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Resumen

La administracion de medicamentos hacia el sistema nervioso central (SNC) es uno de los
principales retos en la neurofarmacologia, principalmente debido a la presencia de la barrera
hematoencefalica (BHE). Aunque esta barrera es crucial para mantener la homeostasis al excluir
toxinas y patdgenos, también limita drasticamente el paso de mas del 98% de los farmacos
convencionales y practicamente todos los biofarmacos, incluyendo los dcidos nucleicos.

En este contexto, el uso de nanoparticulas, y en particular de nanoparticulas lipidicas, ha ganado
relevancia como una estrategia para mejorar la entrega de terapias al cerebro. Las
nanoparticulas lipidicas presentan propiedades fisico quimicas que les permiten enfrentar el
reto que significa la barrera hematoencefalica, particularmente su pequefio tamafio y su
capacidad de modificacién superficial con ligandos especificos para el direccionamiento activo.
Adicionalmente, en la ultima década, han emergido como el tipo de vehiculo mas apto, y con
éxito en la aplicacidn clinica, para el direccionamiento de terapias con acidos nucleicos.

En esta investigacion, se desarrollé una formulacién base de nanoparticulas lipidicas ionizables
(LNPs) destinada a la vehiculizacion de siRNA a través de la BHE. Las nanoparticulas se preparan
mediante la mezcla microfluidica de soluciones lipidicas en etanol, y soluciones acuosas de
siRNA. El proceso de desarrollo se guié por los principios de Calidad por Disefio (QbD),
permitiendo un entendimiento profundo de los parametros criticos de proceso (CPP) y de
formulacion que afectan los atributos criticos de calidad (CQA) de las nanoparticulas. Esto
facilito la optimizacion del tamafio de particula, el potencial zeta, el indice de polidispersidad y
la eficiencia de encapsulacién, garantizando que la formulacién fuera reproducible y estable
para aplicaciones futuras.

Durante las exploraciones experimentales de esta investigacidn, surgieron hallazgos que
desafian algunas de las nociones establecidas en el estado del arte de la fabricacién de
nanoparticulas lipidicas, particularmente en lo que respecta a los pardmetros criticos de proceso
(CPP) y de formulacidn. Por ejemplo, se descubrié que la didlisis, generalmente considerada un
paso secundario, impacta de manera significativa el tamafio de particula, el potencial zeta y el
PDI, ademas de modificar la influencia de la proporcién de flujo (FRR), un parametro clave en la
fabricaciéon. Asimismo, se determind que solo una fraccién de la maleimida afiadida esta
disponible en la superficie de las nanoparticulas para la funcionalizacion, lo que resalta la
importancia de cuantificarla como un atributo critico de calidad (CQA) en lugar de asumir que
toda la cantidad agregada es funcional.

Una vez establecida la formulacién base, se avanzdé hacia la funcionalizacion de las
nanoparticulas para potenciar su capacidad de atravesar la BHE. Se emplearon diferentes
péptidos, seleccionados a partir de una revision sistematica exhaustiva, como Angiopep-2, RVG,
MiniAp-4 y THRre, los cuales se acoplaron a las nanoparticulas mediante reaccién con la
maleimida. El tiempo de incubacidén, pH y proporcidon maleimida a péptido fueron optimizados
para asegurar una alta eficiencia de funcionalizacidn.

Finalmente, las nanoparticulas demostraron ser biocompatibles y eficaces en la internalizacién
celular y el silenciamiento génico en modelos celulares in vitro, lo que evidencid su capacidad
para transportar y liberar siRNA dentro del citoplasma. Adicionalmente, estudios preliminares
de biodistribucion in vivo mostraron que las nanoparticulas, incluso sin funcionalizar, lograron
acumularse en el cerebro. Esto resultados confirman su potencial para aplicaciones terapéuticas
en el SNC, abriendo las puertas a futuros avances en el tratamiento de enfermedades
neurolégicas, trastornos psiquiatricos y tumores cerebrales.
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Abstract

The delivery of therapeutic agents into the central nervous system (SNC) remains one of the
main challenges in neuropharmacology, primarily due to the presence of the blood-brain barrier
(BBB). While this barrier is crucial for maintaining homeostasis by excluding toxins and
pathogens, it also drastically limits the passage of over 98% of conventional drugs and almost all
biopharmaceuticals, including nucleic acids.

In this context, the use of nanoparticles, particularly lipid nanoparticles, has gained prominence
as a strategy to enhance brain-targeted therapy delivery. Lipid nanoparticles possess
physicochemical properties that enable them to overcome the challenges arising from the BBB,
such as small size and the capacity for surface modification with targeting ligands. Additionally,
over the past decade, lipid nanoparticles have emerged as the most suitable vehicle for
delivering nucleic acid-based therapies, with notable clinical success.

This study developed a base formulation of ionizable lipid nanoparticles (LNPs) designed for
siRNA delivery across the BBB. The nanoparticles were prepared using microfluidic mixing of
lipid solutions in ethanol with aqueous siRNA solutions. The development process was guided
by Quality by Design (QbD) principles, allowing for a deep understanding of the critical process
parameters (CPP) and formulation attributes that influence the critical quality attributes (CQA)
of the nanoparticles. This facilitated the optimization of particle size, zeta potential,
polydispersity index (PDI), and encapsulation efficiency, ensuring a reproducible and stable
formulation for future applications.

During experimental investigations, several findings emerged that challenge established notions
in LNPs fabrication, particularly concerning critical process and formulation parameters. For
instance, dialysis, often considered a secondary step, was found to significantly affect particle
size, zeta potential, and PDI, while also altering the influence of the flow rate ratio (FRR), a key
parameter in nanoparticle fabrication. Additionally, it was found that only a fraction of the
maleimide added to the formulation is available on the nanoparticle surface for
functionalization, underscoring the importance of quantifying maleimide as a CQA rather than
assuming full functionality of the added amount.

After establishing the base formulation, functionalization of the nanoparticles was performed
to enhance their ability to cross the BBB. Various peptides, selected from a comprehensive
systematic review, including Angiopep-2, RVG, MiniAp-4, and THRre, were conjugated to the
nanoparticles via maleimide-based chemistry. The incubation time, pH, and maleimide-to-
peptide ratio were optimized to ensure high functionalization efficiency.

Finally, the nanoparticles demonstrated biocompatibility and efficacy in cellular internalization
and gene silencing experiment in in vitro cell models, confirming their ability to transport and
release siRNA into the cytoplasm. Preliminary in vivo biodistribution studies further indicated
that the nanoparticles, even the non-functionalized, were able to accumulate in the brain. These
results confirm the potential of LNPs for therapeutic applications in the SNC, opening the gates
to future advancements in treating a broad spectrum of neurological and psychiatric disorders
and brain tumours.
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Correspondencia con Objetivos de Desarrollo Sostenible

Esta tesis doctoral contribuye al logro de los Objetivos de Desarrollo Sostenible y aborda la
perspectiva de género de la siguiente manera:

En primer lugar, la investigacion estd alineada con el Objetivo numero 3 (Salud y Bienestar), que
busca garantizar una vida sana y promover el bienestar para todas las personas, sin importar su
edad. El desarrollo de sistemas avanzados de liberacion de farmacos que permitan un
direccionamiento al sistema nervioso central, para lograr asi el tratamiento enfermedades que
actualmente son de dificil abordaje por la presencia de la barrera hematoencefalica.
Adicionalmente, las investigaciones orientadas a mejorar la eficiencia de los procesos de
desarrollo y fabricacion de medicamentos promueven reducir el costo de las terapias y mejorar
asi la accesibilidad de la salud.

En segundo lugar, esta tesis se vincula también con el cumplimiento del objetivo numero 4
(Educacion de Calidad), ya que su desarrollo y divulgacion a través de publicaciones cientificas y
foros académicos contribuye a la generacién y transmisién de conocimiento de alto nivel en el
ambito cientifico. Ademads, esta investigacidn promueve el establecimiento de lazos de
cooperacion académica entre las facultades de Farmacia de la Universidad de Barcelona y la
Universidad de Costa Rica; formando ademds parte del plan de desarrollo docente y
especializacion de la ultima.

Ademads, el trabajo se relaciona con el objetivo nimero 9 (Industria, Innovacion e
Infraestructura), ya que a través de la investigacion y el desarrollo de nuevas tecnologias que
contribuye al avance del conocimiento e infraestructura cientifica y tecnoldgica.

Perspectiva de Género

Muchas de las enfermedades del sistema nervioso central presentan una mayor prevalencia en
mujeres. Por ello, el desarrollo de estrategias mas efectivas para el direccionamiento de nuevos
tratamientos neuroldgicos ofrece una oportunidad para disminuir las disparidades de género
que estos trastornos pueden causar, y promover un enfoque mas equitativo en el abordaje de
estas patologias.
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Listado de abreviaturas:

AFM: Microscopia de Fuerza Atémica (Atomic Force Microscopy)

ASO: Oligonucledtidos antisentido (antisense oligonucleotide)

ATP: Adenosin trifosfato

BBB: Barrera Hematoencefalica (blood-brain barrier)

BCRP: Proteina de resistencia del cancer de mama (Breast Cancer Resistance Protein)
BHE: Barrera Hematoencefalica

BET: Brunauer-Emmett-Teller

BL: Lamina basal

CART: Arboles de clasificacién y regresion (Classification and Regression Tree)
CCiTUB: Centros Cientificos y Tecnoldgicos de la Universidad de Barcelona
CE: Células endoteliales

CPP: Parametros Criticos de Proceso (Critical Process Parameters)

CQA: Atributos Criticos de Calidad (Critical Quality Attributes)

CRISPR-Cas9: Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Interespaciadas -
Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats - Cas9)

Cryo-TEM: Microscopia Electrénica de Transmisidn Criogénica (Cryogenic Transmission Electron
Microscopy)

DAPI: 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol

DCS: Sedimentacidn Centrifuga Diferencial (Differential Centrifugal Sedimentation)

DLS: Dispersion Dinamica de Luz (Dynamic Light Scattering)

Dlin-MC3-DMA: Dilinoleilmetil-4-dimetilaminobutirato
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1. Introduccion

1.1 La barrera hematoencefalica

1.1.1 Relevancia evolutiva de la barrera hematoencefalica

A lo largo de mas de 580 millones de ainos, el sistema nervioso de los animales ha evolucionado
de forma tan diversa como las mismas especies que lo poseen (1). El sistema Nervioso Central
(SNC) puede coordinar desde las funciones corporales mds bdsicas (2) hasta afiadir control sobre
patrones de comportamiento e incluso permitir las funciones cognitivas superiores para los SNC
mas elaborados (3).

Los seres humanos se diferencian de otros animales por su capacidad para el lenguaje, la
abstraccién, la comprensién y modificacidon del entorno, la creacidn de arte y ciencia, asi como
la habilidad para experimentar e interpretar sentimientos, los cuales moldean la complejidad de
las interacciones sociales (1,4). Estas y otras caracteristicas son fruto de la extraordinaria
especializacion del SNC (5,6).

La evolucién del SNC se ha dado a través de la diversificacion y especializacion celular, y la
compartimentalizacion de las funciones acorde a dicha especializacién (7,8). Se ha teorizado que
la aparicion de un SNC mas complejo generd una presién evolutiva que llevd a la seleccion
natural a favorecer la formacién de conjuntos de tejido, cada vez mds complejos, que
permitieran el intercambio de sustancias con la circulacién sanguinea, a la vez que surgieran
como proteccién del tejido cerebral ante posibles efectos nocivos de sustancias externas (9,10).
Este tipo de tejido critico para la homeostasis cerebral se le conoce por el nombre de Barrera
Hematoencefalica (BHE) (11-13).

Todos los animales vertebrados actualmente descritos poseen una barrera celular especializada
que controla el trafico molecular desde la circulacion sistémica hacia el tejido cerebral (14).
Adicionalmente, estructuras de barrera primitivas pueden ser observadas en otros tipos de
animales como algunas especies de moscas, peces cartilaginosos y cefalépodos (15,16).
Mientras que estas estructuras primitivas pueden estar conformadas de forma sencilla,
contando con tan solo uno, o pocos componentes (11), el cerebro de los primates superiores -y
mas notablemente, el del ser humano- muestra estructuras complejas de BHE que estdn
compuestas por una red de componentes celulares y extracelulares. La variedad de
componentes celulares incluye diversos subtipos de variables celulares con funciones
especializadas (17,18).

La presencia de la BHE representa una significativa ventaja evolutiva (4,19,20), respaldada por
evidencia cientifica que sugiere que los mecanismos de barrera son un rasgo de evolucion
ancestral (15,20). Este rasgo que se conserva a través de varias categorias taxondmicas, y se ha
demostrado que la baja permeabilidad ante agentes extrafios es una caracteristica del cerebro
en desarrollo que tiene su origen desde los primeros estadios embrionarios (10,14,21,22).

Desde esta perspectiva evolutiva, se puede afirmar que la aparicién de una BHE mas compleja
correlaciona con la aparicion de un SNC mas sofisticado, lo que a su vez ha permitido el
desarrollo de una mayor capacidad cognitiva y funcional. Esta misma complejidad cognitiva
presente en el cerebro humano ha permitido empezar a desentrafiar los mecanismos
relacionados con la BHE e iniciar un camino cientifico que busca su entendimiento, apoyado por
afios de avances cientificos y tecnolégicos.



1.1.2 Evolucidn histoérica del concepto y el estudio de la BHE

La existencia de una barrera que confiere una permeabilidad limitada al paso de sustancias
desde la circulacién sistémica hacia el tejido cerebral es un concepto que comenzd a construirse
a finales del siglo XIX (23). Algunas de las primeras observaciones documentadas sobre la
distribucidon selectiva de diferentes tipos de colorantes administrados sistémicamente a
roedores fueron realizadas por el cientifico aleman Paul Ehrlich (21,24). En sus estudios, Ehrlich
empled diferentes colorantes para estimar el consumo de oxigeno en diferentes érganos y
observé que ciertos colorantes se distribuian hacia todos los tejidos a excepcién del cerebro de
los ratones (22). Aunque algunos le atribuyen el descubrimiento de la BHE, cabe resaltar que las
conclusiones elaboradas por Ehrlich apuntaban a diferencias de afinidad en vez de a la presencia
de una barrera selectiva (21). De esta manera, lo mas acertado es afirmar que Ehrlich descubrié
los efectos o fendmenos asociados a la presencia de la BHE (nunca utilizé dicha expresion), mas
que la barrera misma (22).

Inspiradas por las observaciones de Ehrlich, las investigaciones realizadas inmediatamente
después permitieron la conceptualizacion formal de la BHE, asi como su mejor entendimiento.
La hipétesis de la afinidad fue refutada gracias a las investigaciones de Edwin Goldman, discipulo
de Ehrlich. Goldman demostré que los colorantes que no lograban tefiir el cerebro tras su
administracién sistémica si conseguian hacerlo cuando se inyectaban directamente en el tejido
cerebral. Curiosamente, cuando estos colorantes se administraban directamente al cerebro, la
tincién del tejido periférico casi no se observaba (22).

El término BHE ha sido atribuido a otro cientifico aleman: Max Lewandowsky (21,24), quien
determind en sus estudios con ratones que diferentes neurotoxinas presentaban efectos toxicos
en dosis considerablemente menores cuando eran inyectadas directamente en el cerebro,
comparado con la administracién por via sistémica (22). Por su parte, los estudios de Lisa Stern
y colaboradores constituyeron a la proposicién formal de la BHE y su concepto, gracias a sus
estudios relacionados con el movimiento de sustancias de la circulacion periférica hacia el
cerebro. Estos Ultimos permitieron elaborar la conclusién de que las células endoteliales (CE) del
cerebro poseian una doble funcién, ofreciendo proteccion al SNC mientras que
simultdneamente lo asisten desde el punto de vista metabdlico (25).

El desarrollo de la microscopia electrénica representd un hito para el estudio de los fenédmenos
constitutivos y funcionales de la BHE, asi como su inequivoca localizacion en los capilares que
forman parte de la vascularizacién cerebral (24-26). La posibilidad de llevar a cabo disefios
experimentales de mayor complejidad durante la segunda mitad del siglo XX permitié a diversos
grupos de investigacidon ampliar significativamente el conocimiento existente sobre la BHE.

Por ejemplo, Tomas Reese y Morris Karnovsky demostraron, entre otros aportes relevantes, la
existencia y funcionalidad de uniones estrechas (en inglés, tight junctions) en medio de las CE
(27,28). El trabajo de otros grupos de investigacion, liderados por cientificos como Edward
Dempsey y George Wislocki (29), V.L. Van Breemen y C. Clemente (30), Sarah Luse (31), Milton
Brighman (32) o Christian Crone (33), contribuyé de manera significativa al conocimiento sobre
la anatomia funcional, las vias de comunicacién intercelulares, y los sistemas de transporte
esenciales para el funcionamiento de la BHE (13), asi como de algunos fenémenos que describen
sus caracteristicas de permeabilidad, como la resistencia eléctrica trans-endotelial (33).

El avance en este campo de conocimiento demostré que la BHE estaba compuesta por una
compleja red de componentes celulares y extracelulares intimamente coordinados. Esto llevd a
la adopcidn del concepto de la unidad neuro-vascular (UNV) a principios de la década de los afios
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2000 (18,34). La adopcion de la UNV como unidad anatomo-funcional de la BHE fue rapidamente
aceptada por la comunidad cientifica, generando una atencién que ha resultado en posteriores
avances significativos en el campo de la neurociencia (35).

La suma de las contribuciones de numerosos equipos de investigacién, impulsada por el
advenimiento de nuevas tecnologias y disciplinas, ha enriquecido el entendimiento de la BHE.
Esta es la base sobre la que se han abierto nuevos nichos de investigacidn, tanto en el
entendimiento de su valor evolutivo, como en el desarrollo de estrategias que permitan superar
los desafios de permeabilidad. La Figura 1 no solo destaca la secuencia de descubrimientos
alcanzados hasta la fecha, sino que a su vez sugiere un futuro con hitos pendientes de descubrir.
Estos hitos podrian ser la clave para abrir nuevas puertas en la comprensidn de la barrera hacia
el SNC.

Lina Stern Cancilla’s team

After her studies with Raymond Gautier (1921 First in vitro BBB model based on a co-culture
Humphrey Ridley 1922), she proposed the French term ‘barriére system of mouse brain capillary ECs and rat C6
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Figura 1: Hitos en la investigacion y evolucion del concepto de la BHE
Abreviaturas: BBB: Blood—Brain Barrier (barrera hematoencefalica); BCRP: Breast Cancer Resistance Protein
(proteina de resistencia del cancer de mama); ECs: Endothelial Cells (célulcas endoteliales); iPSCs: inducible
Pluripotent Stem Cells (células madre pluripotentes inducibles); P-gp: P-glycoprotein (glicoproteina — P); TEER:
TransEndothelial Electric Resistance (resistencia transendotelial), y-GT: y-GluramylITranspeptidase (gamma glutamil
transpeptidasa). Imagen reproducida de (13) ®.

1.1.3 Composicion de la BHE

Las propiedades de la permeabilidad de la BHE son indispensables para el mantenimiento de la
homeostasis del SNC, favoreciendo el paso de oxigeno y nutrientes (36), mientras que impide el
paso de toxinas y patégenos (37,38). Esta permeabilidad selectiva es fruto de la compleja
composicion de la UNV (34,39), el componente anatémico y funcional de la BHE (Figura
2).(18,34,35). Células endoteliales, pericitos, astrocitos, neuronas y miocitos, junto con varios
componentes extracelulares, son los responsables de integrar y regular las interacciones entre
el cerebro y la circulacidn sanguinea, asegurando la proteccion del SNCy el cumplimiento de sus
requerimientos metabdlicos (18).
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Figura 2: Conformacion de la unidad neuro-vascular.

A: Las uniones estrechas (en inglés, tight junctions) generan cierres que limitan el paso de sustancia en medio de las
células endoteliales, mientras que los pericitos rodean en endotelio de forma discontinua. Una membrana basal
(indicadas como BL1 y BL2) envuelven a los pericitos y células endoteliales, rodeada a su vez por los astrocitos, que
inducen y mantienen las propiedades de barrera. Las neuronas segregan neurotransmisores vasoactivos que
regulan el flujo sanguineo, mientras que la microglia esta involucrada en la funcion inmune (12). B: Imagen de
microscopia electrénica de un corte transversal de un vaso sanguineo de rata mostrando los componentes de la
UNV y el espacio luminal (40). Imagenes reproducidas de (12,40) ®

Asimismo, el conjunto de la UNV muestra una elevada actividad metabdlica en si misma.
Cualquier compuesto externo que logre traspasar los distintos componentes celulares de la BHE,
se enfrenta a una elevada actividad enzimatica que tienen como objetivo la descomposicién
guimica o expulsidn de sustancias extrafias (11,41). Este paso corresponde a un obstaculo mas
para el ingreso de sustancias potencialmente dafiinas complementando el papel protector de la
BHE en la homeostasis cerebral. La complejidad y eficacia de la BHE dependen de la interaccion
coordinada de todos sus componentes, cada uno desempefiando funciones cruciales para
mantener la integridad y funcionalidad de esta barrera.

1.1.3.1 Células endoteliales

Las células endoteliales (CE) revisten las paredes de los vasos capilares que proveen de irrigacién
al cerebro, y constituyen el componente primario de la BHE (12,40). Las CE de los capilares
cerebrales difieren en funcion y morfologia de las CE de otros sistemas vasculares. En primer
lugar, carecen de fenestraciones, lo cual resulta en una superficie de contacto reducida y, por lo
tanto, limita la interaccidn con sustancias que podrian pasar a través del endotelio. En segundo
lugar, tienen una carga superficial negativa que favorece la repulsidon de sustancias polares. Este
ultimo fendmeno se caracteriza ademas por una polarizacién entre el lado luminal (circulacion
sanguinea) y el lado abluminal (orientado hacia el SNC) (42,43). Adicionalmente, el paso de
sustancias se ve afectado porque las CE que forman parte de la BHE tienen una actividad
pinocitica reducida (44,45).

Sin embargo, estas células poseen una tasa metabdlica mas alta que CE de otras interfases
vasculares en el organismo, lo cual esta relacionada con sistemas de transporte especificos,
mediados por proteinas, que estan involucrados en el ingreso selectivo de nutrientes y la
expulsion de sustancias extrafias (11). Las CE de la BHE estan intimamente interconectadas, y
los espacios intercelulares son ocluidos por la presencia de uniones estrechas y de proteinas de
adhesion, restringiendo asi el pasaje de sustancias en los espacios en medio de CE (42,43).



1.1.3.2 Uniones estrechas

Las uniones estrechas entre las células endoteliales son una caracteristica clave para la reducida
permeabilidad de la BHE (12). Los espacios intercelulares son bloqueados por un complejo grupo
de proteinas que abarcan las proteinas transmembrana, proteinas de unidn citoplasmatica y
proteinas del citoesqueleto (46). Entre las mismas se pueden citar proteinas como claudina,
ocludina, cinguilina, zonula occludens, entre otras proteinas de adhesién (junctional adhesion
molecules) (47). Estos componentes forman extensivas filas de oclusiones que se solapan
evitando asi el paso de sustancias polares y macromoléculas hacia el SNC por la via paracelular
(a través de los espacios entre las CE) (48). Ademas, las uniones estrechas cumplen una funcion
de barrera lateral sobre la membrana de las CE: los transportadores que deben estar presentes
en la parte abluminal no pueden moverse a través de la membrana mas alla de la unién estrecha,
hacia la parte luminal. De esa manera las uniones estrechas también ayudan a mantener la
polaridad de la membrana de las CE (49).

1.1.3.3 Pericitos

Los pericitos desempenan un papel fundamental en el mantenimiento de la integridad de la
BHE: contribuyendo significativamente a la formacidon de uniones estrechas, en procesos de
angiogénesis y en procesos de remodelado vascular (22,40,47). Los pericitos se comunican con
las CE mediante conexiones tipo “clavija” a través de una proteina llamada cadherina (25,50), y
estan involucrados en la expresién de transportadores especificos en las CE y en su polarizacion
(25). Se ha observado que una pérdida en el nUmero de pericitos correlaciona con una reduccion
de la funcidn de barrera de la UNV (51).

Ademas, existe evidencia creciente que sugiere que poseen un papel significativo en los
procesos patolégicos asociados a diversas enfermedades neurodegenerativas y en procesos de
neuroinflamacidn (52). La distribucién de los pericitos a lo largo de los capilares cerebrales no
es uniforme, y la cobertura de pericitos varia en funcién del grosor de la capa endotelial y el
didmetro de los capilares mismos (50). Ademas, en conjunto con los astrocitos, regulan el flujo
y la funcién vascular, modulando la respuesta inmunitaria y facilitando la eliminacién de
desechos (11).

1.1.3.4 Astrocitos

Los astrocitos son un tipo de células neuronales llamadas glia (o neuroglia) que cumplen
funciones de proteccién del entorno neuronal, y en general de control de la homeostasis del
SNC (8,17,53). Debido a su ubicacién (ver figura 2-A), los astrocitos poseen una relacion estrecha
tanto con las sinapsis neuronales como con la vascularizacion cerebral (35). Poseen un papel
fundamental en la dindmica de sefialacion del entorno cerebral, participando en la regulacién
de la homeostasis de los neurotransmisores, la eliminacion de desechos, control del flujo
sanguineo, control del metabolismo de iones, y la coordinacion de la respuesta neuroinmune
(11,17).

Particularmente, los astrocitos regulan la formacidn y mantenimiento de la BHE (17) a través de
la secrecién de varios factores que afectan la expresion de proteinas de adherencia y otros
factores de crecimiento endotelial (54). Se ha demostrado que estos factores son indispensables
para que las CE muestren sus propiedades de permeabilidad tipicas de la BHE (55,56). La
creciente cantidad de evidencia cientifica sugiere que la degeneracidon o disfuncidon de los
astrocitos es causa primaria o factor asociado en muchas de las enfermedades
neurodegenerativas de mayor relevancia epidemioldgica (53).



1.1.3.5 Membrana basal

La membrana basal (o lamina basal) es el componente acelular de la UNV. Corresponde a una
red de proteinas extracelulares que, a su vez, provee de un anclaje para el resto de los
componentes de la BHE (40,43). Ademas de brindar estabilidad mecanica, la membrana basal es
esencial para la polarizacion de las CE y la regulacién de la sefializacion intercelular (57).
Adicionalmente, algunos autores han planteado que la membrana basal podria actuar como una
barrera en si misma, a través de un mecanismo de exclusién por tamafio molecular similar al
que puede observarse en los glomérulos renales (58). Esta red estd principalmente constituida
por coldgeno, laminina, fibronectina, entactina y varios proteoglicanos que son sintetizados y
depositados por CE, pericitos y astrocitos (43,57). Esta composicién, asi como la integridad de la
membrana basal, suele verse significativamente modificada durante procesos neuropatoldgicos,
tanto crénicos como agudos (59,60).

1.1.3.6 Microglia

La microglia es otro subtipo de células de la glia que desempefian funciones cruciales en la
inmunidad neuronal al absorber particulas extrafias, participando en la reparacién de tejidos
dafiados y en la sefalizacion extracelular (57). Ademads, la actividad de la microglia es
fundamental para regular la neuroinflamacién (58), y se ha observado que su distribucion a lo
largo del parénquima cerebral es dependiente del contexto. Por ejemplo, la cantidad de
microglia en areas adyacentes a los capilares aumenta en respuesta a procesos inflamatorios o
dafio neuronal (61). También existe evidencia que apunta a que la expresién de proteinas de
unién estrecha es regulada por la actividad de la microglia (57). Dada la diversidad de subtipos
de microglia observados, y sus multiples funciones dentro del ambiente cerebral -mds alla de
sus funciones dentro de la BHE- existe ain un amplio potencial para ampliar el entendimiento
de las funciones de la microglia y otras células de la glia (43).

Después de analizar en detalle los diferentes componentes de la UNV, es importante destacar
que las funcionales de barrera y su formidable selectividad es el fruto de la regulacién y
coordinacién de una compleja red de mecanismos (57). La selectividad en cuanto al transporte
de nutrientes junto con el bloqueo selectivo de sustancias externas es esencial para el
funcionamiento correcto del cerebro (38). Comprender esta red de mecanismos es clave para
poder descifrar las posibilidades de transporte que podrian explotarse para podrian
eventualmente superar esta barrera.

1.1.4 Mecanismos de transporte habituales de la BHE

El cerebro concentra un alto porcentaje del consumo metabdlico del organismo (62). Por lo
tanto, existen varias rutas de transporte que le permiten proveerse de nutrientes y asi mantener
la homeostasis en ese entorno demandante (45,63). A través de la BHE, que en conjunto con sus
funciones de barrera regula de forma dindmica y sostiene el suministro de nutrientes y
eliminacion de desechos, se proveen carbohidratos (principalmente glucosa), proteinas,
péptidos, aminoacidos, acidos mono carboxilicos, hormonas, acidos grasos, nucledtidos, iones,
aminas, colina, vitaminas, y células del sistema inmune, entre otros elementos requeridos para
el correcto funcionamiento del cerebro y su coordinaciéon con el resto del organismo (43,50,64—
67).

Este suministro esencial se realiza a través de mecanismos de transporte clasificados en dos
grandes categorias: difusion paracelular y transporte transcelular (63). El transporte
transcelular, a su vez, incluye las vias de: transcitosis transcelular, transcitosis mediada por



proteinas transportadoras, transcitosis mediada por receptores, transcitosis mediada por
adsorcién y transcitosis mediada por células (45,63). La Figura 3 ofrece una ilustracién de estos
mecanismos ejemplificados en el contexto de la UNV. Cabe destacar que en la comunidad
cientifica es ampliamente aceptado que existen otros sistemas de transporte endocitico por ser
descubiertos y descritos con mayor detalle (68).
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Figura 3: Mecanismos de transporte presentes en la BHE.

(i) La via de transporte paracelular conlleva el paso de sustancias solubles en agua a través de las uniones estrechas
entre células endoteliales (CE). (ii) La via de la transcitosis transcelular corresponde a la difusion de sustancias
lipofilas a través de las CE. (iii) Proteinas de transporte facilitan el paso debido a cambios conformacionales fruto de
la union de sustancias especificas como glucosa, aminoacidos y nucledsidos. (iv) Bombas de eflujo se encargan de la
expulsion activa de sustancias exdgenas y metabolitos hacia la circulacién sistémica. (v) En la transcitosis mediada
por receptores el mecanismo de transporte se basa en la endocitosis desencadenada por la unién de ligandos a sus
receptores especificos. (vi) La transcitosis mediada por adsorcién ocurre fruto de las interacciones electrostaticas
entre sustancias cargadas positivamente y la superficie de las CE. (vii) La transcitosis mediada por células es un
mecanismo de transporte dependiente del paso de células del sistema inmune a través de la BHE. Imagen
reproducida de (63)®.

1.1.4.1 Difusidn paracelular

La difusion paracelular (Figura 3-i) corresponde al paso de sustancias en el espacio entre dos
células endoteliales adyacentes (69). Corresponde a un tipo de transporte inespecifico
impulsado por el gradiente de concentracidn desde la circulaciéon sanguinea hacia el cerebro, y
estd limitado a moléculas solubles en agua, no ionizadas y que tengan pesos moleculares
menores a 500 Daltons, entre otras restricciones (45). Las proteinas que corresponden a las
uniones estrechas son responsables de regular el transporte paracelular (43), y se ha observado
que cambios en la composicidn estructural de las mismas puede ampliar el rango de peso
molecular de las sustancias que pueden cruzar la barrera mediante este tipo de transporte (70).

1.1.4.2 Transcitosis transcelular

La transcitosis transcelular (o difusién transcelular, Figura 3-ii) es el paso de sustancias de bajo
peso molecular, liposolubles, relativamente hidrofilicas y no ionizadas a través de las CE de la
BHE (45). El alcohol y algunas hormonas esteroidales traspasan la BHE a través de este
mecanismo debido a que se disuelven en la membrana plasmatica de las CE (63). Al igual que en
la ruta paracelular, este mecanismo corresponde a un tipo de transporte inespecifico e
impulsado por un gradiente de concentracidn (45).



1.1.4.3 Transcitosis mediada por proteinas transportadoras

Algunas proteinas de transporte, como la isoforma GLUT-1 para el transporte de glucosa o las
proteinas LAT para el transporte de aminodacidos grandes (del inglés large-aminoacid
transporter), estan involucradas en el transporte de ligandos especificos (45). Como se ilustra en
la Figura 3-iii, el transporte mediado por proteinas (en inglés: carrier-mediated transport) se
produce cuando el compuesto especifico se une a su proteina transportadora del lado luminal
de la barrera (en contacto con la circulacion sistémica), provocando un cambio conformacional
de la proteina que la lleva hacia el lado abluminal donde se da la liberacién del compuesto al
otro lado de la membrana endotelial, dentro del SNC (63). Ademas del transporte de glucosa y
aminoacidos, este tipo de transporte esta también asociado al transporte de algunas vitaminas,
iones organicos, hormonas, nucledsidos y acidos grasos, entre otros (43). Esta via corresponde
a un tipo de transporte especifico que, en caso de ser necesario, puede involucrar el consumo
de energia (provista por adenosin trifosfato, ATP) para facilitar el movimiento de los compuestos
aun en contra de un gradiente de concentracion (63).

1.1.4.4 Transcitosis mediada por receptores

El transporte de macromoléculas enddgenas a través de la BHE se realiza a través de transcitosis
mediada por receptores (en inglés, receptor-mediated transcytosis)(69). A diferencia de los
cambios conformacionales que constituyen el mecanismo de transporte mediado por proteinas,
cuando un ligando se une a su receptor de transporte especifico provoca una invaginacién de la
membrana de la CE que forman unas vesiculas que son transportadas hacia el citoplasma
llamadas endosomas (Figura 3-v). El ligando se disocia del receptor tras la acidificacion del
endosoma, y es exocitado hacia el lado abluminal de la barrera (45,63). Algunas de las sustancias
endégenas transportadas mediante este transporte activo de transcitosis mediada por
receptores son la insulina, transferrina, leptina, vasopresina y diversas lipoproteinas (43,71). La
formacién de los endosomas es facilitada por redes especializadas, creadas principalmente por
las proteinas clatrina y caveolina, que permiten la invaginacion de la membrana plasmatica
(68,72).

1.1.4.5 Transcitosis mediada por adsorcion

La transcitosis mediada por adsorcién, también llamada via de la pinocitosis, es una via de
transporte no especifica desencadenada por la interaccidon electrostatica de una sustancia
cargada positivamente y la superficie negativamente cargada de algunos de los dominios de la
membrana celular de las CE (68,73). Esta via de transporte tiene una menor afinidad para con
su ligando, pero una mayor capacidad que la observada, por ejemplo, con la transcitosis
mediada por receptores (63). La transcitosis mediada por adsorcién es una via implicada en el
transporte de algunas macromoléculas plasmdticas como la albumina o proteoglicanos
derivados de la heparina (63,73).

1.1.4.6 Transcitosis mediada por células

La transcitosis mediada por células es la ultima de las vias de transporte conocidas en haber sido
descrita (63). Este tipo de transporte se basa en la capacidad que tienen células del sistema
inmune (tales como: neutrdfilos, monocitos y macréfagos) para cruzar la BHE tanto en
condiciones sanas como patoldgicas (45). Se ha descrito esta ruta de transporte como la via de
entrada de algunos patdgenos hacia el SNC como virus, hongos o bacterias (74,75) lo que ha
llevado a llamarla también la via del “caballo de troya” (63).



1.1.4.7 Bombas de eflujo

Por ultimo, existe una via de transporte relacionada no con el paso de sustancias hacia el
cerebro, sino con su expulsidn de vuelta a la circulacion sanguinea. Se trata de la presencia de
bombas de eflujo que de forma activa (dependiente de ATP) se encargan de la eliminacion de
sustancias exdgenas y que constituyen una limitacién para la acumulacidén de compuestos que
logren atravesar la BHE en alguna medida (45). Estos sistemas de transporte también estan
relacionados con la excrecion de metabolitos y sustancias enddégenas hacia el torrente
sanguineo (43). Los principales transportadores de eflujo identificados son el transportador
glicoproteina P (P-gp) acoplado a ATP y la proteina de resistencia a multiples farmacos (63).

El conjunto de la serie de mecanismos descritos, en combinacion con el entendimiento de las
consideraciones estructurales (seccién 1.1.3), permite comprender la excepcional funcion de la
BHE en términos del mantenimiento de la homeostasis cerebral y su impacto en términos del
transporte de sustancias exdgenas (45)., y reconocer de esa forma las limitaciones significativas
que estas caracteristicas presentan para el desarrollo de tratamientos efectivos contra las
enfermedades del SNC.

1.1.5 Impacto de la BHE en el desarrollo terapéutico para enfermedades del SNC

A pesar de los numerosos avances de las ciencias biomédicas, la disponibilidad de medicamentos
para tratar enfermedades del SNC es limitada debido a la dificultad para que los farmacos
atraviesen la BHE o se acumulen en concentraciones suficientes para ejercer un efecto
terapéutico (60,76). O bien existe una imposibilidad a la acumulacion en tejido cerebral, o solo
podrian alcanzarse dosis terapéuticas administrando dosis muy elevadas que podrian provocar
efectos toxicos a nivel sistémico (77-79).

Se estima que la BHE provoca la exclusidn del 98% de los medicamentos de bajo peso molecular
(en ingles small molecule medicines) y practicamente la totalidad de los medicamentos que
corresponden a biomoléculas como proteinas, péptidos, acidos nucleicos, anticuerpos, y
vectores virales (43).

Las enfermedades del SNC, que incluyen trastornos neurodegenerativos, lesiones cerebrales,
procesos neopldsicos, y desdérdenes neuropsiquiatricos, representan a una carga econdémica
creciente para los sistemas de salud (80,81). Actualmente estos padecimientos representan
cerca de un 6,3% de la carga global asociada a todas las enfermedades (38). Ademas, el aumento
en la expectativa de vida y el consecuente envejecimiento de las poblaciones plantean una
perspectiva en la que se espera que el impacto epidemiolégico de las enfermedades
neurodegenerativas, con una edad tipica de aparicidn entre los 50 y 70 afios. Por lo tanto, se
prevé que la presion sobre los sistemas de salud continle en aumento lo que subraya la
importancia de buscar estrategias terapéuticas para estos trastornos (82—84).

Muchas de las grandes compafiias farmacéuticas destinan recursos limitados para el desarrollo
de medicamentos para el SNC, principalmente por el elevado coste de desarrollo, la larga
duracidn y la baja tasa de éxito en cuanto a traslacién clinica asociada a este tipo de desarrollos
(80,85,86). Es importante sefialar que el desarrollo de medicamentos para tratar enfermedades
del SNC también enfrenta otros desafios tales como un limitado conocimiento de las
fisiopatologias asociadas a muchas enfermedades a tratar, asi como la dificultad para establecer
los puntos finales o criterios de evaluaciones efectivos durante los estudios clinicos, ademas de
las dificultades planteadas por la presencia de la BHE (85).



El desarrollo de nuevas herramientas para sobrepasar los desafios que representa la
administracién hacia el cerebro permitird aumentar las opciones terapéuticas disponibles para
enfrentar las enfermedades del SNC (80). Reconocer el formidable reto que representa la
administracién de medicamentos a través de la BHE recalca la importancia de continuar
explorando y entendiendo esta barrera no solo como un obstdculo, sino también como una
oportunidad para aprovechar el potencial de sus mecanismos habituales de transporte en el
desarrollo de sistemas innovadores para la administracion de medicamentos.

1.1.6 BHE Estrategias para la administracion de medicamentos a través de la BHE

El desarrollo de estrategias terapéuticas que faciliten la administracion de medicamentos a
través de la BHE constituye un area de gran interés para la comunidad académica (38,87,88),
gue se ha visto beneficiada del rapido progreso en biologia molecular y del mejor entendimiento
de los mecanismos de barrera, asi como de las enfermedades del SNC (63).

Una de las estrategias de desarrollo terapéutico para el SNC es el enfoque en la sintesis o
modificacién de small molecules para que cumplan con algunas caracteristicas que les puedan
permitir atravesar la BHE directamente (43,86,89). La busqueda basada en la implementacion
de la regla de Lipinski o sus modificaciones (90-92) ha sido ampliamente utilizada como punto
de referencia para predecir la posible permeabilidad de un compuesto través de la BHE (93,94),
partiendo de algunos atributos estructurales predictores como lo son poseer: i) un peso
molecular inferior a 450 Da, ii) un coeficiente de particién (Log P) entre 2 y 4, iii) baja capacidad
de donador de enlaces de hidrégeno (menos de 10 dtomos por molécula), y iv) un valor de pKa
entre 6 y 10,5 (fundamentalmente, que no esté ionizado a pH fisioldgico). Estas caracteristicas
pueden facilitar su transporte principalmente a través de transcitosis transcelular (63,93).

Sin embargo, se ha demostrado que mas de una tercera parte de los compuestos que atraviesan
la BHE no cumplen con la regla de Lipinski, y que los valores de Log P de los compuestos que
atraviesan la barrera no difieren significativamente de aquellos que no lo hacen (95). Por lo
tanto, esta estrategia puede resultar inespecifica e impredecible. Ademas, hay que considerar
que no todos los compuestos potencialmente terapéuticos pueden ser modificados para cumplir
con estos requisitos (63,89).

Como consecuencia, diversas estrategias han emergido como parte de los esfuerzos para
aumentar el transporte de medicamentos a través de la BHE (76,81,86-88,93,96). Las
estrategias fisicas, quimicas o bioldgicas que son explotadas para el transporte de sustancias a
través de la BHE pueden categorizarse en: i) métodos invasivos y ii) métodos no invasivos, segun
la clasificacién mostrada en la Figura 4.

1.1.6.1 Métodos invasivos

Para sobrepasar el impedimento de acumulacion de farmacos en el SNC tras la administracion
sistémica, algunos medicamentos pueden ser administrados directamente en el tejido cerebral
tras la perforacion o disrupcion (fisica, o bioquimica) de la BHE, o implantando sistemas de
liberacion biodegradables de liberacién sostenida (87). Esta ruta suele ser viable durante
intervenciones quirdrgicas tras la extirpacion de tumores malignos, para tratar hemorragias
subaracnoideas o tras lesiones traumaticas (80).
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Figura 4: Clasificacion de los métodos aplicados para transportar medicamentos a través de la BHE.
Se muestran algunos de las estrategias mas comunmente utilizadas para administrar medicamentos al SNC segin
correspondan a métodos no invasivos o métodos invasivos. Imagen modificada de (87,88)

1.1.6.1.1 Disrupcion de la BHE

Son métodos donde se provoca una apertura temporal de la BHE debido a la disminucién de la
integridad de las CE o de las uniones estrechas. Esto puede ser realizado a través de la
administracién de sustancias quimicas o por la accién de medios fisicos. La disrupcién quimica
puede darse por la aplicacién de sustancias como manitol, etanol o soluciones hiperosméticas -
por ejemplo, de dextrosa- o incluso la administracién de toxinas, mientras que los métodos
fisicos incluyen radiacidon, microondas, estimulacién termomagnética o ultrasonido
(63,87,89,93).

La apertura osmatica es una estrategia con amplia aplicacion en la practica clinica. Posee la
desventaja de que la apertura es no selectiva y que generalmente conlleva cierto grado de
neurotoxicidad (43). La disrupcién quimica acarrea inconvenientes significativos que no son
agradables para el paciente, y puede comprometer la integridad y funcionamiento apropiado de
la BHE, provocando potenciales efectos toxicos en el SNC de otras sustancias -mas alla del
medicamento objetivo- que deberian ser retenidas por la barrera (89).

La aplicacién de ultrasonido puede suprimir la expresion de proteinas de las uniones estrechas
abriendo la BHE de forma temporal sin dafio al tejido cerebral y con un menor malestar
comparado con la disrupcién quimica. También se ha encontrado que puede aumentar la
permeabilidad dentro de tumores cerebrales (89). Es un procedimiento transitorio, localizado y
reproducible. Como desventaja, requiere de un equipo sofisticado y a la fecha aun se requieren
mas investigaciones sobre los mecanismos de aperturay las condiciones de monitoreo asociadas
a la ejecucion de la técnica (43). Algunos autores clasifican la apertura de la BHE por ultrasonido
por una técnica no invasiva (97). Sin embargo, es una clasificacion debatible por las
implicaciones en la funcién integral de la barrera.

Existen algunas alternativas invasivas menos agresivas como la electroporacion, en la que se
realiza estimulacion con pulsos eléctricos para inducir una desestabilizacion de las membranas
que conlleva un aumento temporal de la permeabilidad que, en condiciones controladas, es
reversible (98,99).
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1.1.6.1.2 La administracion intratecal y administracion intracraneal

Este enfoque de administracidn se realiza directamente dentro del SNC por difusidn a través del
liguido cerebroespinal. En la administracion intratecal se realiza una inyeccién en el canal espinal
o en el espacio subaracnoideo (87), mientras que en la administracion intracraneal la inyeccion
se realiza directamente dentro de la cavidad del crdneo, ya sea en el espacio intracraneal,
intracerebral o en el sistema ventricular (97,100).

Este sistema posee la ventaja de que la totalidad de la dosis administrada se encuentra
disponible en el tejido cerebral tras su administracion, evitando las consecuencias de una
administracién sistémica de altas cantidades de medicamento (89) necesarias para alcanzar
concentraciones terapéuticas efectivas tras la administracidn por vias convencionales (60,76).
Estas vias resultan desventajosas debido a que son altamente invasivas, por lo que pueden
implicar una baja adherencia del paciente, sobre ante la necesidad de dosis repetidas (43). Sin
embargo, este tipo de administracién cobra relevancia en el caso de medicamentos potentes
con potenciales efectos sistémicos nocivos, como los utilizados en la quimioterapia o agentes
neurotrépicos (87,97).

1.1.6.1.3 Administracion por conveccion

Cuando un medicamento es administrado directamente en el parénquima cerebral, su
distribucion a lo largo del tejido se da por una difusion debido al gradiente de concentracion
(97). Este proceso que puede verse limitado por el flujo relativamente bajo y la relativamente
baja cantidad de liquido presente en el espacio extracelular cerebral (80). La administracién por
conveccidn (o administracion aumentada por conveccién) representa una forma de sobrepasar
esta limitacion mediante la aplicacion de presién (100).

En este método se coloca un catéter dentro de un tumor cerebral y se mantiene un flujo por
bombeo que genera un gradiente de presidn positiva (86,93). Como desventajas presenta una
distribucion impredecible, con dificultades para poder monitorearla en vivo, y se requiere una
optimizacion personalizada para disefio y colocacidn del catéter (43).

1.1.6.1.4 Implante de dispositivos

Otra técnica invasiva para la administracion de medicamentos directamente al SNC puede
realizarse a través de una intervencién quirdrgica, en la que se coloca un dispositivo de un
polimero biodegradable cargado con un medicamento (93). Este tipo de dispositivos permite
una liberacién sostenida de los medicamentos (43) y presentan un potencial para el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas, asi como en el tratamiento de lesiones cerebrales (38).
Los implantes comprenden geles, microesferas, nanoesferas u “obleas” (86). Tienen como
desventaja que la distribucion es baja, la dosis es limitada al tamafo del implante y que existen
dudas sobre las consideraciones de seguridad a largo plazo (43).

1.1.6.2 Métodos no invasivos

Corresponden principalmente a la aplicacién de estrategias farmacotécnicas que permiten llevar
el medicamento hacia el SNC sin la agresividad y riesgos asociados a los métodos invasivos (89).
Estos métodos incluyen la via intranasal, la explotacién de mecanismos enddgenos de
transporte de virus, de vesiculas extracelulares o de células del sistema inmune, asi como la
modificacién de moléculas con vectores de transporte o el uso de la nanotecnologia (87,88). La
sintesis o modificacidn de medicamentos mencionada al inicio de esta seccidn 1.1.6, incluyendo
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las estrategias de formacidn de profarmacos, se clasifican también dentro de estos métodos no
invasivos (43,86).

1.1.6.2.1 Administracion intranasal

La via nasal es una ruta de administracion de medicamentos que se puede utilizar tanto para la
administracién sistémica como para el acceso directo al cerebro (87). Por esta via, los
medicamentos pueden pasar al SNC a través de dos rutas distintas: los medicamentos lipofilicos
y los bioldgicos de tamafio pequeno pueden permear el epitelio nasal y de alli pasar al cerebro
y liquido cerebro espinal. La segunda ruta implica el transporte transneuronal a través de los
axones del nervio trigémino y nervio olfatorio (80,89).

En los ultimos afios, la via intranasal ha sido objeto de numerosos estudios y ha demostrado su
eficacia para la administracién de diferentes tipos de terapias a nivel preclinico. Actualmente,
los esfuerzos se concentran en lograr la traslacion clinica de utilizando esa via de administracion,
con el objetivo de ser una alternativa para el abordaje de enfermedades del SNC (101-104).

Es una via rdpida y practica que muestra una alta biodisponibilidad una vez absorbida. Sin
embargo, existe el riesgo de degradacién por enzimas de la mucosa nasal, por lo que es una ruta
apropiada principalmente para fdrmacos con alta potencia (43).

1.1.6.2.2 Administracion a través de vectores virales

Los virus neurotrépicos que cruzan la BHE naturalmente pueden ser explotados como estrategia
de transporte de medicamentos hacia el cerebro (86). Para ello se puede emplear un vector viral
gue naturalmente traspase la BHE o modificando la superficie de otros vectores virales para
incorporar un ligando natural que se acople a transportadores enddgenos mediados por
receptores (105,106). Ejemplos comunes de vectores virales utilizados con el fin de facilitar el
paso a través de la BHE incluyen adenovirus, herpes o virus recombinante SV-40 y lentivirus,
entre otros (43,89).

El mecanismo de entrada predominante en este tipo de administracidn es la transcitosis
mediada por receptores (89), aunque el uso de vectores virales puede complementarse con la
administracion de un agente hiperosmdético (89) facilitando asi el transporte por la via
transcelular.

Los vectores virales muestran una alta eficiencia y un tropismo celular especifico, ademas de
una relativa facilidad para la escalabilidad. Sin embargo, existen riesgos de una respuesta
inmune adversa, ademas de riesgo de oncogénesis y mortalidad (43).

1.1.6.2.3 Administracion mediada por células

La administracion mediada por células, también conocida como la estrategia del caballo de
Troya (ver seccion 1.1.4.6), puede ser utilizada para la administracion de sustancias hacia el SNC.
Esta técnica aprovecha los mecanismos de transporte involucrados en la migracién de ciertos
tipos de células de las respuesta inmune como macrdéfagos, monocitos o neutréfilos, a través de
la BHE (63,86,107).

Las propiedades fagociticas de este tipo de células facilitan la internalizacién de agentes
diagndsticos y terapéuticos, que posteriormente seran infiltrados hacia el cerebro durante la
migracidon que ocurre en procesos inflamatorios (87). Una ventaja practica de este tipo de
transporte es que no requiere los tamafos a escala nanométrica necesarios para otras
aplicaciones como la aplicacidn de nanotecnologia (63). Sin embargo, esta técnica posee algunas
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limitaciones, como la posible afectacién de la viabilidad celular debido al compuesto a
transportar y el riesgo de que la activacion inmune provoque efectos adversos, como un
aumento en el riesgo de trombosis (86).

1.1.6.2.4 Administracion de exosomas

Las vesiculas extracelulares (VE) o exosomas son particulas enddgenas de entre 30 y 150
nanémetros que poseen la capacidad de sobrepasar barreras biolégicas (43,89). Son pequeias
particulas formadas por trozos de membranas celulares que pueden empaquetar y transportar
lipidos, acidos nucleicos y proteinas. Tedricamente pueden ser producidas por todo tipo de
células (108) y pueden ser utilizadas para transportar medicamentos ya sea en su forma natural
o modificados (109). Se ha establecido que las VE poseen la capacidad de cruzar la BHE y que
participan en la comunicacidn de tejido periférico con el SNCy en mantener la funcién neuronal
normal (110).

Estos transportadores muestran una alta biocompatibilidad, a la vez que brindan una estabilidad
para las sustancias encapsuladas. Sin embargo, hay una necesidad por el establecimiento de
protocolos de aislamiento y purificacion estandarizados (43).

Un porcentaje considerable de endosomas administrados de forma sistémica serdn captados
por el higado, pulmdn y bazo, asi como diversas células fagociticas del sistema inmune,
circunstancia que puede ser atenuada mediante la modificacién superficial de los exosomas con
péptidos o proteinas (43,89).

1.1.6.2.5 Vectores de transporte

Corresponde al uso de proteinas o péptidos catidnicos para modificar de medicamentos y
facilitar su paso a través de la BHE, aprovechando los mecanismos de transporte existentes
(63,111). Estos vectores, conocidos en inglés como shuttle proteins o shuttle peptides; pueden
ser aplicados a medicamentos de bajo peso molecular (112-114), medicamentos bioldgicos
(115-117), o pueden ser combinados con otras estrategias de transporte como las
nanoparticulas (118—121). Esta técnica permite el paso de sustancias mediante transporte activo
y pasivo (111,114,122).

1.1.6.2.6 Inhibicidn de las bombas de eflujo

Las bombas de eflujo, responsables de la excrecion de sustancias exdgenas y metabolitos (43)
representan una limitacién extra para la administracion de medicamentos al SNC (86). Por
ejemplo, aunque algunos medicamentos lipofilicos pueden cruzar la BHE en alguna medida, su
acumulacion se ve limitada por la accion de estas bombas de eflujo (63,93). De manera que la
reduccion de la actividad de las bombas de eflujo constituye una estrategia que puede aumentar
la acumulacién de sustancias terapéuticas en el cerebro (87,93).

1.1.6.2.7 Utilizacion de nanotecnologia para administrar medicamentos a través de la BHE

La utilizacion de nanotecnologia como estrategia para traspasar la BHE es una de las estrategias
gue mas atencién ha acumulado a lo largo de la ultima década, impulsada por un mejor
entendimiento de los receptores involucrados en el transporte y los avances en quimica de
polimeros y la nanotecnologia misma (63,88,123-126).

Las nanoestructuras poseen caracteristicas especiales que mejoran su potencial terapéutico
para atravesar barreras fisioldgicas, tales como su tamafio reducido, la posibilidad de
modificaciéon superficial, la especializacion de materiales para su preparacion y de las
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propiedades superficiales de la nanoestructura misma, asi como una alta capacidad relativa para
transportar medicamentos y de controlar su liberacién (36,63,93). Ademads, ofrecen el potencial
de generar menos efectos adversos (38) y mejorar la biocompatibilidad, especialmente en el
caso de algunos nanomateriales como las nanoparticulas lipidicas, que favorecen un perfil de
seguridad mejorado (125,126). Muchos de estos materiales presentan ventajas en cuanto a su
viabilidad para la fabricacién a escala industrial (127,128). Ademds de la entrega de farmacos,
este tipo de estructuras tienen aplicaciones en diagndstico e imagenologia cerebral (89).

Dentro de las nanovehiculos aplicados a la administracién de medicamentos al SNC se incluyen
nanoesferas, nanosuspensiones, nanoemulsiones, nanogeles, micelas, liposomas, nanofibras,
nanotubos, nanorobots, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs, por
sus siglas en inglés: solid lipid nanoparticles) y transportadores lipidicos nanoestructurados
(NLCs, por sus siglas en inglés: nanostructure lipid carriers) (38). Las nanoparticulas poliméricas
y lipidicas (incluyendo liposomas) son los tipos de nanovehiculos mas utilizados para el
transporte a través de la BHE (63). El desarrollo terapéutico y la aplicacién detallada de las
nanoparticulas como vehiculos para atravesar la BHE se explorardn mas a fondo en la seccidn
1.2.10.

