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RESUMEN

Uno de los mayores problemas de la industria farmacéutica es el ingreso de farmacos a
través de barreras especificas del organismo como lo es la Barrera Hematoencefalica, la
cual evita el ingreso de xenobioticos al Sistema Nervioso Central, es por esto que la
Nanomedicina empieza a desarrollar nanovectores con anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos adheridos a la superficie de los nanovectores para lograr un tratamiento
especifico. Esto se traduce en una menor dosis del farmaco y menores efectos secundarios
en tejidos periféricos. Los liposomas son nanovectores ampliamente utilizados para la
vectorizacion de farmacos, puesto que son biocompatibles, faciles de manipular, estables
y poseen la capacidad de poder encapsular tanto farmacos hidrofilicos como lipofilicos.
La optimizacion de estos inmunoliposomas comprende las caracteristicas necesarias para
ayudar a que lleguen a la Barrera Hematoencefalica y asi minimizar efectos secundarios.
Para esto hay que tener en cuenta los pardmetros de tamafio, indice de polidispersion,
potencial Zeta, porcentaje de encapsulacion del farmaco y porcentaje de conjugacion del
anticuerpo o sus fragmentos, este ultimo siendo medido como proteina, ya que la
macamida sintética N-3-metoxibencil-linoleamida posee un efecto neuroprotector y
puede ser utilizada a elevadas dosis para tratar diferentes enfermedades neuroldgicas es
que se decide encapsularla en los inmunoliposomas. Se logré optimizar la formulacion de
inmunoliposomas que poseen los fragmentos F(ab). del anticuerpo OX26 y que
encapsulan la macamida sintética N-3-metoxibencil-linoleamida. Estos poseen un tamafio
de 133.5 + 4.2 nm, un indice de polidispersién de 0.28 + 0.01, un potencial Zeta de -9.71

+ 0.9 mV, un porcentaje de encapsulacion de 78,73 £ 6.0% y un porcentaje de proteinas
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del 64.94 £ 3.5%. Es asi que esta formulacion puede en adelante ser estudiada en modelos
in vitro o in vivo de enfermedades del Sistema Nervioso Central, en los cuales la

macamida antes mencionada tenga propiedades farmacoldgicas.

Palabras clave: Barrera Hematoencefalica, nanotecnologia, anticuerpo 0OX26,
inmunoliposoma.
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ABSTRACT

One of the major problems of the pharmaceutical industry is the entry of drugs through
specific barriers of the organism such as the Blood Brain Barrier, which prevents the entry
of xenobiotics to the Central Nervous System, which is why Nanomedicine begins to
develop nanovectors with antibodies or fragments of antibodies attached to the surface of
the nanovectors to achieve a specific treatment. This translates into a lower dose of the
drug and fewer side effects in peripheral tissues. Liposomes are nanovectors widely used
for drug vectorization, since they are biocompatible, easy to manipulate, stable and have
the ability to encapsulate both hydrophilic and lipophilic drugs. The optimization of these
immunoliposomes includes the necessary characteristics to help them reach the Blood
Brain Barrier and thus minimize side effects. For this it is necessary to take into account
the parameters of size, polyspersion index, Zeta potential, percentage of encapsulation of
the drug and percentage of conjugation of the antibody or its fragments, the latter being
measured as a protein, since the synthetic macamide N-3-methoxybenzyl-linoleamide has
a neuroprotective effect and can be used at high doses to treat different neurological
diseases is that it is decided to encapsulate in immunoliposomes. It was possible to
optimize the formulation of immunoliposomes that possess fragments F(ab)2 of the OX26
antibody and that encapsulate the synthetic macamide N-3-methoxybenzyl-linoleamide.
These have a size of 133.5 + 4.2 nm, a polyspersion index of 0.28 £ 0.01, a Zeta potential
of -9.71 £ 0.9 mV, an encapsulation percentage of 78.73 £ 6.0% and a protein percentage
of 64.61 £ 7.4%. Thus, this formulation can be studied in in vitro or in vivo models of
diseases of the Central Nervous System, in which the aforementioned macamide has
pharmacological properties.

Keywords:  Hematoencephalic ~ barrier,  nanotechnology, OX26 antibody,

immunoliposome.
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INTRODUCCION

La Nanomedicina es la rama de la Medicina que utiliza nanomateriales a una escala
inferior a 1000 nm, para el diagnéstico y tratamiento de enfermedades, para poder lograr
una medicina personalizada (1-3). Los nanovectores son nanoestructuras solidas o huecas
con un didmetro ente 1 a 1000 nm (4). Estos son capaces de transportar y entregar una o
mas moléculas bioactivas, como agentes terapéuticos o agentes de contraste, para
aplicaciones biomédicas (1). Existen diferentes tipos de nanovectores, los cuales se
reagrupan en dos: 1) nanovectores inorganicos, los cuales estan fabricados por materiales
inorganicos como son los nanotubos de carbono, plata, oro, entre otros y 2) los
nanovectores organicos, estos son los mas utilizados para la nanomedicina, puesto que
son mas biocompatibles con el organismo, pues sus materiales son organicos (5). De
estos lo mas empleados son los nanovectores lipidos liquidos y s6lidos que suelen
presentar una estructura tipica de nucleo-cascara (6,7). Estos nanovectores protegen al
farmaco y lo hacen menos susceptible de degradarse en diferentes medios, ademas su
estructura y su tamafo es altamente manipulable y pueden ser administrados por via
intravenosa, oral o cutanea. Por ello, pueden encapsular farmacos hidrosolubles como
liposolubles (8)

De estos los mas empleados son los liposomas, los cuales son vesiculas esféricas, con
membranas compuestas de una doble capa de fosfolipidos y un compartimiento interior
acuoso (9,10). Esto permite encapsular farmacos hidrofilicos como hidrofébicos (11).
Los liposomas pueden ser clasificados segun su tamafio y sus bicapas lipidicas: a)
vesiculas multilamelares (MLV), con un tamafio alrededor de 500 nm y con multiples
capas lipidicas; b) vesiculas unilamelares grandes (LUV) con un tamafio entre 200 — 1000
nm con una sola capa y c) vesiculas unilamelares pequefias (SUV) con un tamafio
alrededor de 100 nm y una capa lipidica (12). Otra clasificacion es por su estructura: a)
liposomas convencionales son aquellos que contienen fosfolipidos y pueden o no
contener colesterol, transportan el material encapsulado por el organismo, sin embargo
son rapidamente reconocidos por el sistema inmunologico; b) Liposomas catidnicos son
encargados de vectorizar el material genético, estos contienen en su estructura una carga
positiva, lo que ayuda a neutralizar la carga negativa del material genético encapsulado;

c) liposomas furtivos, la superficie liposomal puede ser modificada mediante
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incorporacion de ciertos polimeros como derivados de polietilenglicol, que retardan la
opsonizacién de los liposomas, prolongando su tiempo de vida media y por lo tanto del
farmaco encapsulado; d) liposomas vectorizados, también a la superficie liposomal se
puede afiadir biomoléculas de reconocimiento, que permitiran vectorizar los liposomas y

el farmaco encapsulado hacia un tejido especifico (5,9).

Al agregar una biomolécula de reconocimiento como anticuerpos o sus fragmentos a la
superficie liposomal se obtiene lo que se le denomina inmunoliposomas. Estos son
altamente estudiados, dado que se demostr6 que los anticuerpos o sus fragmento pueden
reconocer ciertos receptores de diferentes érganos y tejidos, como por ejemplo de la
barrera hematoenceféalica (BHE), del corazén, en células cancerigenas, entre otros,
logrando una concentracion mas elevada del farmaco en los tejidos que expresan estos

receptores en relacion a los demas liposomas (13).

