement of therapies such as gene Gelucire 50/13 178,6 0,158 28,6
therapy. In this regard, solid lipid nanoparticles (SLN) are gaining more importance, being one of Myrj 52 185,6 0,141 257
the most promising nanoparticle-based methods for gene therapy. Cationic solid-lipid nanoparticles Myrj $10 1938 0,086 26,3
(cSLNs) are nanoparticles based on biocompatible and biodegradable lipids with a positive surface
charge capable of forming complexes with DNA/RNA (SLNplexes).
Starting from already established formulations of cSLNs with cholesteryl-oleate that have 50
demonstrated their efficacy and safety in vitro (Sufié-Pou et al., 2019), this project aims to improve .
the current formulation for the possible administration of RNA/DNA in vivo, with the incorporation in
the nanostructures of excipients, for instance, polyethylene glycol (PEG), that present protein o
repellent properties, and can also “mask” the nanoparticles from the host's immune system, thus ® ¥
reducing immunogenicity. The overreaching goal of this study is to develop effective nanoparticle £ 30
systems for the successful administration of nucleic acids in vitro and especially in vivo systems so f 25 T
that in the future this tool can be implemented in the nanomedicine field. In this poster, the 3 5
physicochemical and biological characteristics of five different formulations incorporating different
'y . 15
types of PEG excipients will be presented and compared. T
10
5
" 0
Materials & Methods RIS 2 R SR SR T I Qe
& & @"'u &'F ‘;\_\9 4\9 &19 &"’Q & F
Nanoparticles were synthesized using: poloxamer 188, E@“ \5.‘“ & & é\\‘;’ & ‘ﬁ\' ‘;&" & & (ﬂ,y" (ﬂ,‘@"
octadecylamine, stearic acid, cholesteryl oleate, v ¢ © B
ultrapure water, and five different PEGylated excipients. Figure 1. Cytotoxicity assay of the five different PEG-SLNs with HEK293T
‘ cells through flow cytofluorometry with propidium iodide (PI) test.
Oil-in-water emulsion technique based on the hot
microemulsification method was used.
500 ng 750 ng 1000 ng 2000 ng.
N :
Particle size and polydispersity index (PDI) was Fo e ees & Fo @ 08 & ,‘ P “ q"y
determined by dynamic light scattering on a Zetasizer FFEEEEE :PJ:‘&.@ R f. &4 :‘Na‘ & c" & ﬁvf \f

Nano ZS9. Zeta- potential was measured by laser
Doppler microelectrophoresis in a Zetasizer Nano-Z.

For the cytotoxicity assays, HEK293T cells were grown
in 35 mm plates with DMEM medium to approximately
70-80 % confluence. Pictures were taken at 24 h and
48 h after having added different volumes of PEG-SLNs
(0-25 pL). The cytotoxicity assay was carried out using
flow cytofluorometric analysis with the propidium iodide
(PI) test.

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of the five different PEG-SLNs:DNA complexes
with increasing amounts of plasmid DNA (500-2000 ng).

SLNplexes were prepared by mixing the PEG-SLNs (15
pL) with different amount of plasmid DNA (pDNA). The
analysis of SLNplexes formation and loading efficiency
of the PEG-SLNs with pDNA was performed by
electrophoretic mobility of the samples on 1.0% agarose
gels.

~ An adequate population of PEG-SLNs without formation of aggregates and

with an acceptable particle size (nm) and zeta potential (mV) was obtained.

~PEG-SLNs were toxic to cells in volumes greater than 20 pL.

#Our results confirmed the suitability of these PEG-SLNs to bind DNA and
form complexes.

~With these preliminary results, and to ensure that the PEG-SLNs can enter
the cell, we will improve the formulation to reduce the particle size to a cut-off
value of 100 nm.