El desarrollo de estas estrategias terapéuticas amplia el horizonte de posibilidades para crear
sistemas de liberacion de fdrmacos capaces de superar el desafio que constituye la presencia de
la BHE. La diversidad de estrategias potenciales no solo destaca la necesidad creciente de
investigacion para asegurar su seguridad y eficacia, sino que también destaca la importancia de
contar con métodos apropiados para evaluar su efectividad en cruzar esta barrera fisiolégica.
Los métodos de evaluacion se convierten asi en una herramienta esencial para avanzar en la
validacién y optimizacién de estas estrategias dentro de un marco ético que respalde los
numerosos avances cientificos en este campo.

1.1.7 Métodos para evaluar la permeabilidad a través de la BHE

La disponibilidad de métodos representativos para evaluar o predecir la permeabilidad de un
farmaco a través de la BHE es fundamental para optimizar los desarrollos terapéuticos
destinados a tratar enfermedades del SNC (129,130). Estas herramientas son cruciales para
reducir la tasa de fallos en etapas avanzadas del desarrollo de un medicamento, impactando
directamente en los costos y disponibilidad (131) tanto de nuevos farmacos como en el
reposicionamiento de moléculas existentes (130,132). Los diferentes modelos disponibles varian
en complejidad, representatividad, facilidad de uso y aceptacion general. La eleccion entre ellos
depende de la disponibilidad, los recursos y los objetivos especificos de evaluacion (133,134).

Aunque contar con evaluaciones de un organismo vivo es un entorno ideal para evaluaciones
significativas, el uso de modelos in vivo en evaluaciones de medio a alto volumen puede resultar
desafiante y costoso (89). Ademas, basar un programa de evaluacién exclusivamente en
modelos in vivo presenta dilemas éticos significativos (135,136). Esto resalta la importancia de
los modelos in silico, in vitro, y las tecnologias emergentes como los organoides u “érganos en
un chip” (OoC por sus siglas en inglés: organ-on-a-chip) para complementar y, en algunos casos,
reemplazar estudios in vivo (137,138).

1.1.7.1 Modelos in silico

Los modelos computacionales ofrecen evaluaciones rdpidas y econdmicas mediante
correlaciones entre caracteristicas fisico-quimicas y estructurales de los medicamentos (133).
Actualmente, son principalmente aplicables para predecir la probabilidad de transporte pasivo
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(139), ya que generalmente carecen de la capacidad de integrar completamente la complejidad
bioldgica, molecular, mecanica y electroquimica del cerebro (130).

1.1.7.2 Modelos in vitro

Los modelos in vitro utilizados para para evaluar el paso a través de la BHE se basan en cultivos
celulares, que principalmente provienen de CE primarias o inmortalizadas. Estos cultivos pueden
realizarse en monocultivo o en co-cultivos con otros componentes de la BHE (130,131,133,140).
Ademas, los diferentes componentes de estos modelos pueden ser obtenidos a partir de células
madre (141,142).

Los modelos in vitro son herramientas valiosas para estimar de manera realista la permeabilidad
de un medicamento (131,134). Sin embargo, debido a la simplificacién de la complejidad
fisiolégica de la BHE, estos modelos son mas Utiles para responder a preguntas cientificas
especificas (139) que para evaluar el éxito a largo plazo de medicamentos que requieran de
dosificaciones continuas (131). Aunque reducen la complejidad a caracteristicas clave de la
barrera, permiten una configuracion practica y ahorran tiempo (133). Dada la heterogeneidad
de la BHE, establecer un modelo que represente toda esta complejidad es un desafio, y la
eleccién de un modelo particular dependera de las necesidades especificas de cada investigacion
(133).

El método in vitro ideal debe ser dindmico, permitir la evaluacidn en tiempo real de la
permeabilidad, facilitar la visualizacion y ser versatil, reproducible y econédmicamente asequible
(133). Esencialmente, estos modelos deben incluir al menos la expresién de proteinas de union
estrecha y presentar una polarizacién de transportadores (133).

Aunque los modelos in vitro son utiles como método de cribado y pueden clasificar
adecuadamente los compuestos segln su permeabilidad a la BHE, a menudo presentan una
correlacién deficiente con la absorcién cerebral in vivo debido a la regulacidn negativa de
algunos transportadores especificos de la BHE (130,143). A la medida en la que un método in
vitro se ajusta al comportamiento observado en pruebas in vivo se le denomina correlacién in
vitro in vivo (144,145).

1.1.7.3 Modelos in vivo

Los modelos animales para evaluar la permeabilidad a través de la BHE, al contar con una UNV
completa y funcional, permiten una estimacidn mds cercana al desempefio general de un
medicamento y asi una mejor traslaciéon con el comportamiento clinico (133).

Los roedores son el modelo animal mas utilizado para estudiar la BHE debido a su disponibilidad,
facil manipulacién y por poseer un ciclo reproductivo relativamente corto. Ademas, su cerebro
presenta similitudes moleculares, morfoldgicas y patoldgicas similares al del ser humano, lo que
los hace particularmente representativos y relevantes para la investigacion biomédica aplicada
a humanos (133,144). Asimismo, mediante técnicas de ingenieria genética, es posible desarrollar
animales transgénicos que manifiestan fenotipos especificos de ciertas patologias o que
presentan una mayor similitud bioquimica con la fisiologia humana, aumentando asi su
aplicabilidad para estudios mas avanzados (146-149).

Después de los roedores, el pez cebra ha sido ampliamente utilizado como modelo debido a que
su cerebro esta protegido por una barrera que muestra una alta similitud morfoldgica y
bioguimica con ciertas propiedades de la BHE de los mamiferos (150-152). Los modelos de
primates no humanos, como los macacos Rhesus, o los modelos caninos, también son opciones
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disponibles, pero su uso no es tan frecuente debido al tamafio del animal, que dificulta su
manejo, como por los altos costos y las consideraciones éticas involucradas (133,153).

El control y monitorizacion de los estudios en animales puede verse limitado por las restricciones
fisicas, econdmicas y éticas asociadas con la operacion de un animalario (133). La manipulacion
de los animales y los resultados de los estudios pueden ser influidos por patrones de
comportamiento especificos o por estimulos ambientales. Ademas, la consistencia de los datos
recolectados puede verse comprometida por la variabilidad genética entre los sujetos (154—
156). Algunos experimentos requieren largos periodos de observacidn, mientras que la
observacién y cuantificacion de resultados puede no ser tan inmediata como lo es en los
estudios in vitro, lo que puede incrementar los tiempos y costos de una investigacion (130,157).
Los estudios de tejido ex vivo se presentan como una alternativa cuando el manejo del animal
completo no es practico o cuando se desea evitar el efecto del metabolismo sistémico (133).

Sin embargo, los farmacos desarrollados y probados en modelos animales suelen presentar
perfiles de eficacia y toxicidad diferentes cuando se prueban en humanos (158,159). Las
dificultades de la traslacién de la fase preclinica a la clinica dependen, entre otros motivos, de
las variaciones de las caracteristicas de la BHE en las distintas especies (160-163). Por ejemplo,
los cerebros humanos presentan una mayor proporcion y complejidad de astrocitos
neocorticales en comparacion con los roedores (15), al tiempo que muestran una menor
expresion de claudina-5, una proteina relevante para la funcionalidad de las uniones estrechas
(163). Ademas, se ha demostrado que las diferencias en las secuencias, la expresion y la
morfologia de los sistemas transportadores nativos afectan al transporte y la distribucion de
sustancias en el cerebro (152,162,164). Por ejemplo, la expresion de la glicoproteina P es menor
en la BHE humana que en la de los roedores (160,161). Esta limitacion de los modelos preclinicos
subraya la necesidad de enfoques innovadores que imiten con mayor exactitud la fisiologia de
la BHE humana y predigan mejor los resultados clinicos.

1.1.7.4 Sistemas de “érgano en un chip”

Los modelos emergentes de evaluacidon basados en co-cultivos celulares y microfluidica
conocidos como organoides, organoides en un chip, 6rgano en un chip (organ-on-a-chip, 0oC)?,
sistemas microfisiolégicos o cultivos 3D, estan disefiados para simular no solo la composicion
histolégica de érganos y tejidos, sino también para reproducir su arquitectura tridimensional y
los estimulos de flujo (137,138,165). Estos sistemas ofrecen la ventaja de una diferenciacion
celular mas similar al entorno in vivo y una respuesta mads precisa a las funciones fisioldgicas, lo
que los convierte en una alternativa de investigacion de facil manejo y alta representatividad,
combinando algunas de las principales ventajas de los métodos de evaluacién in vitro y los
métodos in vivo (165-167).

Es un area de creciente interés que se ha beneficiado por el desarrollo de disciplinas como la
microfluidica, la ingenieria de cultivos, la ingenieria de materiales y la ingenieria de
microsistemas. Estas disciplinas permiten la creacién de microambientes que replican con
precision condiciones mecanicas y estructurales de sistemas enddgenos, logrando una alta

" Paralelo al proyecto desarrollado en esta tesis doctoral se publicé una revisién bibliografica sobre los
sistemas Organ-on-a-chip que abarca su definicion, constitucién y aplicaciones generales. Dicha publicacién
corresponde a la referencia (165).
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similitud con condiciones fisioldgicas (134,165). Los sistemas OoC permiten incluso modelar
condiciones especificas y representar la variabilidad inter-individuos (165).

Su aplicacion para la investigacidn asociada a la BHE y la administracién de medicamentos hacia
el SNC es una evolucién de los cultivos tradicionales en pocillos transwell (168). Las propiedades
de barrera de algunos sistemas OoC han mostrado resultados comparables con los resultados in
vivo (168). Ademas, muestran una ventaja adicional como es la facilidad de acople para la
realizacion de evaluacion de medicamentos de alto volumen, conocido en inglés como high
throughput screening (169,170). Sin embargo, la mayoria de los sistemas OoC para evaluar paso
a través de la BHE se encuentran en fases muy tempranas de desarrollo o estan disponibles
Unicamente para laboratorios con experiencia significativa en  bioingenieria
(131).Independientemente del tipo de modelo que se emplee, es crucial realizar una validacion
adecuada para asegurar su representatividad en la clinica humana (130). Adicionalmente, la
seleccidon del método debe estar alineada con los objetivos especificos de cada investigacion
(133). La Figura 5 proporciona un esquema de decisidon que puede guiar el proceso de seleccion
de un modelo apropiado en funcién de los objetivos especificos de investigacion.

El poder modelar la funciéon de la barrera en diferentes enfoques es una demostracién del grado
de desarrollo cientifico alrededor del concepto general de la BHE: sus origenes evolutivos, su
composicion, su impacto en el desarrollo terapéutico, sus mecanismos de transporte y las
estrategias biomédicas para explotarlos. Este significativo esfuerzo multidisciplinar demuestra
el grado de entendimiento que la comunidad cientifica ha alcanzado sobre el fenémeno de la
BHE. Este cuerpo de conocimiento es significativo por si mismo, pero también sirve como un
pilar fundamental para las investigaciones en el campo de la neurociencia. Descifrar los
mecanismos que limitan la entrada al SNC abre la puerta a un nuevo horizonte terapéutico que
podria revolucionar la neuromedicina en los proximos anos. En este contexto, la nanotecnologia
emerge como una posible solucidn revolucionaria, ofreciendo sistemas de transporte avanzados
con el potencial de abrir las puertas de la BHE (63,88,124). La siguiente seccidn profundizara en
el entendimiento de estos sistemas, explorando sus aplicaciones como sistema de transporte y
los desafios principales para acceder al SNC de manera eficaz y trasladable a la practica clinica.
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Figura 5: Esquema de seleccion para el tipo de modelo para evaluar la permeabilidad a través de la BHE.
Se destaca la aplicabilidad de distintos tipos de modelos segun los objetivos de evaluacién que puede surgir en cada
fase del desarrollo de un medicamento. Las etapas se dividen en: descubrimiento de dianas, cribado de farmacos y

desarrollo de la forma farmacéutica. Dependiendo del requerimiento especifico, como por ejemplo el estudio de la
fisiopatologia cerebral, evaluacidn de afinidad o de la eficacia farmacoldgica, se especifican los modelos mas

adecuados, desde in vitro hasta in vivo, pasando por modelos in silico y microfluidicos. Esta clasificacion permite
ejemplificar el razonamiento que debe generarse detras de la seleccién de un método y su aplicabilidad segun el
objetivo especifico del desarrollo farmacoldgico. Imagen reproducida de (133).
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1.2 Nanotecnologia en el desarrollo de sistemas terapéuticos avanzados

1.2.1 Breve historia de la nanotecnologia

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario que engloba la preparaciéon, manipulacién y
medicion de estructuras, dispositivos y microambientes a escala nanométrica (171,172).
Generalmente, se considera que un material puede clasificarse como nanomaterial si al menos
una de sus dimensiones es menor a 100 nm (171,173-175). Sin embargo, dependiendo del area
especifica de la nanotecnologia, algunos autores extienden esta clasificacion para estructuras
de hasta 300 nm (176-179).

En el mundo actual, las aplicaciones de la nanotecnologia estdn presentes y se extienden a través
de sectores dispares incluyendo la agricultura (180), la explotacién de combustibles fésil (181),
el aprovechamiento de energias renovables (182,183), la fabricacién de textiles (184), el
tratamiento de desechos (185,186), la industria alimenticia (187), la preparacion de materiales
de construccion (188), y la farmacia y biomedicina (189,190), entre otras. Sin embargo, tanto la
humanidad como la naturaleza han aprovechado, directa o indirectamente, las propiedades de
los nanomateriales durante miles de afios.

Hallazgos arqueoldgicos alrededor del mundo revelan que el uso de nanomateriales por los seres
humanos se remonta al menos 4500 afios atras (174,191). Una de las evidencias mas claras de
esta temprana explotacion se manifiesta en el aprovechamiento de las propiedades épticas de
particulas nanométricas presentes en ciertos materiales, evidentes en piezas decorativas
provenientes de diferentes culturas como la romana, maya, egipcia y la antigua China, pasando
también por el arte medieval (174,192). Asimismo, se ha observado que antiguas técnicas de
fabricacion de bloques de construccién y armas mostraban mejoras considerables en sus
propiedades mecdnicas, atribuibles al uso de técnicas que inducian la formacién de particulas y
estructuras nanométricas, y que hoy en dia se pueden identificar y comprender a la luz del
conocimiento en la materia (172,193). Mas alla de la intervencion del ser humano, existen
numerosos ejemplos en animales, plantas y minerales que demuestran cdmo la naturaleza
misma genera y aprovecha fendmenos y propiedades que pueden ser entendidas a través del
campo de la nanotecnologia (193-198).

Muchos autores coinciden que el origen de la nanotecnologia moderna se encuentra en la
reunidn anual de la Sociedad Americana de Fisica de 1959, donde el ganador del Premio Nobel
en Fisica en 1965, Richard Feynman, impartié una charla titulada: “There's Plenty of Room at the
Bottom” (“Hay mucho espacio en el fondo”) (172-174,199-202). Como idea central de esta
influente charla, Feynman propuso que las leyes de la naturaleza no son las que limitan nuestra
capacidad para manipular compuestos y trabajar a escala atdmica o molecular, sino que las
limitaciones estdn en la falta de equipos y técnicas apropiadas para trabajar a ese nivel (174).
Efectivamente, en las ultimas 6 décadas el campo de la nanotecnologia ha experimentado una
notable expansién como disciplina, impulsada significativamente por el avance en las técnicasy
equipos que permiten la observacion y la manipulacion precisa a escala nanométrica (173,193).

Dentro de esta evolucion tecnoldgica, algunas de las técnicas analiticas empleadas para la
caracterizacién de nanomateriales incluyen la microscopia de transmisién de electrones,
microscopia electrénica de barrido, microscopia de fuerza atémica, dispersion dindmica de la
luz, espectroscopia de rayos X, difraccién de rayos X, y espectroscopia de masas de plasma
acoplado inductivamente. Otras técnicas emergentes son la espectroscopia de electrones
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Auger, espectroscopia de estructura fina de absorcién de rayos X y la dispersién Raman
mejorada en superficie, entre otras (203—205).

El desarrollo tecnolégico ha mejorado la habilidad para manipular y estudiar la materia a escala
nanométrica, y por lo tanto ha propiciado el descubrimiento y creacion de una diversa gama de
nanomateriales. Este avance ha abierto un amplio espectro de posibilidades y aplicaciones,
impactando significativamente en diversos campos del saber a lo largo de las ultimas décadas.
Particularmente, la Figura 6 ilustra algunos de los hitos mas relevantes de la nanotecnologia
como disciplina.

1943 1963 1985 1993 2000s

Nanoemulsion AuNPs prepared Fullerene produced QDs synthesized Nanotechnology

reported developing rapidly

edicine
1960s 1984 1990s 1995 2004 More rai
Nanoscience IONs Magnetic NPs as Doxil, first nano-drug, Graphene ' )
proposed synthesized vascular contrast used for treating isolated
agents Kaposi's sarcoma

1965 1990s 1995 2020
Liposomes proposed SLNs prepared Polymer micelles NP vaccines for
proposed SARS-CoV-2
1959
Richard Feynman's lecture 1985 1991 1998 2011
entitled "Plenty of Room at Dendrimer CNTs QDs as fluorescent Cell membrane biomimetic
the Bottom" identified described probes NPs synthesized

Figura 6: Hitos en la historia moderna de la nanotecnologia
Se destacan algunos hitos importantes partiendo desde la primera nanoemulsion reportada en la década de 1940
hasta la actualidad. Luego de la conceptualizacién de la nanotecnologia en la década de 1960, se empezd a reportar
la sintesis de diversos tipos de nanomateriales que significaron de avances significativos en el campo, asimismo
como el desarrollo de diversas aplicaciones biomédicas como la generacidn de agentes de contraste, la aplicacién
de agentes quimioterapéuticos como nanoconstructos y, mds recientemente, la aplicacidn de las nanoparticulas
como vehiculos para la aplicacidn de vacunas para combatir el SARS-CoV-2. Imagen reproducida de (173)°®.

Particularmente en el campo de la biomedicina, la nanotecnologia ha surgido como una
herramienta para preparar sistemas de liberacion novedosos. Desde las primeras aplicaciones
en la preparacién de liposomas en la década de 1960 hasta las modernas aplicaciones para
vehiculizar acidos nucleicos, la nanotecnologia no solo ha demostrado su potencial como
sistema de liberacion de farmacos (seccién 1.2.2) y herramienta diagndstica, sino que ha dado
el salto a la clinica.

Un hito significativo, destacado en varias publicaciones como un punto de inflexién en la historia
de la nanomedicina, es la aprobacidn del Doxil® para uso clinico por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en el afio de 1998 (172,173). Este
medicamento fue originalmente aprobado para el tratamiento de sarcoma de Kaposi. Gracias a
la modificacion de las propiedades farmacocinéticas debido a la encapsulaciéon del principio
activo (doxorubicina) en liposomas, esta formulacion ofrece un perfil de seguridad y eficacia
mejorado en comparacién con la administracion de doxorubicina libre (206,207). Mas
recientemente, la aprobacion de medicamentos para el silenciamiento (208,209) y edicion
génica (210,211), junto con las vacunas mRNA para el COVID-19 (212) y numerosas aplicaciones
diagndsticas demuestran el grado de impacto de la nanotecnologia en la medicina moderna.
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1.2.2 Aplicaciones de la nanotecnologia como sistemas de liberacion de farmacos

En los ultimos 40 anos, los avances en la medicina impulsados por la nanotecnologia se
encuentran entre los avances que han reunido mayor interés, dentro de los diversos campos
impactados por esta disciplina (213). La nanotecnologia ha demostrado un potencial
significativo en areas como la vehiculizacién de farmacos, los biosensores, la ingenieria de
tejidos, la nanobiotecnologia y el desarrollo de herramientas diagndsticas (214,215).
Especialmente, su aplicacién en el transporte y liberacidon de farmacos ha sido crucial para
enfrentar desafios claves en el desarrollo de medicamentos, incluyendo la superacién de
barreras bioldgicas, mejora de la biodisponibilidad, reduccién de toxicidad, el direccionamiento
activo de tratamientos, e incluso la adaptacion a la heterogeneidad entre pacientes (213-215).

La nanotecnologia ha mostrado potencial para sobrepasar esos desafios gracias a su capacidad
para combinar terapias, evitar mecanismos de resistencia o su capacidad de modificacién y
personalizacidn (216). Permite disefiar sistemas nanoestructurados para mejorar la estabilidad
de los farmacos y prolongan su tiempo de circulacién en el organismo (217,218). Ademas, la
formulacion de medicamentos en este tipo de sistemas permite un control sobre la dosificacion,
la acumulacidn vy, en algunos casos, sobre el sitio de liberacion de los farmacos
(213,214,217,219). De manera mas especializada, la incorporacién de bioestructuras en los
nanomateriales habilita un potencial para el direccionamiento activo hacia células o tejidos
diana especificos (220-222). El impacto de la nanotecnologia en las aplicaciones biomédicas
radica en partes porque sus caracteristicas funcionales entran en armonia con los procesos
bioldgicos que ocurren a escala nanométrica (223).

No obstante, la implementacidn de la nanomedicina enfrenta también retos significativos (224)
como lo son el riesgo y la necesidad de controlar la induccidn de respuestas inmunes (214,215),
asi como el riesgo de contaminacién ambiental por la dispersidon de nanoparticulas en el medio
ambiente (225,226). La eficacia de los nanomateriales estd estrechamente ligada a sus
propiedades fisicoquimicas (223), lo que resalta la importancia de contar con procesos de
fabricacidn y caracterizacion que sean reproducibles (224). Ademas, el marco regulatorio para
estas tecnologias aun esta en desarrollo y no esta harmonizado entre las diferentes autoridades
regulatorias (227,228), lo que aifade un nivel adicional de complejidad al campo de estudio. Este
escenario representa un reto que compromete el desarrollo del potencial de la nanomedicina
(224,228).

A pesar de estos desafios, las nanoparticulas han demostrado su capacidad para vehiculizar una
amplia gama de moléculas, desde small molecules hasta proteinas y acidos nucleicos (229-232),
asi como sistemas combinados de farmacos y agentes diagndsticos (230,233,234). Esta
versatilidad les ha permitido ser investigadas para diversas aplicaciones clinicas que demuestran
que la nanotecnologia es una herramienta prometedora en el desarrollo de la biomedicina. Los
sistemas de liberacidon basados en nanomateriales han sido aplicados mayoritariamente en el
desarrollo de terapias oncoldgicas (216), principalmente por su capacidad de minimizar efectos
secundarios y facilitar su acumulacion en tejidos tumorales (235,236). Sin embargo, su potencial
no se limita al campo del cdncer, ya que también han sido ampliamente investigadas en otras
areas terapéuticas como, por ejemplo: enfermedades infecciosas (219,237,238), patologias
cardiovasculares (239-242), trastornos metabdlicos (243—246), trastornos neurolégicos (247-
251), e incluso para el abordaje de enfermedades raras (252-255), entre otras aplicaciones en
fase de investigacion.
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Mas alla de la abrumadora cantidad de literatura disponible en cuanto a la investigacién para el
desarrollo de la nanomedicina en el campo preclinico, numerosas investigaciones han avanzado
a evaluaciones en etapas clinicas o estan a punto de comenzarlas (227,247-249,256—-259). En
una busqueda llevada a cabo en la base de datos ClinicalTrials.gov en octubre de 2024 se
registran 690 estudios en los que se emplean nanoparticulas, 109 con resultados y 347 activos,
concentrados principalmente en estudios fase | y fase Il (260). Ademads, estas investigaciones se
complementan con alrededor de un centenar de formulaciones que a la fecha han alcanzado la
aprobacion regulatoria, confirmando de forma palpable la aplicabilidad de la nanotecnologia en
el campo (261,262).

1.2.3 Evolucién del mercado farmacéutico de las nanoparticulas

Numerosas publicaciones catalogan al Doxil® como “el primer nano-medicamento aprobado”
(172,173,206,263,264) o a lo menos como la primera aprobacién de un medicamento en forma
de liposoma (265). Sin embargo, las primeras aprobaciones de medicamentos en los que se
aplicaba la nanotecnologia se remontan a las décadas de 1980, 1970 e incluso 1950, con la
aprobaciéon de varios medicamentos cuyas caracteristicas y eficacia se basaban en su
composicion a partir de nanocristales (266-269). Ademads, la aplicacion especifica de
medicamentos en formulaciones liposomales posee un antecedente con la aprobacion de
propofol lisosomal a finales de la década de 1980 (270-272). Esto evidencia que la irrupcién de
la nanotecnologia en el mercado farmacéutico es anterior al hito de la aprobacién del Doxil®,
cuya notoriedad puede deberse a que, aunque no fue el primero, si tuvo un impacto significativo
no solo en el tratamiento especifico del sarcoma de Kaposi, sino también en el abordaje de otros
tipos de cancer. Su impacto ayudd a consolidar el entendimiento del potencial de las
nanoparticulas para abordar desafios en la vehiculizaciéon de farmacos y revolucioné el mercado
en las décadas subsiguientes, impulsando la aplicacién de la nanotecnologia principalmente en
el tratamiento del cancer (266).

Otro hito importante en el campo de la nanotecnologia farmacéutica es su aplicacion en la
vehiculizacién de acido ribonucleico (RNA). En 2017 se otorgd la aprobacion al Onpattro®, el
primer producto basado en RNA pequefio de interferencia (siRNA) vehiculizado en
nanoparticulas lipidicas para tratar la amiloidosis hereditaria por transtiretina (273,274). En
2020, Comirnaty®, una vacuna de RNA mensajero (mRNA) contra el virus SARS-CoV-2, causante
del Covid-19, recibié aprobacion de emergencia para aplicarse a la inmunizacién global en el
combate de la pandemia enfrentada por dicha enfermedad (275,276). Mas recientemente, en
el afio 2023, Casgevy® recibid aprobacién regulatoria como terapia basada en la edicion génica
mediante CRISPR/Cas9 para la anemia de células falciformes (210). La Figura 7 muestra la
evolucidn de las aprobaciones de medicamentos basadas en nanotecnologia hasta el afio 2021.

Entre las nanoparticulas aplicadas como sistemas de liberaciéon de farmacos aprobadas por la
FDA y la Agencia Europea del medicamento (EMA) se incluyen principalmente nanoparticulas
lipidicas, nanocristales y nanoparticulas poliméricas. El mercado farmacéutico relacionado con
la nanotecnologia estd centrado principalmente en el tratamiento de céncer e infecciones,
trastornos del sistema nervioso y enfermedades cardiovasculares (259,261,277). La Figura 8
ofrece una ilustracidn de la distribucién actual del mercado farmacéutico seglin la gama de
productos ofrecidos por 16 empresas lideres en el campo biotecnolégico, agrupadas bajo el
Consorcio Internacional para Innovacion y Calidad en el Desarrollo Farmacéutico, presentada en
la publicaciéon ejecutada por Jeffrey D. Clogston y colaboradores (276).
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Figura 7: Evolucion de la aprobacion de medicamentos basados en nanotecnologia (1955-2021)

Se muestra la distribucidn temporal de las aprobaciones por parte de la FDA de medicamentos basados en
nanotecnologia. Se destaca un periodo inicial largo de latencia, con un notable incremento en las aprobaciones
durante la década de 1990, periodo en que se introduce el medicamento Doxil®. En los ultimos 10 afios se observa
una tendencia creciente en nanoparticulas lipidicas, las cuales representan ademas las todas las aprobaciones del
segmento mas reciente, que abarca un periodo mas corto en comparacién con los anteriores. Figura de elaboracidon
propia a partir de la informacién de las referencias (263,264,267,278).
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Figura 8: Clasificacion de los productos nanotecnolégicos comercializados actualmente
La informacidn de esta figura clasifica los productos relacionados con nanotecnologia segliin una encuesta a 16
empresas lideres que conforman el Consorcio Internacional para Innovaciéon y Calidad en el Desarrollo
Farmacéutico. Los productos estan organizados por: A) tipo de nanomaterial, B) indicacidn terapéutica y C) ruta de
administracion. A: Nanocristales y nanoparticulas lipidicas corresponden a mas de dos tercios del total de
desarrollos en el mercado. B: El cancer es la indicacion terapéutico predominante, representando mas de un tercio
del total. Las enfermedades infecciosas y trastornos del SNC, son la segunda y tercera indicacién mas importante, y
combinados acumulan menos productos que los tratamientos oncoldgicos. C: La administracion intravenosa es la
via mas utilizada. Si se combinan la via intravenosa, intramuscular y subcutanea, representan casi el 60% de todas
las vias de administracidn, mientras que la via oral abarca un 22%. Figura reproducida de (276).
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El comportamiento del mercado en las Ultimas tres décadas y la creciente aceptacion por las
agencias regulatorias, impulsada por los avances significativos de los ultimos afios en la
vehiculizaciéon de RNA, indican un futuro prometedor para los desarrollos relacionados con la
nanotecnologia (214,276,279). A pesar de los elevados costos asociados con estos productos
(280,281), las empresas farmacéuticas estan concentrando una importante cantidad de recursos
para impulsar el desarrollo de tecnologias basadas en nanotecnologia, y se puede anticipar un
impacto continuo vy significativo de la nanotecnologia en el mercado farmacéutico (264). Las
estimaciones del valor de mercado global para este tipo de productos rondan los 200 billones
de délares para el afio 2024 y 350 para el afio 2025 (261,278).

Mas alla del panorama actual, el estudio de Colgstrom y colaboradores amplia la perspectiva
incluyendo un andlisis exhaustivo del portafolio general de productos nanotecnologico a través
de la base de datos PharmaCircle™ “Pipeline and Product Intelligence” (276). Evaluando més de
1400 productos en diversas etapas de su ciclo de vida, este estudio proporciona una visién
profunda del impacto potencial y futuro en el sector. La Figura 9 muestras los principales
resultados de este analisis que, al compararse con los datos de la Figura 8, destaca cambios
importantes en las tendencias de los productos en desarrollo y la posible evolucidn del mercado.
Entre estos cambios se observa un crecimiento predominante de nanoparticulas lipidicas, un
incremento de los desarrollos enfocados en enfermedades infecciosas, y un aumento en la
adopcion de la via intramuscular para la administracién de medicamentos.

Estos datos sugieren un elevado potencial traslacional y un crecimiento expansivo para las
aplicaciones farmacéuticas de la nanotecnologia experimentardn en el futuro cercano. Es
posible anticipar una posible penetracién en nuevas areas terapéuticos, fundamentado en el
dinamismo constante que es fruto de la versatilidad de las aplicaciones nanotecnolégicas, que
les permite adaptarse a diferentes requerimientos terapéuticos.

1.2.4 Tipos de nanomateriales empleados como sistemas de liberacién de farmacos

Existe un amplio abanico de nanoestructuras que han sido investigadas como aplicaciones de
sistemas de liberacién de farmacos, y mientras que algunos tipos tienen aplicaciones clinicas
mas avanzadas, constantemente se investigan nuevas aplicaciones que podrian, en un futuro,
llegar a enriquecer y diversificar las opciones terapéuticas disponibles. Estos nanomateriales
varian en composicién, estructura y funcionalidad, asi como en las caracteristicas particulares
que les confieren ventajas de cara a las posibles aplicaciones biomédicas (196,236). La Figura 10
ilustra algunos de los materiales tradicionales mas empleados para la vehiculizacién de farmacos
agrupados en 4 categorias principales.

1.2.4.1 Nanomateriales poliméricos

1.2.4.1.1 Dendrimeros

Los dendrimeros son nanopolimeros altamente ramificados y compartimentalizados, que
proporcionan una estructura tridimensional uniforme y definida (262,282). Pueden llegar a
tener dimensiones de entre 1 a 5 nm y pueden albergar moléculas dentro de sus cavidades con
una alta eficiencia de carga. Los grupos libres en la estructura de los dendrimeros pueden ser
modificados superficialmente para mejorar sus caracteristicas de biocompatibilidad, solubilidad
y permeabilidad, asi como para lograr el direccionamiento activo (267). Para la preparacion de
dendrimeros se han utilizado moléculas biolégicas como genes, farmacos o vacunas, asi como
mondmeros o copolimeros de quitina, polietilenimina, poliamidoamina o poli(propilenimina)
(283,284).
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Figura 9: Clasificacion de los productos nanotecnolégicos contempando todo el ciclo de vida del medicamento
Esta figura clasifica los productos nanotecnoldgicos de acuerdo con su estado en el ciclo de vida, segun la base de
datos PharmaCircleTM “Pipeline and Product Intelligence”. A: Considerando el ciclo de vida completo, las
nanoparticulas lipidicas concentran el 58% de la cartera. B: Aunque la nanotecnologia sigue siendo una estrategia
ampliamente utilizada para el tratamiento del cancer, la tendencia emergente mds notable es el considerable
aumento en los desarrollos para el abordaje de enfermedades infecciosas. C: La administracién parenteral continta
mostrando predominancia, con una reduccion la utilizacion de la via oral. Es notable un aumento de desarrollos
para ser administrados por la via intramuscular, la cual es menos riesgosa y mas conveniente para los pacientes,
comparada con la via intravenosa. D: La mayoria de los desarrollos actuales se localizan en la fase preclinica. Los
estudios clinicos fase | (First in human), fase Il (Proof of concept) y fase Ill (After PoC) agrupan un 23, 12 y 5% de los
productos del portafolio, respectivamente. Figura reproducida de (276).

1.2.4.1.2 Nanoparticulas poliméricas

Basadas en polimeros sintéticos o naturales, el ensamblaje de materiales biocompatibles y
biodegradables, permiten ajustar las caracteristicas de liberacidon de los agentes terapéuticos
integrados, asi como su liberacidn superficial. Las nanoparticulas poliméricas se pueden
preparar por distintos métodos tanto a partir de polimeros naturales, como el quitosano,
gelatina, albumina o alginato, o polimeros sintéticos como el acido (D,L) polilactico (PLA), acido
poli(D,L-lactic-co-glicélico) (PLGA), and poli(e-caprolactona) (PCL) y sus copolimeros
(267,285,286). Estos materiales tienen la capacidad de modificar las condiciones de liberacion
gracias al comportamiento de los materiales poliméricos en respuesta a estimulos ambientes
como la temperatura o el pH (287).
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Figura 10: Tipos de nanomateriales empleados como sistemas de liberacion de farmacos
Agrupados segun cuatro categorias principales de nanoparticulas poliméricas, lipidicas, no poliméricas (conocidas
también como inorganicas) y nanocristales. Figura modificada de(286,298,299).

1.2.4.1.3 Micelas

Las micelas son estructuras coloidales que se forman por el auto-ensamblaje de moléculas
anfifilicas en solucidon empleadas por su capacidad de mejorar la solubilidad y estabilidad de
farmacos hidrofébicos. Los constituyentes de las micelas se estructuran de forma esférica, con
los grupos hidrofilicos rodeando los grupos hidrofébicos, encapsulando los medicamentos
hidrofdbicos en su interior (267,289).

1.2.4.1.4 Conjugados fdrmaco-polimero

Especialmente aplicado en oncologia, la conjugacion de polimeros con moléculas pequefas
aumenta su peso molecular, lo que altera su distribucion y afinidad con las células. Ademas,
mejoran la estabilidad, la solubilidad y permeabilidad. Ante la presencia de enlaces sensibles al
pH, estos conjugados puede liberar las moléculas en sitios especificos, mejorando el
direccionamiento (267,290,291).

1.2.4.1.5 Nanoparticulas proteicas

El ensamblaje de estructuras proteicas para formar nanoparticulas también posee la capacidad
de encapsular moléculas con aplicaciones terapéuticas. Un ejemplo de su aplicacidn clinica es el
Abraxane®, el cudl corresponde a una nanoparticula de albumina para la administracién de
placlitaxel y que mejora el perfil de distribucion y reduce la toxicidad sistémica del farmaco,
comparado con su administracion libre (292,293). Bajo esta categoria también pueden
clasificarse los virus, enzimas, o “particulas semejantes a virus” (virus-like particles) que se
obtienen mediante actividad recombinante y permiten la administracidn de small molecules y
de genes. Sus aplicaciones incluyen el desarrollo de vacunas, la imagenologia y la sintesis de
materiales (286,311).
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1.2.4.1.6 Nanogeles (o hidrogeles)

Los nanogeles (o hidrogeles) son redes poliméricas coloidales que se hinchan al entrar en
contacto con un fluido y con una reticulacién menor a 100 nm. Los nanogeles ofrecen varias
ventajas como la reduccion de fugas prematuras de medicamentos, la posibilidad de
encapsulacién de multiples moléculas terapéuticas en una misma formulaciéon y su facil
administracién por vias parenterales o mucosas. Pueden ser utilizados en la produccién de
lentes de contacto, productos de higiene y apdsitos para heridas; ademas de aplicaciones en
ingenieria de tejidos y para la preparacién de sistemas de liberacidon controlada de farmacos.
Esta liberacion puede ser controlada por el hinchamiento y cambios conformacionales en su red
estructural en respuesta a estimulos (267,295,296).

1.2.4.2 Nanomateriales inorganicos

1.2.4.2.1 Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono son estructuras tubulares basadas en carbono, con diametros de solo
1 nm y hasta 100 nm de largo. Se fabrican enrollando una sola capa de grafeno en un cilindro
(267). Poseen un tamafio y forma estable, y muestran una alta capacidad de penetrar
membranas celulares (297). Los nanotubos de carbono pueden ser funcionalizados para
encapsular y dirigir agentes terapéuticos a sitios especificos en el cuerpo. Diversos estudios han
demostrado el potencial de los nanotubos de carbono para administrar medicamentos
anticancerigenos, antibidticos y otras moléculas terapéuticas. La funcionalizacion superficial de
los nanotubos de carbono facilita la unién de farmacos y ligandos, para el direccionamiento
activo (267,298).

1.2.4.2.2 Nanodiamantes

Los nanodiamantes son un tipo de nanoparticulas de carbono con un tamafio menor de 100 nm
y se producen mediante técnicas como la deposicién quimica de vapor, detonacion y métodos
de alta temperatura/presion (267). Los nanodiamantes poseen propiedades especiales como
propiedades electrostaticas superficiales, baja citotoxicidad del nicleo quimicamente inerte, y
una fotoestabilidad muy alta, lo que los hace excelentes para aplicaciones médicas como la
resonancia magnética, la fabricacién de lentes de contacto y la vehiculizacion de farmacos
(267,299,300).

1.2.4.2.3 Nanoparticulas metdlicas

Este tipo de nanomateriales posee didmetros de entre 1 y 100 nm, y estan compuestos
tipicamente de metales como oro, cobalto, niquel, hierro y sus éxidos. Se pueden sintetizar y
modificar facilmente para ser decoradas con diversas moléculas, incluyendo small molecules y
biomoléculas como acido desoxirribunucleico (DNA) y proteinas (267,301). Estas particulas son
biocompatibles y estables. Ademas, sus caracteristicas magnéticas permiten que mediante
campos magnéticos externos puedan ser guiadas hacia ubicaciones especificas en el cuerpo
(356). Las nanoparticulas metalicas poseen aplicaciones tanto para propdsitos terapéuticos
como diagnésticos principalmente en el campo oncolégico (300,302,303).

1.2.4.2.4 Quantum Dots

Los quantum dots (o puntos cudnticos) son pequefias particulas que miden entre 2 y 10 nm, y
que exhiben unas propiedades electrdnicas y 6ptimas Unicas (267,304). Estos materiales se
destacan por sus intensas fluorescencias en colores especificos. Ademas, la superficie de los QDs
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permite la conjugacidn con biomoléculas como péptidos, proteinas y DNA para aplicaciones
especificas, tales como la liberacién dirigida de farmacos y diagnédstico por imagenes (267). Los
materiales mas usados para preparar quantum dots para la vehiculizaciéon de farmacos son el
carbono, el grafeno y el dxido de zinc, aunque también se emplean de diferentes metales para
propodsitos diagnosticos (305,306). Las ventajas de los quatum dots como sistemas de
vehiculizacién de fdrmacos radica en su capacidad de cruzar membranas celulares, su elevada
area superficial especifica y su capacidad de carga a través de interacciones hidrofébicas,
puentes de hidrégeno o fuerzas de van der Waals (a través de interacciones de apilamiento
aromatico o m stacking) (304).

1.2.4.2.5 Nanoparticulas a Base de Silica

Las nanoparticulas de silica se distinguen por su capacidad para ser moldeadas en estructuras
complejas y altamente porosas. Ademas, su superficie esta recubierta por unidades de silanol
gue facilitan la adsorciéon de grupos polares. Los poros de estas nanoparticulas pueden ser
funcionalizados con diversas moléculas que, en respuesta a estimulos especificos,
potencialmente pueden conferirle una liberacion controlada del farmaco (267,307).

1.2.4.3 Nanocristales

Los nanocristales se componen principalmente de ingredientes farmacéuticos activos
cristalinos, con apenas el uso de agente estabilizadores a bajas concentraciones. Estos sistemas
se aplican a farmacos poco solubles, y en los que su forma en nanocristales mejora su solubilidad
aparente en agua y su biodisponibilidad. Estos aspectos permiten que los nanocristales
contengan una mayor concentracion y eficiencia de carga del fdrmaco (267,308).

Cada tipo de nanomaterial destaca por propiedades unicas que le confieren idoneidad para
aplicaciones diagndsticas o terapéuticas especificas (214,215). También existen las
nanoparticulas hibridas, que combinan materiales de diferentes naturalezas para potenciar sus
propiedades (309). Por ejemplo, es posible encontrar nanoparticulas hibridas de metal-lipido
(310), lipido-polimero (311), o carbono-polimero (312). Estas combinaciones tienen la ventaja
de crear una sinergia entre los componentes, lo que permite mejorar caracteristicas como la
estabilidad, la adaptabilidad de los métodos de fabricacién, la eficacia en la liberacidon de
farmacos, y la biocompatibilidad, optimizando su desempefio en aplicaciones terapéuticas o
diagnésticas (309,313).

En los préoximos afios, es previsible que se intensifiquen las investigaciones y aplicaciones
inspiradas en estos materiales, e incluso que surjan nuevos nanomateriales destinados a
exploracién en el ambito biomédico (314,315). Particularmente, las nanoparticulas lipidicas se
perfilan como los nanomateriales con el mayor desarrollo clinico y con las proyecciones mas
prometedoras hacia el futuro (276). Dada esta perspectiva, el enfoque de esta introduccion y
este trabajo se centrara en profundizar en los métodos de fabricacidn, desafios inherentes, y
aplicaciones de las nanoparticulas lipidicas, y particularmente, en su utilidad especifica como
medio para enfrentar el desafio del transporte de farmacos a través de la BHE.

1.2.4.4 Nanomateriales lipidicos

Lo datos expuestos desde la Figura 7 hasta la Figura 9 denotan una relevancia creciente en la
aplicacién clinica de las nanoparticulas lipidicas, que es palpable también en el volumen de
produccién de literatura cientifica (126,316—325). Su predominancia se debe principalmente a
qgue ofrecen una mayor biocompatibilidad y afinidad con tejidos, principalmente por la mayor
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similaridad con las membranas celulares (321,326,327). La Figura 11 ilustra las diferencias
estructurales entre los principales tipos de nanoparticulas lipidicas aplicadas como vehiculos
para el desarrollo de medicamentos.
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Figura 11: Tipos de nanoparticulas lipidicas empleadas como sistemas de liberacion de farmacos
A)  Estructura de un liposoma unilamelar, capaz de transportar medicamentos hidrofébicos dentro de su
doble capa lipidica y medicamentos hidrofilicos en su nucleo acuoso. El panel divide el liposoma
tedricamente en 4 secciones, mostrando variantes y posibles modificaciones superficiales para modular
caracteristicas y aplicaciones del sistema. Estas modificaciones pueden aplicarse también a los otros tipos
de nanoparticulas lipidicas descritos. B) Nanoparticula de lipido ionizable, especializado para la
vehiculizacidon de RNA. Su composicién incluye lipido ionizable, colesterol fosfolipido (DSPC) y lipido
pegilado. C) Las nanoparticulas lipidicas sélidas (izquierda) corresponden a una matriz de lipido sélido en
la que se encuentra entrelazado el farmaco, mientras que en la estructura de los transportadores lipidicos
nanoestructurados (a la derecha) se incorpora una mezcla de lipidos sélidos y liquidos que permite crear
una matriz menos ordenada que facilita una mayor capacidad de carga y una liberacién mas controlada de
farmaco. Figura modificada (298,326).

1.2.4.4.1 Liposomas

Los liposomas (Figura 11-A) son estructuras esféricas con una bicapa lipidica que rodea un
nucleo acuoso, descubiertos en la década de 1960. Fueron el primer nanotransportador lipidico
descrito y quizd el mas representativo de ellos (327,328). Su estructura le permite cargar
moléculas tanto hidrofilicas como hidrofébicas, incorporadas en su nucleo acuoso o dentro de
la bicapa lipidica, respectivamente. Los liposomas tienen la capacidad de fusionarse con
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membranas celulares, liberando su contenido directamente en el citoplasma, lo que los hace
sistemas transportadores eficaces para la entrega selectiva de terapias. Los liposomas pueden
ser unilamelares o multilamelares, dependiendo del nimero de bicapas lipidicas que contengan
(286,329,330)

Estos vehiculos se han utilizado en aplicaciones terapéuticas como la deteccion y tratamiento
de tumores, terapia antibacteriana, vacunacidn e incluso entrega dirigida de farmacos al
cerebro. Las modificaciones en la superficie, como el revestimiento con polimeros
funcionalizados o cadenas de polietilenglicol (PEG), facilitan la distribuciéon especifica del
objetivo y mejoran el tiempo de circulacién en sistemas bioldgicos (267).

1.2.4.4.2 Nanoparticulas lipidicas sdlidas

Las nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN) estdn compuestas principalmente por un nucleo
lipidico que es sdlido a temperatura ambiente, incluyendo también triglicéridos, dcidos grasos,
ceras y surfactantes (328,331). Poseen una estructura cristalina altamente ordenada donde se
incorpora el farmaco en su interior (Figura 11-C, a la izquierda). Ofrecen estabilidad, proteccion
y liberacién controlada del farmaco (299,331). Sin embargo, enfrentan desafios como una
capacidad limitada de carga, y expulsién del farmaco a largo plazo, debido a transiciones
polimérficas (331).

1.2.4.4.3 Transportadores lipidicos nanoestructurados

En contraste con las SLNs, que consisten en lipidos completamente cristalizados, los
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLCs) incorporan lipidos liquidos dentro de su
matriz (Figura 11-C, a la derecha). Esta estructura permite a los NLCs ofrecer una mayor
capacidad de carga y estabilidad mejorada. La presencia de lipidos liquidos disminuye la
cristalinidad del sistema, previniendo la expulsiéon del medicamento durante su almacenamiento
(328,334). Estos transportadores lipidicos de segunda generacion se pueden clasificar en tres
subtipos de acuerdo con el grado de ordenamiento de su estructura: imperfectos, amorfos o
multiples, como se ilustran en la Figura 12 (333). En los NLCs imperfectos se presenta una matriz
altamente desordenada que combina lipidos sdlidos y varios tipos de lipidos liquidos. Esto
permite una alta capacidad de carga de farmacos, pero con una eficiencia de encapsulacion
relativamente baja debido a la solubilidad limitada de los farmacos en los lipidos sélidos. Por
otro lado, los NLCs contienen una cantidad mayor de un lipido sélido que presente una
cristalinidad muy baja, formando asi una estructura sdélida amorfa. Finalmente, los NLCs
multiples se caracterizan por un alto contenido de lipido liquido (aceite), cuya presencia induce
una separacion de fases localizada que provoca la formacién de pequefios nanocompartimentos
de aceite dentro de la matriz sélida (335).

1.2.4.4.4 Nanoparticulas de lipido ionizable

Las nanoparticulas lipidicas ionizables son sistemas de vehiculizacidon mas modernos que han
ganado relevancia y evolucionado de la mano de los desarrollos de sistemas de vehiculizacion
de acidos nucleicos (336,337). Su uso es tan estandarizado para vehiculizar este tipo de
moléculas que en ese contexto se les refiere Unicamente como nanoparticulas lipidicas (LNPs)
sin que con ello se confunda, dentro de esa rama, con SLNs, NLCs o liposomas (230,322,338-
341). Corresponden al sistema de vehiculizacién mas avanzado clinicamente para mantener la
estabilidad de los acidos nucleicos terapéuticos y lograr una entrega efectiva de siRNA y mRNA
(342-344), asi como aplicaciones de CRISPR-Cas9 y otras herramientas de edicion génica (343—
345).
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Figura 12: Subtipos de transportadores lipidicos nanoestructurados
A: En los NLCs de tipo imperfecto, el farmaco (puntos negros) se encuentra dentro de una matriz de lipido sélido
(fondo de tonalidad naranja claro) y una mezcla de diferentes tipos de lipidos liquido. B: El tipo amorfo emplea
lipidos sélidos con baja cristalinidad. C: En los NLCs de tipo multiple, el farmaco se encuentra disperso dentro de
pequefios compartimentos de aceite dentro de la matriz sélida. Modificado de: (333).

Debido a su relativa novedad, algunas revisiones en el campo de las nanoparticulas lipidicas aun
no las incluyen como una categoria, lo que podria provocar que las LNPs sean erroneamente
categorizadas como liposomas o incluso NLCs (267,288,333). Sin embargo, las LNPs presentan
diferencias estructurales y funcionales que las diferencian claramente de los otros tipos de
nanoparticulas lipidicas (337,348). Estdn compuestos por cuatro tipos basicos de lipido,
incluyendo: lipidos ionizables, fosfolipidos, colesterol y lipidos PEGilados, como se ilustra en Ia
Figura 11-B (279,333,339). Esta formulacion es la base de productos que han avanzado a la
aplicacion clinica como el Onpattro® y el Comirnaty® (347,348).

Las LNPs tienen carga positiva en pH 4acido, lo que les permite unirse a los acidos nucleicos de
carga negativa ajustando el pH durante la fabricacion. Sin embargo, a pH fisioldgico son de carga
neutra, lo que puede reducir los efectos téxicos durante la circulacién sistémica (336,337,339).
Las LNPs pueden internalizarse en las células mediante endocitosis y luego liberar los
medicamentos en el citoplasma a través de la fuga endosomal, lo que juega un papel crucial en
la funcion intracelular del RNA, protegiéndolo de la degradacion y permitiendo que el acido
nucleico entre en las células (320,331,349,350).

1.2.5 Métodos de fabricacion de nanoparticulas lipidicas

Las técnicas para la fabricacion de nanoestructuras pueden dividirse en dos categorias
principales: los métodos “de arriba hacia abajo” (top-down) y los métodos “de abajo hacia
arriba” (bottom-up) (353,354). En el primer caso, las técnicas se basan en la reduccion de
estructuras de mayor tamafio para obtener materias a escala nanométrica (174). Por el
contrario, los métodos “de abajo hacia arriba” siguen una estrategia en la que las
nanoestructuras se forman al ensamblar 4&tomos o moléculas de manera controlada (127). Segun
esta clasificacién, la mayoria de los métodos empleados para la sintesis de nanoparticulas
lipidicas corresponden a la categoria de métodos de “de abajo hacia arriba”(355).

La eleccidon del método de sintesis de las LNPs es crucial para determinar sus aplicaciones
terapéuticas, ya que influye directamente en sus propiedades fisicoquimicas, en la eficiencia de
carga de farmacos, en su estabilidad y en su comportamiento in vivo. Cada método de sintesis
de LNPs produce nanoparticulas con caracteristicas especificas que afectan directamente a su
rendimiento en diversas aplicaciones terapéuticas (355).
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1.2.5.1 Métodos para la fabricacion de SLNs y NLCs

Los métodos tradicionales involucrados en la fabricaciéon de SLNs y NLCs incluyen técnicas como
la doble emulsién, inyeccidn de solvente, microemulsidn en frio, ultrasonicacién, secado por
aspersion, emulsificacién y evaporacién de solvente, método de fluido supercritico,
homogenizacién en frio y homogenizacién en caliente, y homogenizacién a alta presién, entre
otros (355—-358).

Estos métodos pueden clasificarse en distintas categorias no relacionadas entre si. Por ejemplo,
se pueden clasificar seglin la demanda energética y el estrés que imponen sobre los materiales
(como la baja demanda en microemulsién en frio o inyeccidn de solventes, frente a la alta
demanda en homogenizacién en caliente) (358) o seglin la facilidad de escalamiento
(relativamente facil para homogenizacidn a alta presion o mezcla microfluidica, moderada para
inyeccion de solventes, y baja para ultrasonicacion y microemulsién) (320,358).

Estas caracteristicas distintivas pueden orientar la seleccion de un método sobre otro,
dependiendo de las aplicaciones especificas, las propiedades deseadas de las nanoparticulas y
las caracteristicas de los materiales utilizados. Esto incluye, crucialmente, la estabilidad del
principio frente al método de fabricacidn elegido (355,359).

Por ejemplo, al seleccionar un método como el de homogenizacién en caliente, ampliamente
utilizado para preparar SLNs, se debe considerar que los materiales se someten a un alto estrés
que puede afectar la estabilidad de principios activos termosensibles. Ademas, este método
puede resultar en una alta variabilidad del tamafio de las particulas (alta polidispersidad) (358).
Por otro lado, aunque el método de la microemulsidn en frio no implica un alto estrés térmico,
se trata de un método mas laborioso y en el que tipicamente se consiguen concentraciones bajas
de nanoparticulas (358).

1.2.5.2 Métodos para la fabricacion de Liposomas y LNPs

Los liposomas y las LNPs pueden producirse mediante varios métodos. Entre los métodos
tradicionales se encuentran la extrusién, la sonicacién, la homogenizacién en caliente, y la
hidratacion de pelicula lipidica. Ademas, técnicas emergentes como el método de inyeccion de
etanol y sus variantes han irrumpido en la ultima década como alternativas con mejores
caracteristicas de robustez, reproducibilidad y escalabilidad de los procesos (339,360).

El método de hidratacion de pelicula delgada (o hidratacion de pelicula) es uno de los métodos
mas comunes para la produccién de liposomas (361). Se considera un enfoque "de arriba hacia
abajo", en el que grandes vesiculas lipidicas se transforman en vesiculas mas pequefias mediante
técnicas de reduccién de tamafio que requieren alta energia. Los lipidos se disuelven en un
solvente orgdnico (como cloroformo) y luego se transfieren a un recipiente de acero o a un
matraz de fondo redondo. El solvente orgéanico se elimina al vacio, lo que resulta en una pelicula
de lipidos en la superficie del recipiente (356). Al hidratar esta pelicula con una solucidn acuosa,
se forman vesiculas multilamelares grandes y heterogéneas, con tamafios que varian en varios
micrémetros. Para reducir el tamafio, se utilizan técnicas como la extrusion, que implica forzar
la suspensidn de particulas a través de un filtro de policarbonato o inorganico con un tamanio de
poro especifico (por ejemplo, 100 nm), generando vesiculas unilamelares del tamano
correspondiente (339).
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La sonicacidn es una alternativa para reducir el tamafio, utilizando un sonicador de sonda o un
bafio de sonicacidn. Sin embargo, este método ofrece menos control sobre el tamafo final en
comparacién con la extrusion. El tamafio final depende de la composicién lipidica y del tiempo
de sonicacion. Para lotes mas grandes, se puede emplear también la homogenizacién a alta
presion (339).