Para la optimizacion de cualquier formulacion de liposomas es necesario conocer su
propiedades fisicoquimicas, asi se tiene que conocer el tamafio de los liposomas. Santos
y Guerrero sefialaron que los liposomas pequefios (alrededor de 100 nm) son eliminados
del organismo mas lentamente que los grandes (alrededor de 200 nm), estos liposomas
pueden utilizar diferentes rutas para lograr atravesar membranas y barreras con mayor
facilidad (11). El indice de polidispersion (IPD) es otra caracteristica importante, ya que
esta nos indica que tan homogénea es la poblacion liposomal. Para que estas sean seguras,
estables y eficientes se requiere que la distribucion de tamafio de particulas sea
homogénea y que el IPD no sea mayor a 0.3 (14,15). Otra caracteristica importante es el
Potencial Zeta, el cual mide la carga superficial de los liposomas. Esto nos da
conocimiento de la estabilidad y la homogeneidad de los liposomas. Diferentes autores
reportan que vesiculas de carga neutra presentan un mayor tiempo de estabilidad y menor
respuesta inmunoldgica, puesto que la carga negativa y positiva, obtienen una respuesta
inmunolodgica mas rapida (8,16). Un potencial zeta entre -20 y +20 mV es deseable y es
considerado neutro. El porcentaje de encapsulacion es una de las caracteristicas mas
importantes, puesto que esta determina el porcentaje del farmaco que se logré encapsular
en los liposomas (10). En el caso de utilizar liposomas vectorizados como los
inmunoliposomas hay que tener en cuenta una caracteristica mas que es el porcentaje de

anticuerpo conjugado, referido al porcentaje de proteinas (17).
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Diferentes autores utilizaron el anticuerpo OX26, como biomolécula de reconocimiento,
este es un anticuerpo monoclonal que deriva de rata y es usado especificamente para
receptores de transferrina presentes en células endoteliales de los capilares cerebrales de
la BHE humana. Este anticuerpo es frecuentemente utilizado para la vectorizacién hacia
el Sistema Nervioso Central (18). Los inmunoliposomas con este anticuerpo pueden ser

utilizados para vectorizar diferentes compuestos.

Las macamidas son metabolitos secundarios encontrados en el extracto pentanico de una
planta nativa de los andes del Peru llamada Lepidium meyenii (Maca). Esta crece sobre
los 4000 metros de altitud y es cosechada y consumida como Medicina Tradicional desde
el tiempo de los Incas (19). Esta fue utilizada para tratar problemas de fertilidad,
menopausia y reumatismo. Igualmente, es usada para potenciar la virilidad, vitalidad y

fuerza fisica (19). En la actualidad, es altamente usada en bebidas energizantes.

Un estudio realizado en el Instituto del Cerebro del Hospital Israelita Albert Einstein —
Sao Paulo, Brasil, demostrd, que el extracto pentanico de la Maca a una dosis de 1.0
mg/kg de peso posee un efecto anticonvulsivante. Una de estas macamidas presentes en
el extracto pentanico es la macamida N-3-metoxibencil-linoleamida, la cual regula la
comunicacion sinaptica retrograda y podria modular la excitabilidad neuronal,

protegiendo a las neuronas de la excitotoxicidad (20).

Posteriormente un estudio realizado en la Universidad Catdlica de Santa Maria, demostrd
que las macamidas sintéticas N-3-metoxibencil-oleamida y N-3-metoxibencil-
linoleamida, a una dosis elevada, poseen un efecto anti convulsionante in vivo. De estas

la més potente es la N-3-metoxi bencil-linoleamida (21).

Con el fin de optimizar el efecto anti convulsionante de la macamida sintética N-3-
metoxibencil-linoleamida a posteriori, es que este trabajo plantea desarrollar y optimizar
una formulacion de inmunoliposomas, encapsulando la macamida sintética N-3-

metoxibencil-linoleamida, utilizando fragmentos F(ab”). del anticuerpo OX26.
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HIPOTESIS

Dado que estudios anteriores, in vivo e in vitro han demostrado que el farmaco
encapsulado en liposomas vectorizados con fragmentos del anticuerpo OX26, logran
atravesar la Barrera Hematoencefalica y llegar al cerebro, es que este proyecto pretende
optimizar el efecto anti convulsionante de la macamida sintética N-3-metoxibencil-
linoleamida, encapsulandola en liposomas funcionalizados con fragmentos F(ab). del

anticuerpo OX26.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Desarrollar y optimizar una formulacion de inmunoliposomas, encapsulando la macamida
sintética N-3-metoxibencil-linoleamida, utilizando los fragmentos F(ab")2 del anticuerpo

0OX26 como molécula de bioreconocimiento.

Objetivos Especificos:

e Evaluar el impacto de diferentes concentraciones de fosfolipidos, colesterol,
polimeros y macamida sintética N-3-metoxibencil-linoleamida en el tamafio, indice
de polidispersion, potencial Zeta y porcentaje de encapsulacion.

e Optimizar los parametros de la técnica de ultrasonido, para encontrar las
caracteristicas establecidas.

e Evaluar el tamafo, indice de polidispersiéon, potencial Zeta, porcentaje de

encapsulacion y el porcentaje de anticuerpo conjugado de los inmunoliposomas.
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Nanomedicina:

Generalmente las enfermedades se originan por alteraciones en procesos
bioldgicos, ya sea a escala nanométrica o a nivel molecular, como por ejemplo
genes mutados, proteinas mal plegadas, infecciones causadas por virus o bacterias
0 traumas causados al organismo (2).

En tal sentido, a inicios de los afios 50 se empez0 a estudiar y considerar nuevas
técnicas enfocadas en nanoescalas, como la administracion dirigida de farmacos
y la consiguiente optimizacion de la biocompatibilidad (3,22,23). Es asi que en
1964 se publicé los primeros estudios sobre sistemas nanoparticulados o
nanovectores, siendo estos los liposomas (23). En 1970, se logré producir
anticuerpos monoclonales, con los que se funcionaliz6 los nanovectores de forma
tal que estos lleven el farmaco encapsulado a un tejido especifico (24). En los afios
80 fue posible captar iméagenes con la primera sonda de microscopia de barrido,
lo que no solo brindo informacion sobre la estructura de los nanovectores, sino
que también dio lugar a que la manipulacion de las mismas sea mas facil (24). En
1990, Robert A Freitas escribi6 el primer libro de Nanomedicina, el cual costa de
tres volimenes. EI primero redacta los conocimientos basicos de la
Nanomedicina, el segundo, habla sobre la biocompatibilidad y el tercer volumen
sobre las aplicaciones de la Nanomedicina (15). Ese mismo afio se funcionaliz
nanovectores utilizando anticuerpos para transportar fragmentos de ADN y genes,
al interior de las células (24). En 1997, Desai y colaboradores desarrollaron
nanoparticulas de silice encapsulando oxigeno, glucosa e insulina y prolongando
el tiempo de vida media de estos (23). En el afio 2003, el Instituto Nacional de
Salud de Estados Unidos otorgo becas para realizar investigacion en
Nanomedicina, por ser considerada esta un area de vanguardia que generaria
beneficios médicos en los siguientes 10 afios (23). Del afio 2004 al 2005, el Centro
de Céancer Anderson de la Universidad de Texas inicio tratamientos clinicos
basados en nanoestructuras conjugadas a anticuerpos y en el 2006, el mismo
centro empezd a administrar insulina, haciendo uso de nanoestructuras de oro

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

conjugadas a anticuerpos (23). En el 2013, Yanan Li y colaboradores, reportaron
el efecto sinérgico de la encapsulacion de nanovectores de oro y doxorrubicina en
liposomas termo sensibles. Asi esta formulacion demostré tener un efecto
sinérgico frente a un modelo in vivo de neuroblastoma (25).

Actualmente la Nanomedicina es considerada como la fusion de la
Nanotecnologia y la Medicina (3) y tiene como objetivo utilizar las propiedades
y caracteristicas de los nanomateriales para el diagndstico y tratamiento de
enfermedades y asi lograr una medicina personalizada que optimice los resultados
terapéuticos (1-3).