»0Once we reduce the size of PEG-SLNs, we will proceed to perform

~ An important population of small and homogeneous nanoparticles in all the ‘ o
@sfeclion experiments to continue with the in vivo assays.

formulations was obtained. Particle size was determined several times, and a
size of 181 £ 11 nm was achieved. PDI values were lower than 0.2 (0.14 £
0.05), and zeta potential showed a positive surface (+25.08 £ 2.71) (Table 1).

~ Different volumes of each PEG-SLNs were incubated with HEK293T cells for
24 and 48 h. Toxic effects were observed in a volume of 20 pL of each PEG-

SLNs sample. Propidium lodide staining corroborated these results, in where
the cell viability decreased about 85% (Figure 1)

~ Gel electrophoresis retardation assays were performed to assess the nucleic
acid binding efficiency of the PEG-SLNs. Almost all PEG-SLNs samples
formed SLNplexes when the amount of DNA was between 0.5 and 1.0 ug
(Figure 2). However, even in the initial volume, DSPE could not form enough
SLNplexes as there were fewer PEG-SLNs.
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Introduction

In the last three decades, the development of several nanostructures
with the potential to provide controlled drug release and targeted
delivery of active agents has gained great interest. Thus, the use of
nanoparticles (NPs) has become a promising tool to establish new
therapeutic routes for clinical use, such as gene and RNA therapies.
For instance, cationic solid lipid nanoparticles (cSLNs) are
biodegradable and biocompatible non-viral lipid-based nanoparticles
with a positive surface charge, capable of forming SLN complexes
(SLNplexes) with DNA/RNA.

In this sense, one of the great challenges in the field is to achieve
adequate colloidal stability of NPs over time. To achieve this goal, the
freeze-drying process is the main technique used, since NP-based
formulations are currently available in liquid suspensions and require
very cold temperatures to prevent particle aggregation and/or fusion
(COVID-19 vaccines), which limits its transportation and storage [1].
However, the lyophilization cycle (freezing, primary drying, and
secondary drying) generates stressful conditions for NPs, especially
the freezing step, which drastically affects their physicochemical
properties, such as particle size and polydispersity index.

This study seeks to evaluate the effect of temperature, vacuum, and
process duration on two different PEGylated cSLNs based on
cholesteryl-oleate matrix core, which have demonstrated their efficacy
and safety in vitro [2] and thus develop an optimal, reproducible, and
successful freeze-drying process.

Materials & Methods

Nanoparticles were synthesized using: poloxamer
188, octadecylamine, stearic acid, cholesteryl
oleate, ultrapure water, and two different PEGylated |

Results and Discussion

» The results showed that the optimization and standardization of the
freeze-drying process are crucial to avoid irreversible SLNs aggregation.
The adjustment of the several parameters that the process has, is very
important to protect the nanoparticles from both the low temperatures
and the extreme vacuum that freeze-drying requires (Table 1).

» We performed a quick freezing in the three temperature ramps carried out
with the two PEG-cSLNs to avoid ice crystal formation due that the most
aggressive step in the process is freezing.

» The implementation of temperature ramps in the primary drying (the most
transcendental step) contributes to avoid the nanoparticle agglomeration
and therefore the increase in particle size (Figure 1). The glass transition
temperature (Tg) of the samples must be known since it is recommended
that the temperature established in the primary drying be below Tg.

» The parameters of the temperature ramp #3 resulted in being the most

suitable procedure to lyophilize the SLNs. This ramp with a vacuum of 0,3
mbar proved to be the best freeze-drying cycle to maintain the
physicochemical properties of the SLNs similar to those in suspension
(Figure 2).

excipients (Myrj 52 and Tefose 1500).

Qil-in-water emulsion technique based on the hot
microemulsification method was used. SLNs were
freeze-dried using a trehalose solution (5%, w/v)
as a cryoprotectant.

Freeze-drying trials \
DSC =2 Tg

w

different trials
- Temperature ramps (°C)
- Process duration (h)

Different
vacuum values

$

The physicochemical properties of both suspended
and freeze-dried SLNs were analyzed. Particle size
(PSD) and polydispersity index (Pdl) were
determined by dynamic light scattering on a Zetasizer
Nano ZS9. Zeta-potential was measured by laser
Doppler microelectrophoresis in a Zetasizer Nano-Z.