El método de hidratacién de pelicula presenta varias desventajas. Entre ellas se encuentran la
presencia de solventes residuales y una baja capacidad de carga del medicamento. Ademas, este
método genera una alta polidispersidad y produce estructuras multilamelares de manera no
controlada. Ademas, es un método laborioso y con muchas etapas, siendo un proceso costoso y
dificil de escalar a lotes industriales. Las fases de evaporacién del solvente orgdnico, extrusiény
carga pasiva de liposomas son procesos que requieren mucho tiempo, especialmente en
volumenes grandes asociados a una produccién a escala industrial (356,362). Los métodos de
reduccion de tamafo, como la extrusion o la sonicacidon pueden enfrentar también problemas
de escalabilidad por el riesgo de obstruccion, degradacion y contaminacién asociado al
procesamiento de grandes volumenes(356,362).

El método de inyeccidn de etanol se desarrolld como una mejora al método de hidratacion de
pelicula. En este proceso, una solucién de lipidos en etanol se inyecta mediante una jeringa en
un recipiente que contiene un tampdn acuoso. La rapida dilucién del etanol induce una super-
saturacidn localizada de moléculas de lipido a causa del aumento de la polaridad. Este fenédmeno
lleva al autoensamblaje de las vesiculas lipidicas en un tamafio pequefio y uniforme en un solo
paso (339). Como evolucion del método de inyeccién de etanol, los métodos microfluidicos
realizan la mezcla de soluciones dentro del canal de un dispositivo microfluidico, permitiendo
que la nanoprecipitacidn sea controlada mediante la regulacién precisa del flujo de soluciones
de lipidos (tipicamente en etanol) y soluciones acuosas hacia el canal (355,356).

Estos métodos permiten una mezcla en linea muy rapida (en milisegundos) de volimenes muy
pequefios, ofreciendo resultados mas uniformes y reproducibles que métodos tradicionales de
mezcla a escala macrométrica (359,360,363). A través del control preciso del flujo, la mezcla
microfluidica facilita una mayor parametrizacion, lo que a su vez brinda la posibilidad de realizar
ajustes precisos en los parametros de proceso y la optimizacidon de condiciones de fabricacion
(339,355). Controlando los pardmetros del proceso, los investigadores pueden personalizar
caracteristicas como el tamafio, carga superficial, la homogeneidad, la capacidad de cargay la
estabilidad de las nanoparticulas para aplicaciones terapéuticas especificas (128,355,364).

Los dispositivos microfluidicos estdn compuestos por canales de mezcla, conocidos como chips,
con diametros de algunas decenas de micras donde convergen las soluciones acuosas y lipidicas.
Estos canales pueden incluir disefios especializados que interrumpen el flujo laminar,
aumentando la velocidad y eficiencia de la mezcla (355,365,366). La variedad en los disefios de
los chips se ejemplifica en la Figura 13.

En cuanto a las condiciones del proceso, los parametros que mas atencion atraen son el flujo
total (TF) y la proporcion de flujo (FRR) (128). EI TF se define como la suma del flujo acuoso y el
flujo lipidico, mientras que el FRR es la relacion entre el flujo de solucién acuosa y el flujo de la
solucidn lipidica (367). Adicionalmente, también se suelen considerar pardmetros como disefio
del chip, la tasa de mezcla, que depende del FT y FRR, asi cambios en la concentracion y
composicion de las fase lipidica y acuosa, la temperatura del proceso y la didlisis (128). Otro
parametro relevante para la sintesis de nanoparticulas destinadas a encapsular acidos nucleicos
es la proporcién nitrégeno a fosfato (proporciéon N/P, o N/P ratio). Esta representa la proporcidn
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molar entre nitrégeno positivamente cargado presente en el grupo amino del lipido ionizable y
el fosfato cargado negativamente presente en los nucledtidos (368), y es un parametro que
busca controlar la capacidad de la nanoparticula para encapsular los acidos nucleicos (369). La
Figura 14 muestra algunas de las variables del proceso de mezcla microfluidica con mayor
atencioén en la literatura cientifica.
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Figura 13: Disefios basicos de chips para mezcla microfluidica
Se muestran algunos ejemplos de varios tipos de disefios de chips que pueden utilizarse para fabricar
nanoparticulas mediante mezcla microfluidica. A y F: mezclador con deflectores de flujo escalonados en forma de
espina de pescado (staggered herringbone mixer). By D: Mezclador de convergencia simple, en forma de “T” o “Y”.
Cy E: Mezclador de focalizacion de flujo dinamico (hydrodynamic flow focusing). G: Mezclador por bifurcacién.
Imagenes modificadas de (339,355).
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Figura 14: Variables del proceso de mezcla microfluidica
Parametros identificados como criticos en revisiones bibliograficas o incluidas con al menos dos niveles de
experimentacion en articulos cientificos. Reproducida de (128).

Esta técnica presenta posibilidades de escalamiento desde escala de laboratorios (algunos
mililitros por hora) hasta escala industrial (litros por hora), particularmente a través de
configuracién de dispositivos de mezcla microfluidica en serie (367,370,371). La limitacién mas
importante de este tipo de método de preparacion de LNPs es el uso de solventes organicos que
deben eliminarse para cumplir con las normativas de seguridad. El solvente mas utilizado es el
etanol por su aceptacidon en concentraciones de hasta un 0,5% y su facilidad de eliminacidn
mediante didlisis (128,339).
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Los métodos de fabricacion mediante mezcla microfluidica desempefian un papel crucial en el
desarrollo de las LNPs, especialmente en la creacién de vehiculos para RNA utilizados en vacunas
y otras alternativas terapéuticas. Esta tecnologia es esencial para la sintesis de dichas
nanoparticulas y por ese motivo, en las ultimas décadas, han evolucionado de forma conjunta
(372). La combinacion de LNPs y mezcla microfluidica se ha establecido como el estandar en la
formulacion de estas y otras terapias génicas, reflejando su importancia y efectividad en el
campo (346,359,363,373—-375).

1.2.6 Caracterizacion de nanoparticulas lipidicas

Los atributos de calidad normalmente abordados para las LNPs son aquellos relacionados con
su habilidad de penetrar las células diana y mostrar un efecto terapéutico, como el tamafio de
particula, el indice de polidispersidad (PDI), la morfologia, la carga superficial, la permeabilidad
celular y la eficiencia de direccionamiento (376,377). La Tabla 1 enlista diferentes atributos que
pueden ser evaluados y las respectivas técnicas analiticas disponibles (378,379).

Tabla 1: Caracteristicas criticas en nanoparticulas y técnicas analiticas disponibles

Caracteristica Técnicas analiticas disponibles

Tamafio (caracteristicas TEM, XRD, DLS, NTA, SAXS, HRTEM, SEM, AFM, EXAFS, FMR,
estructurales) DCS, ICP-MS, UV-Vis, MALDI, NMR, TRPS, EPLS

Forma TEM, HRTEM, AFM, EPLS, FMR, Tomografia 3D
Composicion XRD, XPS, ICP-MS, ICP-OES, SEM-EDX, NMR, MgFM, LEIS
Estructura cristalina XRD, EXAFS, HRTEM, Difraccion de electrones, STEM

Distribucin de tamafio DCS, DLS, SAXS, NTA, ICP-MS, FMR, Relajometria
paramagnética, DTA, TRPS, SEM

Unidén y densidad de ligando, composicion XPS, FTIR, NMR, SIMS, FMR, TGA, SANS

superficial

Area superficial BET, NMR liquido

Carga Superficial Potencial Zeta, EPM

Concentracion ICP-MS, UV-Vis, RMM-MEMS, PTA, DCS, TRPS

Estado de Aglomeracién Potencial Zeta, DLS, DCS, UV-Vis, SEM, Cryo-TEM, TEM
Densidad DCS, RMM-MEMS

Propiedades de particulas individuales Sp-ICP-MS, MgFM, HRTEM, TEM liquido

Visualizacidon en tres dimensiones Tomografia 3D, AFM, SEM

Defectos estructurales HRTEM, EBSD

Propiedades 6pticas UV-Vis-NIR, PL, EELS-STEM

SQUID, VSM, Espectroscopia Mossbauer, MgFM, FMR, XMCD,

Propiedades magnéticas
P & Susceptibilidad magnética

Nota: Refiérase al listado de abreviaturas al inicio de la tesis para las definiciones de los términos utilizados en esta
tabla.

El desempefio bioldgico y aplicabilidad clinica de estos materiales se relacionan estrechamente
con sus propiedades fisicoquimicas (376). Por lo tanto, la caracterizacion de los materiales es
crucial para optimizar su efectividad y seguridad, facilitando la traslacion hacia aplicaciones
clinicas reales (380). Asegurar el entendimiento de cémo los procesos de formulacion impactan
en esos atributos es crucial para asegurar el éxito de las nanoparticulas, pudiendo realizar esta
exploracién desde la perspectiva Calidad por Disefio (QbD) en la formulaciéon de medicamentos
(128,321).
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1.2.7 Aplicacion de QbD en el desarrollo de nanoparticulas como sistemas de liberacion de
farmacos

El enfoque tradicional en el desarrollo de medicamentos, basado en la “calidad por evaluaciéon”
a través de la prueba y error ha caido en desuso debido a los riesgos que representa para la
calidad de los productos (381). Hoy en dia, el QbD es una metodologia armonizada y adoptada
por diversas autoridades regulatorias de referencia, siendo considerada como el estdndar en el
desarrollo de medicamentos tradicionales para su comercializacién (381,382). El principio
fundamental del QbD es que la calidad debe ser incorporada en el proceso desde su disefio, y
no ser simplemente evaluada en los productos terminados (383).

Aunque la aplicacion del QbD de forma integral no es obligatoria para el registro de
medicamentos, es altamente recomendada por las agencias regulatorias (384), y se ha
adoptado ampliamente en la literatura cientifica, incluyendo numerosas publicaciones
relacionadas con el desarrollo de nanoformulaciones en fase de investigacidn, por ejemplo:
(381-387).

La implementacién del QbD permite simplificar y reducir costos, previene la variabilidad, guia 'y
mejora el proceso de disefio, y aumenta y facilita el posible manejo regulatorio (381). Todas
estas caracteristicas apuntan a generar productos mas robustos y mejorar la traslacion clinica
de los desarrollos de nanotecnologia (385).

Bajo este enfoque se identifican las caracteristicas criticas de la formulacién desde un inicio, y
se establecen parametros que garanticen la calidad en funcion de esas caracteristicas (381). La
guia ICH Q8 identifica los elementos claves del QbD, incluyendo el perfil de calidad de producto
objetivo (QTPP), los atributos criticos de calidad (CQA), los atributos criticos del material (CMA),
los parametros criticos del proceso (CPP), analisis de riesgo, el Disefio de Experimentos (DoE), el
espacio del disefio y la estrategia de control (381,385,388).

El QTPP es la suma de caracteristicas que debe cumplir un producto para asegurar la calidad
deseada, tomando en cuenta seguridad y eficacia de la formulacién. Este elemento es
fundamental para el desarrollo orientado por QbD, y debe ser definido claramente antes del
inicio del proceso de formulacién (389). Los CQA son caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas
u otras que, que cuando se encuentran dentro de un rango controlado, aseguran la calidad
deseada. En otras palabras, son criticos en el cumplimiento del QTPP (390). Los CPP son las
variables de proceso que tienen un efecto directo y significativo en los CQA (391).

Por otra parte, el DoE es una herramienta sistematica que permite planificar y ejecutar el estudio
de los CPP a partir de un disefio predeterminado. Esta metodologia facilita la recopilacién de
informacidn sobre el comportamiento de los CQA ante diferentes configuraciones de CMA o CPP
(392). Mediante estudios estructurados de cribado y exploracion, el DoE permite obtener
inferencias significativas, incluso con un ndmero reducido de experimentos. Esto reduce el
consumo de tiempos y recursos mientras se recaba la mayor cantidad de conocimiento en la
evaluacion de las respuestas (393). Ademas, los DoE permiten identificar configuraciones de
CMA o CPP que resultan éptimas para asegurar el cumplimiento de los objetivos de calidad
(381).

Ante esta exploracidn surge el concepto de espacio del disefio, el cual se refiere a una un dmbito
multidimensional en el que se conoce la relacién entre las variables y parametros de procesos,
y los resultados de calidad (394). En otras palabras, son las diferentes combinaciones de CPP
estudiadas en las que se puede operar, ya que se conoce que el disefio de la formulacion
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cumplird con los requisitos de calidad trazados (381,395). Una de las principales ventajas de un
espacio del diseno bien establecido es que los procesos de fabricacién cuentan con flexibilidad
de realizar cambios dentro de ese espacio, sin el riesgo de crear incertidumbre por dichos
cambios ni que represente una reformulacién del producto (385). La interdependencia e
integracién de los conceptos de QTPP, CQA, CMA, CPP, DoE y espacio del disefio con el resto de
los elementos del proceso de desarrollo orientado por QbD se ilustra en la Figura 15.

Definir QTPP - Identificar CQA

Identificar CPP

Identificar Atributos
criticos del material

Ejecutar andlisis
de riesgo

Establecer el espacio Desarrollar una
del disefio estrategia de control

Revision del riesgo y
manejo de la Calidad

Monitorizaciény
mejora continua

Figura 15: Pasos generales de la implementacion de un enfoque por QbD en un desarrollo farmacéutico
La figura ilustra los pasos clave en la aplicacion del enfoque QbD que comienza por la definicion del QTPP seguido
de la identificacion de los CQA, los CMA, los CPP y los atributos criticos de material. Estos elementos juntos
proporcionan la base necesaria para realizar el andlisis de riesgo que, a su vez, es esencial para estructurar el DoE.
Este enfoque sistematico guia la exploracidn del espacio del disefio. El conocimiento generado en esta fase facilita
la configuracion éptima de los CPP enfocada para el cumplimiento de los objetivos de calidad. De esta manera se
establece una estrategia de control robusta, crucial para gestionar de manera continua el riesgo y asegurar la
calidad del producto final. Modificado de (381).

Un concepto central en el enfoque QbD es el manejo de la incertidumbre y sus riesgos asociados
(396). Particularmente, uno de los objetivos del QbD es desarrollar una base de conocimientos
alrededor de la incertidumbre asociada a los riesgos del desarrollo (397). Mientras que el riesgo
esta relacionado con qué puede salir mal, la probabilidad de que ocurra y cudles pueden ser los
efectos de que ocurra (398), el analisis de riesgos o el manejo del riesgo corresponde al abordaje
sistematico para eliminar o mitigar estos los riesgos. Este proceso incluye recabar informacion
que apoye las decisiones relacionadas con los diferentes riesgos dentro del proceso de
desarrollo (399). En la metodologia QbD se busca que las actividades destinadas a aumentar el
conocimiento de la interrelacion entre las diferentes variables deban ser fundamentadas
cientificamente y basadas en un andlisis detallado de los riesgos (400).

La implementacidn del QbD en los desarrollos de nanoformulaciones reviste de una importancia
adicional, dado que existe una carencia de protocolos especificos para el desarrollo preclinico
(381). Los desarrollos en esta area poseen un grado importante de incertidumbre asociada a su
relativamente poca traslacién clinica, comparada con otros tipos de sistemas de liberacion de
farmacos (401). El marco sistematico que ofrece el enfoque del QbD ofrece una alternativa para
abordar esa incertidumbre y aumentar el éxito, la solidez de los desarrollos y su traslacién clinica
(384,402). Uno de los mayores retos asociados a la implementacion del QbD en los desarrollos
de nanotecnologia es la identificacion de los CQA. Como sistemas multidimensionales, las
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formulaciones nanométricas requieren un mayor nivel de detalle en la definicién de los CQA con
un entendimiento especifico de los fundamentos que determinan esa criticidad (377).

Laintegracion del QbD en futuros desarrollos en el mundo de las nanoparticulas promete reducir
algunos de sus principales retos, incluyendo los obstaculos relacionados con el escalamiento
(128,387). Los desafios relacionados con el entendimiento de la interrelacién entre CMA/CPP y
CQA, y establecimiento mismo del QTPP aumentan a medida que los sistemas se vuelven mas
complejos. Esto resalta la importancia de la aproximacién sistematica que el QbD brinda para
los nuevos desarrollos de sistemas complejos de nanoparticulas lipidicas, como aquellos que
incluyen modificaciones superficiales. Estas consideraciones metodoldgicas facilitarian la
obtencidn de resultados que sean sdlidos, comparables, reproducibles y trasladables a
aplicaciones clinicas (321).

1.2.8 Desafios actuales para el avance clinico de las nanoparticulas

Existe una considerable desproporcion entre la investigacion académica y la aplicacién clinica en
el campo de la nanomedicina. En el periodo comprendido entre 2018 y 2022 se publicaron mas
de 50.000 articulos sobre las aplicaciones de nanoparticulas en biomedicina, mientras que la
cantidad de productos aprobados para su uso clinico en ese mismo periodo fue de nueve (264).

Una de las principales barreras para el avance clinico de los nanomedicamentos es el elevado
costo, que no solo afecta a la capacidad de produccién, sino que también compromete la
accesibilidad para los pacientes (280,281). Esta problematica se ilustra claramente en los altos
precios de los medicamentos basados en nanoparticulas para el silenciamiento y la edicidn
génica. Por ejemplo, el costo anual de tratamiento de Onpattro® asciende a aproximadamente
medio millén de ddlares (403), mientras que el tratamiento con Casgevy® cuesta alrededor de
2,2 millones de ddlares por paciente (404). Ante este panorama, la mejora y optimizacién de los
procesos de desarrollo y manufactura pueden ser estrategias clave para reducir estos costos
(405,406). De acuerdo con la vision de las empresas lideres en biotecnologia incluidas en el
estudio de Clogston y colaboradores, los principales retos estan asociados con la facilidad de
fabricacidén y escalado, los tiempos de desarrollo y la capacidad instalada, como se detalla en la
Figura 16 (276).

Toxicity

LD Cost

6%

Lack of internal
capability

18%

9%

\ Higher regulatory

barrier
Figura 16: Principales obstaculos en el lanzamiento de productos farmacéuticos basados en la nanotecnologia
Esta figura muestra los resultados obtenidos por Colgstron y colaboradores, de acuerdo a los principales desafios
reportados por las compafifas incluidas en su estudio respecto a los obstaculos para el desarrollo y lanzamiento de
nuevos productos nanotecnoldgicos. Se destaca que los retos mas significativos son la “manufacturabilidad” y el
escalado con un 40%, seguido por los prolongados tiempos de desarrollo con un 24%. Otros obstaculos incluyen la
falta de capacidad interna (18%), barreras regulatorias elevadas (9%), asi como los costos (6%) y la toxicidad (3%).
Reproducida de (276).

Ademads de los desafios técnicos relacionados con la manufactura, los retos traslacionales
abarcan también aspectos de naturaleza compleja y multifactorial, los cuales requieren un
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abordaje desde multiples perspectivas para su resolucidon (407). La Figura 17 presenta un
planteamiento detallado sobre como se pueden abordar estos desafios, organizdndolos en
bloques estratégicos relacionados con el ciclo de vida del medicamento. Este andlisis destaca la
importancia de integrar eficazmente los avances tecnoldgicos con la creaciéon de un marco
regulatorio adecuado, aprovechando oportunidades estratégicas para replantear el paradigma
en el disefio y desarrollo de nanoparticulas. Los detalles de algunos de estos retos
representativos serdn desarrollados en subsecciones posteriores.
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Figura 17: Perspectivas para afrontar los desafios en la traslacién clinica de la nanomedicina
La figura muestra el enfoque integral propuesto por Shan y colaboradores para mejorar el disefio y desarrollo de
nanomedicinas, abordando desafios clave en la traslacién clinica. Se destacan areas cruciales como la simplificacion
del disefio, la integracion de los principios de Calidad por Disefio (QbD) y desarrollos dirigidos; desbloqueo del
potencial para la medicina personalizada y el direccionamiento activo; la mejora en la escalabilidad y
reproducibilidad de los procesos de manufactura; la mejora de la representatividad de los resultados de modelos
preclinicos en comparacion con lo observado en humanos; la exploracidn de nuevas indicaciones para
medicamentos ya aprobados y el perfeccionamiento de los estdndares regulatorios y guias internacionales.
Reproducida de (265).

1.2.8.1 Desafios en la aprobacion regulatoria

En el drea especifica de la aprobacion regulatoria, algunos autores sefialan que la regulacion
alrededor de las nanoparticulas enfrenta desafios debido a la falta de normativas claras y marcos
regulatorios adecuados. A nivel global, los organismos reguladores como la FDA y la EMA adn
trabajan bajo marcos tradicionales que podrian no ser suficientes para garantizar la calidad y
seguridad de los nanomateriales. Sin embargo, un exceso de regulacién puede retrasar la
innovacion y aumentar los costos de aprobacion (227,408).

La cooperacion internacional es esencial para establecer normas globales que regulen las
nanoparticulas en el dmbito biomédico, y permitan su fabricacion conforme a las buenas
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practicas de manufactura (GMP, Good manufacturing practices). Ademas, se necesitan nuevas
técnicas analiticas para evaluar sus propiedades fisicas, junto con procedimientos
estandarizados para garantizar su eficacia y seguridad (408).

La FDA sostiene que su marco regulatorio actual es lo suficientemente robusto y flexible para
adaptarse a materiales de diferente indole, incluidos los nanomateriales. Estos materiales, por
lo tanto, son evaluados bajo las guias regulatorias actuales (407). Sin embargo, esta agencia
también reconoce la necesidad de reevaluar los sistemas de clasificacidn vigentes y desarrollar
herramientas especificas para esta area. Entre las recomendaciones, se incluyen la colaboracion
estrecha entre la industria, la academia y organismos internacionales, el desarrollo de pruebas
de evaluacidn toxicologica especificas y la mejora del conocimiento sobre la correlacién entre
las propiedades fisicoquimicas y el comportamiento bioldgico in vivo (407).

1.2.8.2 Retos en la proteccidn de la propiedad intelectual

Los retos relacionados con la propiedad intelectual se fundamentan en que, habitualmente, este
tipo de desarrollos suelen implicar multiples aspectos que podrian ser sujetos a proteccion: i) el
farmaco encapsulado; ii) la tecnologia del vehiculo; vy iii) las caracteristicas combinadas del
farmaco y el vehiculo, ademas de las modificaciones adicionales al vehiculo base. Esto plantea
ciertos problemas con la concesién de patentes, especialmente cuando se combina algin
componente novedoso dentro de ese paradigma, junto con algin elemento ya protegido. Esto
puede requerir acuerdos de licencias cruzadas y multiples patentes sobre una misma tecnologia
(408,409).

El problema puede agravarse por la acumulacidon indiscriminada de solicitudes de patentes que
pueden retrasar la aprobacion de nuevas innovaciones (practica conocida como "patent
thickets") y la emisién de patentes invélidas. La complejidad de la propiedad intelectual en los
nanodesarrollos puede llevar a litigios costosos que retrasan la comercializacidn, por lo que se
requieren normas y politicas globales que aborden especificamente este sector de la
nanotecnologia aplicada a la salud (408,410).

1.2.8.3 Retos relacionados con los modelos de prediccion preclinica

Uno de los principales desafios en el campo de la traslacién clinica de la nanomedicina es la falta
de modelos preclinicos que representen con precision la heterogeneidad de las enfermedades
humanas y su interrelacion especifica con sistemas de nanoparticulas. Esta carencia genera, en
muchas ocasiones, una desconexién entre los resultados obtenidos en estudios preclinicos y los
resultados clinicos, afectando particularmente la evaluacién preliminar de seguridad y eficacia
de los tratamientos (411,412).

Se ha observado que los medicamentos basados en nanoparticulas tienden a mostrar,
comparados con farmacos convencionales, una menor predictibilidad de su comportamiento
clinico en modelos de evaluacion preclinicos. Esta variabilidad puede deberse a la influencia
critica que, sobre la eficacia de este tipo de sistemas, tienen aspectos como la farmacocinética,
la distribucidn en los tejidos, la acumulacién y penetracion en el sitio objetivo, y la liberacidn del
farmaco en dicho sitio (o incluso dentro de la célula objetivo) (413).

Ademas, aunque las nanoparticulas lipidicas suelen ser bien toleradas, aun falta informacién
sobre sus efectos en el organismo a largo plazo. La toxicidad crénica de estos materiales, tanto
a nivel celular como sistémico, debe ser controlada cuidadosamente para asegurar que no
existan efectos adversos a largo plazo. Esta toxicidad puede variar segun el tamafio, la formay
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el material de las nanoparticulas, lo que hace necesario el desarrollo de estrategias para abordar
y minimizar estos riesgos (408,414).

1.2.8.4 Retos relacionados con la facilidad de fabricacion a escala industrial

Un desafio significativo en la traslacién clinica de los medicamentos basados en nanoparticulas
corresponde es la produccién a gran escala, afectada por dificultades en la estandarizacion de
procesos. Esto compromete la reproducibilidad y viabilidad econémica de la producciéon
industrial de nanoparticulas. La complejidad de estos sistemas de liberacion de farmacos, que
suelen incluir multiples componentes, presenta barreras técnicas y econdmicas que ralentizan
el desarrollo de productos comercializables (279,407,415).

Problemas especificos incluyen deficiencia en el control de calidad en proceso, falta de equipo
a escala industrial, dificultad de purificacion, altos costos de produccidn, bajo rendimiento y falta
de infraestructura o experiencia técnica, complicados adicionalmente por la falta de inversién
econdmica (408).

Si bien es cierto que ya existen técnicas eficaces para la fabricacién de grandes cantidades de
materiales como los liposomas, las dificultades aumentan significativamente cuando los
sistemas se vuelven mas complejos. La incorporacién de modificaciones superficiales, elementos
de direccionamiento o la encapsulacién de multiples agentes terapéuticos requiere varios pasos
de produccion. Esto no solo encarece el proceso, sino que también dificulta los controles de
calidad y afecta la estabilidad (408,415). Ademas, la inversidn en instrumentacion personalizada,
equipos de manufactura e instalaciones puede ser prohibitivamente costosa para algunas
empresas, o puede requerir estrategias de inversion escalonadas que dependan de la
consecucién de objetivos de desarrollo clinico incremental y que por lo tanto se prolonguen en
el tiempo (415).

Los retos asociados con la produccién industrial no solo son fundamentales por si mismos, sino
que también desempefian un papel crucial en la superacidn de otros desafios en la traslacion
clinica de las nanoparticulas. Por ejemplo, la escalabilidad de los procesos de funcionalizacién
es esencial para la viabilidad industrial de cualquier innovacién que involucre la modificacion de
nanoparticulas para mejorar el direccionamiento o modificar su biodistribucion (416).

Ademas, el escalado de los procesos de manufactura en concordancia con las GMP es crucial
para asegurar no solo la viabilidad técnica, sino también el cumplimiento de regulaciones que
garanticen la calidad y seguridad de los medicamentos (360). Esta interdependencia resalta la
necesidad de un enfoque multifactorial para abordar los retos en la produccion industrial de
nanomedicamentos.

1.2.8.5 Retos relacionados con la estabilidad a largo plazo

Existen desafios significativos asociados con la estabilidad a largo plazo de las nanoparticulas
lipidicas, particularmente de las empleadas para transportar RNA (417). Estas preparaciones
pueden experimentar una reduccidn de actividad en periodos cortos, que varian de semanas a
meses. Actualmente, algunas de estas preparaciones requieren condiciones de almacenamiento
y transporte en congelacidn para mantener su funcionalidad. Superar estos inconvenientes es
esencial para reducir costos y complicaciones relacionadas con la gestion de la cadena de frio
(417,418). Investigaciones sobre la liofilizacion han mostrado ser una posible solucién para
permitir el almacenamiento de estas nanoparticulas a temperatura ambiente e incluso a
temperaturas mas elevadas, con retencion de bioactividad (419,420).
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1.2.8.6 Retos relacionados con la acumulacidn selectiva de las terapias

La acumulacién selectiva de nanoparticulas sigue siendo un desafio importante, ya que una
considerable cantidad de nanoparticulas suele acumularse de forma no controlada en érganos
no deseados, lo que reduce su eficiencia terapéutica. La elucidacién de los mecanismos de
transporte puede guiar el desarrollo de medicamentos con una mayor eficiencia de acumulacién
en sitios especificos, lo que podria provocar una mayor traslacion clinica (265).

La superficie de las nanoparticulas puede ser modificada con ligandos que reconocen y se unen
a receptores especificos, presentes en los tejidos diana, facilitando asi su acumulacion en sitios
deseados (421,422). Detalles sobre las estrategias de modificacion superficial se abordan con
mayor profundidad en la seccién 1.2.9.

Sin embargo, el alcance de la funcionalizacién para lograr el direccionamiento activo puede
verse limitado porque algunos de estos receptores a los que se pueden dirigir las nanoparticulas
también estdn presentes en células “fuera de objetivo”, o incluso los ligandos adicionados
pueden ser enmascarados por la corona proteica del plasma al entrar en la circulacion
sanguinea, enmascarando asi los efectos de direccionamiento (265).

Ademas, factores como la composicidn, el tamafio y la forma de las nanoparticulas base influyen
también en cdmo interactian con el sistema biolégico, incluyendo su circulacion en la sangre,
su acumulacién en el sitio diana, y su capacidad para penetrar tejidos y células especificas
(321,423).

El direccionamiento activo no solo depende del reconocimiento hacia sitios especificos, sino que
también de superar otros desafios como la estabilidad de las nanoparticulas en el sistema
circulatorio, su capacidad para evitar la respuesta inmunolégica (424-426), o la capacidad para
sobrepasar barreras bioldgicas, como lo puede ser la BHE (ver seccidn 0) (265). Ademas, también
comprende el desarrollo de sistemas con la capacidad de responder a cambios
microambientales o estimulos externos para liberar el principio activo de manera controlada
(287,427). La complejidad en el abordaje de estos retos aumenta con la variabilidad entre
pacientes y tipos de tejidos, lo que puede afectar la uniformidad y efectividad terapéutica (428).

Esta seccién 1.2.8 ha mostrado algunos de los desafios en la traslacion clinica de las
nanoparticulas, ilustrando la complejidad y cardcter multifactorial inherente a los retos en la
traslacion clinica de las nanoparticulas. El abordaje de estos desafios refuerza la importancia de
considerar las interconexiones entre diferentes campos de estudio para avanzar de manera
efectiva en la nanomedicina.

1.2.9 Funcionalizacién de nanoparticulas lipidicas

La funcionalizacion corresponde a la modificacién superficial de nanoparticulas mediante la
incorporacién de agentes apropiadamente seleccionados que confieren caracteristicas de
interés especificas a la formulacion (429). Habitualmente, este proceso tiene como objetivo
dirigir las nanoparticulas hacia objetivos moleculares sobre expresados en células o tejidos
objetivo. Ademas, puede reducir la toxicidad de las nanoparticulas, aumentar su estabilidad en
fluidos bioldgicos o modificar su vida media en plasma sanguineo (421,422).

Las nanoparticulas se acumulan en tejidos especificos por dos mecanismos distintos: el
direccionamiento pasivo y el direccionamiento activo (430,431). El direccionamiento pasivo es
fruto de que las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, como el tamafo y la carga,
facilitan la acumulacién en ciertos tejidos a través del efecto de permeabilidad y retencidn
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mejorada, o efecto EPR (Enhanced Permeability and Retention) (432,433). Este efecto se
presenta especialmente en zonas donde la vascularizacion es mdas permeable, como en los
tumores o dreas inflamadas (433). Sin embargo, este enfoque carece de especificidad, y podria
no ser suficiente para prevenir la acumulacidn no selectiva en ciertos érganos como el higado y
el bazo, y posee una eficacia limitada en tejidos sanos o barreras como la BHE (422,434).

Por otro lado, el direccionamiento activo se logra al modificar la superficie de las nanoparticulas
con ligandos especificos que le permiten al sistema reconocer y unirse a receptores que estan
expresados en las células diana (421,431,435). Esta estrategia facilita un reconocimiento
especifico y mejora la acumulacion del farmaco en el sitio de interés, lo que es particularmente
util en el caso de tejidos dificiles de alcanzar, como por ejemplo el cerebro (422,434). Asi, el
direccionamiento activo ofrece una mayor precision terapéutica y es fundamental para superar
algunas de las limitaciones observadas en el direccionamiento pasivo (421) .

La funcionalizacion de las nanoparticulas permite también modificar su biodistribucidn,
aumentar la estabilidad de las nanoparticulas en el torrente sanguineo, y proteger el material
encapsulado de la degradaciéon (429). Ademas, las modificaciones superficiales pueden activar
mecanismos bioldgicos especificos que mejoran la absorcidn celular y la liberacidon controlada
del fdrmaco, asi como facilitar mecanismos para la evasién de los sistemas inmunes, reduciendo
la fagocitosis por macréfagos y prolongando el tiempo de circulacion de las nanoparticulas en el
cuerpo (421,436).

Sin embargo, la modificacién superficial de nanoparticulas también presenta algunos desafios
significativos. Por ejemplo, la funcionalizacion de nanoparticulas enfocada en el
direccionamiento activo puede reducir la vida media en plasma en comparaciéon con
nanoparticulas sin modificar. Esto puede deberse a la unién no especifica o0 aumento de la
inmunogenicidad. También se puede reducir su eficacia debido a una reducciéon de la
penetracion en tumores o al aumento de la susceptibilidad a degradacion lisosomal (435). Desde
la perspectiva de preparacién, controlar la densidad superficial de ligandos y caracterizar de
manera adecuada las nanoparticulas funcionalizadas representan retos considerables. Ademas,
la incorporaciéon de un componente adicional, usualmente de naturaleza bioldgica, puede
introducir una fuente adicional de inestabilidad en el sistema, comprometiendo la integridad y
efectividad general de la formulacion (327).

1.2.9.1 Agentes empleados para la funcionalizacién de nanoparticulas

Entre los diversos agentes que se utilizan para funcionalizar las nanoparticulas se incluyen
anticuerpos, polisacdridos, proteinas, péptidos, aptdmeros o small molecules (421,431,435). Los
anticuerpos monoclonales son proteinas que muestran una alta estabilidad, especificidad y
capacidad de unidn a sus blancos moleculares. Aunque son ampliamente usados en terapias
dirigidas, enfrentan limitaciones como altos costos de produccién y el riesgo de provocar
reacciones inmunes (421,434). Ademas, la inclusién de otros tipos de proteinas también puede
facilitar el direccionamiento activo de nanoparticulas mediante el reconocimiento de receptores
especificos o alterando la corona proteica que se forma alrededor de las nanoparticulas cuando
son administradas (327,437). Esta ultima se define como la capa de biomoléculas que rodean la
superficie de una nanoparticula tras la exposicidon a fluidos bioldgicos, representa la nueva
identidad bioldgica de la nanoparticula y es la que determina su destino final in vivo (438).

Los aptameros de oligonucledtidos son una clase de moléculas compuestas de DNA o RNA que
adoptan conformaciones particulares que les permite unirse especificamente a sus blancos.
Aungue su afinidad suele ser menor que la de los anticuerpos monoclonales, se han utilizado
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para la funcionalizacidon de nanoparticulas puesto que son estructuras mds econdmicas y mas
facilmente modificables para aumentar su estabilidad o incorporar grupos funcionales
adicionales (434). Los péptidos, por su parte, son pequefas secuencias de aminodcidos que
ofrecen caracteristicas Unicas que los posicionan entre las moléculas pequefias y las proteinas.
Como fragmentos de proteinas, tienen la capacidad de regular interacciones proteicas en sitios
receptores especificos (111,439,440). Por su pequeiio tamafio, los péptidos ofrecen ventajas
como bajo costo de produccién, buena estabilidad y facilidad de conjugacién en alta densidad
en la superficie de nanoparticulas. A pesar de tener afinidades de direccionamiento tipicamente
menores que los oligonucledtidos y anticuerpos monoclonales, su versatilidad y economia han
impulsado su uso creciente como agentes de direccionamiento para el transporte de
nanoparticulas (431,434). Otras estrategias de funcionalizacién incluyen folatos, carbohidratos
y otras small molecules (434,437). La diversidad en las estrategias de funcionalizacion refleja los
esfuerzos en investigacidn para optimizar la entrega de tratamientos de forma especifica,
buscando mejorar la distribucion en el sitio deseado y reduciendo efectos secundarios (429).

1.2.9.2 Estrategias para la incorporacion de agentes de funcionalizacion

La conjugacién de agentes de funcionalizacion puede realizarse por dos vias principales, segun
sus caracteristicas fisicoquimicas. Estas metodologias generales se ilustran en la Figura 18,
donde se observa la insercidon directa, antes de la fabricacion de la nanoparticula, y la
modificacion de nanoparticulas previamente preparadas. La estrategia de la fabricacion de
nanoparticulas funcionalizadas en un solo paso (insercién directa) es aplicable para ligandos que
tienen una alta estabilidad a los procesos de fabricacién. Sin embargo, puede provocar que un
importante porcentaje del ligando se oriente en el interior de la nanoparticulas. Para mejorar el
control sobre la orientacidon de los ligando, y especialmente cuando se utilizan sustancias
costosas y fragiles frente a ciertos procesos de fabricacion (como los anticuerpos), se recurre a
la estrategia de insercidn post-fabricacién (327).
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Figura 18: estrategias base para la incorporacion de ligandos en nanoparticulas lipidicas
La incorporacidn de agentes de funcionalizacidon puede darse en una sola etapa, agregandolos antes de la
fabricacidn de las nanoparticulas (a), o insertarlos posterior a la obtencion de estas (b). Reproducida de (327).

En ambos enfoques de funcionalizacidn, es necesario que algunos de los materiales empleados
para la fabricacién de nanoparticulas incorporen grupos funcionales con suficiente reactividad
para los ligandos especificos a agregar. Estos grupos pueden reaccionar con los ligando antes de
la fabricacién, o pueden expresarse en la superficie de las nanoparticulas para facilitar la
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funcionalizacidon posterior a la fabricacién (421). El tipo de reaccidn incluye enlaces covalentes y
enlaces no covalentes (429).

Las estrategias no covalentes incluyen interacciones débiles tales como interacciones
electrostaticas, fuerzas de van der Waals, puentes de hidrégeno o interacciones adsortivas. Son
interacciones sencillas que no implican cambios estructurales importantes en las estructuras,
pero como desventaja son facilmente afectadas por variables como el pH o la fuerza idnica del
medio (421). En contraste, en las reacciones covalentes se da la formacidn de un enlace quimico
estable entre la nanoparticula y la molécula funcional. Este tipo de enlace es mds robusto y
resistente a condiciones ambientales adversas. Entre las reacciones mds comunes que generan
enlaces covalentes en la funcionalizacién de nanoparticulas se encuentran la reaccién entre
grupos maleimida y tioles (como en la cisteina), y las reacciones de acoplamiento con aminas o
carboxilos activados (429,435).

El grupo funcional maleimida es ampliamente utilizado en la funcionalizacién de nanoparticulas
debido a su capacidad de formar enlaces de forma eficiente, selectiva y estables con grupos tiol
(Figura 19) (327,441,442). Estos grupos pueden encontrarse naturalmente en residuos cisteina
de diferentes ligandos como péptidos y proteinas, o pueden ser introducidos en diversos
ligandos de interés (442,443). El empleo de este tipo de acoplamiento se beneficia de la
disponibilidad comercial de lipidos y polimeros con grupos maleimida, que son aptos para la
preparacion de nanoparticulas. Ademas, estas reacciones se enmarcan en lo que se conoce
como quimica click (click chemistry) debido a su rapidez, eficacia y selectividad bajo condiciones
suaves de reaccidn, facilitando la funcionalizacion de nanoparticulas (221,443).
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Figura 19: Reaccidn entre maleimida y grupos tiol
La reaccidn covalente entre el grupo SH (tiol) del agente de funcionalizacion provoca la formacién den un enlace
tioéter entre el agente de funcionalizacién y el componente lipidico (a) o la nanoparticula (b). Modificada de (441).

Otros reactivos que se utilizan comuUnmente para la funcionalizacion de nanoparticulas,
especialmente para la conjugacién de biomoléculas, son la N-hidroxisuccinimida (NHS) o
carbodiimidas como el 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC). Ambos reactivos
permiten la activacién de grupos carboxilo para facilitar su reaccion con aminas y formar enlaces
amida, particularmente para la conjugacion de péptidos y proteinas (221,444,445).

La incorporacién de cantidades apropiadas de agentes de funcionalizacién en nanoparticulas
puede enfrentar limitaciones relacionadas con el impedimento estérico o las interacciones
electrostaticas, en funcién del tamafio y estructura del ligando (421). El uso de espaciadores
moleculares, como el PEG, es esencial especialmente para mitigar el impedimento estérico
cuando se utilizan ligandos de elevado peso molecular. Esto facilita una adecuada densidad de
conjugacion y asegura una separacién adecuada entre los ligandos y la nanoparticula, lo cual
podria mejorar la interaccion con las moléculas diana (442,443).
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Varios fendmenos adyacentes pueden considerarse con la funcionalizacién de nanoparticulas.
Estos incluyen posibles cambios en el tamafio de las nanoparticulas que afectan su absorcion,
alteraciones en la estructura tridimensional de las moléculas activas durante la funcionalizacion,
y la inestabilidad de la superficie causada por condiciones ambientales como el pH y la fuerza
idnica (421). También debe considerarse si, en algunas ocasiones, los efectos observados tras la
funcionalizar las nanoparticulas se deben a la funcionalizacién misma, o a su efecto en la
composicion de la corona proteica (446-448).

La modificacién de nanoparticulas es uno de los principales eslabones en la expansién del
potencial de la nanotecnologia, ayudando a superar desafios actuales en dreas como el
direccionamiento activo, mejora de la compatibilidad y superacién de barreras bioldgicas
complejas (265). Por lo tanto, la aplicacién de estas estrategias de modificacidon puede dar
respuesta no solo a necesidades clinicas actuales sino abrir paso a la exploracién de alternativas
de dificil acceso mediante terapias innovadoras en el campo de la biomedicina.

1.2.10 Nanoparticulas lipidicas como sistemas para cruzar la BHE

El uso de nanoparticulas y, en particular, de nanoparticulas lipidicas ha aumentado
significativamente en la Ultima década como estrategia no invasiva para cruzar la BHE,
estableciéndose como una estrategia reconocida para mejorar la administracién de terapias al
cerebro (88,123,124,321,358,449). Como se sefiald en la seccidén 1.1.6.2.7, esta implementacion
se debe principalmente al pequefio tamafio de las nanoparticulas, su alta capacidad de
transporte de farmacos, mayor biocompatibilidad, y un perfil de seguridad mejorado (38). Otras
de las caracteristicas ideales en nanoparticulas para su administracion hacia el SNC incluyen
también una distribucién uniforme del tamafio de las particulas, sin la formacién de agregados,
una carga superficial que minimice el aclaramiento y la capacidad de modificacién superficial
gue mejore la tolerancia general y su direccionamiento a través de la BHE (93).

Las nanoparticulas lipidicas son propensas a ser captadas por el cerebro, incluso sin ninguna
funcionalizacidn. Sin embargo, algunos autores argumentan que esta estrategia pasiva es dificil
de controlar. Por lo tanto, el potencial del direccionamiento activo de las nanoparticulas surge
como una estrategia de administracion mas prometedora para atravesar la BHE
(118,321,450,451).

Como se extrae de una revisién bibliografica sistematica hecha en el marco de la presente tesis
doctoral (Anexo 2-3) los péptidos, proteinas y anticuerpos se han destacado en los ultimos afios
como las principales estrategias para modificar nanoparticulas con el objetivo de atravesar la
BHE (321). Estas modificaciones facilitan el transporte de las nanoparticulas
predominantemente a través del mecanismo de transcitosis mediada por receptores (452).
Ademas, se han explorado otras estrategias de funcionalizacion como por ejemplo aptdmeros
(453), lipidos derivados de neurotransmisores (454), e incluso materiales como mentol (455) o
derivados de tocoferol (456). También se observan estrategias combinadas como por ejemplo
la combinacién de péptidos con acido félico (457), anticuerpos con proteinas (458), aptameros
con péptidos (459) o combinacion de péptidos con sistemas biomiméticos (460). Estos sistemas
biomiméticos representan una estrategia adicional que favorece el cruce aprovechando el
transporte mediado por células (seccion 1.1.4.6). La Figura 20 muestra la distribucién de las
estrategias observadas en la revision sistematicas y que utilizadas entre 2016 y julio de 2024
para la funcionalizacién de nanoparticulas, en estudios que evaluaron su efectividad como
medio de vehiculizacidn a través de la BHE, utilizando modelos in vitro o in vivo, de forma
comparativa con nanoparticulas sin funcionalizar (321).
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Figura 20: Estrategias de funcionalizacién en nanoparticulas lipidicas para atravesar la BHE
La imagen ilustra las principales estrategias de funcionalizacién empleadas para potenciar el transporte de
nanoparticulas lipidicas a través de la BHE. Entre los péptidos, se destacan la Transferrina, Angiopep2 y péptido
derivado de Apolipoproteina E; en la categoria de proteinas destacan la Apolipoproteina E y lactoferrina; mientras
que los anticuerpos mas utilizados son anti-transferrina o anti-melano transferrina. Imagenes modificadas de (321).

Una de las principales observaciones de la mencionada revisidn sistematica es que los péptidos
son la estrategia de funcionalizacion mas ampliamente utilizada para mejorar la permeabilidad
de las nanoparticulas a través de la BHE. Como se mencioné en la seccidon 1.2.9.1, estas
secuencias cortas de aminodcidos ofrecen la especificidad de las proteinas para unirse a
receptores especificos, pero sin las limitaciones de inmunogenicidad y complejidad de
produccién que presentan las proteinas completas, entre otras caracteristicas que fomentan su
uso (440,450,461).

Los péptidos, como vectores de transporte (seccion 1.1.6.2.5), representan una estrategia que
puede facilitar el paso de small molecules hacia el sistema nervioso central, al aprovechar
mecanismos de transporte especificos de la BHE (111). Este enfoque no es solo aplicable para
small molecules, sino que también puede expandirse a la administracion dirigida de
macromoléculas y nanoparticulas, mejorando asi su permeabilidad (462)

El disefio de péptidos especificos que emulan mecanismos naturales de transporte puede
inspirar el desarrollo de estrategias de funcionalizacidn innovadoras para nanoparticulas (111).
Por ejemplo, algunos péptidos ampliamente utilizados para el transporte de diferentes tipos de
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sustancias, y particularmente explorados como funcionalizacién de nanoparticulas, son el
Angiopep2, el péptido derivado de la glicoproteina del virus de la rabia (RVG), el péptido de
direccionamiento al receptor de transferrina y el péptido de penetracién celular (cell penetratin
peptide), entre otros (462-466).

El Angiopep2 fue uno de los primeros péptidos evaluados como posibles vectores de transporte
(464). Se emplea debido a su direccionamiento hacia la proteina 1 relacionada con el receptor
de lipoproteinas de baja densidad (LRP1) (463) involucrado en el transporte activo de lipidos y
lipoproteinas, que es requerido para la homeostasis cerebral y para factores de sefializacién
celular (467,468).

Por otra parte, el RVG es un péptido derivado de la glicoproteina presente en el virus de la rabia.
Este virus presenta un notable neurotropismo, en el cual la glicoproteina desempena un rol
determinante en el proceso de acceso del virus al sistema nervioso central y las células huésped
(469,470). El mecanismo de accidn de esta glicoproteina se basa en su alta afinidad por el
receptor de acetilcolina, una caracteristica que es conservada en el péptido especifico de 29
aminodcidos. Este péptido mantiene una elevada afinidad por el receptor, y posee una
estructura que se asemeja a algunas regiones especificas de proteinas neurotéxicas presentes
en algunos venenos, conservando el neurotropismo sin presentar signos de neurotoxicidad
(470). En 2007, el RVG se convirtio en el primer péptido con el que se pudo demostrar la entrega
eficiente de acido nucleicos modificados con el péptido hacia el SNC (462).

El receptor de transferrina se encuentra ampliamente expresado en diversos tejidos del cuerpo.
Sin embargo, su aplicacién mas destacada en terapias dirigidas es como puerta de entrada al
SNC (465). El THR es un péptido de 12 aminodacidos que interactia especificamente con el
receptor de transferrina humano y ha demostrado eficacia en facilitar el trasporte de
nanoparticulas a través de la BHE. Sin embargo, presenta una baja estabilidad frente a proteasas
en sangre. La version retro-enantiémera de THR, conocida como THRre, muestra una mayor
estabilidad en suero y una eficiencia superior de transporte. Este péptido se clasifica entre los
llamados péptidos de tercera generacion, que presentan una estructura ramificada y muestran
una mayor estabilidad y capacidad de penetracion a través de los modelos de BHE (462,464).

El desarrollo de sistemas de nanoparticulas innovadores puede inspirarse en el estudio de otros
péptidos que, aunque no han sido evaluados alin acoplados a nanoparticulas, se han investigado
como vectores de transporte y ligandos hacia receptores especificos (111,471,472). Un ejemplo
de estos es el MiniAp-4, un péptido ciclico derivado de la apamina, una neurotoxina presente en
el veneno de abeja. Este péptido ha sido optimizado para reducir su complejidad, toxicidad e
inmunogenicidad, manteniendo su capacidad de direccionamiento cerebral, transporte activoy
resistencia a proteasas, y que por lo tanto presenta un potencial no explorado para la
administracion segura y efectiva de nanoparticulas para su direccionamiento hacia el cerebro
(473).

El conjunto de los avances relacionados con las nanoparticulas lipidicas y el impacto potenciador
de las estrategias de funcionalizacidn tienen el potencial de abrir nuevas posibilidades de acceso
al SNC. A través de esta via, las nanoparticulas lipidicas ofrecen una plataforma versatil, capaz
de no solo adaptarse a la liberacion controlada de pequefias moléculas, sino también de facilitar
la administracidon de terapias mds complejas y avanzadas. Estas nanoparticulas mejoran la
biodisponibilidad de compuestos terapéuticos que, de otro modo, tendrian dificultades para
atravesar barreras fisioldgicas como la BHE o para dirigirse a tejidos especificos. Tal es el caso
de los acidos nucleicos y las terapias basadas en silenciamiento génico que, al encontrar un
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vehiculo adecuado, podrian regular y modular la expresién génica en enfermedades
neurodegenerativas y otros trastornos del sistema nervioso central (SNC).

1.2.11 Nanoparticulas como vehiculos para terapias de silenciamiento génico

El silenciamiento génico, como lo conocemos hoy en dia, es el resultado de descubrimientos
claves en la biologia molecular que han moldeado la capacidad de observar, entender e incluso
manipular la expresion de los genes de manera especifica (474,475). Aunque la idea de inhibir
la expresidn de ciertos genes ya habia sido explorada a lo largo del siglo XX, el descubrimiento
de la interferencia mediada por RNA (RNAi) marcé un hito fundamental (476). En 1998, Andrew
Fire y Craig Mello describieron el fendmeno del silenciamiento génico mediado por RNA de
doble cadena en el nematodo Caenorhabditis elegans, trabajo que les valié el Premio Nobel en
2006. Esta fue la primera demostracion de cdmo pequeiias moléculas de RNA podian interferir
de manera especifica con la expresién de genes especificos (274,477). Este descubrimiento abrid
las puertas a nuevas formas de manipular la expresién génica y preparé el camino para el
desarrollo de nuevas terapias basadas en siRNA con aplicaciones terapéuticas precisas
(475,476,478).

El silenciamiento génico ofrece una oportunidad Unica para abordar los llamados "undruggable
targets", aquellos genes o proteinas cuya inhibicidn no habia sido posible mediante small
molecules y terapias convencionales (479). Estas tecnologias no solo permiten un control
terapéutico con alta especificidad, sino que abren posibilidades para intervenir en procesos
biolégicos que previamente eran inalcanzables. Gracias a la especificidad del siRNA y otros RNA
interferentes, es posible modular la expresién de genes involucrados en ciertas patologias
complejas, lo que podria permitir abordar enfermedades que hasta ahora carecen de
tratamientos efectivos, como ciertos tipos de cancer, enfermedades raras o patologias
neurodegenerativas (476,478). A medida que avanzan las plataformas de administracion de
siRNA, especialmente las nanoparticulas lipidicas, el futuro del silenciamiento génico se perfila
como una herramienta potente para ampliar el rango de condiciones patoldgicas que pueden
ser tratadas (475).

1.2.11.1 Principios del silenciamiento génico mediado por siRNA

La transcripcidn es el proceso por el cual un gen se expresa y la informacidon que contiene, a
manera de plantilla, permite la sintesis de proteinas en el ribosoma (480,481). Este proceso se
inicia con la conversién de una secuencia especifica de DNA en RNA mensajero (mRNA), con la
participacién de otros tipos de RNA que contribuyen a la precisidn y regulacion de la expresion
génica. En el nucleo celular, el DNA se desenrolla, permitiendo que la RNA polimerasa transcriba
la informacién en una molécula de mRNA. Esta secuencia de mRNA es posteriormente traducida
en el citoplasma para producir proteinas especificas, que ejecutan las funciones celulares
necesarias para el crecimiento, la reparacién y la regulacién de los tejidos (482,483).

El silenciamiento génico o interferencia mediada por RNA (iRNA) es un proceso que permite el
bloqueo de la expresidn génica a nivel post-transcripcional (484). El siRNA es un tipo de acido
ribonucleico pequefio de doble cadena, con una extension tipicamente entre 20 y 25
nucledtidos. Una vez dentro de la célula, el siRNA se integra en el complejo enzimatico de
silenciamiento RISC (RNA-induced silencing complex), que separa las dos hebras de RNA y utiliza
una de ellas como guia para emparejarse con el mRNA especifico que se desear silenciar, a la
cual es complementaria. Consecuentemente, esto promueve la degradacion del mRNA
interrumpiendo asi el flujo de informacién y bloqueando la sintesis de la proteina
correspondiente, como se ilustra en la Figura 21 (474,477,485).
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Figura 21: Mecanismo de accidon del siRNA
El principio del silenciamiento génico mediado por siRNA es el apareamiento de la secuencia del siRNA con el mRNA
especifico al que es complementario, bloqueando la traduccidn de ese mRNA y por lo tanto la sintesis de la proteina
correspondiente. Imagen modificada de (486).

En la fisiologia natural, los siRNA enddgenos ayudan a mantener la integridad gendmica al
prevenir la accidn de acidos nucleidos disruptivos, incluyendo aquellos que provienen de virus,
transposomas o retrotransposomas (255,487). Su aplicacidn terapéutica, mediante el disefio de
secuencias complementarias dirigidas a secuencias de proteinas aberrantes previamente
identificadas por su rol determinante en ciertas enfermedades, representa una herramienta
importante para abordar algunas enfermedades congénitas, infecciones virales y ciertos tipos
de cdancer, asi como una estrategia prometedora para la medicina personalizada
(208,209,375,479,488-491).

Los siRNA forman parte de una familia mas amplia de moléculas de RNA de interferencia que
incluyen otros tipos de RNA pequefios como los microRNA (miRNA) y los RNA de interferencia
piwi (piRNA) (475,489). Todos estos tipos de RNA acttan bloqueando la traduccién de mRNA
con sus propias particularidades de mecanismo y funcién bioldgica (492—-494). El Premio Nobel
de Medicina 2024 fue otorgado a Victor Ambros y Gary Ruvkun por su descubrimiento de los
microRNA vy su papel esencial en la regulacion génica post-transcripcional, lo que resalta la
significancia de estos procesos en la biologia y la medicina moderna (495).