1.2 Nanovectores
Los nanovectores son nanoestructuras solidas o huecas con un diametro ente 1 a
1000 nm (4). Estos son capaces de transportar y entregar una 0 mas moléculas
bioactivas, como agentes terapéuticos o agentes de contraste, para aplicaciones
biomédicas (1). Cabe resaltar que en Medicina el tamafio del nanovector a
emplear es fundamental, puesto que los nanovectores con un tamafio menor a 10
nanometros (nm) son rapidamente eliminados por el rifién o por extravasacion y
los nanovectores mayores a 200 nm son filtrados de manera eficiente por el
higado, el bazo o la medula 6sea (26).
1.3 Tipos de nanovectores:
En los ultimos afios se ha logrado obtener diversos tipos de nanovectores, 10s
cuales pueden clasificarse segin su composicion (figura 1.1), siendo los mas
estudiados:
a) Nanovectores inorganicos: Son los nanovectores que presentan en su
composicion compuestos inertes y pueden ser (14):

e Nanotubos de carbono (27)

e Nanovectores metalicos (de oro, plata, hierro, entre otros) (28,29)

e Nanovectores sUper paramagnéticas de ¢éxido de hierro (SPION)

(30,31).

e Puntos cuanticos (QD) (32)

e Nanovectores de silice (33)
b) Nanovectores organicos: Son los nanovectores que contienen esencialmente

polimeros o lipidos y pueden ser (14) :
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e Nanovectores poliméricos (34-36)

e Nanovectores lipidicos solidos (SLN) (37)
e Nanocapsulas lipidicas (LNG) (36,38,39).
e Liposomas (10,36)

e Micelas (2,22)

£ o.':’.‘:' -.. . S 8 ’S\\}'}}%
Nanovectores L oy : % N
Organicos - :
Nanoesfera Dendrimero Uposoma Micela
. ~ r o
Nanovectores | ~ - T
Inorganicos . S <

Nanoparticula Nanoparticulade Nanoparticulade Nanotubo de
de oro oxido de hierro  silice mesoporosa carbono

& Farmaco

Figura: 1.1: Nanovectores organicos e inorganicos (42)

Los nanovectores organicos son biocompatibles, biodegradables y generalmente
no toxicos. Es por esto que a lo largo de los afios diversos grupos de
investigacién prefieren usar estos nanovectores para fines terapéuticos, dentro

de ellos los nanovectores lipidicos (12).

1.4 Nanovectores lipidicos:
A lo largo de los afios los nanovectores lipidicos mas estudiadas fueron los
liposomas y los niosomas, cuyas nanoestructuras vesiculares estan compuestas
por fosfolipidos y lipidos polares anfipaticos respectivamente (6). Asi mismo en
las Gltimas dos décadas se han utilizado lipidos liquidos y s6lidos para la
formulacién de nuevos nanovectores lipidicos, como las nanoesferas que
presenta una estructura homogénea y nanocapsulas, que presentan una estructura

tipica de nacleo-cascara (6,7).
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Estos nanovectores protegen al farmaco y lo hacen menos susceptible de
degradarse en diferentes medios, ademas su estructura y su tamafio es altamente
manipulable y pueden ser administrados por via intravenosa, oral o cutanea.
Asimismo pueden encapsular farmacos hidrosolubles como liposolubles (11,26).
Los nanovectores lipidicos al ser ampliamente estudiados, han originado
diferentes métodos de formulacién establecidos, lo que hace que su formulacion
sea mas sencilla (28,29).

En la actualidad los nanovectores mas estudiados son los liposomas. Estos son
altamente biocompatibles y biodegradables puesto que la membrana liposomal

es similar a la membrana celular, basicamente compuesta por fosfolipidos (14).

1.5 Fosfolipidos
Los fosfolipidos son lipidos saponificables, los cuales poseen dos acidos grasos,

que constan de lipidos polares, ya que tienen una region hidrofilica formada por
grupo fosfato con carga y una region hidrofila compuesta por etanolamina,
colina, serina o inositol (43).

Los fosfolipidos estan compuestos por una molécula de glicerol a la que se unen
2 acidos grasos en las posiciones sn-1 y sn-2, estos acidos grasos pueden
presentar cadenas hidrocarbonadas largas, variando en el grado de insaturacion.
Sin embargo, se diferencian de los trigliceridos ya que en la posicion sn-3 esta
ligada una molécula de acido ortofosforico, en lugar de un tercer &cido graso.
Estos grupos fosfato siempre estadn unidos a diferentes tipos de moléculas, de
esta forma, cuando esta molécula corresponde a colina, se forma la
fosfatidilcolina (FC) o Lecitina; cuando se une a un aminoacido como serina
(FS), se forma la fosfatidilserina; cuando la unién es con etanolamina, se forma
la fosfatidiletanolamina (FE) o Cefalina; y cuando se une al polialcohol ciclico
inositol, se forma el fosfatidil inositol (FI) entre otros (31,34).

De esta gran variedad de fosfolipidos tenemos los naturales que se encuentran
de manera natural, entre ellos los mas usados son la fosfaditilcolina de soya o
fosfatidilcolina de yema de huevo. Es por esto que al no poseer una composicion
definida, se sugiere sintetizar nuevos fosfolipidos, que poseen mayor estabilidad

y una carga especifica. Esta carga puede ser positiva en donde encontramos
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estearilamina (SA), una carga negativa, en donde tenemos por ejemplo
dimiristoil-fosfatidilglicerol (DMPG), fosfatodicetil (DCP) y una carga neutra
que suele ser la mayormente empleada para las formulaciones de liposomas. En
este grupo sobresalen dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC) y dipamitoil-
fosfatidilcolina (DPPC) (5,13,43). Los fosfolipidos insaturados podrian oxidarse

en presencia de oxigeno del aire y por lo tanto podrian llegar a ser toxicos (5,43).

El cambio de fase de los fosfolipidos del estado de gel, en donde las cadenas
hidrocarbonadas del lipido son rigidas, al estado cristal liquido, donde las
cadenas hidrocarbonadas de los lipidos son moviles, se denomina temperatura
de transicion (Tm) (43). Asi el lipido a temperaturas menores de la Tm se
encuentra en la fase gel o temperaturas superiores se encuentra en fase cristal
liquido. La Tm depende de las propiedades de los fosfolipidos. Los fosfolipidos
con cadena corta 0 insaturaciones en sus cadenas hidrocarbonadas poseen una
Tm menor, puesto que las cadenas cortas reducen la tendencia de las colas a
interaccionar entre ellas y los dobles enlaces producen torsiones en las colas
apolares que facilitan su movilidad (43,45). Los fosfolipidos saturados,
presentan una Tm mayor dado que estos presentan una elevada capacidad de

agrupacion y una baja movilidad (45).

En la formulaciéon de liposomas, los diferentes fosfolipidos se utilizan para
conferirle a la estructura unas caracteristicas fisicoquimicas, estructurales y
funcionales, determinando un comportamiento adecuado 0 necesario para
alcanzar su objetivo o la funcion deseada (43). La densidad de empaquetamiento,
flexibilidad, resistencia osmotica, estabilidad "in vivo™ e "in vitro", carga
eléctrica, permeabilidad, entre otras, de la bicapa fosfolipidica y el liposoma
también serdn determinados y condicionados por la composicion de la bicapa
(22).

1.6 Liposomas:
Los liposomas son pequefias vesiculas (9,10), en donde las colas lipéfilas de los
fosfolipidos entran en contacto entre si, formando una bicapa de fosfolipidos
(figura 1.2) organizada entre dos compartimientos acuosos. Por lo que pueden

encapsular tanto farmacos hidrofilicos como hidrofébicos (11).
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-

Centro acuoso

Figura: 1.2: Estructura de un liposoma.

La incorporacion de otras moléculas para modificar las caracteristicas de las
bicapas lipidicas como la fluidez de las cadenas hidrocarbonadas, la
hidrofilicidad de su superficie, el tamafio de la vesicula, entre otras, es factible
(46). Se puede afadir colesterol hasta una proporcion de 30 mol% el cual
modifica la estabilidad y permeabilidad de la membrana, in vitro e in vivo,
puesto que incrementa la rigidez de las vesiculas (26,43). Al afadir agentes
antioxidantes como hidroxibutiltolueno (BHT) o hidréxibtilanusol (BHA) se
puede lograr reducir los fendmenos de oxidacién de los enlaces insaturados de
las cadenas acilo de los fosfolipidos (13,43)

La superficie de los liposomas también puede ser modificada mediante
incorporacion de ciertos polimeros como derivados de polietilenglicol, que
retardan la opsonizacion de los liposomas, prolongando su tiempo de vida media
y por lo tanto del farmaco encapsulado. También se puede afiadir biomoléculas
de reconocimiento, que permitiran vectorizar los liposomas y el farmaco
encapsulado hacia un tejido especifico (5,9).