’ [ —

size (nm)

—— it

Vacuum (mbar)

Figure 1. Freeze-drying graph of ramp #3. Product 3 and  Figure 2. Vacuum effect on the mean size of the SLNs with
Product 2 correspond to both PEGs: Myrj 52 and Tefose PEG Tefose 1500 at different pressures. The blue bars indicate
1500 respectively. Freezing (-55 °C, 2 h), Primary drying SLNs suspended in water; the green bars indicate SLNs
(-45°C, 2 h; -40°C, 2 h; -35°C, 2 h; -30 °C, 12 h; -15 °C,  unfiltered; the grey bars indicate SLNs filtered.

8 h), vacuum (0,3 mbar), Secondary drying (25 °C, 16 h).

» Although a freeze-drying cycle was established that was effective in obtaining
resuspended SLNs with acceptable physicochemical characteristics, it was not
possible to correctly resuspend the lyophilized nanoparticles, and both PEG
formulations had to be filtered (43-48 um filter papers) to remove any agglomerates
that might exist.

» The optimization of the lyophilization process is not yet fully standardized, so more

trials are needed, for example, testing different types of cryoprotectants and/or

Table 1. Polydispersity index (Pdl), particle size (Size), zeta potential
(ZP), and size difference (Diff. S) between the suspended (S) SLNs vs.
unfiltered (UF) and filtered (F) SLNs of PEG Tefose 1500.

lyoprotectants, as well as different concentrations, to better protect the SLNs against
the process stress, and thus obtain quality freeze-dry results without filtering the NPs.

Vacuum Size ZP Diff.
FEE (mbar) S (R (nm) (mV) Svs. UF/F
S 0,184 1964 34
Tefose 03
1500 ! UF 0,321 203,3 NA 6,9

F 0,217 196,44 448 0

[1] Luo WC, O'Reilly Beringhs A, Kim R, Zhang W, P, et al. Eur J Pharm
Biopharm. 2021;169:256-67.

[2] Sufié-Pou M, Limeres MJ, Nofrerias I, Nardi-Ricart A, et al. Colloids Surfaces
B Biointerfaces. 2019;180:159-67.
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Tabla S1. Variacion de cantidades de PEG
evaluadas en un disefio factorial para determinar

la cantidad Optima a utilizar.

Excipiente Cantidades mg

Ac. Estedrico 180 140 100 60
Colesterol 270 210 150 90
PEG 50 150 250 350

Tabla S3. Comparacion del tamafio de particula (PSD) y PdI

ANEXO Il

Tabla S2. Variacion de cantidades de cistamina
evaluadas en un disefio factorial para determinar
la cantidad 6ptima a utilizar.

Excipiente Cantidades mg

Ac. Estearico 119 112 98 84

Colesterol 179 168 147 126

PEG 128 120 105 90

Cistamina 75 100 150 200
entre

nanoparticulas suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, liofilizadas sin filtrar
y liofilizadas filtradas con dos PEGs distintos sometidos a diferentes vacios.

Vacio SLNs? PSD (nm)P Pdlc
S 161.1¢ 161.4¢ 0.189¢ 0.173¢
0.1 SF 192.7 199.7 0.199 0.238
F 207 198.7 0.215 0.221
S 176 171.2 0.133 0.156
0.2 SF 209.1 200.4 0.219 0.232
F 210.9 215.8 0.158 0.241
S 184.5 181.4 0.116 0.154
0.25 SF 205.7 211.8 0.204 0.255
F 234.1 211 0.241 0.211
S 198.3 147 0.185 0.201
0.325 SF 426.3 276 0.678 0.317
F 202 258 0.234 0.312
S 197.5 189.4 0.167 0.137
0.35 SF 200.3 207.2 0.216 0.258
F 203.1 202.4 0.205 0.212
S 220.4 178.3 0.171 0.178
0.375 SF 244.7 667.4 0.229 0.295
F 266.9 199.2 0.232 0.255
S 182.6 175.4 0.142 0.182
0.4 SF 211.5 210.7 0.206 0.224
F 222.1 209.2 0.227 0.191

a Nanoparticulas suspendidas sin liofilizar (S), liofilizadas sin filtrar (SF) y liofilizadas filtradas (F).