Otro enfoque que permite el silenciamiento génico post-transcripcional es el uso de
oligonucledtidos antisentido (ASO), que se diferencian de los siRNA en varios aspectos clave. A
diferencia de los siRNA, los ASO son cadenas sencillas de DNA o RNA modificado que se unen
directamente al mRNA sin necesidad del complejo RISC, promoviendo la degradacién del mRNA
o blogqueando su traduccidn (496). Ademas, los ASO pueden actuar tanto en el citoplasma como
dentro del nucleo de la célula, lo que les permite interferir en etapas tempranas de la expresion
génica en comparacion con los siRNA, que actian Unicamente en el citoplasma (497). Los ASO
ofrecen una flexibilidad adicional en cuanto a la selecciéon de objetivos terapéuticos, ya que
pueden disefiarse sin las estrictas restricciones de complementariedad de bases que requiere el
siRNA. Sin embargo, esta menor especificidad en los ASO puede aumentar el riesgo de efectos
off target, lo que podria resultar en la inhibicién no deseada de la expresidn de otros genes. Por
otro lado, el siRNA generan una degradacion mas rapida y eficiente del mRNA objetivo, gracias
a la actividad enzimatica del complejo RISC (498,499).
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La eleccidn entre el uso de ASO y siRNA en el desarrollo terapéutico depende no solo de las
caracteristicas propias de cada enfoque, sino también de las particularidades del gen o patologia
a tratar. Este balance, ha ampliado el horizonte biomédico en la lltima década, permitiendo
modular la expresidn génica con fines terapéuticos no solo en el campo de la investigacion, sino
dando el salto al mercado farmacéutico (500,501).

1.2.11.2 Historia de la aplicacidn terapéutica del silenciamiento génico

Desde el descubrimiento del RNAI, el campo de las terapias basadas en silenciamiento génico ha
evolucionado de manera significativa, logrando la modulacidn de la expresion génica de manera
cada vez mas precisa y efectiva (476,478). La Figura 22 muestra una linea de tiempo con la
aprobacién regulatoria de medicamentos basados en silenciamiento génico, ilustrando la
evolucion en los desarrollos novedosos para tratar enfermedades que previamente eran dificiles
de dificil abordaje.
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Figura 22: Linea de tiempo de los lanzamientos de productos basados en silenciamiento génico
Incluye medicamentos que inhiben la expresidn génica mediante oligonucléotidos antisentido (ASO, parte superior)
y estrategias basadas en RNA de interferencia (iRNA, parte inferior). Imagen modificada de (499).

Los medicamentos aprobados que emplean silenciamiento génico incluyen la
hipercolesterolemia  familiar homocigética (Kynamro®, mipomersen sddico, lonis
Pharmaceuticals), la atrofia muscular espinal (Spinraza®, nusinersen, lonis Pharmaceuticals), el
sindrome de fatiga crénica (Ampligen®, rintatolimod, AIM ImmunoTech), la hipertrigliceridemia
y la deficiencia de lipoproteina lipasa (Waylivra®, volanesorsen, lonis Pharmaceuticals), la
porfiria (Givlaari®, givosiran, Alnylam), la hiperoxaluria (Oxlumo®, lumasirdn, Alnylam), la
aterosclerosis y la hipercolesterolemia familiar heterocigética (Leqvio®, inclisiran, Alnylam), la
deficiencia del cofactor de molibdeno (Nulibry®, fosdenopterina, Orphatec), y la esclerosis
lateral amiotréfica (Qalsody®, tofersen, lonis Pharmaceuticals) (501,502).

Ademas, para la amiloidosis hereditaria relacionada con transtirretina se aprobaron los
medicamentos Tegsedi® (inotersén, lonis Pharmaceuticals), Onpattro® (patisiran, Alnylam), y
Amvuttra® (vutrisiran, Alnylam). En el caso de la distrofia muscular de Duchenne, los
medicamentos de silenciamiento génico disponibles son Exondys 51® (eteplirsen, Sarepta
Therapeutics), Viltepso® (viltolarsen, Nippon Shinyaku), Vyondys 53® (golodirsen, Sarepta
Therapeutics) y Amondys 45® (casimersen, Sarepta Therapeutics) (501,502).

La aprobacién en 2018 del Onpattro por parte de la FDA significé un hito importante por ser el
primer medicamento de silenciamiento génico en el que la vehiculizacion del siRNA se realiza
mediante nanoparticulas lipidicas (488,501). Este avance representé un cambio de paradigma
tanto en el ambito de la nanotecnologia como en el de desarrollo de terapias génicas y terapias
con RNA. Las terapias basadas en iRNA representan aproximadamente el 30% de los desarrollos
relacionados con RNA dentro de la cartera del mercado biofarmacéutico, mientras que el resto
se distribuye en 37% en mRNA, 21% ASO y 12% otros tipos de oligonucledétidos no codificantes.

52



Hacia finales del afio 2023, los desarrollos basados en iRNA comprendian alrededor de 750
estudios en fases preclinicas y mas de 150 en fases de estudios clinicos (502). Este impulso en el
area también repercute en un incremento sustancial en la solicitud de patentes relacionadas
con el silenciamiento génico, asi como un aumento en la inversidon y creacidén de nuevas
dedicadas a proyectos innovadores en el drea del desarrollo terapéutico de estas tecnologias
(489).

El silenciamiento génico emerge no solo como una herramienta prometedora para el
tratamiento de enfermedades raras, sino que también abre nuevas oportunidades en afecciones
mas comunes (501,502). Esta tecnologia se expande mas alld de las enfermedades congénitas
hacia la oncologia, las enfermedades infecciosas y crdnicas, siendo aplicable en cualquier
condicidon donde la regulacion precisa de genes previamente identificados pueda cambiar el
curso de la enfermedad (208,209,489,504-506).

1.2.11.3 Silenciamiento génico como estrategia terapéutica en el SNC

Muchas enfermedades neuroldgicas no responden a los tratamientos con small molecules y no
disponen de una terapia eficaz a largo plazo. El silenciamiento génico promete ser una
plataforma para el tratamiento tanto de enfermedades cerebrales genéticas como para las
adquiridas, interviniendo especificamente en genes patolédgicos implicados en la sintesis de
proteinas asociadas al progreso de la enfermedad (507).

Varios factores hacen que algunos trastornos del SNC sean candidatos atractivos para la
intervencidn terapéutica mediante siRNA (508). En algunas enfermedades congénitas, como la
enfermedad de Huntington o la adrenoleucodistrofia ligada al cromosoma X, la terapia génica
representa una opciéon prometedora para trastornos causados por mutaciones genéticas
especificas. En estos casos, el silenciamiento del gen defectuoso podria bloquear la expresion
de proteinas andmalas o reducir la acumulacion de metabolitos tdxicos, deteniendo o
ralentizando asi la progresién de la enfermedad (507,508).

El silenciamiento génico también es una estrategia atractiva en el caso de ciertas enfermedades
neurodegenerativas. Alrededor de un 20% de los casos de esclerosis lateral amiotréfica son
causados por una mutacion heredada en el gen que codifica a la enzima superdxido dismutasa
1. El silenciamiento de este gen mutado se ha demostrado como estrategia para el tratamiento
de la enfermedad en modelos in vitro (508). En la enfermedad de Parkinson, muchos estudios
apuntan al silenciamiento del gen de la a-sinucleina como estrategia terapéutica, debido a su
rol critico en la funcidn neural y a numerosos estudios que sefialan que mutaciones en dicho gen
estan relacionadas estrechamente con la patologia de esta enfermedad, entre otros genes (504).

Otro ejemplo lo constituye la enfermedad la Alzheimer, en la que se han identificado numerosas
mutaciones en diversos genes asociados con el desarrollo de la neuropatia. Por ejemplo, se ha
demostrado que la acumulacién de proteina B-amiloide es superior cuando se dan mutaciones
en los genes que codifican la presenilina 1, presenilina 2 o el gen APP, ademas de otros genes
involucrados en la sintesis de enzimas implicadas en el anclaje de la proteina B-amiloide, como
os genes de B-secretasas y y-secretasas. En total, mas de 20 secuencias han sido identificadas
como posibles objetivos terapéuticos para el silenciamiento debido a su rol en la progresién de
la enfermedad de Alzheimer (508,511).

Ademas de los trastornos neurodegenerativos y enfermedades congénitas, el silenciamiento
génico también muestra potencial en el tratamiento de trastornos psiquiatricos (512-516) y
tumores cerebrales (507,517,518). En trastornos psiquiatricos como la depresién y la ansiedad,
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se ha investigado el desarrollo de estrategias terapéuticas mediante la regulaciéon de la
expresion de ciertas citocinas proinflamatorias (513) y el silenciamiento de isoformas especificas
de neurotransmisores cuya desregulacidon forma parte de la fisiopatologia de estos trastornos
(514,515). Por otra parte, las estrategias de silenciamiento investigadas para el tratamiento de
tumores cerebrales incluyen la inhibicién de transportadores asociados a la resistencia a
multiples fdrmacos, como las proteinas MRP (multidrgus resistance related proteins),
codificadas por diferentes genes y sobreexpresadas en ciertos tipos de tumores. Asimismo, se
ha explorado la inhibicion de bombas de eflujo, responsables de la expulsién de medicamentos
fuera de la BHE, como una forma de mejorar el efecto de otros medicamentos (517). También
se ha abordado, como posible estrategia terapéutica, el silenciamiento de oncogenes especificos
sobre expresados en distintas isoformas de glioblastoma como el miR-21, el MYCN o el CCND1
(519). Otras estrategias incluyen el silenciamiento de factores de crecimiento como el factor de
crecimiento epidérmico (EGF) (520) y el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) (521),
o la inhibicion de la angiogénesis mediante el silenciamiento del factor de crecimiento
endotetialvascular (VEGF) (522). Ademas, existen otras estrategias de silenciamiento que
pueden afectar las vias de sefalizacidon tumorales o modular del microambiente tumoral para
frenar la progresion del cancer (523-525).

Muchas de estas enfermedades del SNC actualmente solo pueden tratarse mediante el abordaje
de sus sintomas. Ante este panorama, los medicamentos basados en el silenciamiento génico
representan un alternativa esperanzadora para los sistemas de salud (511). No obstante, gran
parte de este potencial sigue limitado a los laboratorios de investigacién, con una expansion adn
limitada hacia la practica clinica (504).

Uno de los mayores retos del silenciamiento génico en el SNC es la entrega eficiente de siRNA a
las células diana (508,526). La ruta intramuscular o intravenosa para la administracion de
medicamentos que contengan siRNA es preferible debido a la comodidad del paciente y balance
costo/beneficio. Sin embargo, para lograr su objetivo el siRNA deben superar diferentes barreras
intra y extracelulares (511). El principal reto asociado a la administracidn sistémica de siRNA es
la rdpida degradacién, ya que las moléculas de siRNA administradas sin ningln vector son
susceptibles a la accion de nucleasas presentes en el plasma y en los tejidos, ademas de ser
rapidamente excretadas por via renal o fagocitadas por macréfagos, lo cual limita su capacidad
de alcanzar el tejido objetivo (527,528). En el caso especifico de las terapias dirigidas hacia el
SNC, la aplicacién de siRNA enfrenta un reto adicional: la BHE, que como ya se mencioné en la
seccion 1.1.5, impide el paso de biomoléculas, dificultando el paso de siRNA hacia el cerebro
(502,509,515).

Debido a estos retos y particularidades fisioldgicas, el desarrollo de sistemas adecuados de
entrega de siRNA que proporcionen proteccidn, direccionamiento preciso y, especialmente, la
capacidad de superar el obstaculo que impone la BHE, se convierte en uno de los eslabones
fundamentales para desbloquear el potencial del silenciamiento génico en el manejo de los
trastornos del SNC.

1.2.11.4 Nanoparticulas lipidicas como vehiculos de entrega para siRNA

El amplio potencial del silenciamiento génico radica en que, tedricamente, cualquier gen
causante de una enfermedad puede ser seleccionado como diana terapéutica. Sin embargo, el
uso de siRNA sin modificar enfrenta retos significativos, principalmente debido a su limitada
biodisponibilidad tras la administracién sistémica y a su dificultad inherente para atravesar
membranas y barreras fisioldgicas (529). Por lo tanto, la traduccién clinica de terapias basadas
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en siRNA ha dependido en gran medida de modificaciones especificas que mejoren su
estabilidad y eficacia (317,530). Las nanoparticulas lipidicas se han consolidado como sistemas
de entrega de biofarmacos, con varios medicamentos aprobados. Ademds, se espera que en un
futuro cercano se aprueben mads terapias basadas en siRNA encapsuladas en nanoparticulas,
orientadas a distintos tejidos y patologias (528,531).

La importancia de estos sistemas como vehiculos para moléculas de RNA radica en su capacidad
de proteccion y estabilizacién (529). Esto se logra a través de la formacidon de un complejo
electrostatico entre el acido nucleico y el lipido ionizable, que encapsula el siRNA dentro de la
matriz lipidica, asilandolo del entorno, estabilizandolo y protegiéndolo eficazmente de la
hidrélisis, la degradacion ambiental y la accidn de nucleasas (339,532). La eficacia del lipido
ionizable para proteger el siRNA y asegurar su liberacidén -aspectos claves para lograr un efecto
terapéutico eficaz- radica en su dualidad en términos de la modulacién de su constante de
disociacion acida (pKa). En medios con un pH inferior al pKa del lipido ionizable (los que se
buscan, por ejemplo, durante la preparacion de las nanoparticulas), el grupo amino presente en
estos lipidos se protona, permitiendo su interaccion con los acidos nucleicos cargados
negativamente y facilitando el ensamblaje de los componentes en nanoparticulas que
encapsulan el siRNA. En entornos fisioldgicos, donde el pH es superior a la pKa, la superficie de
la nanoparticula lipidica adquiere una carga casi neutra, lo cual optimiza su circulacion en el
organismo y minimiza la toxicidad. Posteriormente, al ingresar en las células objetivo y
encontrarse en el ambiente acido de los endosomas, el grupo amino vuelve a cargarse
positivamente provocando repulsién de las moléculas internas de la nanoparticulas, que se
asocian a lipidos anidnicos endosomales. Esto provoca la desestabilizaciéon tanto de la
nanoparticula como de la membrana endosomal, promoviendo el escape y liberacion del siRNA
hacia el citoplasma (528,531,533,534). Este mecanismo de escape se ilustra en la Figura 23.
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Figura 23: Escape endosomal de nanoparticulas de lipido ionizable.

Luego de la endocitosis, el ambiente endosomal se acidifica progresivamente. En esas condiciones, el lipido
ionizable se protona, lo que desestabiliza la membrana endosomal mediante su interaccion con los lipidos anidnicos
presentes en dicha membrana. Esto facilita la fusién con dicha membrana y permite la liberacidn del siRNA al
citoplasma. Imagen reproducida de (535).

La encapsulacion del siRNA en nanoparticulas lipidicas no solo facilita la estabilizacién vy
proteccion de estas moléculas frente a las condiciones del entorno fisioldgico, sino que permite
mejorar su biodisponibilidad y precisién en el direccionamiento (327,430). Explotar estas
caracteristicas resulta especialmente prometedor al considerar la administracién sistematica
para el tratamiento de trastornos del SNC (321,536). La versatilidad de las nanoparticulas
lipidicas, junto con los avances en funcionalizacidn y optimizacién de la administracion,
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posicionan a estas plataformas como elementos clave para desbloquear tratamientos
innovadores en el campo de la neurofarmacologia.

Dadas las complejidades fisioldgicas de la BHE (secciones 1.1.3 y 1.1.4) y su papel como barrera
para las terapias dirigidas al SNC (seccidnl.1.5), el desarrollo de tratamientos eficaces para
enfermedades del SNC exige estrategias de administracion innovadoras. La BHE limita
significativamente la entrada de biomoléculas, incluidas las terapias génicas basadas en siRNA
(43), y obliga a disefiar métodos de entrega que aprovechen sus mecanismos habituales de
transporte (seccién 1.1.6), como la transcitosis mediada por receptores y el uso de
transportadores especificos (63). Estos enfoques no invasivos han demostrado una mayor
viabilidad y son clave en la innovacidon de sistemas de administracién avanzados que no
comprometan la integridad de la BHE.

La nanotecnologia (seccién 1.2) juega un rol fundamental al ofrecer plataformas que permiten
superar barreras biolégicas como la BHE. Los avances en la creacién y optimizacién de
nanoparticulas lipidicas (secciones 1.2.4 y 1.2.5) brindan oportunidades para encapsular y
proteger biomoléculas vulnerables, como el siRNA. De esta manera se puede facilitar su entrega
a sitios de accidn especificos, particularmente aprovechando las ventajas que se obtienen con
la funcionalizacion de nanoparticulas lipidicas (seccién 1.2.9), que permite adaptar estos
sistemas para dirigirse a receptores especificos. Estas posibilidades de personalizacién han
demostrado ser cruciales para mejorar la especificidad y biodisponibilidad de las terapias, e
impulsar el desarrollo clinico de terapias avanzadas, como aquellas terapias que se basan en el
silenciamiento génico (seccion 1.2.11).

La integracion de la nanotecnologia en la neurofarmacologia representa una confluencia crucial
de innovacién, que ofrece nuevas herramientas terapéuticas para enfermedades del SNC que
hasta ahora carecen de tratamientos efectivos. Desde una comprension detallada de la BHE
hasta el desarrollo de estrategias avanzadas de vehiculizacién y funcionalizacidn, se construye
un camino de innovacidn que amplia los limites de la biomedicina. Aunque persisten desafios
para llevar estas lineas de investigacion a la practica clinica, el desarrollo de formulaciones que
no solo sean efectivas, sino también seguras, escalables a nivel industrial y accesibles a la
poblacién general, es fundamental para transformar conceptos tedricos en aplicaciones clinicas
tangibles. Abordar estos retos desde una perspectiva integradora y con una vision de
industrializacion tiene el potencial de reducir los tiempos y costos de los desarrollos de
nanoparticulas. De esta manera, se podria encontrar la llave para desbloquear las puertas del
cerebro y aprovechar todo el potencial de las nanoparticulas lipidicas en el tratamiento de una
amplia gama de trastornos neuroldgicos y psiquiatricos, y revolucionar el tratamiento de las
enfermedades del SNC.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo principal

El objetivo principal de esta investigacion es desarrollar y evaluar un sistema farmacéutico
basado en nanoparticulas lipidicas que permita la encapsulacién, proteccién y direccionamiento
de siRNA para ser administrado hacia dianas terapéuticas dentro del SNC, a través de la BHE,
empleando principios de QbD para garantizar la calidad, eficacia y seguridad del sistema
desarrollado, desde un enfoque que facilite su aplicacion y replicacidén a escala industrial.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Desarrollar una formulacién base de nanoparticulas para encapsular siRNA con
potencial de funcionalizacién

2.2.1.1 Aplicar en enfoque de QbD para definir un QTPP para el desarrollo de una forma
farmacéutica destinada a vehiculizar siRNA a través de la BHE.

2.2.1.2 Explorar las alternativas de vehiculos, composiciones y métodos de fabricacién que
faciliten la encapsulacién efectiva de siRNA, asegurando su compatibilidad con el
silenciamiento génico.

2.2.1.3 Establecer una formulacién base de nanoparticulas lipidicas definiendo técnicas de
fabricacion, tipo de vehiculo, composicién cualitativa y cuantitativa, y condiciones de
manufactura especificas., fundamentadas en los estudios de optimizacién y evaluacion
de riesgos previos.

2.2.1.4 Desarrollar un entendimiento profundo de cémo los pardmetros de formulaciéon y del
proceso afectan las caracteristicas criticas de calidad (CQA) de las nanoparticulas,
aplicando el enfoque de QbD para optimizar el proceso de fabricacién y asegurar la
reproducibilidad y escalabilidad del sistema.

2.2.1.5 Realizar una caracterizacién de los CQA priorizada por riesgo e identificar las condiciones
de almacenamiento que proporcionen estabilidad apropiada para las primeras fases de
evaluacidn preclinica.

2.2.2 Funcionalizar las nanoparticulas lipidicas para mejorar la penetracion a través de la
BHE mediante la adhesion de péptidos de superficie.

2.2.2.1 Evaluar y optimizar la incorporacion de maleimida para maximizar la expresiéon de
grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas para facilitar la adhesién
efectiva de péptidos.

2.2.2.2 Establecer las condiciones éptimas de funcionalizacion, que incluyan el proceso de
incubacién y la seleccién y proporcién de péptidos, para lograr una modificacion
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2231

2.2.3.2

2.233

eficiente de la superficie de las nanoparticulas que potencie su permeabilidad a través
de la BHE.

Evaluar la eficacia bioldgica de las nanoparticulas desarrolladas como vehiculos para
terapias de silenciamiento génico dirigidas al SNC

Demostrar la biocompatibilidad y la capacidad de penetracidon celular de las
nanoparticulas en modelos celulares in vitro.

Realizar ensayos de silenciamiento génico en modelos celulares in vitro para estudiar la
funcionalidad de las nanoparticulas para transportar y liberar siRNA de forma efectiva

para la induccién de un silenciamiento génico especifico.

Evaluar la biodistribucion en modelos in vivo para determinar cémo la funcionalizacion
con distintos péptidos afecta a la acumulacidn de nanoparticulas en el SNC.
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3. Materiales y métodos

Alineados con los objetivos de esta investigacién, se detallan los materiales, equipos y técnicas
empleados. Estos se organizan en cuatro bloques principales de trabajo: un primer bloque
relativo el desarrollo de las nanoparticulas “base”, un segundo con su posterior funcionalizacion,
un tercer bloque de caracterizacidn de atributos de calidad y por ultimo un bloque de evaluacién
del desempefio bioldgico de las nanoparticulas lipidicas funcionalizadas. Por ultimo, se incluye
un apartado con consideraciones adicionales, donde se exponen detalles sobre las
configuraciones experimentales especificas, el abordaje estadistico y aspectos éticos y de
seguridad.

3.1 Materiales y equipos

3.1.1 Materiales

Esta seccion detalla los distintos materiales y equipos empleados en la fabricacion,
funcionalizacién y evaluacién de las nanoparticulas lipidicas desarrolladas. De la Tabla 2 a la
Tabla 5 presentan los diferentes materiales utilizados en la fabricacién de las nanoparticulas.
Por otra parte, de la Tabla 6 a la Tabla 10 se incluyen los diferentes materiales requeridos para
las diferentes pruebas de caracterizacion fisicoquimica y biolégica de las nanoparticulas.

Tabla 2: Excipientes utilizados para la fabricacion de las nanoparticulas lipidicas
Funcién en la

Material® ., Proveedor Numeros de Lote
formulacion
Lipi N f 2
DOTAP . |p|Fio . anosoft 5396
catidnico/ionizable polymers 2539606
DLin-MC3-DMA . Lpido Nanosoft 2532506
catidnico/ionizable polymers
Lioi
DOTMA  Lipido. Nanosoft 2533504
catidnico/ionizable polymers
DSPC Fosfolipido Siema Aldrich 5653PNB160
(helper lipid) & 5653PQB173
Fosfolipido N 5736PNB433
DOPE L Avanti lipids
(helper lipid)
Colesterol Lipido estructural Sigma Aldrich SLCG0969
. . Nanosoft
DOPE-mPEG2000 Lipido Pegilado 134610203
polymers
DSPE-mPEG2000 Lipido Pegilado MuseChem M21X01265
_— . . Nanosoft
Colesterol-PEG-Maleimida Lipido Maleimida 30240206
polymers
i . - Nanosoft
DSPE-Maleimida Lipido Maleimida 1079103
polymers
DSPE-mPEG2000- N ft
m Lipido Maleimida anoso 20490214
Maleimida polymers
L. Nanosoft
DSPE-PEG2000-Cy5 Lipido fluorescente 135820215
Polymers

Notas: 1- Nombre IUPAC de los excipientes disponible en el Anexo 1, Tabla A 2.
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Tabla 3: Otros materiales utilizados durante la fabricacién de las nanoparticulas lipidicas.

. Funcion en la ;
Material Proveedor Numeros de Lote

formulacidn

Nile red Fluoréforo Sigma Aldrich BCBV2046
Tampdn fabricacién Fischer
Tampon citrato 5 mM P . I, , ion / I . Y20G505
purificacién scientific

Tampon PBS 10X Tampdn purificacion Fischer 2572125
P ponp scientific 2522683

Etanol 96% v/v Solvente fase lipidica Panreac 0002319471

Agua millipore Solvente Interno No aplica

Tabla 4: Secuencias de RNA utilizadas para su encapsulacion y pruebas de silenciamiento

Nombre del . Peso
Secuencia Proveedor Lote
RNA Molecular
SiTCERG1 GGAGUUGCACAAGAUAGUU 13288 Sigma HA15456069
[dT] [dT] Aldrich
CUACAACAGCCACAACGUC Sigma
iGFP 13317 HA14456071
B [dT] [dT] Aldrich
. . . Sigma
Ribonucleic acid from torula yeast?! B WXBF1071V
Aldrich

Notas: 1- RNA de transferencia, genérico. Secuencia y peso molecular no especificados.

Tabla 5: Péptidos utilizados para la funcionalizacion de las nanoparticulas lipidicas.

L .. p — ) Masa
Péptido Férmula Quimica Secuencia

molecular
RVG CsoHg3N19016S ARGRSNTFIDC 1237,599
(péptldo CZ) 50183IN19UV16. ’
Cys-THRre C74H105N21O12$2 CPWVPSWMPPRHT 1591,754
AngiopepZ C107H154N30032$ CTFFYGGSRGKRNNFKEEY 2403,107
MiniAp-4 C42H71N130148 CDap(&)KAPETALD(&) 1013,496

Todos los péptidos utilizados en esta investigacion fueron sintetizados y provistos por el grupo de investigacién de la

Dra. Macarena Sanchez (IPBLN-CSIC).
Adicionalmente para la preparacion de soluciones de péptido y la reaccién de funcionalizacion se utilizé agua

Millipore®, tampén PBS (ver Tabla 2), 4cido férmico y EDTA.
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Tabla 6: Materiales utilizados para la caracterizacion de las nanoparticulas lipidicas.

Material Proveedor Referencia
Cubetas para espectrofotometria Kartell® 0196100
Celda capilar plegada desechable Malvern® DTS1070
2-Propanol VWR Chemicals 1.07022.4000
Acetato de amonio Sigma Aldrich 23874
2:;:;::;?0 RNA Quan-it® y reactivo Fischer scientific R11490
Tritén 100-X Fischer scientific HFH10
Reactivo de Ellman Fischer scientific 22582
L-Cisteina Fischer scientific A10435.18
Kmi;;:(l;ient:ir:js:yo fluorimétrico para Sigma Aldrich MAK167
AccQ-Fluor Reagent Kit Waters® WAT0052881
Acido clorhidrico Fischer scientific 2378653
Agua Millipore® Interno No aplica
Acid a-aminobutyric (AABA) Fischer scientific 11478843
Patrén H para aminoacidos Fischer scientific 20088
Metanol Fischer scientific 2496156

Tabla 7: Lineas celulares utilizadas para la evaluacién biolégica de las nanoparticulas lipidicas.

Material Proveedor Referencia
Celul:f\s epl-tellales.PL,lmanas ATCC CRL-3216
embrionarias de riiidn, HEK 293T

Slula i li |
Célula inmortalizada de neuroblastoma ATCC CRL-2766
humano, SH-SY5Y
Células endoteliales derivada de
microvasos del I6bulo temporal Sigma Aldrich SCC066

humano, hCMEC/D3

Células endoteliales?

Pericitos de origen bovino

Células obtenidas a partir de una colaboracion

con el Blood Brain Barrier Laboratory,
Universidad de Artois, Francia.
Modelo descrito en (535).

Notas: 1- Células endoteliales derivadas de células progenitoras de sangre de cordén umbilical CD34+.
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Tabla 8: Anticuerpos empleados en el andlisis de Western blot

Referencia
Anticuerpo Especie Origen
IgG purificadas obtenid |
oTCERG1 Cobaya g% purificadas o (.em asene No aplica
laboratorio
aGAPDH Ratén Santa Cruz Biotechnology SC-32313
IgGGuineaPig-
:Rgp uinearie Cabra Jackson ImmunoResearch 106-035-003
algGMouse- . . .
HRP Cabra Perkin Elmer Life Science NEF822001EA
Tabla 9: Oligonucleétidos empleados en el andlisis de gPCR
Proveedor
Oligonucléotido Secuencia
GAPDH Fw GATGGGGAAGGTGAAGGTCG Metabion
GAPDH Rv GGGTCATTGATGGCAACAATATC Metabion
TCERG1 Fw GATCCACGTTACAAAGCAGTAG Metabion
TCERG1 Rv CCCTTTCTCGTTCTCGAAGG Metabion

Tabla 10: Medios de cultivo y otros reactivos utilizados para la evaluacion bioldgica de las

nanoparticulas lipidicas (continua)

Material Proveedor Referencia
Medio de cultivo: Dulbecco’s Modified Gibco®
. . . . 11885084
Eagle Medium (DMEM) Bajo en glucosa (Life technologies)
. . . ’ Y H ®
Medio de c'ultlvo. Dulbecco’s Modified ' Gibco ' 11965092
Eagle Medium (DMEM) Alto en glucosa (Life technologies)
DMEM bajo en glucosa sélido Sigma-Aldrich D5523
Gibco®
Suero bovino fetal (FBS) . 'oe . 16000044
(Life technologies)
Gibco®
Tripsina-EDTA 0,25% | obeor 25200072
(Life technologies)
Medio de cultivo para células endoteliales Innoprot P60104
Suplemento de crecimiento para células . .
. Sigma Aldrich 02-102
endoteliales
Gibco®
L-Glutamina L obeor 25030081
(Life technologies)
Gentamicina Sigma Aldrich G12272
Penicilina/Estreptomicina Thermo Fisher 15140122
P Scientific (Gibco) -
Gelatina Sigma Aldrich G2500
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Tabla 10 (continuacién): Medios de cultivo y otros reactivos utilizados para la evaluaciéon

biolégica de las nanoparticulas lipidicas

Material Proveedor Referencia
Matrigel Corning CLS354234
Ringer HEPES Preparacién interna No Aplica
Lipofectamina 2000 Invitrogen® 11668030
Paraformaldehido Sigma Aldrich 8.18715.1000

Prolong Gold Antifade DAPI
SDS 2X

Gel de acrilamida/bisacrilamida

Membrana de nitrocelulosa

SYBR™ iTaq Universal SYBR® Green
Supermix

EndoGRO-Kit® + suplementos

(Factor de crecimiento epidérmico, rh EGF;
Hidrocortisona hemisuccinato, heparina
sultafo y acido ascorbico)

Colageno de cola de rata

Solucién amortiguadora de extracciéon
RIPA

Solucién amortiguadora Laemmli
Tris

Glicina

Leche desnatada en polvo

Tween 20

Solucion de revelado Western Lightning®
Plus ECL Oxidizing Reagent

TRIzol

Cloroformo

Agua Libre de RNAasa

5X PrimerScript RT Master Mix
Reactivo A para método de Lowry
Reactivo B para método de Lowry
Reactivo S para método de Lowry

Lucifer yellow

Fischer scientific
Preparacion interna

Biorad

Amersham
Biosciences

Biorad

Sigma Aldrich

Fischer scientific
Fischer scientific

Preparacion interna
VWR
ITW Reagents
Comercial

PanReac AppliChem
Fisher Scientific

Fisher Scientific
Merck
Qiagen

Takara Bio Europe
Biorad
Biorad
Biorad

Sigma Aldrich

62248
NA

1610156

15269794

1725124

SCMEO004

A1048301
89900

No Aplica
0497-1KG
A1067,1000
No Aplica

A4974
50-904-9326

15596026
1.02445.1000
1017979
Xu0002
5000113
5000114
5000115

L0259
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3.1.2 Equipos

Esta seccidon detalla el equipamiento empleado a lo largo de las distintas fases de la
investigacion. Se presentan los equipos empleados en la fabricacion de nanoparticulas (3.1.2.1
y 3.1.2.2) asi como los requeridos para distintas actividades relacionadas con su caracterizacién
fisico-quimica (3.1.2.3 y 3.1.2.4) y bioldgica (3.1.2.5): ademads la subseccion 3.1.2.6 incluye
equipo general de laboratorio empleado en cualquiera de las fases mencionadas.

3.1.2.1 Equipos empleados en la fabricacién de las nanoparticulas lipidicas

e Controlador de flujo microfluidico por presiéon. Marca Elvesys (Francia), modelo OB1 MK3*.
Rango de presiones entre 0 y 8000 mbar

e Sensor de flujo mdsico térmico. Marca Elvesys (Francia), modelo MFS-D-5. Rango de flujo
entre 0y 5000 pl/min (para agua)

e Sensor de flujo mdsico térmico. Marca Elvesys (Francia), modelo MFS-D-4. Rango de flujo
entre 0y 10000 pl/min (para etanol, o entre 0 y 1000 pl/min para agua)

e Chip microfluidico:

- Chip de vidrio, disefio de mezcla por difusion, proveedor Elvesys (Francia, sin referencia
disponible)

- Chip de policarbonato, disefio de mezcla por difusién, proveedor ChipShop (Alemania),
codigo de producto 10000018

- Chip de policarbonato, disefio Herringbone, proveedor ChipShop (Alemania), cédigo de
producto 10000019

- Chips de zeonor y policarbonato, disefio Herringbone, proveedor ChipShop (Alemania),

codigos de producto 10001930 y 10001931

3.1.2.2 Equipos empleados en la purificacién de las nanoparticulas lipidicas

o Kit de cassettes de didlisis Slide-A-Lyzer®. Marca Thermo Fisher Scientific, cédigo 66382.
Limite de exclusion molecular de 10 K de capacidades de 3 mL, 12 mLy 30 mL

e Kit de tapones de didlisis Slide-A-Lyzer® MINI. Marca Thermo Fisher Scientific, cédigo
69572. Limite de exclusién molecular de 10 K de capacidades de 0,5y 2 mL

e Agitador magnético RT10 (0003691100), Marca IKA (Alemania)

e Agitador magnético MR Hei -Tec. Marca Heidolph (Alemania)

3.1.2.3 Equipo empleado en la liofilizacidn de las nanoparticulas

o Liofilizador LyoLab C85 20. Marca Coolvacuum (Barcelona)
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3.1.2.4 Equipo empleado para la caracterizacién de las nanoparticulas lipidicas

Zetasizer Nano Z590. Marca Malvern (Reino Unido)

Zetasizer Nano -Z. Marca Malvern (Reino Unido)

Microscopio electrénico de transmision (TEM) Tecnai Spirit Spirit 120 kV. Marca FEl

Company (Estados Unidos)

Microscopio de fuerza atémica Multimode 8 con electrénica de control Nanoscope V

Marca Bruker (Alemania).
Espectrofotometro Varioskan LUX 3020-80300. ThermoScientific (Estados Unidos)
Espectrofotometro Agilent Cary 3500 UV-VIS Multicell. Marca Agilent (Australia)

Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia 1100 Series. Marca Agilent (Australia) con

la siguiente configuracion:
Detector de absorbancia DAD G1315 A
Automuestreador G1313A
Controlador de temperatura de columna G1316A
Columna: Symmetry C18 3um, 4,6mm x 100mm

Columna: Zorbax Silica 5 um, 4,6 x 150mm

e Equipo de cromatografia liquida de alta eficacia Delta 600. Marca Waters (Estados Unidos)

con la siguiente configuracion:
Detector de absorbancia 2487 Dual A
Automuestreador 717 plus
Controlador de temperatura de columna Waters TCM |l

Columna: Nova-pack C18 4 um,3.9x150mm

3.1.2.5 Equipo utilizado en la evaluacion del desempefio bioldgico de las LNPs

Cabina de flujo laminar EuroAire, Modelo CSB120. Marca TDi (Espafia)

Centrifuga 5810R. Marca Eppendorf (Alemania)

Centrifuga 5415R. Marca Eppendorf (Alemania)

Incubador ThermoForma, Modelo 311. Marca ThermoScientific (Estados Unidos)
Ultracongelador Forma-86C ULT Freezer. Marca ThermoScientific (Estados Unidos)
Lector de microplacas VersaMaxTM. BioNova cientifica S.L. (Espafia)

Microscopio dptico con cdmara acoplada, modelo CKX53, Marca Olympus
Citdmetro FACSymphony. Marca BD Biosciences (Estados Unidos)

Celda Mini trans-Blot®. Marca BioRad (Estados Unidos)
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Transiluminador UV Gel DocTM EZ Imager. Marca BioRad (Estados Unidos)

Luminémetro FB12. Marca Berthold Detection Systems (Alemania)

IVIS Spectrum In Vivo Imaging System. Marca Revvity (Estados Unidos)

Espectrofotometro de microvolumen NanoDrop®. ProdigyScientific (Estados Unidos)
Equipo de revelado CURIX 60. Marca Agfa (Bélgica)

Microscopio confocal SP8. Marca Leica (Alemania)

Lector de placas Infinite F200. Marca Tecan (Suiza)

Termociclador CFX96 Real-Time PCR. Detection Systems (Estados Unidos)

Placas de cultivo P100. Placas de poliestireno con tratamiento estandar para cultivo celular
de 100 mm de didmetro (Ref 353003). Thermo Fisher (Estados Unidos)

Placa de cultivo de 6 pocillos, Placas de poliestireno con tratamiento estandar para cultivo
celular de 35 mm de didmetro (Ref 353046). Thermo Fisher (Estados Unidos)

Placas de cultivo 12 pocillos. Placas de poliestireno con tratamiento estandar para cultivo
celular de 12 mm de didmetro (Ref 150628). Thermo Fisher (Estados Unidos)

Pack de pocillos e Insertos de transwell. Tamafio de poro de 0,4 um de didmetro, area de
cultivo de 1,12 cm? y un tratamiento estdndar para el cultivo celular referencia CLS3401,
Corning (Estados Unidos)

Cadmara de contaje de células de Neubauer

Cell scraper (raspador de células)
Lentillas circulares de vidrio borosilicato de 12 y 18 mm de didmetro para microscopia
confocal

3.1.2.6 Equipo general de laboratorio utilizado a lo largo de las diferentes técnicas

Balanza analitica Dual Range XS105. Marca Mettler Toledo (Suiza)
Balanza de precision PJ300. Marca Mettler Toledo (Suiza)
Micropipetas de 1 pL, 20 pL, 200 pL y 1000 uL, y sus respectivas puntas.
Pipetas de 5 mL, 10 mLy 30 mL.

Pipetas pasteur.

Probetas de 5 mL, 50 mL, 500 mL y 5000 mL.

Vasos de precipitados de 5 mL, 25 mL, 250 mL y 1000 mL.

Viales de vidrio (tipo Il) de 5 mL, y tapones elastoméricos.
Espatulas y microespatulas.

Bandejas de pesaje.

Soporte universal.

Termometros.
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Jeringade 3 mL, 5 mLy 30 mL.

Filtros para jeringa 0,45 um, 0,22 um y 0,2 um.

Placas de 96 pocillos.

Ultracongelador ULF -86. Marca Infrico MedCare (Espaiia)

3.2 Metodologia y técnicas analiticas
3.2.1 Desarrollo de nanoparticulas lipidicas

3.2.1.1 Preformulaciéon de las nanoparticulas lipidicas

Antes de la formulacién de las nanoparticulas lipidicas se implementd una estrategia de
desarrollo basada en los principios de Calidad por Disefio (QbD) (390,536). Especificamente, este
desarrollo inicié con la definicién de un perfil de calidad objetivo de producto (QTTP) para
preestablecer los requisitos y objetivos principales antes de la formulacién. Basandose en este
perfil se identificaron los atributos de calidad que impactan en ese perfil de calidad y se
determind la criticidad de esos atributos. Posteriormente, se identificaron los parametros
criticos del proceso (CPP) que impactan esos atributos criticos de calidad (381).

La definicién de los CQA y CPP se realizé apoyada en referencias bibliograficas (384,402) y la
experiencia acumulada por el grupo investigador. Seguidamente se realizé un analisis de riesgo
de los CPP para priorizar su estudio dentro del espacio del disefio (381). Este analisis guio la
seleccion de variables experimentales para la fase de formulacion, aplicables a los
procedimientos de fabricacién y funcionalizacién descritos en apartados posteriores. Entre las
estrategias de evaluacion de variables, se destacé el uso del Disefio de Experimentos (DoE) por
su eficacia en la adquisicion de conocimiento acerca de la interrelacion de las variables (381). En
la seccion 3.3.1.1 se presentan los detalles de los DoE aplicados durante la optimizacién de la
férmula de nanoparticulas lipidicas.

El establecimiento del tipo de nanoparticula lipidica y el método de fabricacién se basé en una
exhaustiva revision bibliografica del estado del arte, enfocada en las caracteristicas definidas en
el QTPP. Esta revision considerd no solo los atributos deseables para la eficacia terapéutica sino
también la factibilidad de escalabilidad industrial (339,340,355,537).

3.2.1.2 Fabricacidn de nanoparticulas

Para la fabricacién de las LNPs se aplicé el método de inyeccion de etanol, realizada a través de
mezcla microfluidica (128,339,359,365,366,368,538). Brevemente, este método consiste en la
mezcla de rdpida de soluciones acuosas y orgdnicas en condiciones controladas, que conduce a
la super saturacion de los lipidos disueltos en la fase organica, lo que conlleva una nucleaciény
formacién homogénea de las LNPs (339).

La fase acuosa consistié en una solucion amortiguadora que contiene disuelto el RNA a
encapsular. Dicha solucién amortiguadora debe tener un pH inferior al pKa del lipido ionizable
para asegurar su protonacién y que asi pueda interactuar electrostaticamente con el RNA.
Durante esta investigacion se probd el uso de agua y de solucién amortiguadora de citrato (pH
= 5,5) a concentracién total de 0,0115 y 5 mM. En las muestras preparadas para los
experimentos de silenciamiento, se encapsuld siRNA especifico (ver Tabla 4 y seccién 3.2.4.5).
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En los estudios de la influencia de los pardmetros de formulacidn y proceso en los CQA, se utilizé
tRNA genérico (Tabla 4) como oligonucleétido modelo por razones de costo.

La fase organica correspondié a una solucién etandlica de los constituyentes lipidicos, que se
probd en concentraciones totales de 2,5; 20 y 25 mM. A excepcién del DoE donde se varid la
proporcién de los constituyentes, que se detalla en la seccién 3.3.1.1.1, el resto de las
fabricaciones emplearon como base la composicién lipidica descrita en la Tabla 11.

Tabla 11: Composicion del vehiculo lipidico preseleccionado para la fabricacién de
nanoparticulas lipidicas.

Material Porcentaje%

Lipido ionizable/catiénico (DLin-MC3-DMA/DOTAP) 40
Colesterol* 48,5
Fosfolipido (DSPC) 10
Lipido pegilado (DSPE-mPEG-2000) 1,5

Nota: *El colesterol corresponde al excipiente “cantidad suficiente para”.

Dependiendo del objetivo especifico de cada experimento, la composicion de las nanoparticulas
basada en la tabla 9 puede someterse a algunas modificaciones. Por ejemplo, puede incluir entre
un 2% y un 10% de distintos tipos de lipido maleimida, utilizados para la funcionalizacion
superficial. Ademads, para facilitar la visualizacion mediante técnicas de fluorescencia, se puede
incorporar un 1,5% de DSPE-mPEG-Cy5 o Nile Red. En estos casos se ajustd el porcentaje de
colesterol consecuentemente.

Antes de la mezcla microfluidica, las soluciones lipidicas se filtraron a través de un filtro de
jeringa de 0,45 um para asegurar la ausencia de particulas. La fabricacion se realizé a
temperatura ambiente, empleando flujos totales de entre 300 y 6000 mL/min y proporciones
de flujo (FRR) acuoso y etandlico entre 3 y 9. Las condiciones especificas aplicadas en el DoE para
optimizar las condiciones de fabricacidn se detallan en la seccién 3.3.1.1.1. La configuracién del
equipo de fabricacidn, incluyendo la diagramacién del proceso de purificacidn (que sera descrito
en la siguiente subseccion), se ilustra en la Figura 24.

3.2.1.3 Purificacién de nanoparticulas

Cuando fue necesario, la eliminacion de etanol o cualquier otro residuo de la dispersidon de LNPs
se realizé por sustitucion de medio a través de la didlisis (128), seleccionando el equipo y
volumen de solucién amortiguadora de intercambio segun el volumen de dispersién a dializar.
Si el volumen de suspension a dializar fue de 0,1 mL o 0,5 mL, se utilizaron los tapones de dialisis
dentro de tubos Falcon®, y se realizé la dialisis con 15 mLy 45 mL de tampdn de intercambio en
cada repeticién, respectivamente. Para los volimenes de suspension de 3 mL o 9 mL, se
utilizaron los cassettes de didlisis con flotador, y se introdujeron en vasos de precipitados con
400 mLy 600 mL de tampdn de intercambio en cada repeticion, respectivamente.
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Figura 24: Diagrama de la fabricacion y purificacion de nanoparticulas lipidicas
El equipo de mezcla microfluidica cuenta con dos reservorios, uno para la solucién acuosa (reservorio 1) y otro para
la solucién etandlica (reservorio 2). Ambas soluciones confluyen en un chip microfluidico, con un flujo controlado
precisamente a través de un regulador de presion. Las nanoparticulas formadas se recogen y se someten a
purificaciéon por didlisis. Imagen de elaboracion propia.

La didlisis se realizé6 mediante agitacidn continua a temperatura ambiente por al menos 18 horas.
El proceso se dividid en tres pasos consecutivos: dos ciclos iniciales de dos horas cada uno,
seguidos de un tercer ciclo hasta la mafiana siguiente del dia de ejecucion del procedimiento.
En cada etapa se renovd la solucidon amortiguadora de intercambio. Los volimenes antes y
después de la didlisis se registraron para evaluar si en el proceso ocurrio dilucidon de la muestra.
En caso de confirmarse una dilucidn, se calculd el factor de dilucidn correspondiente y ese dato
se empled para ajustar los cdlculos de concentracidn tedrica de componentes agregados.

3.2.1.4 liofilizacién de las nanoparticulas lipidicas

La liofilizacién es un método en el que se elimina el solvente de una solucién o suspension
mediante congelacion, y secado por sublimacidn a presidn reducida. Se emplea habitualmente
para ampliar la vida util de las preparaciones farmacéuticas (539,540). En el caso de esta
investigacion se empled con fines de preparaciéon de la muestra para fines analiticos.
Particularmente, para eliminar todo el solvente, y proceder a resuspender con etanol, para
disolver asi los componentes y poder emplear dicha muestra en analisis por cromatografia
liguida de alta eficacia (HPLC) (seccién 3.2.3.7). La liofilizacién de las muestras de nanoparticulas
se llevo a cabo en el equipo LyolLab C85 20 (Coolvacuum) empleando el protocolo sefialado en
la Tabla 12.

Tabla 12: Fases de la liofilizacidn de las suspensiones de nanoparticulas lipidicas para su
deshidratacién con fines analiticos.

Fase del proceso Temperatura Tiempo Presion (bar)
Congelacidn -60,0 °C 8 horas Atmosférica
-50,0 °C 30 minutos 0,300
Secado primario
0,0 °C 10 horas 0,150
Secado secundario 25,0 °C 6 horas entre 0,002-0,008
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3.2.2 Funcionalizaciéon de nanoparticulas lipidicas

3.2.2.1 Preparacidon de muestra de nanoparticulas

Para realizar la funcionalizacién con péptidos de las nanoparticulas desarrolladas se parte
Unicamente de formulaciones que posean algun porcentaje de lipido maleimida en su
composicion. Antes de proceder con la funcionalizacién, las nanoparticulas fueron purificadas
con PBS 1X. Alternativamente algunas muestras de nanoparticulas fueron funcionalizadas sin
realizar la didlisis previa. Independientemente de la realizacidn de la didlisis o no, la cantidad de
maleimida disponible se determind a partir de la ejecucién del procedimiento indicado en la
seccion 3.2.3.8.

3.2.2.2 Preparacion de la solucién de péptidos

Las soluciones de péptidos para funcionalizacidn se prepararon inmediatamente antes de su
utilizacion empleando PBS 1X (o PBS 2X si las muestras de nanoparticulas a funcionalizar no
fueron previamente dializadas) con pH de 7,4. Adicionalmente se agregd EDTA para obtener una
concentracién de 3 mM.

La concentracidon a la que se prepara el péptido se establecid a partir de la cuantificacion
maleimida disponible. Esta solucidon debia tener una concentracién 1,25 veces superior a la
concentracién de maleimida disponible, para mantener una proporcién maleimida:péptido de
1:1,25. En algunos experimentos también se probaron otras proporciones maleimida:péptido
tales como 1:0,5; 1:1; o 1:1,5; realizando los ajustes correspondientes en la concentracion de
péptido.

3.2.2.3 Incubacién y purificacion final

Volumenes iguales de muestras preparadas segun lo indicado en 3.2.2.1y 3.2.2.2 se agregaron
en un tubo de capacidad apropiada y se agitaron, protegidos de la luz, durante 20 minutos, 40
minutos, 1 hora o 2 horas, segln el procedimiento experimental. En algunos experimentos se
probd el efecto del pH de funcionalizacion empleando solucién amortiguadora de fosfatos con
un pH ligeramente acido, y ligeramente bdsico, en comparacion con el uso del pH de 7,4. Una
vez realizada la incubacién, las muestras fueron dializadas con PBS 1X siguiendo el
procedimiento indicado en 3.2.1.3.

3.2.3 Caracterizacion de las nanoparticulas lipidicas

3.2.3.1 Determinacidn del tamafio de particula y PDI

El tamafio promedio y el indice de polidispersidad (PDI) de las nanoparticulas lipidicas se
determinaron midiendo la distribucién del tamafio de particula (PSD), que se realizé6 empleando
la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) con un Zetasizer Nano ZS90 (Malvern instruments).
Este equipo calcula el didmetro hidrodinamico de las particulas a partir de los valores de
dispersion de la luz, la cual refleja la velocidad de movimiento de las particulas en suspension.
Dicha velocidad de difusiéon, dentro del movimiento browniano de las particulas, resulta mayor
en particulas de menor tamafio (541-543).

Cada evaluacién se realizé por triplicado, donde cada repeticién corresponde al promedio de 10
mediciones. Empleando el software Zetasizer 7.13 se obtuvo un valor promedio de tamafo en
nanémetros, una medicion del PDI (calculado como la desviacion estandar de las 10 mediciones
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dividida por el promedio) y los valores promedio y proporcion de los tres picos principales, si
existiesen multiples picos.

Para las mediciones, se ajustaron los parametros del equipo estableciendo los indices de
refraccion segln los materiales empleados: de 1,33 para el dispersante y de 1,45 para el material
lipidico. Ademas, se ajusté la cantidad de nanoparticulas para mantener una tasa de conteo de
particulas (count rate) entre 100.000 y 500.000 conteos por segundo (100-500 kcps).

3.2.3.2 Determinacidn del potencial zeta

La carga superficial de las formulaciones se midié usando un Zetasizer Nano-Z (Malvern
Instruments), que calcula el potencial zeta a través de la movilidad electroforética de las
particulas bajo un campo eléctrico. Dentro de este campo eléctrico, las particulas se mueven
hacia el electrodo que posee carga opuesta a la de las mismas particulas. Especificamente el
equipo mide la velocidad de desplazamiento, empleando velocimetria por laser Doppler (543—
545).

El potencial zeta refleja al potencial cinético que existe entre la primera capa de iones que
rodean a la nanoparticula (capa de Stern) y segunda capa difusa de iones que se encuentran en
suspension y que rodean a esta primera capa (545,546). Asi, es un indicador de la carga
superficial de la nanoparticulas y corresponde a una medida de la estabilidad fisica de las
nanoformulaciones. Particulas con valores de potencial zeta cercanos a la neutralidad tienen a
aglomerarse o flocular, mientras que valores absolutos mas altos (convencionalmente en
valores por sobre + 30 mV o bajo -30 mV) tienen a repelerse y mantenerse en suspensién
(364,368). La representacion del modelo de doble capa idnica y el principio de la evaluacion del
potencial zeta a través de la velocimetria por ldser Doppler se ilustra en la Figura 25.
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Figura 25: Principio fundamental y evaluacién del potencial zeta
La figura ilustra el modelo de la doble capa idnica y la evaluacién del potencial zeta mediante velocimetria por laser
Doppler. En el panel A se representa la distribucion de iones alrededor de una particula cargada, destacando la capa
de Stern (inmediata a la superficie de la particula, y compuesta por iones con carga opuesta) seguida de la capa
difusa (compuesta por iones de ambos tipos de carga). También muestra la relacién entre el potencial zeta y los
potenciales de las zonas de corte de cada capa. El panel B ilustra la migracidn de particulas cargadas dentro del
campo eléctrico de una celda de electroforesis. Estas particulas migran hacia el electrodo de carga opuesta a una
velocidad que refleja su potencial zeta, y que es medida a través de la dispersidn de laser por las particulas en
movimiento. Imagenes modificadas de (544,545).

Las muestras para potencial zeta se midieron con la misma dilucidon de concentracidn ajustada
para el count rate de la prueba de determinacién de tamafio de particula. Cada evaluacién se
realizd por triplicado, donde cada repeticidon corresponde al promedio de 100 mediciones
empleando el nano software 7.13. Las condiciones de medicion fueron a temperatura ambiente
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(25 °C), y se obtuvieron valores de potencial zeta promedio expresados en milivoltios (mV),
ademads de datos de movilidad electroforética (um-cm/Vs) y conductividad (mS/cm).

3.2.3.3 Obtencion de imagenes por microscopia electrénica de transmisién (TEM)

La microscopia TEM permite ampliar imagenes hasta un millén de veces utilizando un haz de
electrones de alta velocidad que atraviesa muestras ultrafinas, tipicamente colocadas en rejillas
de carbono y tratadas con soluciéon de tincién para mejorar el contraste. Las lentes del
microscopio dirigen y enfocan los electrones hacia una pantalla fluorescente o placa fotografica,
capturando imagenes bidimensionales que detallan la superficie y estructura de la muestra. Este
proceso facilita el estudio morfoldgico y dimensional de los materiales a nanoescala
(318,379,548).

Para evaluar la conformacién y uniformidad de las nanoparticulas, y realizar una comprobacién
cualitativa de su tamafio medido por DLS, se prepararon muestras con distintas diluciones sobre
rejillas de cobre recubiertas de carbdn. Antes de colocar la muestra, estas rejillas se irradiaron
con luz ultravioleta para cargarlas, facilitando la adhesién de las nanoparticulas. La suspension
se mantuvo en contacto con la placa durante 10 o 30 segundos. Posteriormente se eliminé el
exceso de suspensidn de nanoparticulas y se tifieron con una solucién de metilcelulosa al 4% o
uranil acetato. Las observaciones se realizaron empleando un microscopio electrénico TEM
Tecnai Spirit con un catodo LaB6, captando las imdgenes a 120 kV con una cdmara CCD
Megaview de 1376 x 1024 pixeles.

3.2.3.4 Obtencién de imdagenes por microscopia de fuerza atémica (AFM)

La microscopia AFM permite analizar la topografia de superficies con una resolucién que puede
llegar al nivel atdmico. La medicidn se realiza mediante la deteccién de fuerzas entre una punta
muy pequefia y la superficie de la muestra. Estas fuerzas son detectadas durante el
desplazamiento de la punta y traducidas a una descripcién topografica de la muestra analizada
con un tratamiento de la muestra relativamente sencillo (549,550).

Las imagenes se obtuvieron empleado un microscopio de fuerza atémica Multimode 8 con
electronica de control Nanoscope V (Bruker) en modo “no contacto”. Las muestras se
depositaron sobre una mica grafito pirolitico altamente orientado, y se analizaron utilizando una
punta de silicio. Se realizaron escaneos a una velocidad de 1 Hz sobre un drea de 5 x 5 um.
Posteriormente, las imagenes se procesaron empleando el software Nanoscope Analysis.