Se evidencia que regulando el tamarfio, la carga superficial y estructura
superficial de los liposomas, se logra retardar o inhibir la eliminacién del
farmaco, aumentar la concentracion del farmaco en el tejido diana, disminuir la
dosis administrada y la toxicidad en érganos periféricos (47). Actualmente se

disponen de diferentes tipos de liposomas.
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1.6.1 Tipos de liposomas:
Inicialmente los liposomas fueron clasificados por su tamafio y numero de

bicapas lipidicas. Asi, hoy se conocen : (48).

1.6.1.1 Liposomas o vesiculas multilamelares (MLV)

En su estructura contienen varias capas de fosfolipidos, pudiendo llegar a
14 capas. Estas capas estan separadas entre si por un espacio acuoso
(Figura 1.3). El tamafio de este tipo de liposomas es superior a 500 nm
(49). Los liposomas MLV generalmente se preparan mediante el método

de “Hidratacion acuosa de peliculas lipidicas secas” (48).

1.6.1.2 Liposomas o vesiculas unilamelares grandes (LUV)
En su estructura contienen una sola bicapa de fosfolipidos y su tamafio
puede variar entre los 200 a los 1000 nm (Figura 1.3) (48,49).

1.6.1.3 Liposomas o vesiculas unilamelares pequefias (SUV)
En su estructura contienen una sola bicapa lipidica y poseen un tamafio
alrededor de 100 nm (Figura 3) (48,49).

Figura: 1.3: Clasificacion de liposomas segun su tamafio y nimero de bicapas lipidicas

Una clasificacién mas reciente tiene en cuenta la funcionalidad de los

liposomas (48). Asi se tiene que.

1.6.1.4. Liposomas convencionales
Los liposomas convencionales son liposomas clésicos, con una superficie

hidrofobica, constituidos por diferentes fosfolipidos, de los cuales resalta
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la fosfatidilcolina, que puede o no ir acompafiada de colesterol, hasta un
30% (46). Un porcentaje menor de colesterol otorga a la membrana
liposomal fluidez, sin embargo concentraciones mayores, otorgan a la
membrana rigidez, provocando inestabilidad y pudiendo ser recubiertos
por proteinas plasmaticas. Asi, estos liposomas serian rapidamente
fagocitados y eliminados del organismo (figura 1.4) (11,47).

Luego de ser administrados por via intravenosa, los liposomas son
reconocidos por las opsoninas que se adhieren a la superficie liposomal.
Posteriormente las opsoninas son reconocidas por el sistema fagocitico
mononuclear, el cual captura a los liposomas eliminandolos rapidamente
del sistema sanguineo (44). En tal sentido este tipo de liposomas son
usados para el trasporte de farmacos antiparasitarios y antimicrobianos, en
infecciones localizados en el sistema fagocitico mononuclear, que se

encuentra en 6rganos como el higado, bazo y medula 6sea (50).

1.6.1.5 Liposomas catidnicos
Son liposomas compuestos basicamente por lipidos cationicos, entre los

que mas destacan  N-[1-dioleyloxy)propil]-N,N,N-trimetilamonio
(DOTMA), dioleoilfaotildeletanolamina (DOPE) y 1,2-bis(oleoyloxy)-3-
(trim etilamonio)propano (DOTAP). Los liposomas cationicos son
utilizados para vectorizar material genético, ya que se da la condensacion
entre la carga positiva de su estructura y la carga negativa del material
génetico (figura 1.4) (50). Este tipo de liposomas podrian hacer realidad
las terapias genéticas que pretenden optimizar el tratamiento de
mutaciones y desordenes genéticos, ya sean congeénitos o adquiridos
(5,22).

1.6.1.6 Liposomas de circulacion prolongada, furtivos o liposomas

Stealth
Son liposomas que contienen en la membrana lipidica un determinado

porcentaje de lipidos-polimeros, glicolipidos o polimeros hidrosolubles
(figura 1.4) (35). Estos poseen una cadena flexible que ocupa un espacio
adyacente en la superficie liposomal y tienden a excluir otras

macromoléculas de este espacio. Por lo tanto, la unién entre las opsoninas
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y la superficie liposomal se ve obstaculizada, inhibiendo la respuesta de
los macréfagos (50). Este proceso prolonga el tiempo de vida media de los
liposomas y por lo tanto del farmaco encapsulado y su biodisponibilidad
(5). Asi mismo, la presencia de los polimeros hidrosolubles en la
membrana liposomal, retarda el proceso de liberacion de los fa&rmacos a
partir de los liposomas. Consecuentemente la concentracion del farmaco
en tejidos periféricos y las posibles reacciones adversas de los farmacos
disminuye (18,51). Entre los polimeros mas estudiados aquel que presenta
un incremento significativo en el tiempo de vida media liposomal es el
polietilenglicol (PEG) (34).

Los liposomas que poseen moléculas de PEG en su membrana liposomal
experimentan un proceso de vectorizacion pasiva, el cual fue descrito por
Massing y colaboradores (44) La vectorizacién pasiva es el transporte de
nanovectores a través de fenestraciones capilares tumorales y se basa en
las propiedades intrinsecas de los liposomas y las caracteristicas
fisioldgicas de los tejidos (5). Las propiedades intrinsecas mas importantes
de los liposomas, son el tamafio y el peso molecular. Estos se ven envueltos
en dos procesos; el primero es el secuestro por el sistema endotelial y el
segundo el efecto de retencion y permeabilidad aumentada (enhanced
permeability and retention, EPR) (52). Durante la angiogénesis los nuevos
vasos sanguineos tumorales presentan un revestimiento endotelial
discontinuo, lo cual facilita la extravasacion de las formulaciones
liposomales en el espacio intersticial del tumor (50,53). Dicha vasculatura
presenta fugas con un diametro entre 200 y 600 nm, a través de los cuales
los liposomas pasan al espacio intersticial del tumor. Una vez ahi, los
liposomas se van acumulando en el tumor debido a la falta de drenaje
linfatico. Es asi que los liposomas podrian constituir un sistema de
liberacion continua de farmacos en el espacio intersticial del tumor
(50,53). Sin embargo aun se desconoce los procesos involucrados en la
liberacién de farmacos a partir de liposomas (50,53). Es asi que este tipo
de liposomas representa una alternativa en el diagnostico y/o tratamiento
contra el cancer. Multiples estudios han demostrado las ventajas de esta
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alternativa frente a los tratamientos convencionales (46). Una de las
formulaciones basada en liposomas de circulacién prolongada, ya
aprobada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) vy
comercializada, es doxorrubicina liposomal (Doxil®/Caelyx®). Este
medicamento es usado en diferentes tipos de cancer, donde optimiza las

caracteristicas farmacocinéticas del farmaco libre (52,54).

1.6.1.7 Liposomas vectorizados

Son los liposomas mas estudiados en los Gltimos afios, puesto que son
liposomas sefializados (5). Poseen la capacidad de reconocer y dirigirse a
algunas células y 6rganos en especifico. Este tipo de liposomas se obtienen
incorporando determinados elementos de bioreconocimiento a la
superficie liposomal (figura 4) (13). Estas moléculas de bioreconocimiento
pueden ser anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, los cuales se dirigen
a un receptor de anticuerpo especifico en el organismo. Asi se tiene el
Anticuerpo anti-IL6R, que se une especificamente al receptor IL6R
expresado en células cancerigenas y que ha demostrado ser una alternativa
en diferentes modelos in vivo de cancer (55). Péptidos o carbohidratos con
un sitio de accion especifico como el péptido de transduccidn de proteinas
(PTD)vin-1, que posee una atraccion por las células endoteliales
microvasculares cerebrales (CEMV) via el receptor de heparén sulfato
expresados en la barrera hematoencefalica (11). Este mecanismo llamado
vectorizacion activa propiciara entonces que el farmaco sea liberado de la
formulacion liposomal en las células u 6rganos gracias a la interaccion

receptor-molécula de bioreconocimiento (34,35)
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LIPOSOMAS CONVENCIONALES LIPOSOMAS FURTIVOS LIPOSOMAS CATIONICOS INMUNOLIPOSOMAS

Figura: 1.4: Clasificacion de liposomas segun su funcionalidad

1.7 Inmuno liposomas:
Los inmunoliposomas son liposomas vectorizados que contienen en su

superficie anticuerpos o fragmentos de anticuerpos que pueden ser fragmentos
Fab o fragmentos Fab”> (56). En los ultimos afios los inmunoliposomas han sido
altamente estudiados, pues se demostrd que estos anticuerpos podrian reconocer
epitopos de ciertos receptores de la barrera hematoencefalica (BHE), del
corazon, en células cancerigenas, entre otros, por lo tanto logrando una
concentracion mas elevada del farmaco en los tejidos diana en relacion a los
liposomas convencionales y de circulacion prolongada (10).