B Distribucién del tamafio de particula (PSD).

C indice de polidispersidad (Pdl)

d Formulacion correspondiente al PEG Myrj 52.

€ Formulacion correspondiente al PEG Tefose 1500.
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Tabla S4. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas entre nanoparticulas
suspendidas en medio acuoso sin liofilizar, liofilizadas sin filtrar y liofilizadas filtradas con
tres PEGs distintos sometidas a diferentes crioportectores con diferentes concentraciones.

PEG Crioprotector? PSD (nm)P Pdl ZP (mV)
SLNSs suspendidas 0.229 210.4 41.8
Tefose 1500 Trehalosa 0.325 291.5 39.7
Sucralosa 0.269 284.1 34.9
Sacarosa 0.383 246 40.5
SLNs suspendidas 0.209 206.7 56.1
Trehalosa 0.293 281 49.8
Tefose 63
Sucralosa 0.277 242 51.6
Sacarosa 0.255 296.8 36.6
SLNSs suspendidas 0.164 214.1 35.9
Trehalosa 0.261 386.6 36.3
Myrj S100 Sucralosa 0.342 375.4 30.4
Sacarosa F 0.139 253.2 32.7
Sacarosa SF 0.237 264.1
SLNs suspendidas 0.19 218.9 48.4
Sac 5% 0.377 295.9 48.4
Tefose 1500 Sac 10 % 0.365 361.5
Sac 15 % 0.279 255.1
Sac 20 % SF 0.253 217.3
Sac 20 % F 0.261 314.5
SLNSs suspendidas 0.2 216
Sac 5% 0.292 231.3 49.6
Sac 10 % 0.33 239.9 45
Tefose 63
Sac 15 % 0.241 274.2 45.6
Sac 20 % SF 0.072 244.2
Sac20% F 0.145 284.1
SLNSs suspendidas 0.137 217.9
Sac5 % 0.136 309.8
Myrj S100 Sac 10 % 0.827 626.9
Sac 15 % 0.231 302.1
Sac 20 % SF 0.204 262.4
Sac 20 % F 0.241 307.3 28.8
SLNSs suspendidas 0.21 228.9
Sac 25 % SF 0.097 217.9
Tefose 1500 Sac 25 % F 0.184 240.8 12.2
Sac 30 % SF 0.193 243.7
Sac30% F 0.423 376.8
SLNs suspendidas 0.207 229.6
Sac 25 % SF 0.059 228.4
Tefose 63 Sac25% F 0.124 260.4 18.8
Sac 30 % SF 0.214 253.7
Sac 30 % F 0.225 249.8 20.8
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Tabla S4. Contintda.

PEG Crioprotector? PSD (nm) PdIP ZP (mV)
SLNSs suspendidas 222.6 0.161
Sac 25 % SF 243.5 0.165
Myrj S100 Sac 25 % F 194.2 0.069 13.5
Sac 30 % SF 180.2 0.086
Sac30% F 200.4 0.124 13.8
SLNs suspendidas 232.2 0.200
Tefose 1500  Sac 20 % SF 277.9 0.238
Sac20% F 241.2 0.122 38.5
SLNSs suspendidas 237.1 0.092
Tefose 63 Sac 20 % SF 280.8 0.177
Sac20% F 256.3 0.238 44.5
SLNs suspendidas 230.6 0.117
Myrj S100 Sac 20 % SF 278.5 0.251
Sac 20 % F 277 0.159 32.7

a Nanoparticulas suspendidas sin liofilizar (S), liofilizadas sin filtrar (SF) y liofilizadas filtradas (F)

b Distribucién del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl), potencial zeta (ZP) de las formulaciones fabricadas.