3.2.3.5 Andlisis mediante microscopia de luz interferométrica

La microscopia de luz interferométrica emplea la interferencia de ondas de luz para detectar,
contar y rastrear particulas en suspensién. Es un método de aplicacion sencilla y rapida, cuya
configuracién se muestra en la Figura 26 (551-553). Esta técnica se empled para determinar la
cantidad de nanoparticulas en la suspensidn prototipo obtenida durante esta investigacion. Para
ello se enviaron muestras de 6 diferentes lotes al laboratorio de la compafiia Myriade (Francia),
para evaluacién con su equipo VideoDrop®. Se prepararon 3 diluciones de cada muestra (1 en
100, 1 en 200 y 1 en 300) y se midid el tamafio y la concentracion de las nanoparticulas por
mililitro, para posteriormente calcular el promedio y la desviacion estandar de los datos.
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Figura 26: Diagrama de un equipo de microscopia de luz interferométrica
Una fuente de luz ilumina la muestra colocada sobre un sustrato de silicio y dxido de silicio. La luz dispersada por las
nanoparticulas y la luz reflejada por el sustrato interfieren, y esa interferencia es captada por la cdmara del equipo.
Cada punto de interferencia corresponde a una particula. El software del equipo analiza estas interferencias para
contar las particulas y correlacionarlas con el volumen de la muestra, proporcionando el valor de concentracion. El
tamafio se determina mediante analisis del patrdn de interferencia para determinar la velocidad de difusién de las
nanoparticulas, bajo el mismo principio que aplica la técnica de DLS. Imagen reproducida de (553).

3.2.3.6 Evaluacion de la eficiencia de encapsulacién

La eficiencia de encapsulacién se determiné empleando el kit comercial Ribogreen® y su reactivo
Quant-it® (554,555) adaptando su protocolo estandarizado. El fundamento de la técnica es la
formacién de un complejo que exhibe fluorescencia al reaccionar el reactivo Quant-it® con los
acidos nucleicos de cadena sencilla.

Brevemente, se prepararon cantidades suficientes de las soluciones requeridas para el ensayo a
partir de los concentrados que forman parte del Kit: A) Solucidon amortiguadora del ensayo, B)
solucién amortiguadora de lisis (empleando A y tritdn 100-X) y C) el reactivo Quant-it®.
Adicionalmente se prepard una curva de calibracidn con estandar de RNA ribosomal a
concentraciones de 0, 20, 100, 500 y 1000 nmol/mL.

Con la concentracion tedrica de RNA en los lotes a evaluar, se realizé una dilucién de las
nanoparticulas empleando la solucién “A” para ajustar su contenido dentro del rango de la curva
de calibracidén. En una placa de 96 pocillos se prepararon las muestras para evaluar el RNA libre
y el RNA total de cada muestra, empleando 3 pocillos para cada una. Para medir el RNA libre se
combinaron 10 uL de muestra en el pocillo, 90 uL de A y 100 uL de C. Para el RNA total se
combinan 10 pL de muestra en el pocillo con 100 pL de Cy 90 pL de B. Al afiadir el reactivo B, el
tritdn causa la lisis total de las nanoparticulas y, por lo tanto, la liberacién de RNA encapsulado.

La placa se incubd protegida de la luz y se leyé en el Espectrofotdmetro Varioskan LUX 3020-
80300 (ThermoScientific) a una longitud de onda de excitacion de 480 nm y 520 nm de emision.
Tras ajustar los datos con la curva de calibracién, la eficiencia de encapsulacion se calculd
empleando la ecuacién 1.
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Ecuacién 1: Eficiencia de Encapsulacion

. Cantidad de RNA total — cantidad de RNA externo

Cantidad de RNA Total x 100

3.2.3.7 ldentificacidn y cuantificacidn de materiales por HPLC-UV

Las técnicas de cromatografia liquida se emplean para separar moléculas segun sus propiedades
quimicas (268) y se han aplicado en el andlisis de nanoparticulas acopladas a distintos
detectores, como el detector de dispersion de luz evaporativa o la espectrofotometria de masas
(442,557,558). Durante la presente tesis, esta técnica se investigd para el analisis de la
composicion lipidica de las nanoparticulas.

Antes de su evaluacidn, las nanoparticulas fueron sometidas a liofilizacién para eliminar el agua
(seccion 3.2.1.4), y luego se resuspendieron en etanol, disolviendo todos los componentes
lipidicos. Para su analisis se empled un cromatdgrafo Agilent 1100 Series, detector DAD G1315A,
automuestreador G1313A y controlador de temperatura de columna G1316A.

La definicidn de las condiciones cromatograficas, asi como la composicién de la fase mévil y el
tipo de fase estacionaria, fue un aspecto que formd parte de esta investigacién. Por lo tanto, el
método obtenido es uno de los resultados destacados. Este desarrollo analitico tenia como
objetivo poder identificar y diferenciar todos los componentes lipidicos, empleando soluciones
lipidicas de cada componente por separado como patrén estdndar a una concentracién de 1
mM. Las condiciones analiticas empleadas y las observaciones obtenidas se presentan en la
seccion de resultados (seccién 4.2.1.2).

Posteriormente a este desarrollo, la técnica se aplicd particularmente para evaluar la
distribucidn relativa de los lipidos maleimida, comparando las sefiales de muestras sin purificar
y purificadas. Esto se realizd con el fin de detectar la eliminacién de la maleimida sobrenadante
y entender cémo la composicion de la solucidon amortiguadora empleada en la didlisis afecta la
disponibilidad de maleimida, empleando la Ecuacidn 2.

Ecuacion 2: Calculo de la maleimida sobrenadante

Maleimida sobrenadante = MT — Mpd

Donde MT, es la maleimida total obtenida por el método HPLC sin aplicar ninguna didlisis, y
Mpd es la maleimida obtenida por el mismo método HPLC, pero posterior a realizar la dialisis.

EL método HPLC-UV también se aplicd para dar seguimiento a la reaccién de funcionalizacion,
observando la desaparicion del pico correspondiente al excipiente funcional, y la aparicion de
picos secundarios correspondientes al complejo maleimida/péptido.

3.2.3.8 Cuantificacion de la maleimida disponible para la funcionalizacion

Se emplearon dos métodos para cuantificar exclusivamente la maleimida disponible, excluyendo
la que podria estar encapsulada dentro de las nanoparticulas. La primera corresponde a una
técnica colorimétrica que usa el reactivo de Ellman; mientras que la otra consistié en una técnica
fluorimétrica que emplea un kit comercial de la casa Sigma Aldrich (MAK 167).

El método de Ellman se basa en la reaccion entre el 5,5'-dithio-bis-(2-acido nitrobenzoico), con
grupos sulfhidrilos libres, formando un compuesto disulfuro y liberando una molécula de 5-

74



nitro-2(acido tiobenzoico) que posee un fuerte color amarillo con un pico de absorcién que se
cuantifica a 412 nm (559).

En este estudio, se afiadid un exceso exactamente medido de L-cisteina (posee un sulfhidrilo
libre) a una solucidon de maleimida y se incubd a pH 8 durante 20 minutos. Posteriormente, se
cuantificd la cisteina residual empleando espectrofotometria visible mediante una curva
estdndar, preparada a concentraciones entre 0 y 1,5 mM, permitiendo calcular por diferencia la
cisteina que reacciond con la maleimida. Las cantidades de muestra y de cisteina en exceso se
ajustaron de forma tedrica para asegurar que el exceso de cisteina estuviera dentro del rango
de la curva estandar.

A diferencia del ensayo de Ellman, y otros ensayos colorimétricos que corresponden a
determinaciones indirectas de la cantidad de maleimida (560), el principio del kit fluorimétrico
empleado es la reaccién directa y especifica de la molécula de maleimida con un reactivo
exclusivo que resulta en un complejo que exhibe fluorescencia a una longitud de onda de
excitacion de 490 nm, y una de emisién de 525 nm (561)

El analisis se llevd a cabo con nanoparticulas conteniendo diferentes tipos y cantidades de lipidos
maleimida con y sin didlisis. De acuerdo con las instrucciones del fabricante se preparé la
soluciéon amortiguadora con el reactivo para formar el complejo fluorescente, ademas de una
curva estdndar de maleimida en concentraciones de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,313; 0,156 y 0 mM.
También se preparé una curva de calibracidon control incluyendo ademas un volumen de
nanoparticulas sin maleimida.

Las muestras para cuantificar se diluyeron adecuadamente para que su concentracion tedrica
se ajustara a los limites de la curva estandar. Cada muestra se prepard por triplicado, y tras 25
minutos de incubacidn con el reactivo para formar el complejo, se leyo en el espectrofotémetro
Varioskan LUX 3020-80300 (ThermoScientific) a 490 nm de excitacién y 525 nm de emisidén y se
realizaron los cdlculos correspondientes para obtener la concentracidon de maleimida disponible.

La combinacion de los datos obtenidos en esta cuantificaciéon con los datos provenientes del
analisis HPLC-UV (seccion 3.2.3.7) permiten trazar la distribucién de la maleimida durante las
fases de la formulacién empleando las ecuaciones 2 y 3.

Ecuacién 3: Cdlculo de la maleimida encapsulada

Malemida encapsulada = Mpd — MSup

Donde Mpd es la maleimida obtenida por el mismo método HPLC, y Msup es la maleimida
superficial obtenida por el método fluorimétrico, aplicado a muestras previamente dializadas.

3.2.3.9 Cuantificacién de péptidos mediante HPLC-UV por hidrdlisis y derivatizacion de
aminoacidos

El analisis de aminoacidos se puede llevar a cabo realizando la derivatizacion con el agente 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato, el cual reacciona con las aminas primarias y
secundarias presentes en los aminoacidos formando un complejo altamente estable que puede
ser detectado a 254 nm con técnicas habituales de HPLC-UV (562). Para su andlisis se empled un
cromatégrafo Waters Delta 600, detector de absorbancia 2487 Dual A, automuestreador 717
plus y, controlador de temperatura de columna Waters TCM II.

Para esta evaluacidn se tomaron alicuotas de nanoparticulas funcionalizadas que tuviesen un
contenido tedrico de péptido de al menos 0,300 mM. Estas alicuotas se enviaron para su
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evaluacion a la Unidad de Técnicas Separativas de los Centros Cientificos y Tecnoldgicos de la
Universidad de Barcelona (CCiTUB). Las muestras se hidrolizan en tubos de vidrio con HCl 6 M
(0,1-1% fenol) durante 24 horas a 110 °C. Posteriormente se evaporan a sequedad, se
redisuelven en H,O (calidad HPLC) y se filtran. La muestra del filtrado se derivatiza con 6-
aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil carbamato segun el método AccQ-Tag de Waters.

Cada aminoacido se identifica a partir del tiempo de retencidn de los estandares en la corrida
cromatografica con un flujo de 1 mL/min, y su concentracidn se calcula a partir de método de
estandar interno (acido alfa-aminobutitirico 2,5 mM). A partir de las concentraciones de
aminodacidos y la composicidn del péptido, se obtiene la concentracién empleando el software
Empower 2 (Waters Corp.).

Ecuacidn 4: Eficiencia de funcionalizaciéon

Concentracion de péptido calculada

Eficiencia de funcionalizaciéon = 100

Cantidad de maleimida superficial x

3.2.3.10 Pruebas de pre-estabilidad de las nanoparticulas lipidicas

Para evaluar la pre-estabilidad de la suspension de nanoparticulas se dividid el lote en distintos
eppendorfs y se almacenaron en tres condiciones de temperatura: temperatura ambiente,
refrigeracion (4,0 °C) y congelacién (-20,0 °C). Las muestras se analizaron a tiempo cero, y se dio
seguimiento cada semana durante 4 semanas, analizando tamafio de particula, potencial zeta y
eficiencia de encapsulacién.

3.2.4 Ensayos biolégicos
3.2.4.1 Manejo y cultivo de las diferentes lineas celulares

3.2.4.1.1 Cultivo celular HEK 293T

La linea HEK 293T es una sublinea celular inmortalizada generada a partir de células humanas
embrionarias de rifidn que se utiliza ampliamente como modelo para estudios de toxicidad en
nanoparticulas (563).

Para su mantenimiento, estas células se cultivan a 37 °C en atmdsfera del 95% de humedad y
5% de CO; (Incubador ThermoForma, Modelo 311. ThermoScientific). El medio para cultivo de
estas células se prepara a partir de DMEM bajo en glucosa (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
gue cuenta con una concentracion de glucosa 1 g/L (Gibco). Este medio se suplementa con suero
fetal bovino (FBS) en una concentracion del 10% (v/v) (Gibco), L-Glutamina a 4 mM (Gibco) y
penicilina/estreptomicina a 100 U y 0,1 mg/mL respectivamente.

Las células se mantienen 48 horas en cultivo en una placa P100, tiempo en el que alcanzan una
confluencia del 80-90%. Para poder mantener estas células en cultivo una vez alcanzada esta
confluencia es necesario realizar un pase a una placa nueva. El procedimiento para realizar el
pase celular consiste en aspirar el medio, y a continuacién lavar la placa P100 con 1-2 mL de PBS
1X. Luego se desprenden las células empleando 2 mL de una solucién preparada con tripsina-
EDTA al 0,05% en una dilucién 1:3 en PBS 1X e incubando 3 minutos a 37 °C.

Una vez desprendidas las células, se inactiva la tripsina con 4 mL de medio DMEM bajo en
glucosa. De la suspension celular resultante, se toma 1 mLy se transfiere a una (o varias) placas
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P100 a la que previamente se le han afladido 9 mL de medio de cultivo. Finalmente, se incuban
de nuevo durante 48 horas o hasta que alcancen la confluencia necesaria para realizar el
experimento correspondiente.

3.2.4.1.2 Cultivo celular SH-SY5Y

La linea celular SH-SY5Y es una linea celular inmortalizada derivada de un neuroblastoma
humano muy empleada como modelo de neuronas humanas inmaduras para el estudio del
sistema nervioso y enfermedades neurodegenerativas (564,565). Estds células se cultivan a 37
OC en atmésfera del 95% de humedad y 5% de CO, empleando como medio de cultivo DMEM
alto en glucosa (concentracién de glucosa de 4,5 g/L), suplementado con FBS a una
concentracién 10% (v/v) de FBS (Gibco) y penicilina/estreptomicina a 100 U y 1 mg/mL
respectivamente.

De igual manera que se describid en la seccién 3.2.4.1.1, las células se mantienen en cultivo 48
horas, tiempo tras el cual alcanzan una confluencia del 80-90%. Pasado este periodo, se realiza
el pase celular para mantenerlas en cultivo. Para ello se aspira el medio, se lava con 1-2 mL de
PBS 1X. Luego se desprenden las células empleando 2 mL de una solucién preparada con
tripsina-EDTA al 0,05% en una dilucién 1:3 en PBS 1X e incubando 3 minutos a 37 °C. Tras ello,
se inactiva la tripsina con 3 mL de medio DMEM con alto contenido en glucosa.

El volumen de suspensidn celular obtenida (5 mL) se pasan a un tubo Falcon de 15 mL y se
centrifugan a 1500 rpm durante 3 minutos. Después de la centrifugacidn, se aspira el
sobrenadante, y el precipitado se resuspende en medio DMEM con alto contenido en glucosa.
Luego, se agrega 1 mL de suspensién celular en una nueva P100, a la que previamente se han
afadido 9 mL de medio DMEM con contenido alto en glucosa. Las células se cultivan hasta
alcanzar una confluencia del 80-90% y requieran un nuevo pase celular o hasta que alcancen la
confluencia necesaria para emplearlas en el experimento correspondiente.

3.2.4.1.3 Cultivo celular hCMEC/D3

La linea celular hCMEC/D3 es una linea celular endotelial inmortalizada derivada de microvasos
del I6bulo temporal humano, y empleada como modelo para la BHE para diversas aplicaciones
biomédicas (566,567).En el contexto de esta investigacidon se emplea para evaluar la capacidad
de las nanoparticulas para penetrar lineas celulares de barrera.

El medio de cultivo empleado para las hCMEC/D3 es el EndoGROTM-MV (Sigma Aldrich),
suplementado con factor de crecimiento epidérmico (rh EGF, Thermo Scientific) a una
concentracion de 5 ng/mlL, L-Glutamina (Sigma Aldrich) a una concentracién de 10 mM,
hidrocortisona hemisuccinato a 1 ug/mL, heparin sulfato a 0,75 U/mL, acido ascérbico a 50
ug/mLy FBS al 5% (v/v). De igual manera que se describié en la seccidn 3.2.4.1.1, las células se
mantienen en cultivo 48 horas, tiempo tras el cual alcanzan una confluencia del 80-90%. Pasado
este periodo, se realiza el pase celular para mantenerlas en cultivo. Para ello se aspira el medio,
se lava con 1-2 mL de PBS 1X. Luego se desprenden las células empleando 2 mL de tripsina-EDTA
al 0,25% e incubando 5 minutos a 37°C. Posteriormente se inactiva la tripsina empleando 6 mL
de medio de cultivo.

Los 8 mL de suspension de células resultantes se transfieren a un tubo Falcon de 15 mL y se
centrifugan 5 minutos a 1230 rpm. Luego de aspirar el sobrenadante, el precipitado se
resuspende en medio EndoGRO™-MV y se transfiere 1 mL de la suspension celular en una nueva
placa P100 que previamente ha sido tratada con colageno de cola de rata de tipo | (Fisher
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Scientific) a una concentracién de 50 ug/mL durante 1 hora a 37 °Cy a la que se le han afiadido
9 mL de medio EndoGROTM-MV. Estds células se cultivan a 37 °C en atmdsfera del 95% de
humedad y 5% de CO,. Las células se cultivan hasta alcanzar una confluencia del 80-90% y
requieran un nuevo pase celular o hasta que alcancen la confluencia necesaria para emplearlas
en el experimento correspondiente.

3.2.4.1.4 Cultivo celular de células endoteliales derivadas de células progenitoras de sangre de
cordon umbilical

Para este modelo de BHE se utilizan CE diferenciadas a partir de células CD34+, obtenidas de
sangre de cordén umbilical humano. Estas células se obtienen a partir de una colaboracién con
el “Blood Brain Barrier Laboratory”, de la Universidad de Artois, Francia (535). Por lo tanto, estas
células se reciben ya aisladas, diferenciadas a EC y congeladas. Al ser células primarias, no es
posible mantenerlas en cultivo mds de 20 dias.

Para su uso se afiaden 10 mL de gelatina (Sigma) a concentracién de 2 mg/mL en una placa P100
y se incuba durante 15 minutos a 37 °C. Pasado el tiempo de incubacidn, se aspira la gelatina y
se anaden 10 mL de medio de cultivo para células endoteliales, suplementado con 25 mL de FBS
para BHE inactivado por calor, 2,5 mL de gentamicina (Sigma aldrich) a una concentracién de 50
pg/mLy 5 mL de suplementos de crecimiento para células endoteliales (ECGS) (Sigma Aldrich).
A continuacién, se descongela el vial de células endoteliales primarias en el bafio a 37 °C, sin
dejar el vial mas tiempo del necesario para descongelar. Se vierte todo el contenido del vial en
la placa P100 previamente acondicionada y se incuba durante 3 horas a 37 °C en atmdsfera del
95% de humedad y 5% de CO,. Pasado este periodo, se aspira el medio, se cambia por otros 10
mL de medio de cultivo para células endoteliales suplementado y se continta incubando durante
varios dias hasta que alcancen una confluencia del 90% y sean empleadas en los ensayos in vitro
de BHE.

3.2.4.1.5 Cultivo celular de pericitos

Los pericitos empleados son una linea celular inmortalizada de pericitos de origen bovino
obtenida también a partir de la misma colaboracidn que las EC descritas en el punto anterior.
Para su uso, se prepara el medio de cultivo con DMEM con contenido bajo en glucosa soélido, al
que se ainade 1 Lde H,Oy 2 g de NaHCOs y se ajusta su pH a 6,8 usando HCI 6M. Posteriormente,
se filtran 200 mL del medio y se suplementa con 50 mL de FBS para BHE, 1,25 mL de gentamicina
y 2,5 mL de L-Glutamina 200 mM.

Una vez preparado el medio, se trata una placa P100 con 10 mL de gelatina a una concentracion
de 2 mg/mLy se incuba durante 15 minutos a 37 °C. Tras la incubacion, se aspira la gelatina y se
afiaden 10 mL del medio para pericitos preparado anteriormente. A continuacién, se descongela
el vial de pericitos en el bafio a 37 °C, sin dejar el vial mas tiempo del necesario para descongelar.
Por lo tanto, lo mas rapido posible, se plaquea todo el contenido del vial en la placa P100
preparada anteriormente y se incuba durante 3 horas a 37 °C en atmdsfera del 95% de humedad
y 5% de CO,. Tras la incubacion, se cambia el medio y se incuban a 37 °C hasta que alcancen un
90% de confluencia y sean empleados en los ensayos in vitro de BHE.

3.2.4.2 Evaluacion de la viabilidad celular

Para la evaluacién de la citotoxicidad de las nanoparticulas, se cultivaron células HEK 293T en
placas de 6 pocillos hasta alcanzar una confluencia de aproximadamente un 70-80%.
Posteriormente, a cada pocillo se agregaron diferentes volimenes de suspension de
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nanoparticulas (0, 10, 30, 50, 100, 200 y 300 uL) a dos concentraciones diferentes: la
concentracién original de la férmula prototipo y una diluciéon 1:8 en PBS 1X. Las células se
incubaron con las nanoparticulas durante 4 horas a 37 °C en atmdsfera del 95% de humedad y
5% de CO,. Tras esas 4 horas iniciales se agregan 200 uL de FBS y se continda con la incubacion
hasta 24 horas. Al finalizar, se realizaron observaciones con el microscopio éptico para evaluar
la densidad celular, el color del medio y la morfologia celular.

3.2.4.3 Evaluacion de la internalizacion de nanoparticulas a través de microscopia confocal

Esta técnica permite obtener imagenes de fluorescencia con alto contraste debido a su
capacidad de seccionamiento éptico. En esta técnica se bloquea la luz proveniente de la seccidn
fuera de foco resultando en una imagen clara de la zona focal. Su capacidad para realizar
“cortes” en la muestra permite investigar la ubicacion espacial de las moléculas fluorescentes
(ver Figura 27). También es posible realizar una serie de cortes confocales que permiten una
reconstruccion 3D tridimensional de las muestras observadas (568-570).
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Figura 27: Representacion de la estructura y funcionamiento de un microscopio confocal
El espejo dicroico refleja la muestra a través del lente objetivo hacia los diferentes planos focales de la muestra.
Posteriormente, la luz emitida por la muestra en diferentes direcciones debe atravesar una ranura confocal (o
pinhole) que bloquea la luz fuera de foco, y permite el paso hacia el detector Unicamente de la luz proveniente del
punto de interés. Imagen modificada de (568).

Para la observacion de la internalizaciéon de nanoparticulas lipidicas mediante microscopia
confocal, las células se cultivaron sobre lentillas de vidrio borosilicato colocadas en placas de 6
pocillos hasta una confluencia aproximada de 30 al 40%. Las células HEK 293T y células
hCMEC/D3 se cultivaron sobre lentillas de 12 mm de didametro, y células SH-SY5Y sobre lentillas
de 18 mm de diametro.

Después de la siembra, las células se incubaron a 37 °C en atmdsfera del 95% de humedad y 5%
de CO; durante toda la noche. Seguidamente, se afiadieron 10, 20 y 30 pL de suspensién de
nanoparticulas sobre los pocillos que contenian las lentillas y se incubaron durante 1 horas a
37°C en atmdsfera del 95% de humedad y 5% de CO,.

Después de esta incubacidén se retiraron las lentillas cuidadosamente, y se procedid a fijar las
células utilizando paraformaldehido al 4% en PBS 1X a temperatura ambiente durante 20
minutos. Después de la fijacién, se realizaron 3 lavados en PBS 1X y se montaron las
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preparaciones usando Prolong Gold Antifade DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) como medio de
montaje.

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio espectral confocal SP8 (Leica) en modo
secuencial. Para visualizacion del fluoréforo Cy5, presente en las nanoparticulas lipidicas, se
empled una excitacidn con laser blanco a 580 nm, y un detector hibrido en el rango de 652-679
nm. Para la visualizacidon del marcaje nuclear con DAPI se empled una excitacidén con diodo a 405
nm y un detector en el rango de 439-447 nm. Se empled el modo de trabajo de superresolucion
Hyvolution, con un objetivo de 63x, un tamafo de pixel de 51 nm y un didmetro de ranura
confocal (pinhole) de 67,3 um. Las imagenes obtenidas se analizaron con el software Las AF
(Leica) y se procesaron con los programas Image) (Fiji) y Adobe Photoshop CS3 v10.0.

3.2.4.4 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia que permite contar y clasificar las células de una muestra
segun tamafo, forma y propiedades de fluorescencia. Este proceso se lleva a cabo en un
dispositivo donde las células en suspension son iluminadas por un laser. La luz dispersada y la
fluorescencia emitida son detectadas por fotodiodos o fotomultiplicadores que capturan y
amplifican las sefiales. Es una herramienta rapida con aplicaciones en campos como la
inmunologia, biologia molecular, bacteriologia, virologia, biologia del cadncer y en el monitoreo
de enfermedades infecciosas (571,572).

Para los anélisis de citometria de flujo, se sembraron 9x10* células HEK 293T por pocillo en placas
de 6 pocillos y, cuando alcanzaron aproximadamente un 40% de confluencia (alrededor de 16
horas después de la siembra), se incubaron con 10, 30 y 50 pL de suspensidn de nanoparticulas.
Las células y nanoparticulas se incubaron durante 1 hora a 37 °C en atmdsfera del 95% de
humedad y 5% de CO,. Posterior a la incubacidn, las células se desprenden agregando 500 plL de
solucidn de tripsina e incubando 2 o 3 minutos a 37 °C en atmésfera del 95% de humedad y 5%
de CO..

La muestra se centrifuga a 37 °C a 1600 rpm durante 3 minutos, se elimina el sobrenadante por
decantacion, se agrega 1 mL de PBS 1X y se vuelve a centrifugar con las mismas condiciones. Al
precipitado se le agrega 200 puL de paraformaldehido al 4% y tras una ligera agitacidn, se
mantiene a 4 °C durante 30 minutos. Cuando pasan los 30 minutos se agrega 1 mL de PBS 1X, se
centrifuga a 37 °C a 1600 rpm durante 3 minutos, y el precipitado se resuspende en 250 pL de
PBS 1X. La resuspension celular se lleva a un tubo de ensayo de poliestireno adecuado y se coloca
en el puerto de inyeccion de la muestra del citdmetro Citémetro FACSymphony (BD Biosciences)
donde se lleva a cabo la excitacion y captacién de la flourescencia emitida de las células que
pasa por el flujo del citdmetro, y el equipo integra los datos para obtener los graficos de
distribucidn de frecuencia y los histogramas de los analisis por citometria de flujo.

3.2.4.5 Experimentos de silenciamiento génico en células HEK 293T

Para los analisis de la capacidad de silenciamiento de las LNPs se sembraron 9x10* células HEK
293T por pocillo en placas de 6 pocillos y, cuando alcanzaron aproximadamente un 40% de
confluencia (alrededor de 16 horas después de la siembra), se incubaron con 50 y 100 pL de
suspensidn de nanoparticulas. Esa suspensidon de nanoparticulas fue previamente diluida para
que esas alicuotas correspondieran a 0,05 y 0,10 nanomoles de siTCERG1, calculado a partir de
la cantidad tedrica de siRNA agregada a la formulacion y la eficiencia de encapsulacion calculada
previamente (seccion 3.2.3.6).
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Como control positivo para este ensayo se contd con la transfeccion de células HEK 293T con 0,1
nanomoles de siTCERG1 empleando Lipofectamine 2000, y como control negativo tanto
nanoparticulas como lipofectamina 2000 transfectando 0,1 nanomoles de siGFP.

Las células se incubaron con las distintas condiciones durante 48 horas a 37 °C en atmdsfera del
95% de humedad y 5% de CO; vy tras ello se recogieron para el analisis de la expresion de la
proteina TCERG1 y la capacidad de silenciamiento mediante gPCR y Western Blot.

3.2.4.6 Andlisis de proteinas por Western Blot

El Western Blot es una técnica empleada para la separacidon por electroforesis en gel de
poliacrilamida de proteinas presentes en un extracto proteico en funcién de su peso molecular,
y su posterior identificacion usando anticuerpos para las proteinas de interés (573,574).

3.2.4.6.1 Extraccion de proteinas

El primer paso en un anadlisis de Western Blot es la extraccidon de proteinas de la muestra de
cultivo celular. Tras aspirar el medio, se agrega 1 mL de PBS 1X y se deprenden las células con
ayuda de un raspador de células. La suspension celular obtenida se centrifuga a 3000 rpm
durante 5 minutos a 4 °C descartando el sobrenadante. El precipitado se resuspende en 100 pL
de tampon de extraccidon RIPA y se incuba en hielo durante 30 minutos. Tras esa incubacion, la
muestra se centrifuga nuevamente por 5 minutos, a una velocidad de 14000 rpm y a 4 °C. El
sobrenadante obtenido en esta segunda centrifugacion contiene las proteinas extraidas.

3.2.4.6.2 Cuantificacion del contenido proteico

La concentracidn de proteina en el extracto se determina mediante el método colorimétrico de
Lowry. Para ello se afiaden de 5 plL de extracto de proteina a 100 uL de mezcla de los reactivos
A+S (BioRad). El reactivo A contiene cobre que, al reaccionar con los enlaces peptidicos de las
proteinas, produce cobre ionizado, una etapa conocida como reaccién de Biuret. Tras 5 minutos
a temperatura ambiente, se afladen 800 L del reactivo B que contiene fosfomolibdotunstato
para desarrollar un complejo azul de heteropolimolibdeno mediante la reaccion de Folin (575).

La muestra se incuba por 15 minutos mds, en condiciones de oscuridad y a temperatura
ambiente. Para la cuantificacion, se transfieren 200 pL de la mezcla de proteinas y reactivos a
un pocillo de una placa de 96 pocillos y se mide la concentraciéon de proteina usando un
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 750 nm

3.2.4.6.3 Ejecucion del Western Blot: Electroforesis, transferencia y deteccion de proteinas

Las muestras de extracto proteico (3.2.4.4.1) se preparan para la electroforesis mezclandolas
con solucién SDS 2X y se incuban a 99 °C durante 5 minutos. Posteriormente se cargan en un gel
de acrilamida/bisacrilamida al 10% y se someten a electroforesis en la celda Mini transblot®
(BioRad) empleando tampdn Laemmli 1X, aplicando un voltaje continuo de 150 V hasta
completar la separacién de las proteinas. Seguidamente, se transfiere el contenido del gel de
acrilamida a una membrana de nitrocelulosa mediante un sistema humedo, utilizando una
solucion amortiguadora de transferencia que contiene 20% v/v de metanol, 25 mM de Trisy 192
mM de glicina. El proceso de transferencia se realiza aplicando un campo eléctrico de 112V a4
OC durante 60 minutos.

Tras la transferencia, las membranas se tratan con una solucidn de bloqueo compuesto por 100
puL de PBS 1X, 5 g de leche desnatada en polvo y 100 uL de Tween 20. Posteriormente se incuban
con los anticuerpos primarios dirigidos hacia las proteinas a identificar (por ejemplo, TCERG1 o
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GFP) durante 24 horas a 4 °C. Tras la incubacion la membrana se lava 3 veces con una solucion
de Tween 20 al 0,1% en PBS, por agitacion, con una duracidon de 10 minutos por lavado. Luego
se incuba la membrana con los anticuerpos secundarios correspondientes durante 1 hora a
temperatura ambiente. Una vez finalizada la segunda incubacién, se repite el proceso de lavado
de la membrana con Tween 20 al 0,1% en PBS.

Finalmente, la membrana se pone en contacto con la mezcla de revelado preparada a partes
iguales Western Lightning® Plus ECL Oxidizing Reagent y Western Lightning® Plus ECL Enhanced
Luminol Reagent Plus, aplicando 1 mL de mezcla de revelado por membrana. La muestra de
revelado se deja actuar por un minuto y se procede a la deteccién de las proteinas por
guimioluminiscencia, utilizando el equipo de revelado CURIX 60 (Agfa).

3.2.4.7 Andlisis de expresidn génica por reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR)

La gPCR es una técnica que permite la amplificacidn selectiva y cuantificacién en tiempo real de
fragmentos especificos de DNA, obtenido a partir del mRNA presente en las células y su
transformacion a cDNA. Esta técnica logra una replicacion exponencial del contenido de DNA
en una muestra mediante ciclos repetitivos de calentamiento y enfriamiento. En cada ciclo, un
marcador fluorescente se une al material amplificado permitiendo una medicién de la cantidad
amplificada, que correlaciona con la cantidad original de DNA en la muestra (576).

3.2.4.7.1 Extraccion de RNA

La extraccidn del RNA de la muestra del cultivo celular se realiza con el método del TRIzol. Tras
aspirar el medio, se agrega 1 mL de PBS 1X y se deprenden las células con ayuda de un raspador
de células. La suspensidn celular obtenida se centrifuga a 3000 rpm durante 5 minutos a 4 °C
descartando el sobrenadante. Posteriormente se afiaden 400 uL de TRIzol al precipitado celular
y se incuba por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se afiaden 80 pL de cloroformo, se
agita por inversion y se deja reposar por otros 5 minutos.

Pasado ese tiempo de reposo, se centrifuga la muestra a 11800 rpm y 4 °C durante 15 minutos.
Se recupera cuidadosamente la fase acuosa y se le afade isopropanol frio en proporcién de
volumen 1:1, incubando la mezcla 10 minutos a temperatura ambiente. Tras una nueva
centrifugacion a 11800 rpm por 10 minutos y 4 °C, se elimina el sobrenadante y se lava el
precipitado con 1 mL de etanol al 75%. Esta muestra se vuelve a centrifugar a 10400 rpm durante
10 minutos y 4 °C, y se descarta el sobrenadante. El precipitado se deja secar por al menos 10
minutos a temperatura ambiente, y finalmente se resuspende en 15 pL de agua libre de RNAasas
y se incuba a 58 °C por 10 minutos.

3.2.4.7.2 Conversién del RNA en cDNA y determinacion de la concentracion

Para la conversidn de RNA a DNA complementario (cDNA), se afiaden 2 uL de 5X PrimerScript
RT Master Mix (Takara Bio Europe) a 500 ng de RNA, y se ajusta el volumen a 10 pL con agua
Mili-Q. La mezcla se incuba a 37 °C por 15 minutos, y luego a 85 °C durante 5 segundos.
Posteriormente, la concentracién de cDNA se mide utilizando 1 pL de la muestra en el
espectrofotometro de microvolumen NanoDrop® (ProdigyScientific) a una longitud de onda de
260, ademas de mediciones a 230 y 280 nm como medidas secundarias para estimacion de la
pureza del cDNA.
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3.2.4.7.3 qPCR en tiempo real

La preparacion de las muestras para qPCR parten de una dilucién 1:5 de la muestra de cDNA
empleando agua Mili-Q. Se colocan 4 uL de esa dilucién en un pocillo de una placa de 96 pocillos
y se le agrega 6 uL de una mezcla para PCR que incluye: 0,5 pL de primer forward, 0,5 de pL de
primer reverse y 5 uL de SYBR® Green PCR Master Mix (Biorad). Una vez cargada la placa, se
introduce en el termociclador CFX96 Real-Time PCR Detection System para proceder con la
amplificacion permitiendo obtener el porcentaje de eficiencia de la reaccién a partir de la curva
de amplicacion.

Cada anadlisis se repite al menos tres veces, y se incluye siempre un control interno para medir
la expresion de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). La cuantificacion de la
expresion génica se realiza empleando el método de Pfaffl (577):

Ecuacidén 5: Ecuacién de Pfaffl

E . ACT gen experimental
gen experimental

Expresioén relativa gen = ACr GAPDH

EGAPDH

Donde Egen experimental Y Ecapon Se refieren a la eficiencia de la reaccion de gPCR del gen
experimental y GAPDH, respectivamente, y ACT se refiere a la diferencia del umbral de ciclos de
amplificacion entre el gen experimental y GAPDH.

3.2.4.8 Modelo in vitro de BHE

Este modelo in vitro consiste en un co-cultivo de células endoteliales derivadas de células
progenitoras de sangre de corddn umbilical y pericitos. Los pericitos se emplean en este co-
cultivo por su capacidad para inducir las propiedades de BHE en las células endoteliales.

3.2.4.8.1 Preparacion del co-cultivo

De forma previa, las células endoteliales y los pericitos se cultivan hasta que alcancen la
confluencia, de acuerdo con los procedimientos descritos en las secciones 3.2.4.1.4y 3.2.4.1.5.
Llegado a este punto, se transfieren a placas de 12 pocillos debidamente acondicionadas para
cada linea celular.

Para los pericitos, se debe acondicionar una placa de 12 pocillos de forma que, en cada pocillo,
se afiade 1 mL de gelatina y se incuba durante 15 minutos a 37 °C en atmdsfera del 95% de
humedad y 5% de CO,, Tras la incubacidn, se aspira la gelatina y se afiade 1,5 mL de medio para
pericitos. Para las células endoteliales se deben pretratar filtros transwell con Matrigel®. Para
ello, los filtros transwell se colocan dentro de placas de 12 pocillos y se les agrega 500 pL de
Matrigel® (Corning) diluido 48 veces en DMEM bajo en glucosa y se incuban durante 1 hora a 37
OC en atmésfera del 95% de humedad y 5% de CO,. Posteriormente se aspira el DMEM de cada
pocillo y se agregan 500 pL de medio para células endoteliales.

Se toma la placa que contiene el cultivo de pericitos y se aspira el medio. Las células se lavan
con PBS 1Xy para desprenderlas se agrega 1 mL de tripsina-EDTA al 0,5% e incubando 2 minutos
a 37 °C en atmdsfera del 95% de humedad y 5% de CO,. Tras la incubacion, se afiaden 5 mL de
medio para pericitos para inactivar la tripsina, se resuspenden las células (con cuidado de
asegurar una suspension uniforme) para proceder a contarlas empleando una cdmara de contaje
de Neubauer (363,364). Se toma un volumen correspondiente a 50000 células y se transfiere a
cada uno de los pocillos pretratados con gelatina, se incuban por 3 horas a 37 °C en atmdsfera
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del 95% de humedad y 5% de CO,. Transcurridas las 3 horas se aspira el medio para pericitos y
se cambia por 1,5 mL para células endoteliales.

En el caso de la placa que contiene el cultivo de células endoteliales se realiza un procedimiento
similar para obtener la suspensién de células: se aspira el medio de la placa P100, se lavan con
10 mL de PBS 1X y se desprenden con 1 mL de tripsina-EDTA al 0,5% para incubar a 37 °C en
atmodsfera del 95% de humedad y 5% de CO,. En el caso de esta linea celular, esta incubacién es
por el plazo de una hora, una vez transcurrida se inactiva la tripsina con 4 mL de medio de cultivo
para células endoteliales. Las células se resuspenden bien (con cuidado de asegurar una
suspension uniforme), para proceder a contarlas empleando una camara de contaje de
Neubauer (578,579) y se determina el volumen de suspension correspondiente a 80000 células.

Paralelamente, los filtros transwell pretratados con Matrigel® deben ser cuidadosamente
transferidos, con la ayuda de una pinza, a cada uno de los pocillos de la placa de 12 pocillos
donde se sembraron los 50000 pericitos por pocillo. A cada uno de esos pocillos, sobre el filtro
transwell, se debe transferir el volumen de suspensién de células endoteliales correspondiente
a 80000 células. Este co-cultivo se mantiene en incubacion a 37 °C en atmdsfera del 95% de
humedad y 5% de CO2. Se cambia el medio después de 48 horas, y 120 horas de establecido el
co-cultivo. Una figura representativa del co-cultivo de células endoteliales y pericitos en un filtro
trasnwell se muestra en la Figura 28.

Células
endoteliales

Luminal

Abluminal

Pericité

Figura 28: Representacion del modelo in vitro de BHE
El cultivo de células endoteliales sobre filtros transwell colocados sobre un pocillo en el que se han cultivado los
pericitos, establece el co-cultivo que corresponde modelo in vitro para evaluar la permeabilidad a través de la BHE.
Imagen modificada de (140).

3.2.4.8.2 Ejecucion del ensayo

El ensayo se ejecuta 7 u 8 dias después de la siembra del co-cultivo. Antes de empezar, los filtros
y los pocillos se lavan con Ringer Hepes (HEPES 5mM, NaCl 150 mM, KCI 5,2 mM, CaCl; 2,2 mM,
MgCl, 0,2 mM, NaHCO3 6 mM y 2,8 mM de glucosa) durante 15 minutos a 37 °C en atmdsfera
del 95% de humedad y 5% de CO,, y se afiade a cada pocillo 1,5 mL de Ringer Hepes o medio de
cultivo para células endoteliales sin rojo fenol, ademas de una muestra de 500 uL de la
suspensidon de nanoparticula lipidicas a ensayar. Cada muestra se determina por triplicado.
Adicionalmente a las muestras se emplea un control de permeabilidad de Lucifer yellow.

84



Tras un periodo de 2 horas de incubacion (37 °C en atmdsfera del 95% de humedad y 5% de CO,)
se recolectan 500 pL del aceptor, que corresponde al fondo del pocillo y que representa la parte
abluminal de la barrera, y se recolectan también los 1,5 mL de dador, que corresponden a la
parte superior del filtro y representan el lado luminal de la barrera. Las muestras se guardan a 4
OCy protegidas de la luz.

Para el andlisis de resultados se toman 100 pL de cada aceptor en una placa de 96 pocillos.
Adicionalmente se prepara un pocillo con 10 uL de la suspensién de nanoparticula y 90 uL de
Ringer Hepes o medio de cultivo para células endoteliales sin rojo fenol, medicién que se
considera como valor a tiempo O del ensayo (t'0). Se procede a determinar la emision
fluorescente del t'0 y de cada uno de los aceptores con el lector de placas Infinite F200 (Tecan),
configurado con una longitud de onda de excitacidn de 651 nm y 670 nm de emisién.

El resultado del ensayo de permeabilidad se obtiene con el calculo de la permeabilidad aparente
(Papp) €n cM/s a partir de la Ecuacion 6.

Ecuacién 6: Permeabilidad aparente

QA (t)-VD

Papp = ——~2 "~
P =14 0D - £0

Donde QA (t) corresponde a la cantidad de compuesto presente en el aceptor a un tiempo t; VD
es el volumen del dador; t es el tiempo en segundos; A es el drea de la membrana en cm?y QD
(t0) es la cantidad de compuesto presente en el dador al inicio del ensayo. El valor de control de
Papp para el Lucifer Yellow debe de ser <15x10° cm/s para que sea significativo de la correcta
formacién y funcién de barrera, y que el ensayo se considere como valido.

3.2.4.9 Modelo in vivo

Para los ensayos de deteccidn y biodistribucién de nanoparticulas lipidicas en modelo animal se
emplearon ratones cb17-SCID de 6-8 semanas. Hasta el momento de la experimentacion, los
animales se criaron en jaulas de plastico en grupo de varios individuos, acorde al
comportamiento social de la especie. Estas jaulas estaban colocadas en estantes ventilados, en
condiciones de temperatura de 20-242C, humedad del 55+/-102C y con periodos de 12h de luz
y 12h de oscuridad, de acuerdo con las normas de bienestar animal.

El modelo in vivo se aplicé en tres ensayos diferentes. Los dos primeros se enfocaron en la puesta
a punto del método, determinado dosis 6ptimas de nanoparticulas y los tiempos de observacion.
El tercer andlisis correspondié a la evaluacidn propiamente del comportamiento de las
nanoparticulas funcionalizadas.

En cuanto a las dosis de nanoparticulas administradas, se emplearon varias diluciones a partir
de la concentracidn inicial obtenida tras la fabricacidn del prototipo: 1X; 0,5X; 0,25X y 0,125X.
La férmula empleada para la fabricacidn de estas nanoparticulas incluia ademas 1,5% del lipido
fluorescente (DSPE-mPEG-Cy5), tal como se indicd en la seccidn 3.2.1.2.

Todas las diluciones se prepararon utilizando PBS 1X. La administracion de 100 pL de cada dosis
se realizo por via intravenosa a través de la cola de los ratones. Antes de la administracion, cada
dosis se filtré utilizando filtros esterilizantes de 0,2 um de didmetro de poro para asegurar la
seguridad de la solucién. Cada ensayo incluyé ademas un grupo de ratones control. La Tabla 13
detalla el esquema de dosificacion y el manejo de los animales durante los experimentos.
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Tabla 13: Esquema de dosis y manejo de ratones empleados para los estudios de biodistribucién
en el modelo in vivo de las nanoparticulas lipidicas.

Dosis Ensayo RaI:ion Sexo Sacrificio Funcionalizacion Perfusion
1X 1 12 Hembra 8h Sin funcionalizar No
1 1,6 Hembra 24h No
1 1,1 Hembra 8h No
1 1,5 Hembra 24h No
0,5X 2 2,7 Hembra 2h Sin funcionalizar Si
2 2,8 Hembra 6h Si
2 2,9 Hembra 24h Si
2 2,4 Hembra 2h Si
0,25X 2 2,5 Hembra 6h Sin funcionalizar Si
2 2,6 Hembra 24h Si
2 2,1 Hembra 2h Si
0,125X 2 2,2 Hembra 6h Sin funcionalizar Si
2 2,3 Hembra 24h Si
3 3,1 Hembra 6h Si
3 3,2 Hembra 6h RVG Si
3 3,3 Hembra 24h Si
3 3,4 Hembra 6h Si
0,25X 3 3,5 Hembra 6h MiniAp-4 Si
3 3,6 Hembra 24h Si
3 3,7 Hembra 6h Cisteina Si
3 3,8 Hembra 6h Si
(control) )
3 3,9 Hembra 24h Si
1 1,3 Hembra 8h No
1 1,6 Hembra 24h No
2 2,11 Macho 2h Sin funcionalizar Si
(SST:‘;L) 2 212 Macho 6h i
2 2,10 Hembra 24h Si
3 3,10 Hembra 6h Sin funcionalizar S
3 3,11 Hembra 24h Si

Posterior a la administracién de las dosis en cada animal, se realizé un seguimiento a tiempo
real in vivo empleando el sistema IVIS Spectrum In Vivo Imaging System (Revvity), con el fin de
monitorear la biodistribucidn de las nanoparticulas. Las imagenes se capturaron a diferentes
intervalos de tiempo: 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas y 24
horas post-administracion.

Adicionalmente, la distribucion de las nanoparticulas en los drganos se evalué de forma ex vivo.
Los ratones empleados para el seguimiento in vivo fueron sacrificados en tiempos especificos:
2, 6, 8 y 24 horas post-administracion. A partir del ensayo nimero dos, el sacrificio del animal
se realizd después de realizar una perfusion con PBS 1X para eliminar cualquier residuo
sanguineo. Para este procedimiento, se procedié a anestesiar a los ratones mediante inyeccion
de pentobarbital a una dosis de 100 mg/Kg. Posteriormente, se realizd una incisién en forma de
"V" en el abdomen para acceder a la cavidad abdominal y toracica. Se inyectaron 20 mL de PBS
1X directamente en el ventriculo izquierdo para purgar la sangre. Tras completar la perfusion,
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se extrajeron dorganos criticos como el higado, estdmago, intestinos, rifiones, vejiga, bazo,
corazén y cerebro para su posterior andlisis empleando el mismo sistema de imagenologia.

El procesamiento y andlisis de las imagenes se efectué empleando el software Living Image 4.7.4
y se procesaron los datos utilizando Microsoft Office Excel®. Con la intensidad de fluorescencia
de los drganos, se procedid a calcular la acumulacién relativa en cerebro en funcién de la
acumulacidén en otros drganos.

Para el analisis y comparacién de los datos en los experimentos de biodistribucién de
nanoparticulas funcionalizadas se calculd la fluorescencia corregida, segin lo indicado en la
Ecuacién 7. Este calculo se realizd a partir de los datos de la eficiencia de emisién radiante
obtenidos durante el analisis in vivo o ex vivo, obtenidos mediante el uso del software Living
Image. Ademds, se considerd el valor inicial de la fluorescencia de las muestras de
nanoparticulas antes de su administracion.

Ecuacién 7: Intensidad de fluorescencia corregida (ifc)

Intensidad de flouresencia de la imdgen analizada

ifc

flouresencia de la solucién de nanoparticulas funcionalizadas)

3.3 Consideraciones metodoldgicas adicionales

3.3.1 Diseiio de experimentos y configuraciones experimentales adicionales

Las metodologias de fabricacidon y funcionalizacion detalladas en las secciones anteriores
ofrecen una amplia gama de posibles combinaciones de factores y niveles. Para explorar estas
variables de forma sistematica se utilizé Disefio de Experimentos (DoE) estructurados para
recolectar y analizar algunos de los datos, asi como otras pruebas y configuraciones
experimentales adicionales que complementaron el anadlisis de los diversos factores y sus
efectos e interacciones. De forma combinada se facilitd6 un mayor entendimiento de las
interacciones entre variables, ampliando el conocimiento del espacio de disefio, en linea con los
principios de Calidad por Disefio (381,385,388).

3.3.1.1 Disefio de experimentos (DoE)

Para las variables que se estudiaron a través de DoE formales, estos se generaron y analizaron
mediante el software Minitab® versién 21.4.3, guiando la exploracidon y modelacion del espacio
del disefio. Diferentes disefios se establecieron para evaluar los efectos de cambiar la proporcion
de componentes lipidicos y asi seleccionar los valores de flujo total y proporcién de flujo que
optimizaran el tamafo de particula, PDI y potencial zeta. También se generaron estudios de
superficie balanceados para guiar el estudio de la disponibilidad de maleimida libre para su
funcionalizacion.

3.3.1.1.1 DoE de formulacion

Para estudiar los efectos de la composicion cuantitativa de la fase lipidica de la formulacion en
los atributos de calidad criticos (CQAs), se generaron dos diferentes DoE de mezcla de vértices
extremos. El primero correspondié a un disefio grado 2 con 4 componentes y 58 puntos de
disefo, en el que se evalud el efecto de cambios en la mezcla de componentes en el tamafio de
particula, PDly potencial zeta. El segundo correspondié a un disefio grado 1 con 4 componentes
y 17 puntos de disefio, donde se estudio el efecto de la mezcla de componentes en la eficiencia
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de encapsulacion del RNA. Los valores limite para cada componente de la mezcla se
establecieron segln lo indicado en la Tabla 14, y las combinaciones evaluadas se detalla en la
Tabla A 3, Anexo 1.

Tabla 14: Limites para componentes en los disefios de experimentos de mezcla.

Limites en el diseiio (%)

Componentes Inferior Superior
DSPE-mPEG-2000 1,00 2,00
DSPC 5,00 20,00
Colesterol 20,00 74,00
Dlin-MC3-DMA 20,00 74,00

3.3.1.1.2 DoE de proceso

Para evaluar los efectos de los pardmetros criticos de proceso mas tipicos en la fabricacién
microfluidica en los CQAs, se establecid un disefio compuesto central de experimentos de
superficie de respuesta, que modeld la influencia de las variables de operacién seleccionadas
segun lo indicado en la Tabla 15. El disefio experimental consistié en 1 bloque base y 22 corridas
base en 3 réplicas, para un total de 66 corridas en 3 bloques: 24 puntos cubicos, 24 puntos
axiales y 18 puntos centrales. Cuando fue necesario, se aplicaron transformaciones de Johnson
a los datos que no presentaban una distribucidon normal.

Tabla 15: Factores evaluados en el DoE de condiciones de fabricacién

Niveles
Factores
-1 0 +1
Flujo total 400 2200 4000
Proporcién de flujo 3 3 9
Dialisis No Si

3.3.1.1.3 DoE para la incorporacién de Maleimida

El estudio del contenido de maleimida, su distribucion en la formulacién y disponibilidad
superficial se estudié a partir de un disefio factorial de 2 factores, y tres niveles: tipo de lipido
maleimida (DSPE-mPEG-Maleimida, DSPE -Maleimida y Colesterol-mPEG-Maleimida) y
contenido (3%, 6% y 9%) en un disefio de 1 bloque, 1 repeticion y 9 corridas.

3.3.1.2 Configuraciones experimentales adicionales

Ademas de los DoE formales expuestos anteriormente, se evaluaron varios otros factores
experimentales que influyen en el desempefio y caracteristicas de las nanoparticulas. En estos
otros casos, aunque las configuraciones experimentales no se enmarcaron en un DoE formal, su
seleccidn y estudio independiente se dio de forma cuidadosa y seleccionada para que también
proporcionara informacién valiosa sobre la variabilidad y el comportamiento del sistema
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nanoparticula bajo diferentes condiciones experimentales. La Tabla 16 muestra los otros
factores evaluados, los niveles explorados y las variables de respuesta involucradas en las
configuraciones experimentales.

Tabla 16: Factores experimentales y variables de respuesta evaluadas con disefios
experimentales adicionales

Factor Niveles Variables de respuesta
Concentracion 96_98 Tamafio de particula, PDI, potencial zeta y eficiencia
lipidos totales ’ de encapsulacién

. L. . Tamafio de particula, PDI, potencial zeta y eficiencia
Tipo de lipido DOTAP y Dlin-MC3-DMA .,
de encapsulacién
Tampén Tamafio de particula, PDI, potencial zeta
L, Agua, Citrato (0,0015y 5 mM)
fabricacién
Tampén Agua, KCl 0,1 mM, PBS1X, sin Tamafio de particula, PDI, potencial zeta
purificacion dialisis
TF 1000, 2000 y 5000 Eficiencia de encapsulacion
FRR 3,5y9 Eficiencia de encapsulacion
pH L L
. L <7;7,4y>8 Eficiencia de funcionalizacion
funcionalizacién
Tiempo
. P L, 20, 40 y 60 minutos Maleimida residual en la formulacion
incubacion
Proporcion lipido
maleimida a 1:0,5;1:1: 1:1,25y 1:1,5 Maleimida residual en la formulacion
péptido
Efecto de evitar la B L . »
Siono Maleimida residual en la formulacidon

primera dialisis
Tamafio de particula, PDI, potencial zeta Eficiencia
RVG, THRre, Angiopepe2, MiniAp-  de funcionalizacién, estudio de permeabilidad in
4, Cisteina* vitro a través de la BHE, y estudio de distribucién in
vivo

Tipo de péptido

Nota: *Para la eficiencia de funcionalizaciéon Unicamente se evaluaron RVG, Angiopep2 y THRre, mientras que
para evaluar la permeabilidad in vivo Unicamente se estudiaron RVG, MiniAp-4 y cisteina

3.3.2 Analisis estadistico de los datos

Todos los datos obtenidos en el estudio se analizaron utilizando el software estadistico Minitab®
21.4.3, empleando también Microsoft Excel® para el tratamiento de los datos. Este analisis
estadistico permitié evaluar la significancia y la variabilidad de los datos obtenidos, permitiendo
ademas identificar interacciones y correlaciones que contribuyeron a una mayor comprension
de los efectos de algunos de los factores experimentales. Los resultados promedio se presentan
como la media * desviacion estandar de las mediciones realizadas.

Para la comparacion de medias entre grupos se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) de uno o
dos factores, segln correspondiera, seguido de pruebas post hoc de Tukey para identificar
diferencias especificas entre grupos. Se consideraron como estadisticamente significativos los
valores de p menores a 0,05, y se indicaron los casos en que se observaron valores de
significancia mas estrictos, como p<0,01 y p<0,001.
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En los disefios experimentales mas complejos (3.3.1.1), se empled analisis de regresiéon multiple
con evaluacidn de minimos cuadrados. De forma complementaria se ejecuté analisis de varianza
y anadlisis de correlacién de Pearson. Este enfoque permiti6 modelar matemdticamente vy
predecir la configuracion dptima de parametros de acuerdo con objetivos especificos, asi como
predecir respuestas en escenarios hipotéticos, como por ejemplo en la optimizaciéon de tamaiio
de particula, PDI y potencial zeta en los DoE de formulaciéon y mezcla de componentes. La
bondad de ajuste y la precisidn predictiva de los modelos se evaluaron mediante graficos de
residuos y valores r? y r? predictivo.