John Park y colaboradores en 2002, formularon liposomas encapsulando
doxorrubicina, los cuales fueron funcionalizados con fragmentos F(ab’) del
anticuerpo Anti-HER2, el cual se une a los receptores HER2 sobre-expresados
en tumores. El estudio demostré que los inmunoliposomas inhibieron el
crecimiento del tumor 3 veces mas que el farmaco libre. Los inmunoliposomas
también redujeron la toxicidad en tejidos periféricos en comparacion al farmaco
libre (57). Andreas Wicki en 2011, demostr6 que una formulacion de
inmunoliposomas funcionalizados con el anticuerpo Anti-VEGFR2, cuyo
receptor es el factor de crecimiento (EGFR) encontrado en células cancerosas,
puede llegar a producir un efecto significativo en la reduccién de la carga
tumoral en modelos de ratones transgénicos, en comparacién al farmaco libre
(57).

Teniendo estos y otros estudios como referencia se sostiene que los

inmunoliposomas logran realizar la funcion deseada siendo capaces de dirigirse
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al tejido diana después de reconocer los receptores expresados en las células

(11). En la actualidad existen 3 mecanismos por los cuales los inmunoliposomas

podrian atravesar la membrana celular:

a) Endocitosis mediada por adsorcion (AME):
Siendo este proceso el principal mecanismo de internalizacién de
macromoléculas a la célula. Por este mecanismo los liposomas son captados
por proteinas, y carbohidratos que estan ligados a la membrana
citoplasmatica de las células. Una vez dentro son captados por los
endosomas o sufren un proceso de exocitosis (5).

b) Transporte mediado por transportadores (CMT):
Son el conjunto de mecanismos que regulan el paso de iones y moléculas
pequefas a través de membranas plasmaticas. Este mecanismo se debe a la
selectividad de la membrana (5), que requiriere de transportadores
especializados, los cuales al ser activados, ayudan a transportar ciertas
moléculas por rutas de sefializacion (13).

¢) Endocitosis mediada por receptores (RME):
Se genera cuando los receptores se acumulan en regiones definidas de la
membrana celular permitiendo la entrada selectiva de moléculas en la célula.
Este ultimo es uno de los principales mecanismos de entrega de moleculas
por la BHE.(13).

Se sabe que la union del receptor y el ligando induce a la internalizacion de
complejos, dentro de esta vesicula endocitica; después de esto los receptores
pueden mediar los diferentes procesos, incluyendo:

= Latrascitosis del receptor al cerebro.

= La trascitosis inversa del cerebro a la sangre

= La endocitosis en el endotelio capilar cerebral sin transporte neto a través
de la célula endotelial.

Se ha demostrado que el anticuerpo monoclonal mas utilizado para poder ser

usado como molécula de bioreconocimiento de la BHE es el anticuerpo OX26

(41,46).
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1.7.1 Anticuerpo monoclonal OX26:
Es un anticuerpo monoclonal que deriva de rata y es usado

especificamente para receptores de transferrina presentes en células
endoteliales de los capilares cerebrales de la BHE humana (59). La
transferrina es una glicoproteina enddgena que puede penetrar en las
células del endotelio cerebral por endocitosis mediada por receptores
especificos de la misma transferrina. Esta se encarga de aportar hierro a
las células cerebrales para su metabolismo, aunque también interviene en
la eritropoyesis y la division celular (59,60). Segun X Tang vy
colaboradores, el anticuerpo OX26 es capaz de unirse a un epitope
extracelular del receptor de la transferrina, que es diferente al sitio de
unién de la glicoproteina transferrina, por lo tanto limita los efectos del
trasporte normal, previniendo la competencia por los sitios de union entre
el anticuerpo OX26 y los ligandos naturales (60). Rita Nieto Montesinos y
colaboradores, demostraron que al usar el anticuerpo OX26 en liposomas
encapsulando inhibidores de la glicoproteina P, aumentaba
significativamente la inhibicion de esta y consecuentemente la
concentracion cerebral de sus sustratos. Estos inmunoliposomas se
formularon mediante la conjugacion del grupo amino del fragmento Fab’»
y el grupo carboxilo del polimero DSPE-PEG 5000 COOH de la membrana
liposomal, a través de un enlace amida (58).

Por lo tanto los inmunoliposomas pueden aplicarse para encapsular y
vectorizar diferentes farmacos al SNC vy tratar diferentes enfermedades

como epilepsia, Alzhéimer, tumores, entre otros (11).

Hay que tener presente que todos los anticuerpos poseen una fraccion Fab y una
Fc. La fraccion Fc al ser opsonizada, activa simultaneamente fagocitos,
acelerando el tiempo de respuesta del sistema inmune y por lo tanto haciendo
que nuestros liposomas sean fagocitados en menor tiempo, sin alcanzar su diana
terapeutica (11). Por ello se suele fraccionar los anticuerpos, obteniendo solo
fracciones Fab para poder ser conjugadas a los liposomas (58). Los fragmentos
F(ab”)2 corresponden a dos fragmentos Fab unidos por el puente disulfuro

intercatenario, son divalentes con un peso molecular de aproximadamente 110
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kDa (61). Estos son generados por la digestion por pepsina de anticuerpos 1gG
enteros, para eliminar la mayor parte de la region Fc. Son mas pequefios que las
moléculas 1gG enteras y permiten una mejor penetracion en el tejido, facilitando
asi el reconocimiento del receptor (62). Los fragmentos de F(ab’)2 no se
recomiendan para el bloqueo ya que tienen dos sitios de unidén que estan
disponibles para capturar el anticuerpo. Sin embargo, a diferencia de los
fragmentos F(ab), los fragmentos F(ab“)2 pueden unir y precipitar antigenos

gracias a sus dos sitios de union (61,62).

Este fraccionamiento del anticuerpo en F(ab’). o Fab se logra utilizando 2-
mercaptoetanol o quimopapaina, pero no todos los anticuerpos pueden ser
fragmentados con estos dos (63). Es por esto que se necesita una enzima
proteolitica con la capacidad de separar fragmentos F(ab”)> de todas las clases
de anticuerpos y en particular de las subclases de IgG. Se utiliza pepsina
inmovilizada, la pepsina es una enzima proteolitica que se utiliza rutinariamente
para la generacion de fragmentos F(ab”)2 a partir de inmunoglobulina G (IgG)
(62,64). La pepsina tiene la capacidad de romper las cadenas pesadas cerca de la
region de la bisagra. Se conservan uno o mas de los enlaces de disulfuro que
unen las cadenas pesadas en la bisagra, por lo que las dos regiones de Fab del
anticuerpo permanecen unidas, produciendo una molécula divalente (que
contiene dos sitios de unién de anticuerpos), por lo tanto, la fraccion F(ab"), de
las cadenas ligeras permanecen intactas y unidas a la cadena pesada, mientras
que el fragmento Fc se digiere en pequefios péptidos (62,63). La Pepsina
Inmovilizada ofrece la clara ventaja de eliminar la contaminacion enzimatica de
los fragmentos F(ab”).. Esta reaccion sélo se activa a pH &cido y se desnaturaliza
irreversiblemente a pH neutro o alcalino. Después de la digestién de la pepsina,
los fragmentos F(ab’). se separan de las IgG no digeridas, y los grandes
fragmentos de Fc con la Columna de centrifugacion de la Proteina A o de la
Proteina G suministrada. La resina de la proteina A o G se une a las moléculas
IgG y Fcy la F(ab")2 se recoge rapidamente (62—64).

Como se explico anteriormente en la Nanomedicina, los liposomas mas

empleados y estudiados son los liposomas SUV, puesto que poseen un tamarfio
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adecuado para poder atravesar barreras y lograr un mayor efecto farmacoldgico.