Tabla S5. Comparacion de las caracteristicas fisicoquimicas entre nanoparticulas con el
PEG Tefose 63 suspendidas en medio acuoso, liofilizadas sin filtrar y liofilizadas filtradas
sometidas a diferentes rampas de temperatura.

Rampa (T°)? SLNs PSDP (nm) Pdl ZP (mV)
SLNSs suspendidas 158.5 0.200 46.2
Rampa #1 Sin filtrar 185.6 0.260
Filtrado 181.1 0.250 28.6
SLNs suspendidas 184 0.200
Rampa #2 Sin filtrar 203.1 0.220
Filtrado 201.4 0.230 30.7
SLNs suspendidas 195.1 0.180
Rampa #3 Sin filtrar 193 0.220
Filtrado 204.1 0.230 25.5
SLNs suspendidas 202.4 0.210
Rampa #4 Sin filtrar 2154 0.210
Filtrado 200.9 0.130 26.2
SLNSs suspendidas 209.7 0.190
Rampa #5 Sin filtrar 233.7 0.260
Filtrado 244.9 0.240 22.9
SLNs suspendidas 217.7 0.160 37.6
Rampa #6 Sin filtrar 237.3 0.240
Filtrado 232.8 0.220 30.6

a Rampas de temperatura empleadas en la optimizacién del proceso de liofilizacion.

b Distribucion del tamafio de particula (PSD), indice de polidispersidad (Pdl) y potencial zeta (ZP).
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Tabla S6. Correlaciones y regresiones entre las caracteristicas fisicoquimicas (Pdl, PSD y ZP) de los cSLN suspendidos y el tiempo transcurrido

(30 dias) de cada formulacion de PEG a dos temperaturas (4 °C y 25 °C) expuestas.

Pdl PSD (nm) ZP (mV)
PEG (150 4°C 25 °C 4°C 25 °C 4°C 25 °C
mg)
Brij S100 P=0.007 R2=0.731 P<0.001 R2=0.888 P=0.013 R2=0.671 P=0.008 R2=0.719 P=0.266 R2=0.200 P=0520 R2=0.072
Gelucire P=0509 R2=0.074 P=0.001 R2=0.864 P=0.023 R2=0.604 P=0.071 R2=0450 P=0.030 R2=0572 P=0.160 R2=0.300
Myrj 52 P=0.688 R2=0.029 P=0005 R2=0.755 P=0.032 R2=0561 P=0034 R2=0556 P=0.007 R2=0.728 P=0.067 R2=0.453
MyrjS100  p=0653 R?=0.036 P=0.022 R2=0609 P=0.040 R2=0533 P=0001 R?=0.844 P<0.001 R?2=0952 P=0.134 R2=0.334

Tabla S7. Correlaciones y regresiones entre las caracteristicas fisicoquimicas (Pdl, PSD y ZP) de los cSLN liofilizadas y el tiempo transcurrido (1un afio) de
cada formulacién de PEG a dos temperaturas (4 °C y 25 °C) expuestas.

Pdl PSD (nm) ZP (mV)

PEG (150 4°C 25 °C 4°C 25 °C 4°C 25 °C

mg)

Brij S100 P=0652 R2=0.056 P=0.104 R2=0523 P=0.024 R2=0.758 P=0.088 R2=0559 P=0.039 R2=0.695 P=0.023 R2=0.763
DSPE P=0.607 R2=0.072 P=0752 R2?=0.028 P=0.118 R2=0.496 P=0303 R2=0.258 P=0469 R2=0.138 P=0.774 R2=0.023
Gelucire P=0.040 R2=0691 P=0323 R2=0.241 P=0080 R2=0576 P=0867 R2=0.008 P=0.655 R2=0.055 P=0.238 R2=0.325
Myrj 52 P=0.013 R2=0.819 P=0139 R2=0.460 P=0916 R2=0.003 P=0286 R2=0.275 P=0.628 R2=0.064 P=0.694 R2=0.043
Myrj S100 P=0450 R?=0.149 P=0.173 R?=0406 P=0.065 R?=0615 P=0.159 R2=0428 P=0.005 R2=0.374 P=0.922 R2?=0.003