Para estos disefiar con multiples factores y niveles interrelacionados, también se aplicd andlisis
multivariado, incluyendo analisis de componentes principales (PCA)(580). El PCA permitidé una
reduccion de la dimensionalidad de los datos, permitiendo identificar patrones y establecer (o
confirmar) relaciones entre las variables, ayudando a comprender la influencia de los factores
en los resultados obtenidos. Adicionalmente, en el caso de los datos obtenidos del disefio
experimental de la Tabla 15, se generaron también arboles de clasificacién y regresion (CART)®
(581) para posterior visualizacién y jerarquizacion de los niveles de variables mas influyentes.

3.3.3 Consideraciones éticas

Los estudios realizados con animales de experimentacion contaron con el aval favorable del
Comité Etica del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), registrado bajo el cédigo
interno 1419/2023 y del 6rgano habilitado de la Junta de Andalucia. Se llevé a cabo un
seguimiento para garantizar el bienestar de los animales empleados. Todos los procedimientos,
incluyendo el sacrificio, se llevaron a cabo conforme a las normas vigentes de bienestar animal,
buscando siempre minimizar el sufrimiento de los animales, siguiendo cuando fue posible la
regla de las 3R (reducir, reutilizar y reciclar). Los experimentos se realizaron bajo la supervisién
de los responsables de la Unidad de Experimentacién Animal del Instituto de Parasitologia y
Biomedicina “Lopez-Neyra” (IPBLN-CSIC).

3.3.4 Contribuciones en el desarrollo de las actividades

Durante el desarrollo de este proyecto se contd con el apoyo préctico de estudiantes de Master,
quienes participaron activamente bajo la supervisién directa y colaboracién con el doctorando.
Estos estudiantes contribuyeron en la aplicacidn de técnicas especificas y en preparacion de
muestras.

e Kevin Valencia Clua: asistié en las pruebas contenido de maleimida empleando el reactivo
de Ellman, en la preparacidn de reactivos para las pruebas de reformulacién para agregar
lipido maleimida y lipido fluorescente, y en la preparacidon de muestras para analisis de
contenido de péptido por cuantificacién de aminoacidos.

e Laura Carrera Rodriguez y Elena Bertolino: participaron en el desarrollo de método HPLC-
UV para la cuantificacion de componentes lipidicos, en las pruebas de contenido de
maleimida empleando el kit fluorimétrico, y en las pruebas de eficiencia de
funcionalizacién.

o Noelia Martinez Martinez: Colaboré en la ejecucion de ensayos bioldgicos, el
mantenimiento de lineas celulares, el manejo de muestras y recoleccidon de datos criticos
de las pruebas de desempeiio bioldgico.
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Adicionalmente se contd con el apoyo de Alejandro Ramirez Troncoso, en colaboracién con el
grupo de la Dra. Macarena Sanchez Navarro (Desarrollo y evaluacién de péptidos
transportadores, IPBLN-CSIC) para el desarrollo del co-cultivos del modelo in vitro de BHE.

Durante la ejecucién de técnicas de microscopia confocal, citometria de flujo y manejo de
animales de experimentacién en el IPBLN-CSIC, se conté con el apoyo del personal a cargo de
los servicios utilizados: Maria Mercedes Pérez Sanchez-Cafiete (citometria), Laura Montosa
Hidalgo (microscopia), y Beatriz Ruiz Entrena, Clara Eugenia Sdnchez Gonzélez y Lina Maria
Orrego Zapata (animalario).

3.3.5 Seguridad y manejo de residuos

Se trabajé siguiendo normas generales de seguridad para laboratorios quimicos, empleando en
todo caso equipo de proteccién personal adecuado. Para el manejo de residuos de los procesos
de formulacién se siguié el procedimiento de gestidon de residuos especiales de la Universidad
de Barcelona (P-Wa-4.4.6/002)(582). Los residuos se clasificaron segin las categorias
establecidas, de acuerdo con sus caracteristicas fisicas y su peligrosidad, y se desecharon en
contenedores adecuados para su tratamiento y disposicion final segun las disposiciones
generales de dicho procedimiento.

El riesgo bioldgico de las actividades realizadas en esta tesis es de tipo 2. La manipulacién de
las células se realizd en salas de cultivo celular sefializadas con el simbolo de peligro bioldgico y
dentro de campanas de seguridad de flujo laminar tipo 2. Las medidas de seguridad utilizadas
son las incluidas en la memoria de Autorizacion de Instalacidn para realizar manipulacidn con
organismos modificados genéticamente (Notificaciones A/ES/08/1-12 y A/ES/08/1-17 para el
nivel de seguridad 2). El IPBLN ha sido acreditado por la Direccidn General de Relaciones
Laborales y Seguridad y Salud Laboral de la Consejeria de Empleo (Junta de Andalucia) para el
uso de agentes bioldgicos tipo 2 (RD 664/1997), con nimero de referencia de expediente
2016/GR/01. Los reactivos utiles generados durante el desarrollo de este proyecto se
almacenaron en congeladores a -80°C, ubicados en salas especialmente habilitadas. El resto se
elimind adecuadamente. No se liberaron organismos modificados genéticamente vivos al
exterior. La tesis utilizé ratones como modelo animal, que es crucial para el trabajo propuesto
y no puede sustituirse por otros métodos. La cria y experimentacidn de los ratones se realizo
en el animalario del IPBLN (Reg. N2 ES-180210000022).
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Resultados

4.1 Desarrollo de las nanoparticulas lipidicas

4.1.1 Preformulacion de las nanoparticulas lipidicas

La premisa fundamental para el inicio de este proyecto fue desarrollar una formulacién capaz
de transportar siRNA a través de la BHE. Por lo tanto, se requeria un tipo de vehiculo que no solo
protegiera el siRNA durante el transito, sino que también ofreciera la capacidad de realizar
modificaciones superficiales para permitir un direccionamiento activo aprovechando
mecanismos de transporte especificos de la BHE hacia el SNC. Ademds, sin perder de vista
criterios regulatorios y farmacotécnicos para la fabricacién de medicamentos, era esencial que
el vehiculo y su proceso de desarrollo fueran escalables. La ejecucién del desarrollo bajo los
estandares de calidad por disefio (QbD, ICH Q8) establece una base sdlida que podria facilitar la
viabilidad del proyecto en un contexto de produccion industrial.

Apoyados en la experiencia previa del grupo de investigacion y en una exhaustiva revisién
bibliografica, se realizaron pruebas preliminares para identificar el vehiculo mas adecuado para
cumplir con las premisas establecidas. La Tabla 17 muestra los resultados preliminares que
exploraron diferentes tipos de nanoparticulas y métodos de fabricacién, de acuerdo con la
disponibilidad. Estas pruebas se centraron en demostrar la viabilidad de aplicacién, y en evaluar
la compatibilidad practica de cada método y nanoparticula obtenida con los requisitos del
proyecto y su potencial para el escalamiento en un contexto industrial.

Tabla 17: Pruebas preliminares de preparacion de nanoparticulas para la seleccién del tipo de
vehiculo y método de fabricacion.

Tipo de | Método de | Tamaiio de | Observaciones

nanoparticula | fabricacion particula (nm)

Este método es laborioso y requiere varios pasos.
En este se aplica estrés térmico y mecanico a los
diferentes componentes.

184,92 + 80,16 Su baja reproducibilidad puede dificultar Ia
escalabilidad.

Homogenizacién

SLNs .
en caliente

El siRNA se vehiculiza en la superficie de la
nanoparticula.

Es un método rapido y sencillo de aplicar.

Con él es posible obtener un rango de tamarios de
particula mas estrecho que con el método de
homogenizacion en caliente.

El siRNA se vehiculiza en la superficie de la
nanoparticula.

Es un método rdpido y sencillo de aplicar.

Con él es posible obtener un rango de tamarios de
particula mas estrecho que con el método de
homogenizacién en caliente.

El siRNA se vehiculiza encapsulado dentro de la
nanoparticula

SLNs 143,71+ 34,11

Inyeccién etanol
(goteo con
jeringa)

LNPs 127,87 £ 8,33

Basandose en los resultados de las pruebas preliminares se optd por desarrollar nanoparticulas
lipidicas ionizables (LNPs), compuestas principalmente por colesterol, lipido ionizable,
fosfolipido y lipido pegilado. Para su fabricacion, se eligié el método de inyeccién de etanol.
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Particularmente se seleccioné el método de fabricacién asistido por mezcla microfluidica, por
su mayor potencial de parametrizacién y elevada reproducibilidad. Esta preseleccién de tipo de
vehiculo y método de manufactura permitid avanzar hacia la elaboracién de un perfil de calidad
objetivo detallado. Este paso a su vez permitid una seleccién sistematica y justificada de
atributos de calidad, asi como la implementacién de un analisis de riesgo detallado. Este
proceso, guiado por los principios de QbD, se detalla en a continuacién.

4.1.1.1 Establecimiento del perfil de calidad objetivo de producto

El perfil de calidad objetivo del producto (QTTP) se definid alineado a los objetivos del proyecto
y su objetivo principal de desarrollar nanoparticulas lipidicas para vehiculizar siRNA a través de
la BHE. Esta definicién respondié también a las particularidades identificadas durante las
pruebas preliminares. El proceso de establecimiento del perfil de calidad objetivo se
fundamenté en la experiencia previa del grupo de investigacién y en la literatura disponible y
actualizada sobre la aplicacion de la QbD en el desarrollo de nanoparticulas lipidicas (384,402).
El perfil de calidad objetivo, detallado en la Tabla 18, resume los atributos esenciales que deben
ser controlados para garantizar la efectividad y seguridad del medicamento a desarrollar.

Tabla 18: Definicidon del QTPP para la formulacién de LNPs para la vehiculizacidon de siRNA a
través de la BHE (continua).

Elemento del QTPP

Objetivo

Justificacion

Tipo de administracion

Parenteral, intravenosa

Esta via permite una administracién directa al
torrente sanguineo ofreciendo un primer control
sobre la distribucién. Esta técnica reduce la
invasividad asociada a otros métodos de
administracion hacia el SNC.

Forma farmacéutica

Solucidn coloidal de
nanoparticulas

Esta forma farmacéutica facilita la administracion
parenteral de soluciones fisicamente estables,
asegurando consistencia en la dosis administrada.

Tipo de vector

Vector no viral.
Nanoparticulas lipidicas,
NLC

Este tipo de vehiculo presenta una menor
inmunogenicidad comparado con otro tipo de
vectores. Las nanoparticulas lipidicas ofrecen un
mayor grado de seguridad y biocompatibilidad que
otras nanoestructuras.

Su composicidn estructural proporciona una
proteccidn robusta al siRNA, lo cual es crucial para su

estabilidad y posterior efectividad de silenciamiento.

Sitio de actividad

Sistema nervioso central

Objetivo estratégico del grupo de investigacién. Esto
se debe al impacto, prevalencia y complejidad de las
enfermedades del SNC. Las nanoparticulas
representan una solucidon prometedora para superar
los desafios de transporte impuestos por la BHE.

Tipo de direccionamiento
(targeting)

Direccionamiento
(targeting) activo con
péptidos en superficie

El direccionamiento activo ofrece mayor control y
reproducibilidad en la acumulacién de
nanoparticulas, y mayor especificidad al poder ser

dirigido a células o receptores especificos

Indicacién terapéutica

Silenciamiento genético

De acuerdo con los objetivos estratégicos y
experiencia previa del grupo. Ademas, este tipo de
terapias permitirian modular la expresion de genes
especificos implicados en patologias del SNC. El
silenciamiento génico ofrece el potencial de abordar
enfermedades intratables o de manejo limitado por
terapias convencionales.
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Tabla 18 (continuacién): Definicion del QTPP para la formulacién de LNPs para la vehiculizacién
de siRNA a través de la BHE (continua).

Elemento del QTPP

Objetivo

Justificacion

Apariencia

Cumple con la monografia
de la Farmacopea Europea
sobre particulas visibles
(2.9.20) y subvisibles
(2.9.19) en formulaciones
parenterales

El cumplimiento regulatorio garantiza la calidad y
seguridad, minimizando riesgos de irritacion o
reacciones adversas en la administracion parenteral.

Identificaciéon de
componentes

Identificar los componentes
incorporados en la formula

Permite valorar reproducibilidad del proceso de
fabricacién, y es también una herramienta para
evaluar la disponibilidad superficial de componentes
claves para el proceso de funcionalizacion para el
direccionamiento activo.

Tamafio de
particula

<100 nm

Es ampliamente aceptado que la actividad in vivo de
las nanoparticulas es dependiente del tamafio de
particula. Particularmente, un tamafio inferior a 100
nm facilitaria el paso a través de la BHE.

indice de
polidispersidad

<0,2

Un rango estrecho de tamano de particula es
deseable para un efecto in vivo homogéneo. La
informacion  bibliografica sefiala que valores
inferiores a 0,2 mejoran los parametros de
desempefio bioldgico de las nanoparticulas.

Potencial zeta

>10 mV
<40 mV

De acuerdo con el soporte bibliografico, este valor de
potencial zeta mejora la interaccién con membranas
bioldgicas, permite mantener la estabilidad coloidal y
mejora le biocompatibilidad de las formulaciones de
nanoparticulas.

Eficiencia de
encapsulacion

>90 %

Corresponde al valor de referencia para Ila
encapsulacion de acidos nucleicos en este tipo de
fabricados con lipidos ionizables. Ademads, esta
eficiencia permite maximizar resultados con un

menor gasto de material (siRNA).

Atributos de calidad

Contenido de siRNA

Apto para efecto de
silenciamiento en tejido
diana sin dar lugar a efectos
adversos (a determinar)

La cantidad de siRNA debe ser calibrada para
garantizar una respuesta bioldgica eficaz, sin
excederse o ser insuficiente. Esto requiere una
detallada evaluacién de la respuesta en términos de
la cantidad (a determinar en etapas posteriores).

Eficiencia de
Transfeccidn in vitro

> 90 % de células objetivo

Un elevado porcentaje de transfeccion demuestra la
capacidad del vehiculo para alcanzar y entrar en
células diana. Esta caracteristica de alta eficiencia de
transfeccion establece la validez para,
posteriormente, evaluar el silenciamiento génico.

Capacidad de
silenciamiento in
vitro

Bloquear o reducir la
expresion de un gen
especifico

El cumplimiento de este atributo es fundamental para
alcanzar uno de los objetivos principales del proyecto.
Con este atributo se observa el impacto inhibitorio y
valida la eficacia del vehiculo para proteger y liberar
el siRNA, estableciendo una base sdlida para avanzar
hacia estudios preclinicos en animales.

Permeabilidad hacia
cerebro

Formulacidn capaz de
cruzar la BHE

La capacidad de cruzar la BHE corresponde al objetivo
y reto principal de este proyecto de investigacion. El
cumplimiento de este atributo es crucial no solo para
el transporte de siRNA hacia el SNC, sino para
establecer una base para vehiculizar de forma
efectiva moléculas terapéuticas para tratar trastornos
neurodegenerativos, desdérdenes psiquiatricos vy
tumores cerebrales.
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Tabla 18 (continuacién): Definicion del QTPP para la formulacién de LNPs para la vehiculizacién
de siRNA a través de la BHE.

Elemento del QTPP Objetivo Justificacion

Esterilidad Cumple con la monografia | La esterilidad es requerida para asegurar
de la Farmacopea Europea | bioseguridad minimizando el riesgo para el
sobre esterilidad (2.6.1) paciente/los sujetos de estudio.

Ausencia de Biocompatible En vista de que las nanoparticulas poseen una
citotoxicidad citotoxicidad intrinseca, es importante asegurar su
biocompatibilidad en las concentraciones
administradas. Por lo tanto, se debe garantizar que
no se produzcan reacciones toxicas en los cultivos y
organismos de ensayo, a las concentraciones que se
requieran para poder observar efecto terapéutico y
biodistribucion.

Estabilidad Minimo un mes Una estabilidad de al menos un mes asegura su
utilidad para las aplicaciones durante las fases
preliminares de los estudios preclinicos.

En caso de obtenerse resultados prometedores para
aplicaciones clinicas, se deberdn realizar estudios
adicionales para optimizar la formulacién y extender
la vida dutil, realizando una reformulaciéon y un
replanteamiento del QTPP (posiblemente,
redefiniendo la forma farmacéutica final y agregando
estudios de liofilizacion).

Condiciones de Entre 2y 8°C Asegurar condiciones de estabilidad con ese rango
almacenamiento de temperatura, reduce el estrés fisicoquimico de la
formulacion. También facilita el manejo logistico en
cuanto a mantenimiento de muestras durante los
ensayos preclinicos.

Atributos de calidad

Con el establecimiento del QTPP se genera una base sobre la cual se puede conducir el resto del
desarrollo bajo los principios de QbD. Dado el caracter innovador y de investigacidon exhaustiva
de este proyecto de tesis, se determind que todos los atributos de calidad identificados en la
Tabla 18 fuesen considerados criticos. Esto implica que todos ellos fueron incluidos en el andlisis
de riesgo detallado a partir de la siguiente subseccion. Este enfoque se adopté para evitar la
subestimacion de riesgos potenciales y de los impactos de los atributos sobre el perfil de calidad.
A falta de sustento técnico para reducir la cantidad de atributos de calidad criticos en estas
etapas previas, se mantiene un espacio del disefio amplio que permita garantizar la integridad y
replicabilidad de la formulacién bajo condiciones ampliamente controladas.

4.1.1.2 Analisis de riesgo de las nanoparticulas lipidicas

La siguiente etapa del proceso de preformulacidn involucra la realizacién de un analisis de riesgo
detallado del impacto de los parametros de formulacién y proceso en los atributos criticos de
calidad (CQA, por sus siglas en inglés) obtenidos del establecimiento del QTPP. Este analisis es
crucial para que las pruebas de desarrollo, y el establecimiento de los controles de la
formulacién, respondan a las condiciones que impactan la calidad del producto de forma mds
critica. También es crucial para guiar el proceso de desarrollo y asegurar optimizaciéon de
recursos, generando una base para priorizar y ejecutar las pruebas especificas que exploren el
espacio del disefio, y se identifiquen los controles mas criticos. Los detalles de este analisis de
riesgo se presentan en la Tabla 19, justificado de la Tabla 20 a la Tabla 28 (parametros de
formulacion), y en la Tabla 29, justificado de la Tabla 30 a la Tabla 35 (parametros de proceso).
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Tabla 19: Analisis de riesgo inicial para pardmetros de formulacién de nanoparticulas lipidicas
para la vehiculizacién de siRNA a través de la BHE.

CQA

Parametros de formulacion

Composicion general de la fase lipidica

Lipido maleimida

Agente de
funcionalizacion

Soluciones tampdn

para fabricacién y

purificacion

Tipo

%

Composicidn del Medio de
incubacion

Tipo
Proporcion maleimida/péptido

Apariencia

Identificacion de
componentes

Tamafio de particula

PDI

Potencial zeta

Eficiencia de
encapsulacion

Contenido de siRNA

Eficiencia de
Transfeccion in vitro

Capacidad de
silenciamiento in vitro

Permeabilidad hacia
cerebro

Citotoxicidad

Seguridad en
animales

Composicion

pH

Cantidad de siRNA a incorporar
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Tabla 20: Justificacidn del andlisis de riesgo inicial para el parametro de formulacién de

composicion de la fase lipidica.

CQA

Justificacion del riesgo asociado a la composicion de la fase
lipidica

Apariencia

Contenido de siRNA

Permeabilidad hacia
cerebro

La apariencia de la suspensién de nanoparticulas podria verse
indirectamente afectada por la composicidn especifica utilizada, la cual
influencia el tamafio de las particulas. Dado que el tamafio de particula
es evaluado directamente bajo otro CQA con otro nivel de riesgo mas
alto, el riesgo asociado a la apariencia es considerado medio.

Se considera un riesgo alto debido a que la naturaleza quimica de los
componentes afecta la capacidad de identificacion y la idoneidad de la
aplicacion de ciertas técnicas analiticas.

El riesgo se considera alto ya que en la preparacion por mezcla
microfluidica, el tamafio y distribucién de tamafio de las nanoparticulas
es dependiente del tamafio (peso molecular) de cada uno de los
excipientes.

El potencial zeta es dependiente de los grupos moleculares expuestos en
la superficie de las nanoparticulas. Por lo tanto, la composicién cualitativa
y cuantitativa de las nanoparticulas tiene un impacto directo en la
composicion superficial de estas. El riesgo se considera alto.

La eficiencia de encapsulacién es un parametro que depende de la
adecuada interaccién entre el lipido ionizable y el siRNA (dependiente
también de la proporcion nitrégeno/fosfato, dependiente de la cantidad
de lipido ionizable) Por esa razén se considera un riesgo alto.

El contenido de siRNA depende de una adecuada interaccidn entre el
lipido ionizable. Por ese motivo, el riesgo respecto a la composicion de la
fase lipidica se considera medio, siempre y cuando se realicen siempre
los ajustes para asegurar una proporcion nitrégeno/fosfatos elevada
(sino, el riesgo seria alto).

Estos parametros son indicadores de la eficacia de la formulacién, y son
el principal resultado de las pruebas de desempefio. La composicidn
Optima de fosfolipidos asegura una fusion adecuada con membranas
celulares, mientras que le proporcion adecuada de lipido ionizable
asegura encapsulacién y liberacidon oportuna del siRNA. Por lo tanto, el
riesgo se considera alto.

La revisidn de la literatura cientifica sefiala que la composicion lipidica es
uno de varios factores que puede influir en la capacidad de las
nanoparticulas para atravesar la BHE. El riesgo se considera medio.

Los excipientes a probar han demostrado una baja citotoxicidad y elevada
bioseguridad, respaldada ademas por su eficacia clinica. Sin embargo, el
efecto puntual con la formulacion especifica es desconocido y por lo
tanto se considera que el riesgo es alto.
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Tabla 21: Justificacidn del analisis de riesgo inicial para el parametro de formulacién de tipo de

lipido maleimida.

CQA

Justificacion del riesgo asociado al tipo de lipido maleimida

Apariencia

Los lipidos maleimida (o lipidos funcionales) empleados para la
funcionalizacion muestran una compatibilidad que en la practica no
agregan un riesgo adicional que afecte la apariencia final de Ia
suspension, por lo que el riesgo se considera bajo

Identificacion de
componentes

Las diferencias entre los diferentes tipos de lipido maleimida pueden
afectar la facilidad con que son identificados mediante las técnicas
analiticas disponibles, por lo tanto, se considera un riesgo alto.

Tamafio de particula

PDI

Analogo a lo que se justificd para la apariencia, los lipidos empleados para
la funcionalizacion muestran una compatibilidad que en la practica no
agregan un riesgo adicional que afecte el tamafio y la distribucién del
tamafio de particula, por lo que el riesgo se considera bajo

Potencial zeta

El lipido maleimida se agrega para que sea posible la modificacion
superficial de la nanoparticula. Por lo tanto, impacta directamente en la
distribucién superficial de elementos de la nanoparticula y en el potencial
zeta. Por este motivo se considera un riesgo alto.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

En términos de composicion estos atributos estdn asociados a la cantidad
de lipido ionizable, no asi a la del lipido maleimida. La incorporacién de
este Ultimo no se realizard a expensas del lipido ionizable, por lo que se
espera que el impacto en estos atributos sea bajo, y de igual manera se
considera el riesgo asociado.

vitro

Eficiencia de transfeccion in

Capacidad de
silenciamiento in vitro

La modificacion superficial es uno de los factores que podria afectar la
capacidad de las nanoparticulas de ingresar en las células objetivo. Por lo
tanto, el riesgo se considera medio.

Permeabilidad hacia
cerebro

El lipido funcional afecta la funcionalizaciéon misma, y la hipdtesis
principal es que el grado de funcionalizacién afectara directamente a la
capacidad de penetrar a través de la BHE. Por lo tanto, el riesgo se
considera alto.

Citotoxicidad

Seguridad en animales

Los lipidos funcionales empleados para funcionalizacidn muestran una
compatibilidad que en la practica no agregan un riesgo adicional que
afecte la citotoxicidad y bioseguridad, por lo que el riesgo se considera
bajo
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Tabla 22: Justificacidn del andlisis de riesgo inicial para el parametro de formulacidn del

porcentaje del lipido maleimida.

CQA

Justificacion del riesgo asociado al porcentaje de lipido
maleimida

Apariencia

Los porcentajes habitualmente empleados de lipido funcional no
corresponden a la mayoria dentro de la composicién de la nanoparticula.
Por lo tanto, este parametro practicamente no agrega un riesgo adicional
que afecte la apariencia final de la suspensién, por lo que el riesgo se
considera bajo.

Identificacion de
componentes

El porcentaje agregado del excipiente, en caso de ser muy bajo, podria
afectar la detectabilidad del material. Por lo tanto, el riesgo se considera
medio.

Tamafio de particula

PDI

Analogo a lo que se justificd para la apariencia, y a lo indicado en la Tabla
21 (tipo de lipido maleimida) para este mismo atributo, los lipidos
empleados para la funcionalizacion muestran una compatibilidad que en
la practica no agregan un riesgo adicional que afecte el tamafio y la
distribucién del tamafio de particula, por lo que el riesgo se considera
bajo

Potencial zeta

De acuerdo con la funcion que cumple, el porcentaje de lipido funcional
impacta en la distribucion y disponibilidad de grupos maleimida en la
superficie de la nanoparticula y, eventualmente, de los péptidos de
modificacion. Por lo tanto, el riesgo del impacto de este parametro de
formulacion en este CQA es alto.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Como se indico para el tipo de lipido maleimida (Tabla 21) estos atributos
estan asociados a la cantidad de lipido ionizable, no asi a la del lipido
maleimida. La incorporacidn de este ultimo no se realizara a expensas del
lipido ionizable, por lo que se espera que el impacto en estos atributos
sea bajo, y de igual manera se considera bajo el riesgo asociado.

Eficiencia de Transfeccion
in vitro

Capacidad de
silenciamiento in vitro

La cantidad de lipido maleimida (e indirectamente, del péptido de forma
eventual) es critica para la capacidad de las células para interactuar con
las células diana. Dado que estos aspectos son criticos para la efectividad
terapéutica se considera que es un riesgo alto.

Permeabilidad hacia
cerebro

La funcion del lipido maleimida es brindar la posibilidad de realizar
modificaciones superficiales con el objetivo de mejorar la permeabilidad
hacia el cerebro. Asi, el porcentaje de maleimida puede tener un impacto
elevado en la permeabilidad a través de la BHE. Por lo tanto, se considera
un riesgo alto.

Citotoxicidad

Seguridad en animales

Al igual que se considerd con el parametro de tipo de lipido maleimida
(Tabla 21), se considera que los lipidos funcionales empleados para
funcionalizacion muestran una compatibilidad que en la practica no
agregan un riesgo adicional que afecte la citotoxicidad y bioseguridad,
por lo que el riesgo se considera bajo

100



Tabla 23: Justificacidn del analisis de riesgo inicial para el parametro de formulacidn de tipo de
agente de funcionalizacion.

CQA

Justificacion del riesgo asociado al tipo de agente de
funcionalizacién

Apariencia

El tipo de agente es una de las variables que puede afectar las
propiedades fisicoquimicas de la suspension coloidal y, en consecuencia,
a la apariencia de la forma farmacéutica. Por lo tanto, el riesgo para este
parametro se considera medio.

Cada material especifico, particularmente cada péptido distinto, que se
utilice para la funcionalizacién tendra unas caracteristicas estructurales
que puede causar diferencias en la facilidad para poder identificar cada
estructura con las técnicas analiticas disponibles.

Tamafio de particula

El tipo de péptido puede influir en el tamafio mismo de la nanoparticula,
asi como en las interacciones inter-particulares, pudiendo afectar el
tamafio a partir del mismo prototipo. Por esto se considera que es un
riesgo medio.

PDI

Aunque puede ser indirectamente influenciado por los cambios en el
tamafio fruto de la funcionalizacién, se considera que la uniformidad de
tamafios es mas dependiente de la uniformidad de la nanoparticula base,
por lo tanto en términos del tipo de agente de funcionalizacion se
considera como un riesgo bajo.

Los cambios en el tipo de agente de funcionalizacién produciran cambios
en las propiedades de carga superficial de las nanoparticulas. Por lo tanto,
este riesgo se considera alto.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Estos son atributos asociados a las interacciones durante la fabricacién
de la nanoparticula base, antes de la funcionalizacién. Por lo tanto, el
riesgo asociado se considera bajo.

Los diferentes péptidos (agente de funcionalizacién) podrian manifestar
distintas capacidades para interactuar con las células diana. Dado que
estos aspectos son criticos para la efectividad terapéutica se considera
que es un riesgo alto.

Una de las principales hipotesis de este trabajo es que la utilizacion de
distintos péptidos tendra efectos diferenciadores en cuanto a la
capacidad de las nanoparticulas para atravesar la BHE. Por lo tanto, se
considera un riesgo alto.

Citotoxicidad

Seguridad en animales

Los diferentes agentes de funcionalizacién podrian inducir cambios en la
biocompatibilidad, principalmente por cambios en la biodistribuciéony en
la interaccién misma con las células del organismo. Este efecto sea
posiblemente por una afectacion en la acumulacién de las
nanoparticulas, mas que cambiando su toxicidad intrinseca. Por lo tanto,
se considera un riesgo medio.
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Tabla 24: Justificacidn del andlisis de riesgo inicial para el parametro de formulacién de

proporcion maleimida/péptido.

CQA Justificacion del riesgo asociado a la proporcion
maleimida/péptido
La proporcion maleimida/péptido afecta la eficiencia de la
funcionalizacidn, no asi el porcentaje total maximo posible (que esta mas
Apariencia ligado a la cantidad de lipido maleimida). De manera que puede tener

influencia en la densidad total, pero no es el pardmetro mas critico y por
eso se considera un riesgo medio.

Identificacion de
componentes

El exceso de péptido no tiene influencia en la cantidad total adherida a la
superficie, la cual es la que es sujeto de identificacién. Por lo tanto, el
riesgo asociado a la identificacion de componentes se considera bajo.

Tamafio de particula

La cantidad total de péptido en la superficie puede influir en la agregacién
de las nanoparticulas base. De manera analoga a lo expuesto para el
atributo de apariencia, la proporcién maleimida/péptido puede influir
esta cantidad maxima pero no es el pardmetro mas critico, comparado
por ejemplo con la cantidad de lipido maleimida. De manera que se
considera un riesgo medio.

PDI

Analogo a lo indicado para el pardmetro de lipido maleimida, el PDI puede
ser indirectamente influenciado por los cambios en el tamafio fruto de la
funcionalizacién. Sin embargo, se considera que la uniformidad de
tamafios es mas dependiente de la uniformidad de la nanoparticula base.
Por lo tanto, en términos de la proporcién maleimida/péptido se
considera como un riesgo bajo.

Potencial zeta

La cantidad total de péptido en la superficie puede influir en las
propiedades de carga superficial de la nanoparticula y se considera un
riesgo alto.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Estos son atributos asociados a las interacciones durante la fabricacién
de la nanoparticula base, antes de la funcionalizacién. Por lo tanto, el
riesgo asociado se considera bajo.

Eficiencia de transfeccion in
vitro

Capacidad de
silenciamiento in vitro

La proporcidon maleimida péptido es critica para poder determinar la
densidad efectiva de funcionalizacion en la superficie de las
nanoparticulas, la cual es un factor esencial para la interaccion adecuada
con las células diana. Hay una incertidumbre en cuanto a la cantidad
6ptima de funcionalizacién necesaria para un efecto terapéutico, que
eleva el nivel de riesgo evaluado. Por esto se considera un riesgo alto.

Permeabilidad hacia
cerebro

De forma andloga a lo expuesto para eficiencia de transfeccion vy
capacidad de silenciamiento, la incertidumbre que hay sobre qué niveles
de densidad de funcionalizacion son los 6ptimos, y el posible efecto de la
proporcién maleimida/péptido en esos niveles de expresion, se considera
que el riesgo es alto.

Citotoxicidad

Seguridad en animales

La expresion de diferentes niveles de agente de funcionalizacién podria
inducir cambios en la biocompatibilidad, principalmente por cambios en
la biodistribucidn y en la interaccién misma con las células del organismo.
Este efecto sea posiblemente por una afectacién en la acumulacién de las
nanoparticulas, mas que cambiando su toxicidad intrinseca. Por lo tanto,
se considera un riesgo medio.
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Tabla 25: Justificacidn del andlisis de riesgo inicial para el parametro de formulacién de
composicion del medio de incubacion.

CQA Justificacion del riesgo asociado a la composicion del
medio de incubacién
Debido a su impacto en la eficiencia de la funcionalizacion, el pardmetro
de composicion del medio de incubacién puede afectar el tamafio de
Apariencia particulas y de esa forma indirectamente la apariencia final y por lo tanto

se considera un riesgo medio.

Identificacion de
componentes

El medio de incubacién no forma parte de la nanoparticula final y no esta
sujeto a identificacion. Por lo tanto, el riesgo es bajo.

Tamafio de particula

De manera analoga a lo justificado para el atributo de apariencia, la
composicion del medio de incubacion puede influir en la eficiencia de la
funcionalizacidn, y de esa forma afectar en el tamafio de particula junto
con otros parametros involucrados. Por lo tanto, se considera un riesgo
medio.

PDI

Aunque podria influenciar indirectamente por la eficiencia de la
funcionalizacidn, se considera que la uniformidad de tamafios es mas
dependiente de la uniformidad de la nanoparticula base. Por lo tanto, en
términos de la composicion del medio de incubacién, se considera como
un riesgo bajo.

Potencial zeta

Al afectar la eficiencia de la funcionalizacién, la composicién del medio
de incubacién puede afectar las propiedades superficiales de la
nanoparticula y por lo tanto impactar en el potencial zeta. Por esto se
considera que el riesgo es alto.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Estos son atributos asociados a las interacciones durante la fabricacién
de la nanoparticula base, antes de la funcionalizacién. Por lo tanto, el
riesgo asociado se considera bajo.

Eficiencia de tansfeccion in
vitro

Capacidad de
silenciamiento in vitro

La densidad efectiva de funcionalizacion en la superficie de las
nanoparticulas es un factor esencial para la interaccion adecuada con las
células diana. El medio de incubacidn afectara la cantidad final de
péptido. Hay una incertidumbre en cuanto a la cantidad 6ptima de
funcionalizacidn necesaria para una efecto terapéutico, que eleva el nivel
de riesgo evaluado. Por esto se considera un riesgo alto.

Permeabilidad hacia
cerebro

De forma analoga a lo expuesto para eficiencia de transfeccién vy
capacidad de silenciamiento, la incertidumbre que hay sobre cudles
niveles de densidad de funcionalizacién son los éptimos, y el posible
efecto de la composicion del medio de incubacidn, justifica la asignacion
de un riesgo alto.

Citotoxicidad

Seguridad en animales

La composicién del medio de incubacién puede afectar al grado de
funcionalizacion de las nanoparticulas. Como se ha expuesto
anteriormente, la expresion de diferentes niveles de agente de
funcionalizacién podria inducir cambios en la biocompatibilidad,
principalmente por cambios en la biodistribuciéon y en la interacciéon
misma con las células del organismo. Posiblemente afectando la
acumulacién de la nanoparticulas, mas que cambiando su toxicidad
intrinseca. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.
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Tabla 26: Justificacion del andlisis de riesgo inicial para el parametro de formulacidon de
composicion de las soluciones tampdn para fabricacion y purificacién.

CQA Justificacion del riesgo asociado a la composicion de las
soluciones tampon para fabricacidon y purificacion
La composicion de las soluciones tampdn utilizadas para la fabricacién
(fase acuosa) y la purificacion de las nanoparticulas corresponde al tipo
Apariencia de sal y concentracion utilizada. Estas pueden influir en la estabilidad

coloidal de la suspension afectando asi la apariencia. Por esto se
considera un riesgo alto.

Identificacion de
componentes

Las fases acuosas no forman parte de la nanoparticula final, por lo tanto,
no estan sujetas a identificacion. Ademas, su influencia sobre la
identificacién de los componentes seria minima, ya que el método
analitico incluira la adicién de su propia solucion tampén. Por lo tanto, el
riesgo es bajo.

Tamafio de particula

PDI

Debido a variaciones en la carga idnica de la suspension, la composicién
de las soluciones tampdn pueden afectar la aglomeracion y por lo tanto
al tamafio y uniformidad del tamafio de las nanoparticulas. Esta influencia
puede darse tanto en su fase de fabricacion como en la purificacién. Por
lo tanto, se considera un riesgo alto.

Potencial zeta

Los iones presentes en las soluciones tampdn afectan la forma en que las
nanoparticulas crean la capa idnica a su alrededor, y por lo tanto
impactando en el potencial zeta. Por este motivo se considera un riesgo
alto.

Eficiencia de encapsulacion

La existencia de una solucién tampdn es esencial para que se pueda dar
la encapsulacién de siRNA durante la fase de formacion de las
nanoparticulas. Sin embargo, segun literatura, el pH es un factor mas
critico independientemente de la composicidn cualitativa de la solucién.
Por este motivo la composicidn de las soluciones tampdn de fabricacidn
se considera un riesgo medio.

Contenido de siRNA

Por su influencia en la eficiencia de encapsulacion, esta composicién de
las soluciones tampdén también puede afectar al contenido de siRNA. Por
lo tanto, se considera un riesgo medio.

Eficiencia de transfeccion in
vitro

La eficiencia de transfeccion estd ligada a la composicion de la
nanoparticula misma, que estd ligada a la composicién de la fase lipidica
mas que a la de la fase acuosa. Por lo tanto, se considera un riesgo bajo.

Capacidad de
silenciamiento in vitro

La influencia sobre la capacidad de silenciamiento estd asociada a la
influencia que tiene sobre la eficiencia de encapsulacién y contenido de
siRNA. Por lo tanto, y como ya se justifico para cada uno de esos atributos,
el riesgo para la composicién de las soluciones tampdén se considera
medio.

Permeabilidad hacia
cerebro

La permeabilidad hacia el cerebro depende de la composicién lipidica de
la nanoparticula base y de las caracteristicas de funcionalizacién. Por lo
tanto, el riesgo asociado a las soluciones tampdn de fabricacion vy
purificacion se considera bajo.

Citotoxicidad

Aunque la composicién del tampdén puede tener un efecto en la
citotoxicidad, se usaran compuestos compatibles contrastados por su
frecuente uso como excipientes tampoéon en el desarrollo de
medicamentos para administracion parenteral. Por otra parte, la
citotoxicidad estd mas asociada a la composicién de la nanoparticula en
si misma, y por lo tanto se considera un riesgo bajo.

Seguridad en animales

La seguridad en animales representa un riesgo intermedio, puesto que la
osmolaridad de la solucién final depende de las soluciones tampdn
utilizadas para la purificacion final, y esta se realizara con medio
compatible (PBS 1X). Por lo tanto, se considera un riesgo intermedio.
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Tabla 27: Justificacion del analisis de riesgo inicial para el parametro de formulacidn del pH de
las soluciones tampdn utilizadas para la fabricacion y purificacion.
CQA Justificacion del riesgo asociado al pH de las soluciones

tampon utilizadas para la fabricacidn y purificacion

El pH de la solucién acuosa utilizada en la fabricacidn influird en la
interaccidn entre las particulas lipidicas, al cambiar el grado de ionizacion
del lipido ionizable. De igual manera, la carga de la nanoparticula y su
tendencia a repelerse o aglomerarse se veran afectadas en gran medida
por el pH del medio. Por lo tanto, se considera un riesgo alto.

Su influencia sobre la identificacion de los componentes seria minima, ya
que el método analitico incluira la adicion de su propia solucién tampdn.
Por lo tanto, el riesgo es bajo.

La justificacion aportada en el atributo de apariencia es consecuencia de
los efectos directos del pH en el tamafio de particula. Efectivamente, el
pH de las soluciones de fabricacion y purificacién afectaran directamente
el tamafio de particula y la polidispersidad de las mismas, por lo que se
considera un riesgo alto.

En concordancia con lo justificado en la Tabla 26, se tiene establecido que
el pH del medio afectara de manera importante las caracteristicas de
carga superficial. Por lo tanto, representa un riesgo alto para el atributo
del potencial zeta.

Identificacion de
componentes

Para una apropiada encapsulacién del siRNA, se requiere un control del
pH durante la fabricacion para asegurar que el lipido ionizable esta en su
forma catidnica, y asi pueda interactuar con el siRNA. Por lo tanto, el
parametro de pH en la solucién de fabricacion es critico para la eficiencia
de encapsulacién.

La adecuada ionizacion del lipido ionizable es critica para la formacion y
también la estabilidad de los complejos lipido siRNA. Por lo tanto, el pH
de las fases acuosas es critico y representa un riesgo alto para el
contenido de siRNA.

El pH puede alterar la carga y estructura superficial de las nanoparticulas
y por lo tanto puede modificar la capacidad de las mismas para atravesar
membranas celulares. Por esto se considera que el riesgo es alto.

Ademas de afectar la capacidad de ingresar en las células, el pH durante
las diferentes fases de la preparacién de nanoparticulas tendrd influencia
en la estabilidad del complejo siRNA y en la capacidad de encapsulacién.
Por lo tanto, se categoriza como un riesgo alto.

En caso de modificar el potencial zeta, este parametro podria alterar
Permeabilidad hacia también la interaccion con las membranas y por lo tanto la permeabilidad
cerebro hacia el cerebro. Por este motivo se considera un riesgo medio.

Con la didlisis final, se susituird el medio siempre por un pH fisiolégico.

Citotoxicidad Por lo tanto, se considera un riesgo bajo.

Con la didlisis final, se susituira el medio siempre por un pH fisioldgico.

. . Por lo tanto, se considera un riesgo bajo.
Seguridad en animales
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Tabla 28: Justificacion del analisis de riesgo inicial para el pardmetro de formulacién de cantidad

de siRNA a incorporar.

CQA

Justificacion del riesgo asociado a la cantidad de siRNA a
incorporar

Apariencia

Las caracteristicas relacionadas con el atributo de apariencia son mas
afectadas por otros componentes de la nanoparticula, como la matriz
lipidica y elementos superficiales. Asi, se considera que la cantidad de
siRNA a encapsular no afecta a la apariencia del medicamento final. Por
lo tanto, se considera un riesgo bajo.

Identificacion de
componentes

La cantidad incorporada puede afectar la detectabilidad del siRNA,
dependiendo de la sensibilidad de la prueba. Por lo tanto, se considera
un riesgo medio.

Tamafio de particula

La encapsulacién de material dentro de la nanoparticula puede generar
cambios en el tamafio de la nanoparticula relacionados con la cantidad.
Por lo tanto, se considera un riesgo medio.

PDI

La cantidad de siRNA encapsulada no altera las interacciones superficiales
de las nanoparticulas por lo que no se espera cambios en el nivel de
agregacion, y por lo tanto afectacion el PDI.

Potencial zeta

El potencial zeta se ve influenciado por la composicidn superficial de la
nanoparticula mas que por el contenido interno. Por lo tanto, el riesgo
asociado a este atributo es bajo.

Eficiencia de encapsulacion

La cantidad de siRNA, y en particular, la cantidad relativa a la cantidad de
lipido ionizable, controlada a través del parametro de la proporcion
nitrégeno/fosfato (N/P) condiciona la obtencién de una encapsulacion
eficiente. Por lo tanto, se considera un riesgo alto.

Contenido de siRNA

El contenido de siRNA es dependiente directo de la cantidad de siRNA
que se incorpore. Representa por lo tanto un riesgo alto.

Eficiencia de transfeccion in
vitro

La eficiencia de transfeccion es un atributo que depende principalmente
de la composicidn de la matriz lipidica y sus caracteristicas superficiales,
mas que de su contenido. Por lo tanto, se considera un riesgo bajo.

Capacidad de
silenciamiento in vitro

El adecuado efecto terapéutico de silenciamiento es dependiente de que
la cantidad apropiada de siRNA se apropiadamente vehiculizada. Por lo
tanto, el parametro de cantidad de siRNA representa un riesgo alto en
relacion a este atributo de calidad.

Permeabilidad hacia
cerebro

La cantidad de siRNA no representa un pardmetro critico para este
atributo, ya que estd mas relacionado con las propiedades superficiales
de las nanoparticulas que con el contenido interno encapsulado.

Citotoxicidad

La citotoxicidad estd relacionada con la composicion global de la
nanoparticula y no con la cantidad de siRNA (al menos que silencie un
proceso critico para la célula, que entonces seria un problema del target
terapéutico elegido). Por lo tanto, considerando solo los parametros de
formulacidn galénicos, se considera un riesgo bajo.

Seguridad en animales

Cuando se estén silenciando genes que expresan o dan lugar a
condiciones patoldgicas y no a procesos vitales, la seguridad en animales
no esta asociada a la cantidad de siRNA, sino a la composicidn general de
las nanoparticulas o al objetivo terapéutico elegido. Por lo tanto,
considerando solo los parametros de formulacidn galénicos, se considera
un riesgo bajo.
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Tabla 29: Analisis de riesgo inicial para parametros criticos de proceso (CPP) de nanoparticulas
lipidicas para la vehiculizacidn de siRNA a través de la BHE.

Parametros de proceso
S 5
9 -
o B »n O
o 3 ‘»w ©
2 %5 = 2
\m t
E b 5 fu- —
— > C
€ o 9 o
o G
©
o 8
© 3 ®
CQA = () © £ ¢
oc © o o 2
= 2 " S - 2
< R%)
g |3 2 | g g 2
= o, ‘@ o g g
E m U Q - —
[t o zg 9] < - £
Ll c
— c Q © T ©
© Ne) n c c S
= S 5 0 s 8
o bt T = O ©
+ o > S o O
9 Q o) O © =
= o 2 9 S5 >
[ o Ll o o

<
I
=3
o

Apariencia

Identificacién de componentes

Tamafio de particula

PDI

Potencial zeta

Eficiencia de encapsulacion Medio Medio Medio Bajo Medio Medio
Contenido de siRNA Medio Medio Medio Bajo Medio Medio
Eficiencia de Transfeccion in vitro Bajo Bajo Bajo Medio Medio Medio
Capacidad de silenciamiento in vitro Bajo Bajo Bajo Bajo Medio Medio
Permeabilidad hacia cerebro Medio Medio Medio

Citotoxicidad Bajo Bajo Bajo

Seguridad en animales Bajo Bajo Bajo
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Tabla 30: Justificacion del analisis de riesgo inicial para el parametro critico de proceso de flujo

total (TF)
CQA Justificacion del riesgo asociado al TF
El TF es reportado en la literatura como uno de los parametros mas
importantes para el tamafio de las particulas. La apariencia de la forma
Apariencia farmacéutica es resultado de la estabilidad coloidal y tamafio de esas

particulas, y por lo tanto se considera un riesgo alto.

Identificacion de
componentes

El TF, aunque puede incidir en el rendimiento de la mezcla y por lo tanto
en la proporcidn final de los componentes, no incide directamente en la
presencia o no de diferentes componentes en la nanoparticula final. Es
decir, podria influir cuantitativamente pero no cualitativamente. Por esto
se considera un riesgo bajo para este atributo de calidad.

Tamafio de particula

PDI

La literatura disponible establece un claro impacto del TF en estos dos
atributos de calidad. Este impacto podria estar causado principalmente
por el efecto de la velocidad de mezcla y la velocidad de nucleacién de las
nanoparticulas. De hecho, el TF es uno de los dos parametros criticos de
proceso mas importantes, y el tamafo de particula y PDI los dos atributos
de calidad mas cominmente reportados. Por lo tanto, se considera como
un riesgo particularmente alto.

Potencial zeta

El TF afectard la eficacia del proceso de mezcla dentro del chip
microfluidico. Cambios en el flujo podrdn impactar en el
empaquetamiento e interaccién de los componentes, y por lo tanto
podria, eventualmente, impactar en el potencial zeta. Se considera un
riesgo medio.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Debido a cambios en la eficacia del proceso de mezcla, el TF puede
impactar las interacciones del lipido ionizable durante la mezclay, por lo
tanto, afectar su capacidad para generar complejos lipido-siRNA. Por esto
se considera un riesgo medio.

Eficiencia de transfeccion in
vitro

Aunque se sefialé un riesgo medio en la afectacidn de las caracteristicas
superficiales, este es solo uno de diversos factores que pueden afectar la
transfeccion. La eficiencia de transfeccidon estd mas relacionada con la
composicidn misma de la nanoparticula. Por lo tanto, se considera un
riesgo bajo.

Capacidad de
silenciamiento in vitro

El TF puede indirectamente afectar la capacidad de silenciamiento, por
sus efectos en el contenido de siRNA (riesgo medio). Sin embargo, la
capacidad de silenciamiento en si depende mas de la estabilidad del
complejo y la capacidad de liberacién, que son mas dependientes de la
composicion de la nanoparticula. Por esto se considera un riesgo bajo.

Permeabilidad hacia
cerebro

De manera indirecta, por su efecto en el tamafio de particula y
polidispersidad, el TF puede tener un efecto respecto a la permeabilidad
hacia cerebro. Por esto se considera un riesgo medio.

Citotoxicidad

La citotoxicidad esta relacionada con la composicidn de la nanoparticula
misma mas que con condiciones de proceso. Por lo tanto, se considera un
riesgo bajo.

Seguridad en animales

La seguridad de la preparacion se relaciona con composicién de las
nanoparticulas y caracteristicas de la suspensiéon y posiblemente no
exista influencia del flujo. El riesgo se considera bajo.
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Tabla 31: Justificaciéon del andlisis de riesgo inicial para el pardmetro critico de proceso de la

proporcién de flujo (FRR)

CQA Justificacion del riesgo asociado a la proporcion de flujo
La proporcién de flujo (FRR por sus siglas en inglés) es reportada en la
literatura como uno de los parametros mas importantes para el tamafio
Apariencia de las particulas. La apariencia de la forma farmacéutica es resultado de

la estabilidad coloidal y tamafio de esas particulas y por lo tanto se
considera un riesgo alto.

Identificacion de
componentes

Aunque el FRR podria influir en las cantidades finales de los componentes
lipidicos no incide en su presencia o proporcidon de manera que pueda
afectar su identificacion. Por lo tanto, se considera un riesgo bajo.

Tamafio de particula

PDI

La literatura disponible establece una claro impacto entre estos atributos
de calidad y el parametro de FRR. Este puede afectar la velocidad y de
formacion de las nanoparticulas y, por lo tanto, a su tamafio y PDI. De
hecho, el TF es uno de los dos pardmetros criticos de proceso mas
importantes, y el tamafio de particula y PDI los dos atributos de calidad
mas comunmente reportados. Por lo tanto, se considera como un riesgo
particularmente alto.

Potencial zeta

Debido al proceso de mezcla, el parametro de FRR puede afectar al
potencial zeta y por ello a la composicidn superficial de la nanoparticula,
aunque la composicidon tendrd un efecto predominante sobre este
atributo. Por esto se considera que el riesgo es medio.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

En vista de que puede afectar la eficacia del proceso de mezcla, el
parametro de FRR puede impactar las interacciones del lipido ionizable
durante la mezcla y, por lo tanto, afectar su capacidad para generar
complejos lipido-siRNA. Por esto se considera un riesgo medio.

Eficiencia de transfeccion in
vitro

Aunque se sefiald un riesgo medio en la afectacion de las caracteristicas
superficiales, este es solo uno de diversos factores que pueden afectar la
transfeccion. La eficiencia de transfeccidon estd mas relacionada con la
composicion misma de la nanoparticula. Por lo tanto, se considera un
riesgo bajo.

Capacidad de
silenciamiento in vitro

El pardmetro de FRR puede indirectamente afectar la capacidad de
silenciamiento, por sus efectos en el contenido de siRNA (riesgo medio).
Sin embargo, la capacidad de silenciamiento en si depende mas de la
estabilidad del complejo y la capacidad de liberacién, que son mas
dependientes de la composiciéon de la nanoparticula. Por esto se
considera un riesgo bajo.

Permeabilidad hacia
cerebro

Al igual que en el caso del TF, podria afectar de manera indirecta, por su
efecto en el tamafio de particula y polidispersidad, la permeabilidad hacia
cerebro. Por esto se considera un riesgo medio.

Citotoxicidad

La citotoxicidad esta relacionada con la composicidn de la nanoparticula
misma mas que con condiciones de proceso. Por lo tanto, se considera un
riesgo bajo.

Seguridad en animales

La seguridad de la preparacidon se relaciona con composicidon de las
nanoparticulas y caracteristicas de la suspensidon y posiblemente no
exista influencia del pardmetro de FRR. El riesgo se considera bajo.
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Tabla 32: Justificacion del andlisis de riesgo inicial para el pardmetro critico de proceso de tipo y
disefio del chip de mezcla

CQA Justificacion del riesgo asociado al disefo del chip

El tipo de chip impacta en la eficiencia y velocidad de la mezcla. Aunque
podria tener un efecto sobre el tamafio de particula y de manera indirecta
sobre la apariencia fina, se considera un riesgo medio.

Apariencia

El tipo de chip no influye en la presencia o proporciéon de los

Identificacion de o . . .
componentes lipidicos, por lo que se considera un riesgo bajo.

componentes

Al impactar en la velocidad y eficiencia del proceso de mezcla, puede
afectar la formacién de las nanoparticulas, su tamafio y PDI. Por lo tanto,
se considera un riesgo alto para estos atributos de calidad.

Tamafio de particula

PDI

La eficiencia y velocidad del proceso de mezcla podria afectar el
empaquetamiento de los lipidos y la composicién superficial de la
Potencial zeta nanoparticula, podria alterar de forma moderada el potencial zeta. Se
considera que el riesgo del tipo de chip es medio.

El disefio del chip puede tener impacto en estos atributos debido a su
efecto en la dindmica de la mezcla. Al igual que se ha justificado para los
otros parametros que influyen en la mezcla (TF y FRR), podria impactar
las interacciones del lipido ionizable durante la mezcla afectando su
capacidad para generar complejos lipido-siRNA. Por lo tanto, también se
considera un riesgo medio.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Aunque las condiciones de mezcla podrian afectar la distribucion de
materiales dentro de la nanoparticula, afectando asi sus caracteristicas
Eficiencia de transfeccién in | de fusogenicidad y caracteristicas superficiales, la eficiencia de
vitro transfeccion estda mas relacionada con la composicidn. Por lo tanto, se
considera un riesgo bajo.

El parametro de disefio del chip puede indirectamente afectar la
capacidad de silenciamiento, por sus efectos en el contenido de siRNA
(riesgo medio). Sin embargo, la capacidad de silenciamiento en si
depende mas de la estabilidad del complejo y la capacidad de liberacion,
que son mas dependientes de la composicién de la nanoparticula. Por
esto se considera un riesgo bajo.

Capacidad de
silenciamiento in vitro

Al igual que en el caso del TF y FRR, el disefio del chip podria afectar de
manera indirecta la permeabilidad hacia cerebro, por su efecto en el
tamafio de particula y polidispersidad. Por esto se considera un riesgo
medio.

Permeabilidad hacia
cerebro

La citotoxicidad esta relacionada con la composicién de la nanoparticula
misma mas que con condiciones de proceso. Por lo tanto, se considera un
riesgo bajo.