Es por esto que se generaron diferentes formas de preparar liposomas SUV.

1.8 Métodos de preparacion de liposomas:
A continuacion se describe los métodos de formulacion de liposomas MLV y

SUV.

1.8.1 Vesiculas multilamelares (MLV):
Para formular liposomas MLV se emplea diferentes técnicas entre las
cuales resalta la técnica de hidratacion de un film lipidico. Esta parte de
una disolucion de lipidos en solventes organicos como cloroformo o
ciclohexano, la cual puede contener colesterol, polimeros y/o farmacos. El
solvente se evapora en un rotavapor obteniendo una fina pelicula lipidica
sobre las paredes del baldn (48,65). Una vez obtenido el film lipidico se
procede a hidratar el film lipidico con un solvente polar como agua o una
solucién tampdn. Esta hidratacion se realiza por encima de la temperatura
de transicion del lipido, generando vesiculas espontaneamente en donde el
solvente acuoso queda atrapado al interior de la bicapa lipidica y el resto
en el interior del liposoma (49,65).

1.8.2 Vesiculas unilamelares pequefias (SUV):

Los liposomas SUV se pueden obtener directamente por la técnica de
inyeccion de etanol, eliminacion de detergente, o a partir de una
formulacion de liposomas MLV por extrusion en prensa francesa o
ultrasonido.

Por inyeccion rapida de etanol o éter, los fosfolipidos son disueltos en
etanol o éter y esta solucion se inyecta a gran velocidad sobre un gran
volumen de fase acuosa, de esta forma se forman espontdneamente
liposomas tipo SUV (48,66). Por eliminacion del detergente, la formacion
de liposomas SUV se produce por la eliminacion de una suspension
previamente preparada de micelas mixtas detergente/ fosfolipidos (48,66).
Por extruccion donde los liposomas MLV pasan a través de pequefios
orificios, ejercidos por altas presiones, esto genera una poblacién uniforme
de liposomas SUV (67).
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1.8.2.1 Formulacion de liposomas SUV por ultrasonido:

El ultrasonido es la técnica mas utilizada para formular liposomas SUV a
partir de liposomas MLV, ademas de ser econdémica, permite trabajar con
volimenes pequefios y grandes, haciendo que sea facilmente escalable
(68). EIl ultrasonido es un método validado para la formulacion de
liposomas y la encapsulacion de agentes activos en estos nanovectores,
siendo probable que sea la técnica mas usada para la formulacion de
liposomas SUV (68,69). En este método, la formulacion es sometida a un
bafio de ultrasonido o a una sonda de ultrasonido para producir liposomas.
El bafio de ultrasonido permite un manejo mas preciso de la temperatura,
y la sonda de ultrasonido permite la regulacion de la dispersion de la onda
de ultrasonido. Al utilizar una sonde de ultrasonido hay que tener en cuenta
parametros como el tiempo de exposicion, la frecuencia de la onda y la
temperatura. La técnica de ultrasonido es limitada por su volumen o
capacidad limitada para encapsular moléculas grandes (68,69), sin

embargo es una técnica de facil manejo.

1.9 Caracteristicas liposomales:
Las caracteristicas de los liposomas son importantes para su clasificacion y estas

son:

1.9.1 Tamafo de vesicula:
El tamafio de los liposomas y su homogeneidad son de gran importancia,
estos estan asociadas con el porcentaje de encapsulacion, influyendo en el
comportamiento y el destino en la circulacion sanguinea (17). Santos y
Guerrero sefialaron que los liposomas pequefios (alrededor de 100 nm) son
eliminados més lentamente que los grandes (alrededor de 200 nm), por lo
tanto los liposomas pequefios pueden usar diferentes vias para llegar a los
tejidos diana (22). Un importante medio de transporte para los liposomas
pequefios es la via endocitica, ya que el tamafio de los liposomas facilita
el transporte por las mismas rutas que usan las células endoteliales de la
BHE (12). Por otro lado los liposomas con un tamafio aproximado a 100

nm no son capaces de pasar por las fugas capilares, pero pueden llegar a
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otros tejidos y érganos como el higado, el bazo, medula ésea y érganos
linfoides (70). A si mismo Suarez y colaboradores, sefialan que la
liberacion del farmaco hidrofilo es méas lenta en liposomas de mayor

tamario (14).

1.9.2 indice de polidispersion:
Para lograr el éxito de las formulaciones liposomales y que estas sean
seguras, estables y eficientes se requiere que la distribucion de tamarfio de
particulas sea homogénea. Es asi que se mide el rango del tamafio de los
liposomas, el cual se denomina indice de polidispersion (PDI). El término
de polidispersidn se utiliza para describir el grado de no uniformidad de
distribucién de tamafio de particulas (71). Los indices de polidispersion
establecidos para nanovesiculas oscila entre 0.0 (poblaciones
perfectamente uniformes) a 0.1 (poblaciones altamente polidispersas con
multiples poblaciones). Valores de 0.2 se considera aceptable en la
practica para formulaciones a base de polimeros y hasta 0.3 para

formulaciones a base de lipidos (71).

1.9.3 Potencial Zeta:

El potencial Zeta es una propiedad de los materiales que mide el potencial
lectocinetico en los sistemas coloidales. En los liposomas el potencial Zeta
es medido en la doble capa lipidica (16). Puede servir para controlar la
estabilidad y la homogeneidad de los liposomas. Cuando la carga es
negativa se tiene una atraccion entre particulas, formando floculos,
reduciendo su vida media en la sangre y al poseer una carga positiva los
componentes tienden a flocular, siendo poco estables, la carga positiva
también los hace tdxicos y son eliminados rapidamente de la circulacion
(16). Por lo tanto vesiculas de carga neutra presentan un mayor tiempo de
estabilidad y menor respuesta inmunolégica (8,16). En el caso de un
sistema electrostatico combinado y estabilizacion estérica, un potencial
zeta entre-20 y +20 mV es deseable (72).
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1.9.4 Porcentaje de encapsulacion:

El porcentaje de encapsulacion se considera como la eficiencia que tiene
el nanovector para lograr encapsular en su interior el firmaco que se
encuentra en la solucidn inicial (46). A menor tamafio, menor porcentaje

de encapsulacion (10).

1.9.5 Porcentaje de proteinas:

El porcentaje de proteinas mide el porcentaje de anticuerpo conjugado a la
superficie liposomal, este se basa en el método de acido bicinconinico
(BCA) (73), con el cual se puede detectar y cuantificar colorimétricamente
proteinas totales. Este método combina la reduccion del Cu+2 a Cu+1 en
medio alcalino (reaccion de Biuret) con la deteccion selectiva del catidn
Cu+1 utilizando el &cido bicinconinico (74). Esta reaccion da lugar a un
color parpura formado por el complejo de BCA unido a Cu+l. Este
complejo hidrosoluble absorbe luz a 562 nm. Los responsables de la dar
inicio a la reaccion son el nimero de enlaces peptidicos y la presencia de

aminoacidos particulares (cisteina, cistina, triptofano y tirosina) (73,74).

Un estudio realizado en la clinica de cancer en Cleveland, demostro que la dosis
de 50 mg/m? cada 4 semanas de doxorrubicina, en tratamiento en cancer de
ovario, puede ser minimizada si se administra encapsulada en liposomas, esta
llego a tener el mismo efecto al ser administrada a una dosis de 40 mg/m? cada

6 semanas (75).

Estudios anteriores han demostrado que se puede lograr la reduccion de la dosis
del farmaco administrado, manteniendo el efecto farmacoldgico deseado. En tal
sentido esta estrategia se podria utilizar para vectorizar compuestos lipofilicos
como macamidas para tratar enfermedades del SNC (19).

1.10 Macamidas:
Las macamidas son metabolitos secundarios encontrados en una planta de los
andes del Peru llamada Lepidium meyenii (Maca). Esta crece sobre los 4000
metros de altitud y es cosechada y consumida por sus multiples propiedades

farmacoldgicas desde el tiempo de los Incas (19).