268



ANEXO IV

Rampas de temperatura

Convencional
* Freezing > -55°C, 2 h
* Primary drying >-15 °C, 20 h; 0,3 mbar
» Secondary drying > 25°C, 20 h

Rampa# 1

Freezing > -55°C, 2 h

Primary drying - 0,3 mbar
-35°C, 2h

-30°C, 2h

-25°C,2h

-20°C, 2h

-15°C, 12 h

Secondary drying > 25°C, 12 h

e Rampa#3

*  Freezing > -559C,2h
e Primary drying = 0,3 mbar

« -509C,2h
« 459, 2h
« -40°C,2h
+  -35¢9C, 12h
« -209C,8h

Rampa # 2

Freezing > -559C, 2 h

Primary drying = 0,3 mbar
-45¢9C,2 h

-40¢9C,2h

-35¢9C,2h

-309C, 12h

-159C, 8 h

Secondary drying 2 259C, 16 h

* Secondary drying 2 259C, 16 h

Ensayos de vacio

Rampa # 1

Freezing > -55°C, 2 h

Primary drying * Rampa#l

0.1 mbar * Freezing > -55°C, 2 h

0.2 mbar « Primary drying - 0,3; 0,325; 0,35; 0,375 mbar
0.25 mbar + -55°C,2h

0.3 mbar « -45°C,3h

0.325 mbar e -38°C,12h

0.35 mbar « -20°C,8h

0.375 mbar « Secondary drying > 25°C, 18 h
0.4 mbar

Secondary drying > 25°C, 16 h
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Optimizacion del proceso de liofilizacion

Rampa # 1

Freezing > -55°C, 2 h
Primary drying > 0,3 mbar
-55°C, 2h

-45°C, 3 h

-38°C,12h

-20°C, 8 h

Secondary drying

5°C,5h

25°C, 16 h

Rampa # 3

Freezing > -55°C, 2 h
Primary drying - 0,3 mbar
-55°C, 2h

-45°C, 4 h
-38°C,12h

-20°C,4 h

-5°C,4h

Secondary drying
5°C,4h

15°C,4h

25°C,12h

Rampa #5

Freezing - -55°C, 2 h
Primary drying - 0,3 mbar
-55°C, 2h

-45°C, 4 h
-38°C,12h

-20°C, 4 h

5°C, 4h

15°C, 4 h

Secondary drying
25°C,12h
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Rampa # 2

Freezing > -55°C, 2 h
Primary drying > 0,3 mbar
-55°C, 2h

-45°C, 3 h
-38°C,12h
-20°C,4h

-5°C,4h

Secondary drying
5°C,5h

25°C,16 h

Rampa # 4

Freezing > -55°C, 2 h
Primary drying > 0,3 mbar
-55°C, 2h

-45°C, 4 h
-38°C,12h

-20°C, 4 h

-5°C,4h

5°C,4h

15°C,4h

Secondary drying
25°C,12h

Rampa # 6

Freezing 2> -55°C, 2 h
Primary drying - 0,3 mbar
-55°C, 2h

-45°C, 4 h
-38°C,12h

-20°C, 8h

-5°C, 4h

Secondary drying

5°C, 4h

15°C,4h

25°C,12h
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Figura S1: Gréficos de las rampas #3 (A) y #4 (B) empleadas en la optimizacién del proceso de liofilizacion con la
formulacién de PEG Tefose 63.
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ANEXO V
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Figura S2: Andlisis DSC de cuatro PEG-cSLN suspendidos en una solucién de trehalosa al 5%. Brij S100 (A),

(D).
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