Citotoxicidad

La seguridad de la preparacion se relaciona con composicidon de las
nanoparticulas y caracteristicas de la suspensiéon y posiblemente no
Seguridad en animales exista influencia del parametro de disefio del chip. El riesgo se considera
bajo.
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Tabla 33: Justificacidon del analisis de riesgo inicial para el parametro critico de proceso de
ejecucioén de la didlisis.

CQA Justificacion del riesgo asociado a la ejecucidon de dialisis
Debido a la sustitucion del medio dispersante, la purificacion de las
nanoparticulas mediante didlisis generara un cambio en la composicion
Apariencia idnica de la suspensidn, pudiendo afectar, por lo tanto, a la tendencia de
las nanoparticulas a aglomerarse o repelerse. Asi, este proceso podria
afectar la apariencia final. Por esto se considera un riesgo alto.

La identificacidn se realiza sobre la fase dispersa de la forma final, que
corresponde a las nanoparticulas mismas. Por lo tanto, el riesgo de la
componentes ejecucion o no de este proceso en este atributo es bajo.

Identificacion de

La ejecucion de la didlisis podria generar cambios en el tamafio observado
debido a que podria facilitar, o reducir, la capacidad de las nanoparticulas
a aglomerarse. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.

Tamafio de particula

PDI

En concordancia con lo justificado en esta tabla para los atributos
anteriores, y en la Tabla 26y la

Potencial zeta Tabla 27, el cambio en las condiciones idnicas del medio afectara de
manera importante las interacciones electrostdticas de las
nanoparticulas. Por lo tanto, este parametro representa un riesgo alto
para el potencial zeta.

Estos atributos se ven definidos durante el proceso de fabricacidn de la
nanoparticula base. Por lo tanto, el riesgo de que el proceso de
purificacion impacte en ellos es bajo, a menos que se prolongue en el
tiempo.

Por su efecto en el potencial zeta de las nanoparticulas y su
biocompatibilidad (justificado mas adelante en esta tabla), le ejecucion
de la didlisis podria afectar de manera indirecta la eficiencia de

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Eficiencia de Transfeccion

in vitro L, . . .
transfeccion. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.
Por sus efectos en la eficiencia de transfeccidn y sus posibles efectos en
. la estabilidad estructural de la nanoparticula, se considera que la
Capacidad de

ejecucion de la didlisis tiene un efecto medio en la capacidad de

silenciamiento in vitro . -
silenciamiento.

La purificacién de las nanoparticulas podria impactar la permeabilidad
hacia el cerebro de forma indirecta por su impacto en el tamafio y las
caracteristicas superficiales de la nanoparticula. Por lo tanto, la ejecucién
de la purificacion se considera un riesgo medio.

Permeabilidad hacia
cerebro

La ejecucidn de la purificacion puede tener un importante impacto en la
citotoxicidad de la preparacién, pues tiene entre sus objetivos eliminar el
Citotoxicidad resto de etanol de la etapa de fabricacion y asegurar asi un medio
biocompatible. Por lo tanto, se considera un riesgo alto.

Bajo el mismo argumento justificado para la citotoxicidad, la ejecucién de
la didlisis es critica para la biocompatibilidad y la administracion en

Seguridad en animales . . . . .
animales de experimentacidn. Por lo tanto, se considera un riesgo alto.
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Tabla 34: Justificacidon del analisis de riesgo inicial para el parametro critico de proceso de
duracion del protocolo de la didlisis.

CQA

Justificacion del riesgo asociado a la duracion de la dialisis

Apariencia

La duraciéon de la dialisis puede permitir una mayor o menor
estabilizacion de las nanoparticulas, lo que podria afectar la apariencia
final de la formulacién, sobre todo si aparecen aglomerados. Por lo tanto,
se considera que el riesgo es medio.

Identificacion de
componentes

La identificacion se realiza sobre la fase dispersa de la forma final, que
corresponde a las nanoparticulas mismas. Por lo tanto, riesgo es bajo.

Tamafio de particula

PDI

La duracién del proceso de purificacién podria afectar el tamafo de las
particulas en caso de que exista inestabilidad fisica, y una aglomeracion
no controlada. De igual manera, esto provocaria una reduccion en la
homogeneidad del tamafio. Se considera que el riesgo es medio.

Potencial zeta

La duracion de la didlisis podria influir en la estabilidad de las
interacciones idnicas entre la nanoparticula y el medio, pero no cambiar
significativamente esa distribucidon superficial. Por lo tanto, se considera
un riesgo medio.

Eficiencia de encapsulacion

La duracion de la didlisis podria afectar la eficiencia de encapsulacion si,
por una duracion prolongada no optimizada, provoca pérdida del
material encapsulado.

Contenido de siRNA

Una duracidn de la dialisis prolongada, no optimizada, podria provocar
fugas del material interno reduciendo asi el contenido de siRNA. Por este
motivo se considera un riesgo medio.

Eficiencia de transfeccion in
vitro

Por los posibles cambios en las caracteristicas superficiales de las
nanoparticulas, se considera un riesgo medio para la eficiencia de
transfeccion.

Capacidad de
silenciamiento in vitro

Los posibles efectos sobre la capacidad de silenciamiento de la duracién
del proceso de didlisis estdn asociadas al riesgo de reduccién en el
contenido de siRNA. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.

Permeabilidad hacia
cerebro

La duracién de la didlisis puede tener efectos en las caracteristicas
fisicoquimicas de las nanoparticulas, y por lo tanto afectar su capacidad
para atravesar la BHE. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.

Citotoxicidad

Seguridad en animales

La dialisis tiene como objetivo principal mejorar la biocompatibilidad de
la suspensidn de nanoparticulas. El que se alcance un equilibrio es
requerido para garantizar esa compatibilidad con medios de cultivo
celular y la seguridad de administracion. Por lo tanto, se considera un
riesgo medio.
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Tabla 35: Justificacidn del analisis de riesgo inicial para el parametro critico de proceso de tiempo
de incubacion durante la funcionalizacién.

CQA Justificacion del riesgo asociado al tiempo de incubacién
Al igual que el proceso de purificacion, una exposicién prolongada en el
. proceso de funcionalizacién pude afectar la apariencia por posible
Apariencia

aglomeracion de las particulas. Por lo tanto, se considera un riesgo
medio.

Identificacion de
componentes

El grado en que los elementos de funcionalizacidén sean incorporados se
verd influenciado por el tiempo de incubacién. De manera que
dependiendo de ese tiempo, la identificacion podria verse afectada, si no
se alcanzan niveles de contenido suficientes para la sensibilidad de las
pruebas a aplicar. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.

Tamafio de particula

PDI

La cantidad total de péptido en la superficie puede influir en la agregacién
de las nanoparticulas base. El tiempo de incubacion influye en la
eficiencia de funcionalizacién. También el tiempo de exposicidon puede
afectar la estabilidad por procesos de aglomeracion, afectando no solo el
tamafio sino al PDI. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.

Potencial zeta

La cantidad de péptido que se logre acoplar en la incubacién incidira
directamente en la carga superficial de las nanoparticulas y de esa
manera en el potencial zeta. Por lo tanto, se considera un riesgo alto.

Eficiencia de encapsulacion

Contenido de siRNA

Al igual que se sefialé con la duracién del proceso de dialisis, una
exposicion prolongada y no optimizada podria provocar pérdida del
material encapsulado, afectando asi el contenido y la eficiencia. Por este
motivo se considera un riesgo medio.

Eficiencia de Transfeccion

La eficiencia de transfeccién podria verse afectada por el tiempo de
incubacion si la cantidad de agente de funcionalizacién afecta la
interaccidon con las células diana. En este caso se considera un riesgo

silenciamiento in vitro

in vitro .

medio.

Se considera un riesgo medio debido a la combinacién entre el impacto
Capacidad de descrito previamente en el contenido de siRNA y la eficiencia de

transfeccion. Por lo tanto, se considera un riesgo medio.

Permeabilidad hacia
cerebro

Debido a que el proceso de funcionalizaciéon tiene como objetivo
justamente impactar en el atributo de permeabilidad hacia el cerebro,
este parametro de incubacidn se espera que tenga un impacto que
corresponde a un riesgo alto.

Citotoxicidad

Seguridad en animales

La expresidn de diferentes niveles de agente de funcionalizacién podria
inducir cambios en la biocompatibilidad, principalmente por cambios en
la biodistribucidn y en la interaccién misma con las células del organismo.
Esta afectacion podria ser fruto de cambios en la acumulacién de las
nanoparticulas, mas que cambios su toxicidad intrinseca. Por lo tanto, se
considera un riesgo medio.
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Guiado por los principios de QbD, el proceso de preformulacidon permitié establecer una base
solida desde la que se estructuran estudios de causa y efecto para la fase de formulacién. El
estudio de preformulaciéon incluyé también una recopilacion de los datos fisicoquimicos
relevantes para los principales materiales a utilizar. Estos se encuentran en el Anexo 1, Tabla A
1. Esta etapa de establecimiento del QTPP y el andlisis de riesgos permitid priorizar qué aspectos
deben ser estudiados exhaustivamente, y cudles pueden ser definidos o simplemente
observados sin un control estricto. Este enfoque permite que el trabajo de disefio experimental
de las siguientes secciones pueda ser delimitado de forma objetiva.

Los estudios de formulacién detallados a continuacién pretenden aumentar el nivel de certeza
sobre los efectos de los parametros con efectos mas criticos, ya sea evaluando de forma
exhaustiva su perfil de respuesta, o estableciéndoles como niveles fijos limitando la variabilidad
asociada y optimizando el desarrollo experimental. La seleccion y priorizacién de los parametros
a evaluar se basd en la criticidad identificada en el andlisis de riesgo de la seccion 4.1.1.2.

El resto de esta seccidn 4.1 se enfoca en el desarrollo de las nanoparticulas base y su impacto
en los CQA de naturaleza fisicoquimica. Para la presentacion de los resultados se considerd
conveniente una estructura que presenta cada CQA de forma independiente, evaluando dentro
de cada subseccidon los CPP que fueron priorizados en funcién de su riesgo para ese CQA. Acorde
con la estructuracién expuesta en la metodologia, las evaluaciones relacionadas con la
funcionalizacién y la evaluacién del desempefio bioldgico se abordan en las secciones 4.2 y 4.3,
respectivamente. En estas secciones se mantiene la estructuracion de los resultados
agrupdandolos por CQA segun la priorizacion que refleja el andlisis de la seccién 4.1.1.2.

4.1.2 Estudios de formulacion para optimizar la distribuciéon de tamafio de particulay PDI

Las primeras exploraciones en el disefio de la formulacidn se orientaron en abordar de forma
sistematica los efectos sobre dos atributos claves para cumplir el perfil de calidad de producto:
el tamaio de particula y el PDI. Esta seccion presenta los resultados de la exploracion de los
efectos de las variables de composicidn de la fase lipidica, de las soluciones tampdn utilizadas
en la manufactura, el flujo total, y el FRR. Estos pardmetros fueron sefialados como interacciones
criticas en la Tabla 19 y en la Tabla 29.

4.1.2.1 Efecto de la composicion de la fase lipidica.

El efecto de la composicién de la fase lipidica sobre el tamafio de particula y el PDI se analiza en
dos bloques distintos. En el primero se evalua el efecto de cambiar la concentracién de lipidos
totales de la fase etandlica (2,5 mM y 25 mM), y el tipo lipido ionizable (o catidnico) utilizado:
Dlin-MC3-DMA y DOTAP. Para este bloque inicial, el resto de los componentes de la fase
etandlica y su proporcién porcentual se mantienen constantes, utilizando como base la formula
indicada en la Tabla 11 (seccidn 3.2.1.2). Las condiciones de manufactura para todos los lotes en
este bloque se encuentran en un flujo total de 3000 + 300 mL/min, mientras que el FRR se
encontraba entre 3 y 9, sin realizar ninguna purificacién de las nanoparticulas. Los resultados
principales de este bloque se presentan de la Figura 29 a la Figura 31.

El segundo bloque corresponde a un disefio de experimentos (DoE) de mezcla, de vértices
extremos, cuyos detalles se especifican en la Tabla 14 (seccién 3.3.1.1.1). Para este disefio se
tomd como constante la concentracion total de lipidos de 2,5 mM, un flujo total de 3000 mL/min
y un FRR de 3. De igual forma los datos considerados no incluyen la realizacién de ninguna
purificacidn. Los resultados principales se presentan de la en la Figura 32 y la Figura 33.
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Figura 29: Comparacion del tamafio de particula obtenidas con diferentes concentraciones de lipidos totales y
diferentes lipidos ionizables
La grafica de cajas muestra una mayor dispersion de datos para las muestras fabricadas con DOTAP,
particularmente con las de una concentracién de lipidos totales de 2,5 mM, las cudles muestran varios datos
atipicos. Un analisis de varianza demostro diferencias significativas para la concentracidn total de lipidos totales y
para el tipo de lipido ionizable (valor p < 0,05) (N=189).
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Figura 30: Comparacion del PDI obtenido con diferentes concentraciones de lipidos totales y diferentes lipidos
ionizables
La grafica de cajas muestra una mayor dispersién de datos para las muestras fabricadas con al 2,5 mM de lipidos
totales, especialmente por la fabricadas con DOTAP. Un analisis de varianza demostré diferencias significativas para
la concentracion de lipidos totales (valor p <0,001) pero no para el tipo de lipido ionizable (valor p > 0,05) (n
total=189) (N=189).
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Figura 31: Efectos principales de la concentracion de lipidos totales y el tipo de lipido ionizable en el tamafio de
particula y el PDI
La diferencia en el tamafio de particula a causa del tipo de lipido (15-A, a la izquierda) y en el PDI a causa de la
concentracion (15-B, a la derecha) demostraron tener significancia estadistica (valor p < 0,05, N=189)
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Figura 32: Efecto del cambio de proporcidn de los lipidos en el tamaiio de particula y el PDI
La grafica de contorno de respuesta observada en el DoE para los cambios en la mezcla de componentes de
referencia: DSPC, Colesterol y DOTAP dentro de los rangos de proporciones descritos entre la base y el vértice del
tridngulo. La gréfica considera un valor fijo del lipido pegilado de 0,01. A) El aumento de DSPC correlaciona con
mayores tamarios de particula, al igual que mayores proporciones de colesterol sobre DOTAP. B) Los valores mas
altos de polidispersidad se observan con mayor proporcién de lipido ionizable (N = 17).
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Figura 33: Grafica de rastreo de respuesta de COX para los cambios en los componentes lipidicos
La grafica muestra los impactos relativos de los cambios en el tamafio de particula a partir de las proporciones de
los componentes de referencia. Esta figura confirma la relacién directa entre la concentracion de DPSC y el tamafio,
asi como los efectos de cambios bruscos en la cantidad de colesterol (N = 17).
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El analisis de componentes principales que se adjunta en el Anexo 1, Figura A 1; confirma
resultados observados ya en la Figura 32 y la Figura 33., sefialando el DSPC como el material con
principal influencia en el tamafio de particula y PDI, dentro de las concentraciones evaluadas y
pruebas ejecutadas. Adicionalmente, pruebas preliminares demostraban precipitacién al
intentar superar el 12,5% de DSPC en solucidn de lipidos que tuvieran concentracion total de 2,5
mM, indicando saturacion.

De forma conjunta, los resultados de la seccidén 4.1.2.1 ilustran cémo los parametros de
composicion de la fase lipidica, incluyendo tipo de lipido catidnico/ionizable, la concentracion
total de lipidos y las variaciones en la proporcion de lipidos, afectan el tamaio de particula y el
PDI. Efectivamente, se observé que el uso de concentraciones de 25 mM en la preparacion de
la fase lipidica resultd en particulas mas pequefias y uniformes en comparacién con las
preparadas a 2,5 mM. Adicionalmente, utilizar DLin-MC3-DMA generd nanoparticulas con un
promedio de tamafio superior que las obtenidas si se utiliza DOTAP, pero sin variaciones
significativas en el PDI. Los hallazgos del DoE de mezcla demuestran que pequefios ajustes de la
formulacion estandar pueden tener efectos significativos sobre las caracteristicas fisicas de las
nanoparticulas, particularmente si se corresponde a un aumento de DSPC.

4.1.2.2 Efecto de las soluciones tampdn utilizadas para la manufactura y purificaciéon de
nanoparticulas lipidicas

En un primer set de experimentos, se evaluo el efecto en la solucién empleada como fase acuosa
en el proceso de manufactura de las nanoparticulas. Se probd el uso de tampdn de citrato a pH
5,5 con concentraciones totales de 0,0115 mM y 5 mM, comparandolo con el uso del agua de
forma ilustrativa (fabricar solo con agua no es apto para encapsular siRNA). Estos resultados se
presentan en la Figura 34 y la Figura 35. Posteriormente se investigd la influencia de Ia
composicion y el pH de la soluciéon tampdn utilizada en la purificacién de las nanoparticulas (KCl,
PBS, agua y no dialisis). Estos hallazgos se presentan en la Figura 36 y Figura 37. Para ambos
conjuntos de pruebas se empled la formulacidn base indicada en la Tabla 11 utilizando DOTAP y
manteniendo una concentracidon de lipidos totales de 25 mM. Las condiciones de manufactura
se conservaron uniformes con un flujo total de 3000 + 300 mL/min y un FRR de entre 3y 9.
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Figura 34: Influencia de la composicion de la fase acuosa empleada en la fabricacion de nanoparticulas lipidicas
por mezcla micro fluidica sobre el tamafio de particula
Los resultados muestran que utilizando un tampdn de citrato a una concentracion de 5 mM para la preparacién de
la fase acuosa se obtienen los menores tamafios de particula. Las diferencias observadas poseen significancia
estadistica (valor p <0,001). Un analisis post-hoc con la prueba de Tukey revelé diferencias son significativas entre
los tres grupos analizados (N=9).
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Figura 35: Influencia de la composicion de la fase acuosa empleada en la fabricacion de nanoparticulas lipidicas
por mezcla micro fluidica sobre el PDI
La mayor homogeneidad entre los datos analizados se observé cuando se utilizé tampdn de citrato 5 mM. Mientras
que, a diferencia de la tendencia observada con el tamafio, el valor intermedio se observd con agua, y los valores de
PDI superiores con el tampdn de citrato a menor concentracion. Se observaron diferencias significativas (valor p
<0,001), y un analisis post-hoc con la prueba de Tukey revel6 que diferencias significativas se observen entre cada
uno de los tres grupos analizados (N=9).
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Figura 36: Comparacion del tamafio de particula obtenido tras la purificacion de las nanoparticulas con diferentes
soluciones de dialisis
Se observa una reduccion del tamafio de particula en cualquiera de los casos en que se aplica dialisis, con datos
relativamente mas dispersos cuando se emplea KCI 0,1 mM que en el caso del PBS 1X. Analisis de varianza
demuestra que al menos una de las medias es significativamente diferente a las demas (valor p < 0,001), mientras
que un analisis post-hoc con la prueba de Tukey reveld que la diferencia se observa al no aplicar dialisis, mientras
que las medias del agua, KCl 0,1 mM y PBS 1X no difieren significativamente entre si (N=105).
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Figura 37: Comparacion del PDI obtenido tras la purificacion de las nanoparticulas con diferentes soluciones de
dialisis
Se observa un efecto de la dialisis, disminuyendo el PDI de forma consistente. Similar a lo observado con el tamafio
de particula, el analisis de varianza demuestra que al menos una de las medias es significativamente diferente a las
demas (valor p < 0,001), y el analisis post-hoc con la prueba de Tukey reveld que entre los dos tipos de tampones
analizados no existe diferencia significativa (ni con el agua), sino que la diferencia se da entre cualquier medio de
didlisis y la media de las muestras donde no se realiza la didlisis (N=105).

Los resultados de esta seccion muestran que tanto la solucidon tampdn utilizada como fase
acuosa para la fabricacién de las nanoparticulas como la empleada en su purificacion (dialisis)
influyen significativamente en el tamafio de particula y PDI. Puntualmente, utilizar un tampdn
de citrato para la fase de fabricacion emerge como la solucién que permite un mayor control y
menor tamafio de particula. En cuanto a la didlisis, los resultados indican que ambas soluciones
tampdn proporciones resultados comparables.

Cabe sefalar que el estudio de la influencia de la didlisis realizado en esta tesis no solo reveld
los efectos directos incluidos en esta seccidn, sino también su interaccion con otros parametros
de proceso, especificamente el flujo total y la proporcidon de flujo. La profundizacién en el
estudio de esas interacciones generd los resultados que se presentan en la siguiente seccion.
Por lo tanto, estos resultados adicionales deben también ser considerados para concluir sobre
la influencia de la didlisis sobre los atributos de tamafio de particula y el PDI.

4.1.2.3 Efecto del flujo total y la proporcion de flujo en funcién de la dialisis

Los resultados presentados en esta seccidn incluyen un estudio del flujo total y el FRR, analizados
en conjunto con la ejecucion o no del proceso de didlisis y de cdmo afectan los atributos de
calidad de tamafio de particula y PDI. Para este estudio se siguid el DoE descrito en la seccion de
3.3.1.1.1. El desarrollo exhaustivo realizado durante las pruebas de formulacién amplié
significativamente la comprensién del proceso y sus interrelaciones, y fruto de ello se generé la
publicacion: “Dialysis is a key factor modulating interactions between critical process parameters
during the microfluidic preparation of lipid nanoparticles”, publicado en la revista Colloid and
Interface Science Communications (volumen 54, Mayo 2023, 100709) y que representa en si
misma uno de los aportes principales de esta tesis doctoral (Anexo 2). La Figura 38 a la Figura
43,y desde la Figura 48 a la Figura 50 son extraidas de dicha publicacién.
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Figura 38: Efectos del flujo total (TF), la proporcion de flujo (FRR) y la ejecucion de didlisis sobre el tamaiio de
particula y el PDI de nanoparticulas lipidicas
A) La distribucidn del tamafio de las particulas mostré una tendencia a disminuir con valores mas altos de TF y FRR.
Las muestras dializadas mostraron menor tamafio y a su vez, menor variabilidad, en comparacién con las muestras
no dializadas. B) Los cambios en el PDI en relacion al FRR mostraron una tendencia diferente a 400 mL/min en
comparacién con 2200 y 4000 mL/min, lo que sugiere una interaccidn entre esas dos variables (N=78). Figura
modificada de (128).
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Figura 39: Diagrama de contorno de la distribucién del tamafio de particula de las nanoparticulas lipidicas
La introduccién de la didlisis modifica el efecto combinado del flujo total (TF) y de la relacién de flujo (FRR) sobre el
tamafio de las nanoparticulas. El proceso de purificacion implica tamafios medios de particula mas bajos y una
influencia marcadamente reducida del valor FRR, lo que se evidencia en un mayor predominio del color azul y en la

orientacién mas vertical de las lineas en el diagrama de la derecha (N=78). Figura modificada de (128).
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Figura 40: Graficas de Pareto para los efectos estandarizados sobre el tamafio de particula
Los efectos estandarizados para el tamario de las particulas muestran efectos significativos para el flujo
total (TF), la didlisis, la proporcion de flujo (FRR), y las interacciones entre FRR*dialisis y TF*FRR, en orden
descendente de contribucién como descriptores de la variabilidad de los datos (valor p < 0,001). El limite
de significancia por efecto estandarizado se encuentra en el valor 2,60 (linea roja). (N=78). Figura
modificada de (128).
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Figura 41: Graficas de interaccion sobre el tamafio de particula
Cada linea individual representa el efecto principal de cada factor, en este caso ilustran la tendencia general a
reducir el tamafio de particula tanto con el aumento del flujo total como de FRRy la realizacién de la didlisis. La
interrelacion de los diferentes elementos permite visualizar e interpretar las interacciones entre factores. En este
caso, este hecho es particularmente visible en el panel inferior a la derecha, donde se puede observar que la
diferencia de inclinacidn entre la linea roja y la azul. Esto quiere decir que cuando no se ejecuta dialisis el tamafio
muestra una tendencia a reducirse con el aumento del FRR, mientras que cuando se realizar dialisis la linea
horizontal significa que en esa condicidn particular el FRR carece de influencia. (N=78). Figura modificada de (128).

121
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Figura 42: Graficas de Pareto para los efectos estandarizados sobre el PDI
Los efectos estandarizados para el PDI muestran efectos significativos para el flujo total (TF) ,la proporcién de flujo
(FRR), la interaccidn entre TF*FRR, la didlisis y el efecto cuadratico del FRR, en orden descendente de contribucién
como descriptores de la variabilidad de los datos (valor p < 0,001). El limite de significancia por efecto estandarizado
se encuentra en el valor 2,60 (linea roja). (N=78). Figura modificada de (128).
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Figura 43: Graficas de interacciéon sobre el PDI
Cada linea individual representa el efecto principal de cada factor, mostrando una tendencia general a aumentar el
PDI tanto con el aumento del flujo total como de FRR y la realizacidn de la didlisis. Particularmente, el panel superior
ilustra una interaccion significativa entre el flujo total y FRR, donde el PDI muestra diferencias mas marcadas con
cambios en el flujo total a un FRR de 9 (linea verde del panel superior). Las lineas de FRR 6 o 3 (las cuales se cruzan a
valores bajos de flujo total) muestran una menor sensibilidad a cambios en el flujo total. Aunque los paneles
inferiores podrian sugerir interacciones entre la dialisis y los otros factores, estas no cuentan con significancia
estadistica (valor p > 0,05). (N=78). Figura modificada de (128).
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Los resultados de esta seccidn confirman los efectos del flujo total y FRR en el tamafio de
particula y PDI de las nanoparticulas. Se encontré que flujos mas altos favorecen la formacién
de particulas mas pequefias y que el impacto del FRR sobre este atributo se reduce
dramdticamente con la ejecucion de la dialisis.

Mientras que el efecto del TF concuerda con lo reportado en la literatura, la reduccién
significativa de la influencia del FRR debido a la didlisis representa un hallazgo novedoso y forma
al eje central de la contribucidn de la publicacidon realizada en el marco de esta investigacion
(128). En el Anexo 2, seccién 2, se encuentra disponible informacién suplementaria que
proporciona visualizacién adicional y andlisis estadistico detallada.

De manera mas general, los hallazgos de la seccion 4.1.2 permitieron explorar el espacio del
disefo, profundizando el entendimiento de los resultados obtenidos dentro de limites de
exploracién, para esta formulacion. Apuntando hacia nanoparticulas con menor tamafio y mayor
homogeneidad, los resultados de esta seccidén sugieren la utilizacién de fase lipidica con una
concentracién de lipidos totales de 25 mM, utilizar tampdn de citrato a concentracion de 5 mM
durante la fabricacién, y emplear valores mas altos de TF, con un efecto del FRR notablemente
reducido por la didlisis.

Con estos resultados se abordaron todos los pardmetros sefialados como criticos en el andlisis
de riesgos a excepcion del tipo y disefio del chip. Este se define durante este desarrollo como un
parametro fijo (Herringbone mixer chip, Chipshop, cédigo 10001931). Es importante mencionar
gue se probaron al menos dos disenos adicionales de chip, y aunque se observaron diferencias
en los atributos medidos, esas pruebas no incluyeron condiciones consistentes de fabricacion,
por lo que la inclusion de mas variables no controladas impidieron el establecimiento de datos
robustos y concluyentes inequivocamente al disefio del chip. Por este motivo, se limité el
espacio del disefo al chip mencionado.

4.1.3 Estudios de formulacion para optimizar el potencial zeta

Esta seccidn aborda el atributo critico del potencial zeta, y su estudio a través de los pardmetros
de composicién de la fase lipidica, efecto de las soluciones tampdn, flujo total y proporcion de
flujo.

4.1.3.1 Efecto de la composicion de la fase lipidica

Los efectos de la composicidn de la fase lipidica sobre el potencial zeta se estudiaron utilizando
los mismo lotes fabricados para la seccion 4.1.2.1 Por lo tanto, esta evaluacion se basa en los
mismos dos bloques experimentales definidos en dicha seccion. En el primer bloque se exponen
los resultados variando el tipo de lipido (DLin-MC3-DMA y DOTAP) y las concentraciones de
lipidos totales (5 y 25 mM), y en el segundo un DoE de mezcla de vértices extremos.

La Figura 44 presenta los resultados de potencial zeta respecto al uso de DLin-MC3-DMA o
DOTAP. No se muestran resultados correspondientes a la concentracién de lipidos totales
porque cuando se trata de un mismo lipido, no se observan diferencias estadisticamente
significativas (valor p > 0,05). Por otra parte, la Figura 45 ilustra los cambios en el potencial zeta
en funcién de los cambios en la proporcion de componentes lipidicos.
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Figura 44: Comparacion del potencial zeta obtenido en nanoparticulas preparadas con diferentes tipos de lipido
ionizable/catiénico
Se obtienen valores superiores de potencial zeta cuando se emplea el lipido catiénico DOTAP, mientras que cuando
se utiliza el DLin-MC3—DMA se obtienen valores negativos cercanos a la neutralidad. Las diferencias observadas
son estadisticamente significativas (valor p < 0,001, N=189).
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Figura 45: Efecto del cambio de proporcidon de los lipidos en el potencial zeta
La grafica de contorno de respuesta observada en el DoE para los cambios en la mezcla de componentes de
referencia: DSPC, Colesterol y DOTAP dentro de los rangos de proporciones descritos entre la base y el vértice del
triangulo. La gréfica considera un valor fijo del lipido pegilado de 0,01. El aumento del DSPC correlaciona con valores
de potencial zeta mas bajos, asi como la presencia de DOTAP con valores mas elevados (N=17).

De forma conjunta, los resultados de los datos experimentales alrededor del potencial zeta
sefialan que este atributo es afectado principalmente por la naturaleza del lipido
ionizable/catiénico empleado en la formulacion, dando valores de potencial zeta superiores
cuando se utiliza DOTAP en lugar de Dlin-MC3-DMA.También demuestran que la concentracién
total de lipidos en la fase etandlica no tiene influencia en este atributo de calidad.
Adicionalmente, el analisis de componentes principales presentado en el Anexo 1, Figura A 1;
identifica que el potencial zeta, en este estudio particular, esta influenciado principalmente por
la concentracion de DOTAP, lo cual tiene sentido dada su naturaleza catidnica a pH neutro.
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4.1.3.2 Efecto de las soluciones tampdn utilizadas para la manufactura y purificacion de
nanoparticulas lipidicas.

El efecto de las soluciones tampdn utilizadas en la fabricacién de nanoparticulas se investigd
variando la concentracién del tampdn de citrato utilizado como fase acuosa, ente 0,0115 mMy
5 mM. Estos resultados se presentan en la Figura 46. Ademas, se analizé el impacto de variar la
soluciéon tampdn empleada para la purificacion, entre: agua, KCI 0,1 mM o PBS 1X. Se obtuvieron
los datos presentados en la Figura 47.
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Figura 46: Influencia de la composicion de la fase acuosa empleada en la fabricacion de nanoparticulas lipidicas
por mezcla micro fluidica sobre el potencial zeta
Se observan valores relativamente mas bajos y menos dispersos con la concentracién de 5 mM. Sin embargo, el
andlisis de varianza indica que las diferencias observadas carecen de significancia estadistica (valor p > 0,05) (N=6)
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Figura 47: Comparacion del potencial zeta observado tras la dialisis ejecutada con condiciones diferentes
La utilizacion de PBS 1X provoca potenciales zeta cercanos a la neutralidad aln en las nanoparticulas lipidicas
fabricadas con DOTAP, a diferencia de los observados con las otras condiciones evaluadas. El andlisis de varianza
sefiala que al menos una de las poblaciones posee una media distinta (valor p <0,001). Analisis post-hoc con la
prueba de Tukey sefiala que todas las condiciones arrojan medias significativamente distintas entre si (N=39).
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En ambas pruebas se empled una férmula con una concentracién de lipidos totales de 2,5 mM,
empleando DOTAP y las proporciones generales indicadas en la Tabla 11. Las condiciones de
manufactura se mantuvieron constantes con un flujo total de 3000 + 300 mL/min y un FRR de 3.
Todos los lotes evaluados para el efecto de la fase acuosa de fabricacion fueron sometidos a
dialisis con KCI 0,1 mM. Para las pruebas realizadas en el estudio de la solucién de purificacidn,
los lotes fueron preparados empleando tampdn de citrato con concentracién de 0,0115 mM.

Los resultados muestran que, dentro de los niveles evaluados, el tampdn de fabricacién no
posee influencia en el potencial zeta, a diferencia de lo observado con el tampdn empleado para
la purificacion de las nanoparticulas, en el que se obtienen menores valores cuando esta se
realice con PBS 1X. La seccidon 4.1.3.3 muestra hallazgos adicionales respecto a los efectos de la
ejecucién de la didlisis en el potencial zeta, particularmente en su interrelacién con el flujo total
y el FRR. Esta informacion adicional debe ser considerada a la hora de concluir sobre la influencia
de la dialisis en el atributo de calidad del potencial zeta.

4.1.3.3 Efecto del flujo total y la proporcion de flujo en funcién de la dialisis

Al igual que con la seccidn 4.1.2.3, los resultados presentados en la Figura 48 hasta la Figura 50
también forman parte de la publicacidon: “Dialysis is a key factor modulating interactions
between critical process parameters during the microfluidic preparation of lipid nanoparticles”,
publicado en la revista Colloid and Interface Science Communications (volumen 54, Mayo 2023,
100709), y muestran los efectos que tanto el flujo total, la proporciéon de flujo (FRR) y la didlisis
poseen en el potencial zeta. Estos resultados sefialan que, de los parametros estudiados, el
proceso de didlisis tiene el mayor impacto en este CQA. Mientras que los resultados muestran
que los valores altos de flujo total tienden a reducir el valor del potencial zeta, como se muestra
adicionalmente en el Anexo 2 (seccion 2, figura S8), una vez mas se muestra que la influencia
del FRR estd influenciada por una interaccion con el proceso de didlisis, reduciendo su relevancia
como factor individual. De manera interesante, el efecto del FRR en el potencial zeta tiene una
tendencia opuesta si se observan con o sin dialisis, como muestra la Figura 48 y la Figura 50.
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Figura 48 Efectos del flujo total (TF), la proporcién de flujo (FRR) y la ejecucidn de dialisis sobre el potencial zeta
Las muestras dializadas mostraron valores de potencial zeta mas elevados. Las diferencias debido al FRR mostraron
tendencias opuestas con y sin didlisis, mientras que valores altos de flujo total (TF) implicaron valores mas
bajos de potencial zeta (visualizacién adicional en la Figura 50 y la Figura S8, Anexo 2-2) (N=78). Figura
modificada de (128).
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(Respuesta: potencial zeta; o = 0,01)
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Figura 49: Graficas de Pareto para los efectos estandarizados sobre el potencial zeta
Los efectos estandarizados de la didlisis, la interaccion didlisis y el proporcién de flujo (FRR) y el flujo total
mostraron efectos significativos sobre el potencial zeta (en orden descendente de contribucidn). El limite de
significancia por efecto estandarizado se encuentra en el valor 2,60 (linea roja). (N=78). Figura modificada de (128).
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Figura 50: Graficas de interaccion sobre el potencial zeta
Las lineas del panel inferior derecho (que convergen en valores altos de FRR) muestran una fuerte interaccién, ya
que los efectos de la FRR dependen del proceso de didlisis. Las lineas que representan los efectos en el panel
superior y el panel inferior derecho son casi paralelas, lo que representa que no hay interaccién entre el TFy la
didlisis, y el TF y el FRR. Los paneles de la izquierda ilustran claramente que el potencial zeta tiende a disminuir a
valores altos de TF. Figura modificada de (128).

Los resultados de la seccidn 4.1.3 abarcan todos los pardmetros criticos que, de acuerdo con el
analisis de riesgos, poseen un riesgo alto por su impacto en el potencial zeta. De manera
conjunta, sugieren que tanto la ejecucién de la dialisis como la composicién de la solucidon
tampdn ejercen una influencia predominante sobre el potencial zeta. Ademds, parecen indicar
que la naturaleza del lipido ionizable/cationico también tiene una influencia sobre el valor final.
Mientras que utilizar DOTAP como lipido y KCl como solucién tampdn mostraron los valores mas
altos, la utilizacién de DLin-MC3-DMA vy la purificacién con PBS 1X mostraron valores mas
cercanos a la neutralidad.
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4.1.4 Estudio de la eficiencia de encapsulacién y contenido de RNA

Continuando con la exploracién de los otros CQA incluidos en el andlisis de riesgo realizado en
la seccion 4.1.1.2, esta seccion muestra el efecto de la composicidn de la fase lipidica, la didlisis,
el TFy el FRR en la eficiencia de encapsulacién (EE).

4.1.4.1 Efecto de la composicion de la fase lipidica

Conforme se describié en la seccion 3.3.1.1.1, se implementd un segundo DoE de formulacidn
para evaluar los efectos de la composicidn lipidica en la EE del RNA. Este correspondié a un
disefo de mezcla de vértices extremos con 17 corridas, y se disefié para explorar los efectos con
un numero reducido de puntos de disefio (en comparaciéon con el DoE de la seccién 4.1.4.1) por
razones de costo. En todos los casos se asegurd una proporcidn nitrogeno/fosfato que no
saturara la capacidad del lipido catiénico para formar complejos con el RNA. La influencia de los
cambios en la composicidn de la fase lipidica sobre la EE de RNA se ilustra en la Figura 51.
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Figura 51: Efecto de la composicion de la fase lipidica en la cantidad de RNA encapsulado y la EE
Se muestran los resultados individuales de la concentracion de RNA, tanto encapsulado como libre (eje izquierdo) y
la eficiencia de encapsulacidn (eje derecho) de los lotes del disefio de experimentos de mezcla. Cada uno de los 17
lotes posee una proporcidn de lipidos distinta (detalles de composicion en el Anexo 1,Tabla A 3).

Los resultados de eficiencia de encapsulacidn mostraron valores promedio de 95,085 + 4,100 %.
Adicionalmente, pruebas preliminares demostraron que la concentracién de la fase lipidica no
mostré diferencias significativas en las condiciones evaluadas, mostrando siempre eficiencias de
encapsulacion promedio por encima del 92% (valor < 0,05, informacién adicional en la Figura A
2-E y Figura A 2-F del Anexo 1).

4.1.4.2 Efecto de la didlisis

En el contexto del DoE anterior, se seleccionaron cuatro lotes para evaluar la eficiencia de
encapsulacién y el contenido de RNA después de efectuar la didlisis con PBS1X. Especificamente
los lotes 1, 5, 12 y 16, los cudles fueron seleccionados al azar. Adicionalmente, se prepararon 3
lotes mas empleando la composicion base de la Tabla 11, y utilizando un contenido menor de
RNA comparado con las muestras del DoE (2 ug/mL de contenido tedrico, versus 16 pg/mL). Los
resultados de estas dos evaluaciones del efecto de la didlisis en el contenido de la nanoparticula
se reportan en la Figura 52.
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Figura 52: Efecto de la didlisis en el contenido de RNAy la EE
A) Comparacién de la concentracién de RNAy la EE y después de la didlisis para cuatro lotes seleccionados del DoE.
La didlisis provoca una reduccién considerable en la concentracion de RNA absoluta, y una reduccién moderada a
baja en la EE calculada. B) En los tres lotes adicionales confirmatorios, preparados con un menor el contenido de
RNA, se observa una reduccién del contenido absoluto de proporcion similar a la observada en el panel A. En cuanto
a los valores de EE post-didlisis, estos tres lotes muestran variaciones en sus respuestas, mostrando tanto
disminuciones como aumentos (la media de los tres lotes presenta valores similares con o sin dialisis).

En promedio, la media de los lotes dializados es aproximadamente un 5,05% inferiores a las
muestras sin dialisis. Interesantemente, la reduccién en términos absolutos es superior, y mas
llamativo aun es que las cantidades cuantificadas de RNA son considerablemente inferiores a las
que podrian esperarse de acuerdo con la cantidad tedrica agregada. Este hecho podria tener
explicacion debido a que la férmula ampliamente aceptada para calcular la EE (Ecuacion 4)
refleja una imagen de lo que hay dentro y fuera y no toma en cuenta la cantidad preparada. Esto
podria indicar que esta convencién no es apta para principios activos que muestran inestabilidad
fuera de las nanoparticulas, como lo son los oligonucleétidos.

4.1.4.3 Efecto del flujo total y la proporcion de flujo

Por otra parte, tanto el flujo total como la proporcidn de flujo no mostraron efectos significativos
para la eficiencia de encapsulacion ni para la eficiencia real, al aplicarse los factores de dilucion
apropiados (alicuota y proporcién de flujo) (valor p > 0,05, ver Anexo 1, Figura A 2).

Los resultados obtenidos en esta seccidn indican que, a pesar de que los pardmetros evaluados
parecen no influir significativamente en la EE, de la forma en que este atributo se define
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tradicionalmente en la literatura, se observaron discrepancias notables al considerar la
concentracién absoluta de RNA. De manera especifica, sélo se encapsuld alrededor del 55-60%
del RNA tedricamente agregado. Por una parte, esto sugiere que las estimaciones de contenido
de RNA deben basarse en mediciones directas, o considerar un exceso proporcional al preparar
las nanoparticulas. Por otra parte, estos hallazgos cuestionan la metodologia convencional para
medir el EE, especificamente para los casos en que el principio activo puede hidrolizarse en
solucidn (como es el caso del RNA). Esto sugiere la necesidad de reevaluar el abordaje de EE en
el campo de vehiculizacidn de oligonucledtidos para reflejar mas fielmente la capacidad de carga
del vehiculo disefiado.

4.1.5 Establecimiento y especificaciones de la férmula y proceso de fabricacién del prototipo
base de LNPs

El prototipo se establecio a partir de los resultados observados en las secciones anteriores. Con
esta fase se culmina el proceso de exploracion del espacio del disefio para las nanoparticulas
base (no modificadas) guiado por el andlisis de riesgo y los principio de QbD. El prototipo de
nanoparticulas lipidicas propuesto satisface las especificaciones de calidad predeterminadas. El
detalle de los parametros de formulacién y los valores de control para sus atributos de calidad
se encuentran resumidos en la Tabla 36 y la Tabla 37. Adicionalmente, la seccién 4.1.6
demuestra los resultados obtenidos en la evaluacidon de estabilidad de dicho prototipo.

Tabla 36: Definicién del prototipo de nanoparticulas lipidicas desarrollado

Parametros de la formulaciéon

y del proceso de fabricacion

Composicidn de la nanoparticula DLin-MC3-DMA, 40%
DSPC, 10%
DSPE-mPEG-2000, 1,5%
Colesterol, c.s.p

Formula de la fase lipidica Solucién de lipidos en etanol a una concentracion de 2,5 mM
(Proporcién de lipidos sefialada en linea de Composicion de la
nanoparticula)

Férmula de la fase acuosa Solucién de siRNA en tampdn de citrato a 5 mM
(cantidad de RNA suficiente para una tasa de nitrogeno/fosfatos
de 3, dependiente de la masa molecular y nimero de nucledtidos

Valor establecido

del RNA)
Flujo total (TF) 3000 mL/min
Proporcion de flujo (FRR) 3
Dialisis PBS 1X

Tabla 37: Atributos de calidad del prototipo de nanoparticulas desarrollado

Atributo de calidad Valores obtenidos para el prototipo
(lote de referencia 27-LSE0-002)

Tamafio de particula 72,79 £5,68 nm

PDI 0,122 £ 0,040

Potencial zeta -11,03+0,12 mV

Apariencia (suspension de nanoparticulas) Solucidén transparente

Apariencia (nanoparticula) Particulas esféricas (ver figuras Y25 a la Y27)

Concentracidn de nanoparticulas Al menos (4,03 +0,47) x 10**/nanoparticulas por mL
(ver Anexo 1, Figura A 3)

Eficiencia de Encapsulacién (tradicional) >90 %

Rendimiento de encapsulacién (manufactura) >50%
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Para el caso de las nanoparticulas preparadas con DOTAP, los valores del prototipo de referencia
(lote 12-PSE0-010) tienen tamafio de particula 69,45 + 5,68 nm, PDI 0,271 + 0,008 y potencial
zeta 30,50 + 2,39 mV si se realiza la purificacién con KCl 0,1 mM (potencial zeta de 2,11 + 1,87
mV si se realiza la purificaciéon con PBS 1X). Como se puede observar, se observan diferencias en
los atributos de calidad de las nanoparticulas con DOTAP en comparacién con las que contienen
DIlin-MC3-DMA. Por ejemplo, el valor de PDI en el lote 12-PSE0-010 sale de especificaciones, con
un valor superior a 0,200. Por otro lado, cabe destacar las diferencias también observadas en
relacidn con el potencial zeta (valores positivos en la formulaciéon con DOTAP y valores negativos
en la formulacién con Dlin-MC3-DMA).

Las siguientes imdagenes proporcionan una visualizacién detallada de las caracteristicas
morfoldgicas de las nanoparticulas lipidicas, destacando su apariencia esférica que es esencial
para su funcionalidad en aplicaciones biomédicas. Las Figuras 37 a 39 muestran micrografias
obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia de fuerza atdmica
(AFM), que ilustran desde vistas generales de alta densidad hasta detalles especificos de
aglomerados y reconstrucciones tridimensionales, ofreciendo asi una apreciacion profunda de
la variabilidad en tamafio y la confirmacion de la esfericidad de las particulas.

400 nm ; 200 | 2N

Figura 53:lmagenes de microscopia electrénica de barrido de las nanoparticulas lipidicas
A) Imagen de una nanoparticula individual de 63,27 nm de didmetro. B) Aglomerado de 3 nanoparticulas de
aproximadamente 200 nm de didametro. C) Imagen de una nanoparticula de alrededor de 200 nm con aglomeracion
de multiples nanoparticulas de menos de 20 nm de didmetro. La imagen demuestra la diversidad de formas y

tamafios que pueden adoptar las nanoparticulas lipidicas obtenidas.
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Figura 54: Imagenes TEM de las nanoparticulas lipidicas
A) Vista general de una muestra con alta densidad de nanoparticulas, donde se pueden apreciar tamafios desde los
47,89 nm hasta los 207,28 nm. Esta imagen saturada es con fines ilustrativos para apreciar la variabilidad general en
el tamafio de particula. B) Detalle de un aglomerado de nanoparticulas con variabilidad de tamafios donde se
destacan valores entre los 44,90 y los 147,01 nm.

132



1: Helght L0

- -

Figura 55: Imagenes de AFM de las nanoparticulas
A) Presentacion de un campo de 5x5 um, donde se aprecian nanoparticulas predominantemente esféricas con
algunos aglomerados visibles. B) Acercamiento en un campo mas restringido de 1x1 um donde se aprecia con
mayor facilidad la morfologia esférica de las nanoparticulas. C) Reconstruccion tridimensional basada en el plano de
B. La perspectiva en relieve confirma la esfericidad de las nanoparticulas. El tamafio observado muestra
consistencia con mediciones anteriores realizadas por DLS y microscopia electrénica con un promedio medido de
72,254 nm.
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4.1.6 Estabilidad del prototipo

Con el establecimiento del prototipo de nanoparticula lipidicas descrito en la Tabla 36y la Tabla
37 se procedio a evaluar su estabilidad. De esta manera se fortalecid la lista de atributos indicada
en la Tabla 37, ampliando el cumplimiento del QTPP. Las pruebas de estabilidad son necesarias
para evaluar la aptitud de la nanoparticula para su uso en las etapas subsiguientes de la
investigacion, incluyendo las evaluaciones preclinicas contempladas en este proyecto. La
estabilidad de las suspensiones de nanoparticulas se evalué bajo distintas condiciones de
almacenamiento (temperatura ambiente, 4 °C y -20 °C) durante un periodo de un mes,
monitoreando el tamafio de particula, el PDI y la eficiencia de encapsulacidon del RNA. Los
resultados de estas evaluaciones se presentan de la Figura 56 a la Figura 59.
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Figura 56: Tamafio de particula durante el estudio de estabilidad de cuatro semanas

A) Muestra el tamafio de particula promedio obtenido a 4 °Cy los resultados promedios a temperatura ambiente.
Las nanoparticulas sometidas a congelacién y descongelacion sufrieron aglomeracién irreversible. Mientras que los

datos a temperatura ambiente muestran una tendencia a aglomerarse desde el tiempo cero, los datos en

refrigeracién muestran relativa estabilidad durante al menos tres semanas. B) Se muestran los datos de tamafio de

particula promedio de cada uno de los cuatro lotes empleados para evaluar la estabilidad.

134



A 0,200

0,180 C=—==
0,160 — S
0,140

0,120

0,100

0,080

0,060

0,040

0,020

0,000

PDI

T0 T1 T2 T3 T4

4C PDI ==@==Pico Ppal 4C

B 0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000

PDI

TO T T3 T4
mmmm Ambiente PDI ==@==Pico Ppal Ambiente

Figura 57: PDI durante el estudio de estabilidad de cuatro semanas
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A) Evolucidn del PDI durante 4 semanas en condiciones de temperatura ambiente y a 4 °C. Mientras que los datos a
temperatura ambiente muestran una tendencia a aglomerarse desde el tiempo cero, los datos en refrigeracion
muestran relativa estabilidad durante al menos tres semanas. Las nanoparticulas sometidas a congelacién y
descongelacidn sufrieron aglomeracién irreversible. B) Evolucidn del tamafio de particula de cada uno de los cuatro

lotes empleados para evaluar la estabilidad.
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Figura 58: Eficiencia de encapsulacion durante el estudio de estabilidad de cuatro semanas

Mientras que a temperatura ambiente se observa una caida considerable en la eficiencia de encapsulacién, las
muestras a 4 y -20 °C mostraron valores relativamente mds estables. De manera notable, |a estabilidad de la

eficiencia de encapsulacién a 4 °C es comparable la observada en condiciones de congelacion.
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Figura 59: Concentracion de RNA durante el estudio de estabilidad de cuatro semanas

A temperatura ambiente, la concentracién de RNA disminuye desde el inicio del estudio, reflejando una pérdida
significativa de material congruente con lo observado en la Figura 58. Por otra parte, las muestras almacenadas a
4 °Cy -20 °C muestran una retencién comparable y mas estable de RNA, con disminuciones menos marcadas de

aproximadamente 8,90% a las dos semanas y 20,62% a las tres semanas. A las cuatro semanas se obtienen

mediciones inconsistentes debido a su variabilidad y comparacion con los valores y tendencias anteriores.

Concentracion RNA (ng/mL)
o

Los resultados obtenidos en la evaluacion de estabilidad del prototipo muestran que las
condiciones de almacenamiento a 4 °C son suficientes para preservar las caracteristicas
evaluadas en la formulaciéon hasta por tres semanas, incluyendo la integridad del RNA. Se
destaca que la proteccién al RNA a esa temperatura es comparable con la proteccién observada
en condiciones de congelacidn, la que a su vez muestra ser no apta para mantener el tamafio de
las nanoparticulas por aglomeracidn irreversible en el ciclo de congelacién/descongelacion en
condiciones no controladas y sin crioproteccion. A nivel de EE y contenido total de RNA, se
observa que las condiciones de almacenamiento a 4 °C también protegen el RNA de
degradaciones significativas. Estos resultados apoyan el uso de estas condiciones de
refrigeracion para la conservacién de las muestras de manera practica durante pruebas de
laboratorio preclinicas.

Ante los cuestionamientos descritos en la seccién 4.1.4 sobre la aptitud del enfoque tradicional
para calcular EE, y la observacidn del rendimiento de RNA en términos de cantidad agregada, el
resultado obtenido en cuanto a concentracion absoluta de RNA (Figura 59 ) durante el periodo
de evaluacién representan una confirmacién de la aptitud de la nanoparticula como vehiculo
para el RNA. Es de especial importancia para poder concluir que cualquier pérdida de RNA
observada puede deberse mads a variaciones del proceso de fabricacién, que a una deficiencia
en la capacidad protectora de la nanoparticula. De esta manera se refuerza la confianza en el
vehiculo disefiado y su aplicacion para la vehiculizacion de RNA.
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4.2 Funcionalizacidn de las nanoparticulas lipidicas

El proceso de desarrollo descrito en la seccién 4.1 dio como principal resultado el prototipo
presentado y caracterizado en la Tabla 36 y la Tabla 37. Este constituye la base para la siguiente
fase: la funcionalizacién con péptidos para el transporte activo a través de la BHE. Esta
funcionalizacién se sustenta en la reacciéon que puede realizarse entre un aminodcido cisteina
terminal en la estructura de los péptidos, con grupos maleimida en la superficie de las
nanoparticulas. Por lo tanto, el primer paso en esta etapa de funcionalizacion es la modificacion
de la formulacidén original para agregar el lipido funcional que permita la expresion superficial
de esta maleimida para que sirva de anclaje para agregar los péptidos.

De acuerdo con el analisis de riesgo presentado en la

Tabla 19 y en la Tabla 29, los pardmetros criticos de proceso que representan un riesgo alto y
estan asociados a estas modificaciones son el tipo y el porcentaje de lipido maleimida. Mas
adelante, al abordar la funcionalizacién misma, se examinaran los parametros de la proporcion
maleimida/péptido, la composicion del medio de incubacién y el tiempo de incubacién para la
funcionalizacion.

4.2.1 Modificacion del prototipo para agregar el lipido maleimida.

Tres diferentes lipidos funcionales, con modificaciones estructurales que incluyen grupos
maleimida, fueron preseleccionados durante una revisién bibliogréfica: DSPE-mPEG-Maleimida,
DSPE- Maleimida y el Colesterol-mPEG-Maleimida (o DSPE-mPEG-MAL, DSPE- MAL vy el
Colesterol-mPEG-MAL, respectivamente). Se evalud el impacto que la incorporacion de estos
materiales tiene sobre los CQA de la nanoparticula base. Este impacto se evalud en tres niveles
distintos de concentracién en la seccién 4.2.1.1.

Adicionalmente, para poder discernir cual de estos excipientes resulta mas eficiente en términos
de disponibilidad para la funcionalizacidn se introdujo un nuevo atributo critico de calidad: la
disponibilidad superficial de maleimida. Para poder medir apropiadamente este atributo, se
desarrollé una metodologia especifica que permite evaluar la distribucidn y disponibilidad de la
maleimida en la formulacién, abordado en las secciones 4.2.1.2 y 4.2.1.3.

4.2.1.1 Impacto de la adicion del lipido funcional sobre el tamano de particula, el PDI, y
potencial zeta del prototipo

Los efectos en el tamafio promedio de particula y el PDI se evaluaron a través de la fabricacion
de lotes de nanoparticulas incluyendo tres lipidos distintos (DSPE-mPEG-Maleimida, DSPE-
Maleimida y Colesterol-mPEG-Maleimida), cada uno en las concentraciones de 2%, 5%y 10% en
la formulacion. Los valores promedio obtenido en cada medicidn se presentan en la Figura 60 y
la Figura 61.

137



130 ®

120

10

100+

904 :

Tamano de particula (nm)

80

70 ! .