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

En la época de los Incas, la Maca fue ampliamente consumida como Medicina
tradicional para tratar problemas de fertilidad, menopausia reumatismo y para
potenciar la virilidad, vitalidad y fuerza fisica (19). En la actualidad, es altamente
usada en bebidas energizantes (76). La Maca es ampliamente estudiada por
incrementar el vigor sexual hasta un 42% en hombres (77). En estudios
realizados en ratas macho se evidencia un incremento de la movilidad de los
espermatozoides y un aumento en el rendimiento sexual de los animales (78). La
Maca también redujo el tamafio de la préstata en ratas, sin afectar los niveles de
testosterona (79). La Maca demostrd disminuir los niveles de lipidos y glucosa
e incrementar los niveles de antioxidantes en ratas con hipertrigliceridémico
hereditario (HHTQ) (80).

En los estudios realizados en los ultimos afios, la Maca demostro tener efecto
sobre el Sistema Nervioso Central, disminuyendo la ansiedad e incrementando
la memoria por ser un neuroprotector (76).

En tal sentido, estudios anteriores evaluaron el efecto neuroprotector del extracto
pentanico de la Maca en ratas Sprague Dawley. Asi, el extracto disminuyo in
vivo el volumen de infarto cerebral, e in vitro demostro inhibir la apoptosis y
protegio las neuronas del insulto isquémico (19). En el extracto penténico se
encontraron compuestos solubles como las macamidas (81).

Las macamidas tienen una estructura quimica general constituida por una
fenilamina unida a un acido graso por un enlace amida. El acido graso puede
contener entre 12 a 24 carbonos y presenta dobles enlaces con configuraciones
cisytrans (21) (Figura 1.5). A la actualidad se han logrado identificar diecinueve
macamidas presentes en el extracto pentanico. Todas las macamidas son N-
bencilamidas y algunas de estas son insaturadas en el carbono C9, C12 y C15,
correspondiendo al acido oleico, linoleico y linolénico, respectivamente (19,81).
De estas macamidas encontradas se lograron sintetizar once de ellas con éxito
(19).
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Figura: 1.5: Estructura general de las macamidas (81)

N-3-metoxibencil-oleamida y N-3-metoxibencil-linoleamida poseen un efecto
neuroprotector tanto in vivo como in vitro al poseer un efecto inhibidor en la
enzima hidrolasa amida de acidos grasos (FAAH) que es terminador hidrolitico
de la sefalizacion de endocannabinoides. Estos estimulan el Sistema
Endocanabinoide (81), teniendo un particular desempefio en muchos sistemas y
6rganos del cuerpo como pulmones, cerebro, higado, medula dsea, pancreas,
sistema vascular, sistema inmune, entre otros.

En diversos estudios realizados por el doctor Alejandro Pino — Figueroa se sefiala
que entre estas macamidas, la que posee un mayor efecto neuroprotector hasta
la actualidad es la N-3-metoxibencil-linoleamida que muestra una inhibicién no
competitiva dependiente del tiempo, pudiendo tener un potencial efecto

neuroprotector, analgésico y antiinflamatorio (82).

1.10.1 N-3-metoxibencil-linoleamida:
La N-3-metoxibencil-linoleamida tiene una estructura conformada por un
grupo metoxi en la posicion 3 de la fenilamina, la cual esta unida mediante
un enlace amida a un &cido graso de 18 carbonos con dos dobles enlaces
cis en los carbonos 9y 12 (21) (Figura 1.6).

Figura: 1.6: Estructura quimica de la macamida N-3-metoxibencil-linoleamida (82)
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En un estudio realizado en el Instituto del Cerebro del Hospital Israelita
Albert Einstein — Sao Paulo, Brasil, se demostro, que el extracto pentanico
de la Maca a una dosis de 1.0 mg/kg de peso tiene efecto anticonvulsivante.
El mismo estudio sugiere que en conjunto las macamidas regulan la
comunicacion sinaptica retrograda y podria modular la excitabilidad
neuronal, protegiendo las neuronas de la excitotoxicidad (20).
Posteriormente un estudio realizado en la Universidad Catolica de Santa
Maria, demostré que las macamidas sintéticas N-3-metoxibencil-oleamida
y N-3-metoxibencil-linoleamida poseen un efecto anticonvulsionante. De
estas la méas potente es la N-3-metoxi bencil-linoleamida.

Por tal motivo el presente proyecto propone una formulacion de liposomas
vectorizados hacia el Sistema Nervioso Central, cargados de la macamida
N-3-metoxi bencil-linoleamida, con el fin de estudiar su efecto
anticonvulsionante a posteriori. Estos contienen como molécula de

bioreconocimiento el anticuerpo OX26.

1.10.2 Sistema Cannabinoide:

Es un grupo de receptores cannabinoides enddgenos, estos
estan localizados en el SNC de los mamiferos y en dérganos periférico.
Estan constituidos por lipidos neuromoduladoresy sus receptores,
teniendo como funcion principal el cumplimiento de un mecanismo
neuromodulador en el SNC (83,84). Los receptores cannabinoides que han
sido descritos hasta el momento, son: CB1, CB2, CB3 (GPR55) y CB4
(GPR119); y los endocannabinoides o ligandos enddgenos son:
Araquidonil-etanolamina o anandamida (AEA), N-araquidonil-dopamina
(NADA), 2-araquidonilglicerol (2-AG), nodalin éter (NE) y virodamida
(VIR) (21). Posteriormente, se han encontrado compuestos enddgenos con
efectos parecidos, los cuales no forman parte del grupo de ligandos
endocannabinoides, estos fueron llamados compuestos cannabimiméticos.
Entre estos tenemos: Homo-y-linolenoiletanolamida,
docosatetraenoiletanolamida, oleamida y palmitoiletanolamida (84,85).

Los receptores cannabinoides, pertenecen a la familia de receptores
acoplados a proteinas G. El primer receptor en ser descrito fue el receptor
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cannabinoide CB1, el cual es metabotrdpico, siendo considerado también
como un receptor presinaptico, el cual se encuentra en mayor abundancia
en el cerebro (figural.7). Este tiene una expresion elevada en el
hipocampo, cerebelo, cortex, en donde existe la presencia de neuronas, las
cuales sintetizan el acido y-aminobutirico (GABA) (86). Es por esto que
los receptores CB1 pueden modificar la liberacion de este
neurotransmisor. El segundo receptor descrito fue el CB2, La distribucion
de este receptor es distinta y restringida a la periferia, se encuentran
principalmente en el timo, bazo, medula 6sea, amigdalas, y células del
sistema inmunitario (figural.7) (85).

Puesto que estos receptores CB2 se hallan de una forma muy enfocada en
el sistema inmunolégico, es posible brindar una explicacion a los diversos
efectos de los endocannabinoides sobre la respuesta inmune que tiene

nuestro organismo (83,86).

‘ CB1 presente:

1. Cerebro (1)
2. Pulmones
3. Sistema vascular P
4. Musculos

5. Tracto gastrointestinal
6. Organos reproductivos

Figura 1.7: Organos en donde se encuentran receptores CB1 y CB2

Las diversas acciones de los endocannabinoides estan limitadas por un

proceso de dos pasos, siendo estos la internalizacion y el catabolismo
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(figural.8). Posterior a la internalizacion, los endocannabinoides pueden
ser hidrolizados por la enzima amidohidrolasa de &cidos grasos (FAAH)
(83-85). Diversas investigaciones indican que las macamidas sintéticas, 3-

metoxi-N-benciloleamida y 3-metoxi-N-bencillinoleamida inhiben FAAH

PE
OH
HN I|l=l'—D

o

AM404

Extracelulor

X "
Anandamida T — e -/,.ij& 2
S AN, OH
[
AM3T4
Acido oraquidonico
Respuesta biolégica HO ™~ NH,

Etanolamino

Figura 1.8: Sintesis, liberacion, receptacion y degradacién de anandamida.