60
% Lipido Funcional 2 5 10 2 5 10 2 5 10
Lipido Funcional Sin lipido funcional DSPE-mPEG-MAL DSPE-MAL Colesterol-mPEG-MAL

Figura 60: Impacto de la incorporacién de lipido funcional en el tamafio de particula
Se muestran los cambios en el tamafio de particula al agregar 2, 5y 10% de cada uno de los 3 lipidos funcionales a
evaluar. El analisis de varianza indicé diferencias significativas en el tamafio de particula para al menos un tipo de
lipido (valor p < 0,001) y al menos uno de los porcentajes utilizados (valor p < 0,01). Un analisis post-hoc con la
prueba de Tukey identifico las diferencias significativas especificamente para las muestras fabricadas con DSPE-
Maleimida, y a aquellos que utilizan una concentracion de 10% independientemente del lipido (N=30).
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Figura 61: Impacto de la incorporacion de lipido funcional en el PDI
Se muestran los cambios en el PDI al agregar 2, 5y 10% de cada uno de los 3 lipidos funcionales a evaluar. El analisis
de varianza demostro diferencias significativas para al menos un tipo de lipido funcional (valor p < 0,05), mientras
que el anélisis post-hoc con la prueba de Tukey permite agrupar los valores de PDI de las nanoparticulas sin
funcionalizar y las que emplean DSPE-Maleimida, por un lado, y un segundo grupo de resultados comparables con el
DSPE-mPEG-MAL y el Colesterol-mPEG-Maleimida. Respecto al porcentaje de lipido agregado, existen diferencias
estadisticamente significativas (valor p < 0,001) especificamente en las nanoparticulas fabricadas con un 10% de
lipido funcional (N=30).
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Las muestras empleadas para las evaluaciones presentadas en la Figura 60 y la Figura 61 fueron
fabricadas conforme la féormula prototipo especificada en la Tabla 11. Para cada lote, se
incorporé el lipido funcional en los porcentajes indicados, ajustando proporcionalmente la
cantidad de colesterol. Las condiciones de fabricacidon se mantuvieron constantes con un flujo
total de 3000 + 300 mL/min y un FRR de 3. Antes de realizar las mediciones las nanoparticulas
fueron sometidas a dialisis usando PBS 1X.

Una diferencia de comportamiento adicional entre estos tres excipientes se puede observar si
se comparan los valores de tamafio de particula de estos lotes con y sin didlisis (ver Anexo 1,
Figura A 4). Cuando se utilizan los excipientes DSPE-mPEG-Maleimida y el Colesterol-mPEG-
Maleimida, se observan diferencias de tamafio de particula de alrededor de 20 nm, mientras
que cuando se emplea el DSPE-Maleimida se observa una diferencia mas pronunciada (55,91
nm, resultado de comparar 128,63 + 1,91 nm versus 72,72 + 0,49 nm). Por otra parte, en
términos del potencial zeta, los andlisis no revelaron diferencias significativas entre los
diferentes lipidos o porcentajes evaluados (valor p > 0,05), como se puede apreciar en el Anexo
1, Figura A 5.

4.2.1.2 Desarrollo metodoldgico para cuantificar la maleimida disponible

La seccion anterior ilustra cdmo la incorporacién de diferentes lipidos funcionales impacta los
atributos de calidad mas criticos hasta la realizacidn del andlisis de riesgo. Sin embargo, no
permite evaluar los diferentes lipidos desde el objetivo primario de su inclusion: la disponibilidad
en la superficie de las nanoparticulas de maleimida para su posterior funcionalizacion. Para ello,
era indispensable contar con una metodologia que permitiera cuantificar este grupo funcional.

Inicialmente se aplicé la prueba de Ellman para poder cuantificar la maleimida. Esta prueba
permite medir la maleimida de manera indirecta, al incubarse con un exceso de cisteina para
que posteriormente dicha cisteina en exceso reaccione con el reactivo de Ellman, produciendo
asi un complejo coloreado cuantificable por espectrofotometria ultravioleta-visible (seccidon
3.2.3.8).

Los resultados obtenidos con este método no fueron robustos ni reproducibles, presentando
problemas de baja reproducibilidad, con una desviacion estandar relativa en el contenido de
maleimida por lote de nanoparticulas superior al 71% (ver Anexo 1, Tabla A 4). Ademas, datos
experimentales con lipido maleimida puro mostraron poca correlacion entre la cantidad pesada
y la respuesta analitica. Los resultados, por lo tanto, sugieren una baja eficacia en la cinética de
las reacciones involucradas en la ejecucién de la técnica (ver Anexo 1, Figura A 6 y Figura A 7).

Debido a las interferencias detectadas, se decidid explorar el desarrollo de un método analitico
que permitiera detectar la maleimida y sus sefiales analiticas con los equipos disponibles en el
laboratorio, priorizando soluciones que no fueran laboriosas ni costosas. Durante las pruebas,
se observé que al menos algunos de los componentes de las nanoparticulas absorbian luz
ultravioleta. Este hecho, inspirado adicionalmente en datos bibliograficos, dirigié el desarrollo
analitico hacia un método HPLC-UV. El potencial de la técnica, dependiente también del
tratamiento de las muestras, abre la posibilidad de no solo cuantificar la maleimida disponible
para funcionalizacidn, sino lograr trazar la ubicacién del lipido funcional no incorporado en la
superficie, tanto el que se pierde en la suspensidon como el que podria quedar en el interior de
la nanoparticula.
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Para el desarrollo del método se fueron inyectando de forma individual, soluciones etandlicas
de cada uno de los excipientes empleados en la fabricacién a una concentraciéon de 1 mM. EL
objetivo era lograr encontrar una sefial analitica correspondiente a cada material, con tiempos
de retencidén distintos para que, en una muestra compuesta por los distintos materiales, no se
solaparan sus picos entre si, ni con las impurezas o solventes empleados. A partir de referencias
bibliograficas que presentaban la separacién de componentes lipidicos de nanoparticulas, se
empezaron a ensayar diversas condiciones experimentales que se resumen en la Tabla 38 y la
Tabla 39. La Tabla 40 presenta los tiempos de retencién que se obtuvieron para cada
componente de la férmula en cada una de las condiciones evaluadas.

Tabla 38: Condiciones analiticas experimentadas en el desarrollo del método de evaluacidn de
la composicién de las nanoparticula lipidicas

Composicion de la fase movil

Método
Metanol Agua Isopropanol Acetonitrilo Solucién Tampon

1 40 60 - - -

2 10 - 90 - -

3 25 30 45 - -

4 42 60 18 - -

5 16 12 72 - -

6 25 30 45 - -

7 13 6 81 - -

8y9! 19 18 63 - -
10 - - - 80 20
11 - - - 60 40
12 - - 60 30 10
13 - - 70 20 10
14 - - 50 40 10
15 - - 40 50 10

16 - - 40 60 -
17y 18%3 - - 30 60 10
19 - - 30 50 20
20 - - 40 40 20
21 - - 20 70 10
223 - - 30 60 10
23 - - 30 50 20

Notas:

1-  En todos los métodos se mantuvieron condiciones cromatograficas de 25 °C de temperatura de
columna, 1,5 mL/min de flujo y las muestras fueron medidas a longitudes de onda de 210 nm.

2-  Todos los métodos utilizaron como fase estacionaria una columna C18, dimensiones 4,6 mm x 100 mm
con un tamafio de poro de 3,5 um, a excepcidon del método 9, que utilizé una columna de silica,
dimensiones 4,6 x 150 mm con tamafio de poro de 5 um.

3-  Parael método 18 se empled un detector de evaporativo de dispersion de la luz (ELSD por sus siglas en
inglés), a diferencia del resto de métodos que utilizaron un detector de ultravioleta-visible DAD.

4-  Los métodos 18 y 22 incluyen un gradiente de fase mévil que se describe en la Tabla 39. El resto de los
métodos utilizaron una fase movil isocratica.
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Tabla 39: Descripcion del gradiente aplicado para los métodos 18 y 22 para el desarrollo del
método de evaluacidn de la composicion de la nanoparticula lipidica

Tiempo . - )
(minutpos) Isopropanol Acetonitrilo Solucion Tampdn
0-25 30 60 10
25 30 60 10
28 70 30
38 70 30
42-50 30 60 10

Tabla 40: Tiempos de retencion de los componentes lipidicos bajo las diferentes condiciones
analiticas experimentadas

Métod Tiempos de retencién (minutos) *
o Chol-  DSPE-mPEG- DSPE-
mPEG-mal mal DSPE-mal Colesterol Dlin-MC3-DMA mPEG2000 DSPC
1 - - - 7,5
2 - - 3,5 2,75-4,5
3 - - - -
4 - - - -
5 2,1 2,5-5 4,6-5 8,3
6 1 1,1 1,2 -
7 1,2-1,85 1,5-1,85 1,2-2,15 4,25
8 1,1-3 3'215'57 & 13,5-15,5 17,5
9 - - - -
10 0,4-0,9 0,4-0,9 0,4-0,9 -
11 0,4 0,4 0,4 -
12 - - - 7
13 - - - -
14 0,6-1,6 3-4,4 2,4 -
15 3,25 3-6,5 3,7-6,5 14
16 1,5 0,6 - 0,65 - 4,75
17 2,5-55 7-11,7 8-11 2,3
18 6,889 9,684 9,7-11,4 21,684 30,569 11,184 -
19 11 - 0,75 -
20 6 0,7-14 0,7 -
21 11 19-21,3 17-21 -
22 7,2 10,4 12,3 23,6 31,2 0,6-2,2 29-3,25
23 6,0-12,0 - - 25 24 - 4,2
Notas:

1- Los espacios en blanco indican que los materiales correspondientes no fueron incluidos en esa prueba
especifica, mientras que los guiones indican que, aunque el material fue incluido en la prueba e inyectado
en el HPLC, no fue posible detectar o discernir sefial alguna.

2- Las celdas resaltadas en amarillo indican que los picos correspondientes a uno o varios materiales se

solaparon dentro de una misma corrida analitica, mientras que las resaltadas en verde indican que se
logrd una deteccidn y clara y resolucion entre todos los picos considerados en esa corrida analitica. Ver
cromatogramas en el Anexo 1, Figura A 8.
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De acuerdo con los resultados observados en la Tabla 40, el método que mostré potencial para
aplicarse a la identificacion y cuantificacion de los componentes lipidicos de la nanoparticula fue
el método nimero 22.

Como se menciond, para el andlisis de los excipientes por separado se utilizaron soluciones
etandlicas de cada material. En el caso de la evaluacién de las nanoparticulas, como los lipidos
se encuentras dispersos en estado sdlido, se requiere primero poder obtener una solucién de
estos. Para ello, se procedid a liofilizar una muestra de suspensién de nanoparticulas para
eliminar todos los solventes, y poder posteriormente disolver los lipidos de forma completa en
etanol. Bajo estas condiciones, todos los componentes de las nanoparticulas se detectaron
excepto el DSPE-mPEG-2000. Debido al porcentaje que se emplea en la formula (1,5%), la
concentracién resultante con el método descrito anteriormente quedd por debajo del limite de
deteccidn. Esto, sin embargo, no constituye un inconveniente para la caracterizacion del resto
de componentes, ni particularmente para el lipido funcional.

4.2.1.3 Andlisis de la distribucion de la maleimida para optimizar la seleccién del lipido funcional

La metodologia desarrollada se aplicé para poder determinar, en un primer bloque
experimental, la cantidad total de lipido maleimida después de la fabricacion y la cantidad que
permanece después de aplicar la didlisis con dos tampones distintos (PBS 1X y tampdn de citrato
con pH de 5,5, a una concentracidén de 5 mM). Inicialmente, se asume que la diferencia entre
esas mediciones representa el material que no se incorpord a la nanoparticula, permaneciendo
en el liqguido sobrenadante. Esta evaluacién se realizé siguiendo el diseno experimental descrito
en la seccién 3.3.1.1.3, y los resultados se presentan en la Figura 62.

3% 6% 9% 3% 6% 9% 39 5% 9%

DSPE-mPEG-MAL DSPE-MAL Col-mPEG-MAL

0,8

0,7

Concentracion (mM)
02 o o
3] [#] e w @

[=]
-

o

M Sin dialisis PBS Citrato

Figura 62: Cuantificacion del lipido maleimida mediante HPLC-UV en nanoparticulas con diferentes lipidos
funcionales y condiciones de purificacion
Se muestran los valores de lipido total (barras azules, sin dialisis) y tras la dialisis con PBS 1X (barras celestes, pH 7,4)
o tampodn de citrato (barras rojas, pH 5,5). La reduccion en la cantidad de lipido funcional varia segun la solucion
tampon. Un andlisis de regresion de respuesta (r2=0,97) arrojé diferencias significativas para el tipo de lipido (valor
p < 0,01) el porcentaje de lipido y la didlisis aplicada (valor p < 0,001 para ambos factores, N= 27).
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Durante el analisis de las muestras dializadas, se observd la aparicién de un nuevo pico alrededor
de los 3,8 minutos en las muestras dializadas con PBS 1X. Esto puede indicar que, ademas de la
reduccion por eliminacién en la dialisis, puede haber una hidrdlisis parcial del lipido funcional
en el caso del PBS 1X (ver Anexol, Figura A 9).

Si bien este bloque experimental permite cuantificar la maleimida remanente después de la
didlisis, los valores obtenidos para las barras rojas (o celestes) de la Figura 62 podrian no reflejar
Unicamente la cantidad de maleimida disponible para funcionalizacién. Efectivamente, parte de
la maleimida podria estar encapsulada dentro de la nanoparticula. Por lo tanto, fue necesario
implementar una estrategia adicional para poder discernir entre la maleimida incorporada
superficialmente y la que se encuentra en el interior.

Para lograrlo, se empled el kit comercial fluorimétrico MAK 167 detallado en la seccién 3.2.3.8
y el disefio experimental descrito en la seccidn 3.3.1.1.3. Esta prueba se realizé directamente en
suspensiones no funcionalizadas de nanoparticulas, permitiendo que el reactivo interactuara
solo con la maleimida expuesta. Los resultados de esta evaluacion especifica se presentan en la
Figura 63, mientras que la Figura 64 muestra una representacion adicional del efecto del
porcentaje de lipido agregado, significativo Unicamente para nanoparticulas fabricadas con
DSPE-mPEG-MAL vy el Colesterol-mPEG-MAL.

0,5

- !
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0.2 { |
01 { I I

3% 6% 9% 3% 6% 9% 3% 6% 9%
DSPE-mPEG-MAL DSPE-MAL Colesterol-mPEG-MAL

Concentracion superficial de maleimida (mM)

Figura 63: Disponibilidad superficial de maleimida en diferentes formulaciones de nanoparticulas después de la
dialisis con tampon de citrato 5 mM, pH 5,5.

La concentracion superficial de maleimida muestra un incremento proporcional con el porcentaje agregado a la
formulaciéon de DSPE-mPEG-MAL y el Colesterol-mPEG-MAL, especialmente al 3 y 6% de lipido agregado. En
contraste, el DSPE-MAL muestra una expresion general significativamente mas baja y sin correlacidn con los niveles
de concentracidn. El analisis de varianza sefalé diferencias significativas para el tipo de lipido (valor p < 0,05)
(N=27).
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Figura 64: Tendencia de la concentracion superficial de maleimida segun el porcentaje de lipido ionizable para el
DSPE-mPEG-MAL y el Colesterol-mPEG-MAL
Graficas de intervalos de confianza proveniente del andlisis de varianza. Se muestra que la diferencia de las medias
de 6 y 9% comparadas con la de 3% posee significancia estadistica (valor p < 0,05). La validez de esta observacion se
corrobora a través de la prueba de Tukey (N=18).

Un analisis integrado de los resultados presentados en la Figura 63 y la Figura 64, utilizando los
valores de maleimida total, maleimida post-dialisis, y maleimida superficial, permitié calcular la
cantidad de lipido que permanecié en el sobrenadante y la cantidad que queda en el interior de
la nanoparticula. Este analisis permite trazar un mapa detallado de la distribucién del lipido
funcional dentro de la formulacidn tras el proceso de fabricacidn. Los resultados de este andlisis
se presentan en la Figura 65, representado la distribucién en términos absolutos, mientras que
en la Tabla 41 se muestra la distribucidon porcentual de esas cantidades, para cada una de las
diferentes condiciones probadas.
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Figura 65: Distribucion del lipido maleimida dentro de la formulacion de nanoparticulas segtn el tipo de lipido
funcional y el porcentaje utilizado
Se muestran las concentraciones de maleimida segun las siguientes fracciones definidas: la fraccidon sobrenadante
(eliminada tras la dialisis), la fraccidn disponible superficialmente, y la fraccion interna (diferencia entre la cantidad
post-dialisis y la disponible superficialmente). Particularmente se observa una mayor cantidad en el interior de las
nanoparticulas fabricadas con DSPE-MAL, y mientras que muy poco o nada dentro de las nanoparticulas fabricadas
con DSPE-mPEG-MAL y el Colesterol-mPEG-MAL, especialmente al 3 y 6% de lipido agregado.
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Tabla 41: Distribucidn porcentual de la maleimida dentro de la formulacidn de nanoparticulas
segun el tipo de lipido funcional y el porcentaje utilizado

Ubicacion porcentual de la maleimida en la suspension

Lipido funcional P:;cl?nitdacj,e de nanoparticulas
# Superficial Sobrenadante Interno
3 57,08 21,46 21,46
DSPE-mPEG-Mal 6 76,80 23,20 0,00
9 49,06 34,30 16,64
3 42,73 0,00 57,27
DSPE-Mal 6 10,31 12,90 76,80
9 6,95 42,24 50,81
3 74,49 25,51 0,00
Colesterol-
mPEG-Mal 6 68,00 32,00 0,00
9 61,24 18,66 20,10

Utilizando los datos de la Tabla 41, se llevé a cabo un andlisis de regresidon de superficie de
respuesta, que proporciond coeficientes de determinacién (r?) para las tres respuestas
evaluadas (0,906 para el porcentaje de maleimida superficial; 0,900 para el sobrenadante y
0,898 para el porcentaje interno). Este analisis de regresién permite visualizar y evaluar de forma
significativa las tendencias principales de estas respuestas para cada lipido, y entender posibles
interacciones complejas entre las variables. Desde la Figura 66 hasta la Figura 71 se muestran
las graficas de efectos principales y graficas de interaccién obtenidas de este analisis de

regresion.

porcentaje

Lipido

70

50

]

40

Media de % superficial

30

20

30 4.5 80

Figura 66: Grafica de efectos principales del tipo de lipido y cantidad agregada sobre el porcentaje de la
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maleimida que se ubica en la superficie de la nanoparticula

Los efectos principales por factor muestran que conforme aumenta el porcentaje de lipido funcional en la fase
etandlica, menor cantidad de ese lipido se expresa en la superficie de la nanoparticula. De manera congruente con
lo observado en la Figura 63 y la Figura 65, se observa que el DSPE-MAL es el tipo de lipido que presenta una menor
proporcion de maleimida en la superficie de la nanoparticula.
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Figura 67: Grafica de interaccion entre el tipo de lipido y cantidad agregada sobre el porcentaje de la maleimida
que se ubica en la superficie de la nanoparticula
Se observa que el efecto de la cantidad de lipido sobre el porcentaje de maleimida superficial mantiene la misma
tendencia para los tres lipidos probados, aunque la pendiente es mucho mas pronunciada para el DSPE-Mal.
También muestra que existe mayor diferencia entre el DSPE-mPEG-MAL y el Colesterol-mPEG-MAL en los
porcentajes mas bajos.
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Figura 68: Grafica de efectos principales del tipo de lipido y cantidad agregada sobre el porcentaje de la

maleimida que se ubica en el interior de la nanoparticula

La figura muestra que el porcentaje de la maleimida que se distribuye en el interior de la nanoparticula se mantiene

relativamente constante en funcién de los diferentes porcentajes evaluados. Ademas, muestra que el lipido que se
distribuye en mayor medida dentro de la nanoparticula es el DSPE-Mal.
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Figura 69: Grafica de interaccion entre el tipo de lipido y cantidad agregada sobre el porcentaje de la maleimida
que se ubica en el interior de la nanoparticula
La visualizacidn del comportamiento por cada tipo de lipido muestra que para el DSPE-MAL y el DSPE-mPEG-MAL se
observa una caida inicial en el porcentaje interno que se estabiliza cuando la cantidad de lipido agregada alcanza
valores entre el 6 y el 7%. Por otra parte, en el caso del Colesterol-mPEG-MAL se observa una tendencia constante
al aumentar el porcentaje interno de maleimida a lo largo de todos los porcentajes evaluados.
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Figura 70: Grafica de efectos principales del tipo de lipido y cantidad agregada sobre el porcentaje de la
maleimida que se queda en el liquido sobrenadante
En términos generales, conforme aumenta el porcentaje de lipido agregado a la fase lipidica, se observa una
marcada tendencia a que también aumente el porcentaje de ese lipido que se queda en el liquido sobrenadante, no
incorporandose a la nanoparticula misma. Los valores promedio mas altos de porcentaje de maleimida en el
sobrenadante se observan con el DSPE-mPEG-MAL y el Colesterol-mPEG-Mal.
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Figura 71: Grafica de interaccion entre el tipo de lipido y cantidad agregada sobre el porcentaje de la maleimida
que se queda en el liquido sobrenadante
Aungue con el DSPE-Mal, en promedio, es menor el porcentaje de lipido funcional que se queda en el sobrenadante
(ver Figura 70 a la izquierda), es el material en el que se ve una tendencia creciente mas acentuada conforme
aumenta su concentracion en la formulacidn (lo que también se puede observar en la tendencia del groso de las

barras azul oscuro de la Figura 65). Por otra parte, los otros dos excipientes muestran una pendiente similar, pero
inversa entre si. En el DSPE-mPEG-MAL el porcentaje de sobrenadante tiende a aumentar de forma moderada con

los aumentos en la concentracidn en la formulacion, en el colesterol tiende a disminuir, siendo el material con

menor porcentaje de maleimida remanente en el sobrenadante al 9% de lipido funcional en la fase lipidica.

Este disefio experimental que abarca tanto el desarrollo y aplicacidn de técnicas analiticas, como
el manejo de la purificacién de las muestras, permite avanzar en el entendimiento de la
localizacién de la maleimida y ofrece una perspectiva de la dindmica de incorporacion en las
nanoparticulas lipidicas en diferentes configuraciones de formulacién. Especialmente muestra
que tanto el Colesterol-mPEG-MAL como el DSPE-mPEG-MAL son los excipientes con una mayor
expresion superficial de la maleimida, que posiblemente puede atribuirse a la presencia de las
moléculas de PEG. Sin embargo, estos resultados sugieren que esta caracteristica es “saturable”.

Efectivamente, los resultados de la progresidon de las barras verdes de la Figura 65, y confirmados
por la orientacién de las lineas de la Figura 66 y la Figura 67 demuestran que conforme se
aumenta el porcentaje de lipido maleimida agregado a la férmula, menor es el porcentaje de
ese lipido que se mantiene en la superficie de la nanoparticula. Ese decrecimiento en la
expresion superficial ocurre a expensas del material encapsulado a lo interno, principalmente
en el caso del Colesterol-mPEG-MAL, o del material que queda sin incorporar a la nanoparticula
en el sobrenadante, principalmente en el caso del DSPE-mPEG-MAL. La acumulacion de exceso
en el sobrenadante también se observa en el caso del DSPE- MAL lo que sugiere que esa
distribucidon podria estar influenciada por la estructura quimica del compuesto base: interna
para el excipiente estructural (colesterol) y externa para el fosfolipido (lipido HELPER, DSPE).

De manera conjunta, los resultados de la subseccion 4.2.1 apuntan a que tanto el DSPE-mPEG-
MAL como el Colesterol-mPEG-MAL exhiben comportamientos comparables en términos de
expresion superficial de maleimida, ademds de impactar de manera similar las principales
propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas. Estos hallazgos justifican la preseleccion de
estos dos excipientes para pruebas futuras, mientras que indican que el DSPE-MAL debe ser
descartado debido a su distribucién mas favorable dentro de la particula, y su impacto mas
heterogéneo en los atributos criticos de calidad del prototipo base. Esta preselecciéon refuerza
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la base de conocimiento necesaria para avanzar hacia la funcionalizacién con péptidos
superficiales para el direccionamiento activo a través de la BHE.

4.2.2 Funcionalizaciéon con péptidos superficiales

Las variables del proceso de incorporacién de péptidos que afectan la eficiencia de
funcionalizacién (Ecuacién 4) se evaluaran utilizando dos métodos analiticos complementarios.
El primero de los métodos consiste en un método de cuantificacion de aminoacidos para poder
determinar exactamente la cantidad acoplada a las nanoparticulas. Este método se basa en la
hidrodlisis y derivatizacién de los aminodcidos para su posterior deteccién mediante HPLC-UV
(seccion 3.2.3.9). El segundo método serd el método HPLC-UV para la cuantificacidon de los
componentes lipidicos cuyo desarrollo se describe en la seccién 4.2.1.2. En esta aplicacidn, se
observara especificamente la disminucién del pico correspondiente a la maleimida en las
diferentes condiciones de funcionalizacién, ademas de monitorizar la posible aparicion de
nuevos picos indicativos de la formacién de complejos péptido-lipido.

De los dos lipidos maleimida preseleccionados en la seccidn anterior, se realizé una evaluacién
gue sugirid un comportamiento comparable en términos de funcionalizacién para ambos
excipientes (ver Anexo 1, Figura A 11). Por ese motivo, y con el fin de optimizar los recursos
disponibles, se decidié realizar las primeras pruebas de funcionalizacidon Unicamente con DSPE-
mMPEG-MAL. Este excipiente fue seleccionado debido a su mayor adaptabilidad para monitorear
la funcionalizacidn mediante cuantificacion del lipido con el método HPLC-UV, en comparacién
con lo observado para el Colesterol-mPEG-MAL (ver Anexo 1, Figura A 10). También por
optimizacion de recursos, las primeras exploraciones se realizaron utilizando Unicamente el
péptido derivado de la glicoproteina del virus de la rabia (RVG), para luego extenderlo a los otros
péptidos evaluados.

4.2.2.1 Efecto del medio de incubacién

Para esta prueba se evalud el efecto del pH sobre la eficiencia de funcionalizacion. Se utilizaron
nanoparticulas preparadas con 5y 10% de DSPE-mPEG-MAL, ambas previamente dializadas. Las
nanoparticulas fueron funcionalizadas con un exceso 2:1 de péptido derivado de la glicoproteina
del virus de la rabia (RVG) durante un periodo de dos horas, protegidas de la luz, en tres
condiciones distintas de pH. Se utilizaron tampdn de fosfatos con diferentes valores de pH, de
6,91, 7,4 y 8,13. Posteriormente se realizd una segunda didlisis con PBS 1X para eliminar el
exceso de péptido. La eficiencia de funcionalizacidn se calculd basandose en la cantidad de
maleimida superficial previamente medida por analisis fluorimétrico, y la concentracién de
péptido de después de una segundo dialisis post-funcionalizacién (Ecuacion 4) empleando la
técnica de cuantificacién de aminoacidos por hidrélisis y derivatizacidn.

Los resultados, que se encuentran en la Figura 72, mostraron variaciones significativas en la
eficiencia de funcionalizacion dependiente del pH utilizado. Aunque se probaron dos
porcentajes distintos de lipido funcional (5 y 10% de lipido maleimida) los resultados no
mostraron diferencias significativas ni en términos absolutos (el contenido total de péptido fue
relativamente el mismo para los dos porcentajes probados), ni en términos de eficiencia de
funcionalizaciéon (valor p > 0,05) lo que resulta congruente con las observaciones acerca de la
localizacion de la maleimida de la seccion 4.2.1.
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Figura 72: Efecto del pH del medio de incubacion en la en la eficiencia de funcionalizacién
Mientras que los otros valores de pH no muestras eficiencias superiores al 30%, la mayor eficiencia de
funcionalizacién se observa al pH de 7,4 de forma estadisticamente significativa (valor p <0,01). Analisis post-hoc
con la prueba de Tukey confirma diferencia entre la media del medio con pH de 7,4 y los otros dos medios (N=6).

4.2.2.2 Efecto del tiempo de incubacién y la proporciéon maleimida/péptido

Para evaluar la influencia de la proporcion maleimida/péptido y el tiempo de incubacion se
utilizaron 3 distintas proporciones de maleimida/péptido (1:1, 1:1,25y 1:1,5) y distintos tiempos
de incubacién (20, 40 y 60 minutos), protegidas de la luz. El seguimiento de la reaccién se realizd
a partir de la reduccidn en la cuantificacién de maleimida por HPLC-UV, y el seguimiento del pico
inespecifico que aparece a los 29 minutos cuando la maleimida reacciona con el péptido (ver
Anexo 1, Figura A 10).

Antes de la incubacién con el péptido, las muestras de nanoparticulas con 6% de DSPE-mPEG-
MAL fueron dializadas, y la maleimida superficial disponible fue cuantificada segin el método
fluorimétrico previamente descrito para determinar la cantidad de péptido a agregar segun la
proporcién a evaluar. Después de la reaccién de funcionalizacién, y antes de la evaluacién por
HPLC, las nanoparticulas se sometieron a una segunda didlisis para eliminar el exceso de péptido.
Los resultados de esta prueba se presentan en la Tabla 42.

Tabla 42: Seguimiento por HPLC-UV de la reaccion de funcionalizacidn bajo distintas
condiciones

Area de referencia
Proporcion (mUAx s)

maleimida/péptido

20 minutos 40 minutos 60 minutos
1al Maleimida 0 0 0
Pico secundario 100,29 No detectado 101,24
Maleimida 176,64 (4,86%") 33,92 (0,93%1) 0
1a1,25 . .
Pico secundario 99,55 103,46 115,87
1a15 Maleimida 0 0 0
’ Pico secundario 101,0375 104,66 110,43
Notas:

1- Porcentajes de maleimida remanente que implican una reaccidn del 95,14% (resaltado en color naranja) y
99,07% (resaltado en color amarillo), calculados a partir del area de la muestra sin funcionalizar (3631,16).
Las celdas de color verde destacan condiciones en las que se alcanzd una reduccidn del pico de maleimida
del 100%.
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4.2.2.2.1 Estudio en nanoparticulas no dializadas

También se estudid el efecto de la proporcion de maleimida a péptido en nanoparticulas
fabricadas con un 6 % de DSPE-mPEG-MAL pero, a diferencia de los resultados de la Tabla 42,
estas nanoparticulas no fueron sometidas a didlisis previa. Se utiliz6 un tiempo de
funcionalizacién de 40 minutos, ya que fue el que mostrd porcentajes de reduccién de
maleimida superiores a 99% en todas las condiciones reportadas en la Tabla 42. En este
experimento adicional se emplearon tres proporciones distintas de maleimida/péptido (1:0,5
1:1y 1:1,5) y la funcionalizacion se realizé protegiendo al medio de la luz.

Estas proporciones fueron calculadas sobre una base de maleimida que incluia la superficial mas
la sobrenadante, al no haberse realizado esa primera purificacion. Es decir, la proporcion 1:1 en
estas condiciones de “no didlisis previa”, representa una cantidad superior a la proporcion 1:1
cuando esta se calcula a partir de la disponibilidad de maleimida después de la didlisis. Posterior
a la funcionalizacién se ejecutd una dialisis final con PBS 1X para eliminar el exceso de péptido,
cualquier exceso de maleimida sobrenadante y los complejos con el péptido y la maleimida
sobrenadante. Al determinarse la cantidad de maleimida sin reaccionar en la nanoparticula, se
obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 73.
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Figura 73: Maleimida remanente sin reaccionar después de la incubacién de nanoparticulas sin dialisis con
distintas proporciones de péptido
La cantidad de maleimida considerada para calcular la proporciéon de péptido incluyé también la maleimida
sobrenadante, mientras que el porcentaje de maleimida sin reaccionar se calcula a partir de la maleimida superficial
(tedrica). En condiciones donde existe maleimida libre en el sobrenadante, una proporcién 1 a 1 de péptido
maleimida es insuficiente para funcionalizar toda la maleimida en la superficie de la nanoparticula. Los valores
absolutos obtenidos corresponden a 0,0638 y 0,0264 mM de maleimida.

Los resultados de esta seccidn, tanto los obtenidos en nanoparticulas previamente dializadas
como en aquellas donde se omitié esta primera funcionalizacidn, indican que, en un tiempo de
incubacién de 40 minutos, una proporcidn 1:1 entre el lipido maleimida y el péptido es suficiente
para reaccionar con los grupos maleimida disponibles para funcionalizacion. Por otra parte,
cuando la funcionalizacién se realiza sin esa purificacién inicial, es necesario aumentar la
proporcién maleimida a péptido a 1:1,5.

Aunque el escenario de omitir la primera didlisis puede parecer una ventaja al reducir el tiempo
de proceso, este enfoque resulta en un consumo considerablemente superior de péptido. Este
consumo superior es debido tanto al incremento en la base tedrica de maleimida (que incluye
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el sobrenadante ademas del superficial) como a la necesidad de aumentar la proporcion
maleimida:péptido, y puede representar hasta 2 veces mas de péptido consumido. Por lo tanto,
la seleccion entre estas dos estrategias distintas debe considerar tanto la eficiencia en tiempo
de proceso como el costo asociado al uso del péptido.

4.2.2.3 Comparativa de la eficiencia de funcionalizacién empleando otros péptidos

Los estudios de funcionalizacién abordados hasta este momento emplearon Unicamente el
péptido RVG, por economia de recursos. Sin embargo, de igual manera como se hizo con el lipido
maleimida en la seccidon anterior, se realizd también una evaluacién comparativa para
determinar si los resultados de eficiencia de funcionalizacidn obtenidos con RVG podrian ser
extrapolables a otros péptidos de direccionamiento a través de la BHE. Por lo tanto, se amplio
la investigacion para el efecto para incluir dos péptidos mas: la version retro-enantio de un
péptido de direccionamiento al receptor de transferrina (THRre) (465,466) y el péptido
Angiopep2, un péptido de direccionamiento a la proteina 1 relacionada con el receptor de
lipoproteinas de baja densidad (LRP1) (463). Estos péptidos fueron empleados para
funcionalizar nanoparticulas que contenian un 6% de DSPE-mPEG-Mal y dializadas previo a la
funcionalizacidn. Las nanoparticulas fueron incubadas con el péptido a un pH de 7,4 durante 40
minutos protegidas de la luz, con un exceso de péptido de 1:1,25 respecto a su maleimida
superficial. Los resultados de esta prueba se muestran en la Figura 74.
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Figura 74: Eficiencia de funcionalizacion con los péptidos RVG, THRre y Angiopep2
La eficiencia de funcionalizacién, calculada por el contenido de péptido, no mostré diferencias estadisticamente
significativas de acuerdo con el andlisis de varianza ejecutado (valor p<0,05, N=6).

Estos resultados indican que las propiedades de funcionalizacién observadas con el péptido RVG
podrian ser extrapolables a los otros péptidos empleados como funcionalizacion para facilitar el
paso por la BHE. Estos resultados validan la utilizacidon de Unicamente RVG en las etapas de
pruebas de funcionalizacién, y la ampliacién a otros péptidos en etapas de evaluacién del
desempeiio.

4.2.3 Definicion del protocolo de funcionalizacién

El protocolo de funcionalizacidn se establece a partir de las principales observaciones de la
seccion 4.2.2, en las que se evaluaron diferentes condiciones de preparacion y funcionalizacion
de nanoparticulas siguiendo el enfoque de QbD. En esta etapa se abordaron los parametros
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criticos sefialados en el analisis de riesgo de la fase de preformulacion, abordando sus
implicaciones en los atributos de calidad relevantes. Aunque las evaluaciones de esta seccidén no
incluyen evaluaciones de los atributos de naturaleza biolégica, como la capacidad de
transfeccion o la permeabilidad hacia cerebro, la eficiencia de funcionalizacidon se empled como
criterio indirecto para optimizar las condiciones de funcionalizacién, dejando la evaluacién de
eficacia bioldgica para etapas siguientes del proyecto. Los detalles de las condiciones de
funcionalizacién establecidas se presentan en la Tabla 43.

Tabla 43. Condiciones de funcionalizacién de las nanoparticulas lipidicas
Parametros de la formulacién y
del procesode funcionalizacion

Configuracion establecida

DLin-MC3-DMA, 40%
DSPC, 10%
Composicion de la nanoparticula DSPE-mPEG-2000, 1,5%
DSPE-mPEG-2000-MAL o Colesterol -mPEG-MAL, 6%
Colesterol, c.s.p

Requerimiento de dialisis pre- 5t
i

funcionalizacion

Calcular en cada lote de fabricacion (método fluorimétrico)

o asumir un valor correspondiente al 67,5 + 8,42% del total

de lipido maleimida agregado, segun diluciones

correspondientes.

Cantidad de maleimida superficial

Proporcién maleimida:péptido 1:1,25
Medio de funcionalizacién PBS 1X, pH 7,4
Tiempo de funcionalizacion 40 minutos
Otras condiciones Muestras protegidas de la luz, bajo agitacién constante
Dialisis final PBS 1X
Notas:

1- En caso de que se omita esta parte, se deben ajustar las cantidades tedricas de maleimida y la proporcién
de maleimida:péptido segln lo indicado en la seccién 4.2.2.2.1.

4.2.4 Efecto de la funcionalizacién en el tamaio de particula, PDI y el potencial zeta

Esta seccidn ilustra el efecto que la funcionalizacidn tiene sobre el tamafo de particula, PDly el
potencial zeta de las nanoparticulas disefiadas, con el objetivo de identificar desviaciones
respecto a los atributos seleccionados en el prototipo base. Ademas de los péptidos ya probados
en las secciones anteriores, se prueba también el efecto de un cuarto péptido de
direccionamiento: el MiniAp-4. Un péptido derivado del veneno de la abeja que ha mostrado
capacidad de facilitar el transito a través de la BHE (473). Ademas, se agrega un control negativo
que corresponde a nanoparticulas incubadas con un exceso de cisteina para bloquear la
maleimida libre. Los resultados de estas observaciones se resumen en de la Figura 75 a la Figura
80.
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Figura 75: Impacto de la incorporacion de diferentes péptidos en el tamafio de particula.
A excepcion del Angiopep2 y RVG, todas las demas funcionalizaciones muestran una reduccion del tamafio de
particula observado, con una reduccidon mas notable para el caso del Mini-Ap4. El anélisis de varianza sefiala que
existen diferencias significativas para los datos de al menos uno de los péptidos (valor p < 0,001). La Figura 76 y la
Figura A 12 del Anexo 1 muestran informacién adicional sobre la comparacion entre grupos.
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Figura 76: Graficas de intervalo de confianza del analisis de varianza del tamafio de particula con diferentes
péptidos.

Las elipses sefialan las agrupaciones segun los resultados de la prueba post-hoc de Tukey. Se observa que las
nanoparticulas funcionalizadas con el péptido Mini-Ap4 difieren significativamente del resto de muestras.
Adicionalmente, se observa un subgrupo adicional conformado por las muestras con cisteina y THRre (Figura A 12
del Anexo 1 presenta visualizacién adicional de las comparaciones de los intervalos de confianza simultdneos de
Tukey).
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Figura 77: Impacto de la incorporacion de diferentes péptidos en el PDI.

La funcionalizacién con cada uno de los péptidos representé un aumento significativo en el PDI comparado con las
muestras sin péptido (valor p < 0,01). A excepcidn de la funcionalizacién con RVG, los datos recolectados para todos
los otros péptidos muestran menor variabilidad comparados con la muestra sin péptido y el mismo RVG. La Figura
78 y la Figura A 13 del Anexo 1 muestran informacidon adicional sobre la comparacion entre grupos.
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Figura 78: Graficas de intervalo de confianza del analisis de varianza del PDI con diferentes péptidos.
El analisis post-hoc con la prueba de Tukey sefialé que no hay diferencias estadisticamente significativas en el PDI
entre los diferentes péptidos. Cada uno de esos péptidos muestra una diferencia significativa comparados con las
muestras in funcionalizar (La Figura A 13 del Anexo 1 presenta visualizacion adicional de las comparaciones de los
intervalos de confianza simultaneos de Tukey).
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Figura 79: Impacto de la incorporacion de diferentes péptidos en el potencial zeta.

La funcionalizacién con cada uno de los péptidos representé una reduccion en el potencial zeta. Esta reduccion es
particularmente mas pronunciada en el caso del Angiopep2 y el MiniAp-4. El andlisis de varianza indicé la presencia
de diferencias significativas entre las medias (valor p < 0,001). La Figura 80y la Figura A 14 del Anexo 1 muestran
informacidn adicional sobre la comparacion entre grupos.
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Figura 80: Graficas de intervalo de confianza del andlisis de varianza del potencial zeta con diferentes péptidos.
Las elipses sefialan las agrupaciones segun los resultados de la prueba post-hoc de Tukey, donde se observan tres
grupos distintos con diferencias significativas entre si. El primer grupo lo conforman el péptido Mini-Ap4 y
Angiopep2, mostrando potenciales zeta con valores mas negativos (medias entre -17,1y -22,70). El segundo grupo
estd compuesto por la cisteina, el RVG y el THRre, mostrando medias entre -4,3 y -8,19). Estos grupos difieren
significativamente entre si, y con las nanoparticulas sin funcionalizar. (La Figura A 14 del Anexo 1 presenta
visualizacion adicional de las comparaciones de los intervalos de confianza simultaneos de Tukey).
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Los resultados ilustrados en la Figura 76, Figura 77 y la Figura A 12 (Anexo 1), analizados a través
de la prueba de Tukey, evidencian que la funcionalizacidn con MiniAp-4, THRre y el bloqueo de
maleimida con cisteina inducen una notable reduccién en el tamafio de las nanoparticulas,
siendo mas acentuada con el MiniAp-4. A partir de los datos en la Figura 79 y la evidencia
adicional de la Figura 80 y la Figura A 14 (Anexo 1), se puede hipotetizar que esta reduccién en
tamafio podria estar asociada a un incremento en la repulsién entre las nanoparticulas,
manifestado por valores mas negativos del potencial zeta (excepto en el caso de Angiopep2,
donde esta correlacién no se observa). Esto sugiere, una vez mas, una interdependencia entre
los CQA de las nanoparticulas.

Por otra parte, la Figura 77 y la Figura 78 muestran que, aunque cada péptido (y el bloqueo con
maleimida) incrementa el PDI en comparacién con las nanoparticulas sin funcionalizar, los
valores absolutos de PDI no son significativamente diferentes entre péptidos. Sin embargo, es
crucial destacar que el PDI, que se calcula como la razén entre la desviacidon estandar y el
promedio del tamafio de particula, puede aumentar simplemente debido a una reduccion del
tamafio promedio, sin que necesariamente indique un aumento en la variabilidad del tamafio.
Como ya se discutié en el articulo: “Dialysis is a key factor modulating interactions between
critical process parameters during the microfluidic preparation of lipid nanoparticles”, al ser un
pardmetro de dispersidn relativa su interpretacién podria no ser tan intuitiva como en el caso
del tamafio y del potencial zeta (128). Para los casos particulares analizados desde la Figura 75
a la Figura 78 observamos que, bajo esta perspectiva de dispersidén relativa, el Angiopep 2
muestra un aumento de PDI, aunque su tamafio promedio no difiere significativamente con el
de las nanoparticulas sin funcionalizar. Por lo tanto, este caso sugiere una mayor variabilidad en
el tamano afectando la homogeneidad propiamente sin el efecto del cambio en el tamafio
promedio. En contraste, el MiniAp-4 muestra tanto el menor tamafio promedio, como el menor
PDI de entre los péptidos evaluados, indicando que la funcionalizacién con este péptido implicé
una mayor homogeneidad entre la poblacién de nanoparticulas.

Los resultados de esta subseccién demuestran cdmo las modificaciones superficiales de las
nanoparticulas mediante la adicidn de péptidos pueden influir en caracteristicas clave como el
tamafio de particula, el potencial zeta y el PDI, y que estos efectos varian segun el péptido
especifico.

En conjunto, la seccidén 4.2 mostré como el prototipo inicial desarrollado puede ser ajustado
para incorporar estructuras moleculares especificas necesarias para su funcionalizacion,
facilitando la interaccién de las nanoparticulas con la BHE. Cada modificacién explorada ofrece
nuevas posibilidades para optimizar las configuraciones en busca de cumplir con los parametros
de calidad del producto (QTPP) y ampliar el conocimiento sobre el proceso. El cumplimiento de
estos objetivos de formulacidn establece un sdélido punto de partida para avanzar hacia la
realizacion de evaluaciones preliminares de desempefio biolégico. Estas evaluaciones son
cruciales para validar el potencial de las nanoparticulas funcionalizadas en la administracion
dirigida de farmacos al SNC, lo cual serd explorado en la préxima seccidn de esta investigacion.
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4.3 Evaluacion del desempeiio bioldgico de las nanoparticulas lipidicas

En los apartados anteriores se establecid un prototipo base de nanoparticulas lipidicas y se
optimizo su proceso de funcionalizacidn, con la posibilidad de acoplar diferentes péptidos con
el objetivo de promover su direccionamiento activo a través de la BHE. Este proceso, guiado por
los principios de QbD, explord el espacio del disefio permitiendo una comprensién del impacto
de cada una de las condiciones evaluadas en las caracteristicas claves de la nanoparticula.

Complementando este desarrollo, la presente seccién aborda la evaluacién del desempefio
bioldgico de esta formulacion. De esta manera se complementan los atributos criticos de calidad
con interacciones de alto riesgo sefialados en la seccion 4.1.1.2, asegurando su efectividad y
biocompatibilidad. Esta etapa de evaluacion es esencial para demostrar el potencial de esta
formulacion para el desarrollo de aplicaciones terapéuticas especificas dirigidas al SNC.

4.3.1 Reformulacién del prototipo para agregar lipido fluorescente

La mayoria de las metodologias aplicadas en la seccién de evaluacién del desempefio biolégico
requieren detectar las nanoparticulas mediante técnicas de fluorescencia. Sin embargo, el
prototipo desarrollado en las secciones anteriores no posee ningln fluoréforo. Inicialmente se
experimentd agregando Nile red a la solucidn lipidica. Sin embargo, las pruebas iniciales en
modelos in vitro de permeabilidad a través de la BHE mostraron una reduccidon de la
fluorescencia de las nanoparticulas luego de atravesar la capa de células, probablemente por
migracion parcial del Nile red desde la nanoparticula hacia las membranas celulares.

Por ello se decidié reformular la nanoparticula para su uso en métodos de barrera y ensayos con
animales, agregando el excipiente DSPE-mPEG-Cy5 (en un 1,5%) que posee el fluoréforo Cy5
unido de forma covalente. La comparacion de los valores de tamafio de particula, PDI y potencial
zeta entre dos lotes preparados en serie, uno con y otro sin el lipido fluorescente. Los resultados
que se presentan de la Figura 81 a la Figura 83 demuestran que no existen cambios significativos
con esta modificacion, y por lo tanto se continud con las evaluaciones de desempefio bioldgico
de la formulacion.
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Figura 81: Impacto de la incorporacion de lipido fluorescente en el tamafio de particula.
De acuerdo con el analisis de varianza, la incorporacion del lipido DSPE-mPEG-Cy5 en un 1,5% no genera diferencias
estadisticamente significativas (valor p > 0,05).
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Figura 82: Impacto de la incorporacion de lipido fluorescente en el PDI.
De acuerdo con el analisis de varianza, las diferencias observadas en el PDI tras la incorporacién del lipido DSPE-
mPEG-Cy5 en un 1,5% no son estadisticamente significativas (valor p > 0,05).

Potencial zeta

T
Cys No

Fluoréforo

Figura 83: Impacto de la incorporacién de lipido fluorescente en el potencial zeta.
De acuerdo con el andlisis de varianza, las diferencias observadas en el potencial zeta tras la incorporacién del lipido
DSPE-mPEG-Cy5 en un 1,5% no son estadisticamente significativas (valor p > 0,05).

4.3.2 Evaluacion de la viabilidad celular

La evaluacidn del atributo critico de ausencia de citotoxicidad se evalué mediante el cultivo de
células HEK 293T con diferentes volumenes de suspension de nanoparticulas durante 24 horas
en condiciones de incubacidn controladas, a 37 °C. Posteriormente se realizé una evaluacidn
visual para identificar cambios morfoldgicos o signos de muerte celular.

En esta evaluacion se emplearon dos diferentes concentraciones de nanoparticulas de partida.
La primera serie de pruebas se realizé con diferentes volimenes (entre 0 y 300 pL) de una
suspension de nanoparticulas que contenia aproximadamente (4,03 + 0,47) x 10! nanoparticulas
por mililitro, equivalente a una concentracion de aproximadamente 4 mM en términos de lipidos
totales. En la segunda repeticidn, se utilizé una suspensidén con una concentracidn reducide de
5,04 + 0,05 x 10 nanoparticulas por mL, con una concentraciéon de lipidos totales de
aproximadamente 0,5 mM. Los resultados de estas evaluaciones se presentan en la Figura 84 y
la Figura 85, respectivamente.
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100 uL
300 uL

Figura 84: Evaluacion de la viabilidad celular en células HEK 293T expuestas a volimenes de una suspension de
nanoparticulas lipidicas con 4,03 x 10! nanoparticulas por mililitro.

Se muestra el efecto de los incrementos de los volimenes de suspensidn de nanoparticulas desde 0 hasta 300 pL.
Las células mantienen su morfologia hasta el umbral de los 30 pL, observandose alteraciones a partir de los 50 uLy
con un claro decrecimiento de la densidad celular a partir de los 100 pL, indicando efecto citotoxico para estas
concentraciones.
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Control

Figura 85: Evaluacion de la viabilidad celular en células HEK 293T expuestas a volimenes de una suspension de
nanoparticulas lipidicas con 5,04 x 10%° nanoparticulas por mililitro.

Para esta concentracion de nanoparticulas, 8 veces mas diluida que la primera prueba, las células siguen
conservando su morfologia sin cambios aparentes aun hasta un volumen agregado de 200 pL. Para las células
incubadas con 300 pL de nanoparticulas se empieza a observar una reduccién en la densidad de células, pero sin
claros signos de muerte celular.
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Los resultados de esta secciéon no solo demuestran la biocompatibilidad de la formulacién
prototipo, sino que también permiten establecer un umbral de tolerancia para esta preparacion
de cultivo celular especifica de hasta 30 uL de la suspension (en las condiciones prototipo). Al
diluir la suspensién, este umbral aumenta de manera proporcional a dicha dilucién. Los
resultados de esta seccién no solo permiten demostrar uno de los requisitos del QTPP en cuanto
a la biocompatibilidad, sino que de manera importante permiten seleccionar el volumen de
nanoparticulas para incubar con las células en los siguientes experimentos realizados con lineas
celulares, descritos en las siguientes sub-secciones.

4.3.3 Evaluacion de la internalizacion celular
4.3.3.1 Citometria de flujo

La internalizacion de las nanoparticulas en células HEK 293T se evalué mediante citometria de
flujo, determinando la eficiencia con la que las nanoparticulas pueden entrar en estas células en
distintas condiciones. Se emplearon diferentes cantidades de nanoparticulas marcadas con Nile
Red, a partir de una suspensidn con una concentracién de 5,04 + 0,05 x 10%° nanoparticulas por
mililitro. Acorde con los resultados previos de citotoxidad, las células se incubaron con 50, 30 y
10 pL de nanoparticulas por un periodo de dos horas. Se probaron tanto muestras de
nanoparticulas vacias, como nanoparticulas encapsulando tRNA para evaluar si existen
diferencias en la internalizacién por la presencia de tRNA. Los resultados se muestran en la
Figura 86.
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Figura 86: Analisis de citometria de flujo para la evaluacidn de la internalizacion de nanoparticulas por las células

HEK 293T.

En las imagenes superiores (parte A) se muestran los analisis correspondientes a un lote de nanoparticulas vacias,
mientras que la parte inferior (parte B) incluyen muestras encapsulando tRNA. A la izquierda en ambas partes se
muestran los diagramas de dispersion frontal y lateral que identifican la poblacién celular seleccionada para el
analisis. Los histogramas de la derecha muestran la distribucién de las células que han internalizado las
nanoparticulas marcadas con fluoréforo. Las imagenes muestran un corrimiento total del pico de células control
comparado con todos los volimenes de ambos tipos de nanoparticulas evaluadas. Notablemente, el corrimiento a
la derecha es superior conforme se administra mayor cantidad de nanoparticulas (mayor intensidad de
fluorescencia). Ademas, no se observa diferencia entre el comportamiento de las nanoparticulas vacias y
encapsulando tRNA.
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El corrimiento total del pico de células control refleja un porcentaje de células transfectadas de
practicamente el 100%, lo cual demuestra el potencial de este vehiculo para aplicaciones
biomédicas. Que el desplazamiento del histograma a la derecha sea mayor con un mayor
volumen de muestra (es decir, con mas cantidad de nanoparticulas) quiere decir que el
mecanismo de entrada de las nanoparticulas a las células no alcanza saturaciéon en las
condiciones evaluadas, pues hay una mayor fluorescencia (por lo tanto, un mayor ingreso de
nanoparticulas) con volimenes mayores. Ademads, el analisis demuestra que la presencia o no
de RNA encapsulado no parece tener ningun efecto ni sobre el porcentaje de transfeccidn, ni en
la cantidad de nanoparticulas que ingresan a las células, pues las intensidades de los mismos
voliumenes de ambos tipos de nanoparticulas (con y sin RNA) son comparables. Este resultado
sugiere que el contenido de las nanoparticulas no influye las propiedades relacionadas con la
captacidon celular y es esencial tanto para extrapolar observaciones realizadas con
nanoparticulas vacias, como para evaluar el potencial de aplicacidn de esta formulacién para
otras aplicaciones de vehiculizacion.

4.3.3.2 Microscopia confocal

De manera complementaria, se realizd una prueba para visualizar la distribuciéon de las
nanoparticulas dentro de las células. Se utilizaron nanoparticulas con el fluoréforo Cy5, y se
amplio la investigacion incluyendo también células hCMEC/D3 (linea celular endotelial derivada
de microvasos del I6bulo temporal humano) y células neuronales SH-SY5Y, ademas de las células
HEK 293T. Se incubaron las células con 30 pyL de nanoparticulas a una concentracién de
aproximadamente 5,04 + 0,05 x 10%° nanoparticulas por mL para luego ser fijadas y observadas
mediante microscopia confocal. Los resultados se presentan de la Figura 87 a la Figura 89.

Estas imdgenes muestran una considerable cantidad de nanoparticulas en el citoplasma de las
células. En el caso de las células HEK 293T, esto corrobora los resultados de citometria de flujo
observandose una alta y uniforme transfecciéon en todas las células captadas. Aunque la
intensidad observada en las imagenes de células hCMEC/D3 es menor, lo cual es esperado
debido a sus propiedades de barrera, resulta prometedor observar que todas las células
observadas poseen nanoparticulas en su interior. Esto podria ser un indicador de su potencial
para atravesar la BHE. Y mas alla de la barrera, su potencial para dirigirse a células de naturaleza
neuronal también presenta un interesante potencial con los resultados observados en células
SH-SY5Y. Aunque se reporta que estas células muestran una capacidad de captacidn inferior a la
de las células HEK 293T, estos resultados sugieren que el vehiculo disefiado es un medio
apropiado para dirigirse hacia este tipo de dianas celulares.

4.3.4 Pruebas de silenciamiento génico

La capacidad de las nanoparticulas lipidicas para el silenciamiento génico se probd
especificamente con el silenciamiento del gen TCERG1 en células HEK 293T. Para las pruebas,
las nanoparticulas fueron cargadas con siRNA a una concentracién de 1,568 pmol/L de siTCERG1,
y una cantidad de nanoparticulas aproximada de 5,04 + 0,05 x 10%° nanoparticulas por mililitro
(aproximadamente 5 mM de lipidos totales). Como control negativo se utilizaron nanoparticulas
con las mismas caracteristicas cargadas con siGFP y como control positivo se empled
lipofectamina con siTCERG1. En cada muestra se agregd 0,1 nanomoles tedricos de siRNA, y se
observaron los niveles de expresiéon de proteina mediante Western blot (Figura 90) y de
expresion de RNA mediante qPCR (Figura 91).
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Figura 87: Evaluacion de la internalizacion de nanoparticulas en células HEK 293T por de microscopia confocal.
A la izquierda se muestran las células control sin nanoparticulas, y a la derecha células incubadas con 30 pL de
nanoparticulas. Los cuatro paneles de arriba hacia abajo ilustran en forma descendiente la morfologia celular en el
campo claro, los nucleos celulares tefiidos de azul co