Hidrolisis de NAPE por la PLD
Sintesis de AEA por una N-aciltransferasa
Interaccion con el receptor CB

Receptacion por el transportador de Anandamida (AT)

o M W e

Degradacion por la amidohidrolasa de acidos grasos (FAAH)
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CAPITULO Il

2.1 MATERIALES:

2.1.1 Material de laboratorio:

Tubos de ensayo

Tubos de ensayo con tapa rosca

Tubos Falcon de 10 mL

Tubos para centrifugacion Eppendorf de 1.5y 2 mL

Tubos para dialisis ( Spectra-Por® Float-A- Lyzer® G2)

Viales para HPLC

Frascos herméticos de tapa azul

Tubos de Ultra filtracion 30K

Balon esmerilado

Probetas de 25, 100, 500 y 1000 mL

Micropipetas de 10, 100, 200 y 1000 pL

Tips esteriles para micropipetas de 20, 200 y 1000 pL

Parafilm (PARAFILM®)

Celdas de poliestileno para analizador de particulas (Zetasizer ZS90)
Celdas con céatodos, tipo U para analizador de particulas (Zetasizer
Z590)

Pastilla magnética

Foresight™ Columnas de cromatografia preenvasadas para
cromatografia de exclusion

Soporte para tubos de 1.5 mL

Filtros de 0,22 um

Microplacas Nunc™ MicroWell™ de 96 pocillos

Espéatula

Gradilla para tubos de ensayo

Cronometro

2.1.2 Reactivos:

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) (NANOCS, Estados Unidos)
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e Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) (NANOCS, Estados Unidos)

e (1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamine)-N-[(polietilene
glicol)-2000] (DSPE-PEG-2000-OCH3) (NANOCS, Estados Unidos)

e 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[carboxi(polietilen
glicol)-5000] (ammonium salt) (DSPE-PEGse00-COOH) (NANOCS,
Estados Unidos)

e Colesterol ( SIGMA, Estados Unidos)

e Macamida sintética N-3-metoxibencil-linoleamida (linoleamida)
(Massachusetts College of Pharmacy and Health Science, Estados
Unidos)

e Macamida sintetica N-bencilpalmitamida (palmitamida)
(Massachusetts College of Pharmacy and Health Science, Estados
Unidos)

e Anticuerpos monoclonales OX26 (THERMO FISHER SCIENTIFIC,
Estados Unidos)

e Hidrocloruro de N- (3- (dimetilamino) propil) -N'-etil-carbodiimida
(EDC) ( SIGMA, Estados Unidos)

e N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), (SIGMA Estados Unidos)

e 2- (Nmorfolino) &cido etanosulfénico (MES) (SIGMA, Estados
Unidos)

e Gel dextrano (sephadex G-50 Medium) (SIGMA, Estados unidos)

e Kit de fraccionamiento de anticuerpos (THERMO SCIENTIFIC,
Estados Unidos)

e Kit de ensayo de proteinas (QuantiPro™ BCA Assay Kit, Estados
Unidos)

e Cloroformo (SIGMA, Estados Unidos)

e Metanol grado HPLC (SIGMA, Estados Unidos)

e Acetonitrilo grado HPLC (SIGMA, Estados Unidos)

e Pastillas para tampon fosfato salino pH 7.2 (PBS) (MERCK, Estados
Unidos)
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2.1.3 Equipos:
¢ Rota vapor (Scilogex)

e Analizador de particulas Zetasizer ZS90 (Malvern)

e Ultracentrifuga (Scilogex)

e Agitador magnético placa eléctrica

e Congeladora (BOSCH, INTELLIGENT freezer 32)

e Agitador vortex (LABNET INTERNATIONAL — S0200-230V-EU)

e Bafio Ultrasonido (BRANSON 3800)

e Balanza analitica (OHAUS Pioneer TM)

e Sonda de ultrasonido (Vibra cellTM)

e Cromatografo liquido de alta resolucion con detector de arreglo de
diodos (HPLC), (HITACHI, Primaide)

e Columna Chromolith® Performance RP-18e 100-4.6 mm

2.2 LUGAR DE INVESTIGACION
El trabajo de desarrollo en el laboratorio de Neurociencias y Biologia Molecular
(H — 401) y el laboratorio de Proyectdo Mercurio (H — 202) de la Universidad

Catolica de Santa Maria — Arequipa.

2.3 METODOLOGIA

2.3.1 Desarrollo y optimizacion de liposomas convencionales:
Se prepararon soluciones stock de DMPC y DPPC a una concentracion de
25mg/mL y colesterol a una concentracion de 15 mg/mL, disueltos en
cloroformo. A partir de estas soluciones, se tomd el volumen necesario
para llegar a una concentracion final de 10 pmol/mL de fosfolipido,
variando la concentracion de colesterol como se muestra en la tabla 2.1

Tabla 2.1: Formulacion de liposomas convencionales

Formulacion Componentes Ratio
C1 DMPC:colesterol 100:00
C2 DMPC:colesterol 100:10
C3 DMPC:colesterol 100:20
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C4 DMPC:colesterol 100:30
C5 DPPC:colesterol 100:00
C6 DPPC:colesterol 100:10
C7 DPPC:colesterol 100:20
C8 DPPC:colesterol 100:30

Estas soluciones fueron llevadas a un rotavapor a temperatura ambiente,
con el fin de evaporar todo el cloroformo hasta la formacion de un film

lipidico adherido a las paredes del balon.

Seguidamente se afiadio tampon PBS a una temperatura mayor a la
temperatura de transicion de cada fosfolipido (DMPC 40°C y DPPC
50°C). Se llevo a bafio de ultrasonido el tiempo necesario para que todo el
film se desprendiese de las paredes del balén y posteriormente se dejé en
reposo por 10 minutos, tiempo necesario para la estabilizacion de los
liposomas. Después, se llevo la formulacion a la sonda de ultrasonido v al
bafio de ultrasonido, intercalando ambos por ciclos de 3 minutos.
Finalmente, se centrifug6 a 15000 x g por 10 minutos para eliminar los
fosfolipidos que no formaron las liposomas convencionales, los

excedentes y el titanio que se desprende de la sonda de ultrasonido.

2.3.2 Desarrollo y optimizacion de liposomas furtivos:
Se prepard soluciones stock de DMPC y DPPC a concentraciones de
25mg/mL, DSPE-PEG2000-OCHz y colesterol a concentraciones de 15
mg/mL y N-3-metoxi bencil-linoleamida a una concentracion de 1mg/mL.
A partir de estas soluciones, se tomo el volumen necesario para llegar a
una concentracion final de 10 pmol/mL de fosfolipido, variando la
concentracion de colesterol y DSPE-PEG2000 COMO se muestran en la Tabla
2.2. Posteriormente se realizd el mismo procedimiento detallado en el

desarrollo de liposomas convencionales.
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Tabla 2.2: Formulacion de liposomas furtivos

Formulacion Componentes Ratio
F1 DMPC:DSPE-PEG2000-OCHs:
100:10:00
colesterol
F2 DMPC:DSPE-PEG2000-OCHs:
100:10:10
colesterol
F3 DMPC:DSPE-PEG2000-OCHs:
100:10:20
colesterol
F4 DPPC:DSPE-PEG2000-OCHs:
100:10:00
colesterol
F5 DPPC:DSPE-PEG2q00-OCHs:
100:10:10
colesterol
Fo6 DPPC:DSPE-PEG2qg0-OCHs:
100:10:20
colesterol

Dado que la formulacion F1 (DMPC:DSPE-PEG2000-OCHs:colesterol
100:10:00) presento un tamafio de aproximadamente 100 nm y un indice
de polidispersidon inferior a 0.3 es que se decide optimizar tal formulacion.

Primeramente se evaluo el impacto de la encapsulacion de la macamida N-
3-metoxi bencil-linoleamida y el tiempo de exposicion al ultrasonido en el
tamafio, indice de polidispersion y potencial Zeta de los liposomas

furtivos, como se muestra en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3: Optimizacion de liposomas furtivos, modificando el tiempo de ultrasonido.

., ) Tiempo de exposicion
Formulacion Componentes Ratio ) )
a ultrasonido (min)

DMPC:DSPE-PEG20go-OCHs:
F1.1 100:10:20 15
N-3-metoxibencil-linoleamida

DMPC:DSPE-PEG20go-OCHs:
F1.2 100:10:20 30
N-3-metoxibencil-linoleamida
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DMPC:DSPE-PEG2000-OCHes:

N-3-metoxibencil-linoleamida

F1.3

100:10:20 45

Puesto que la encapsulacion de la macamida N-3-metoxi bencil-
linoleamida incremento el tamafio del liposomas, se redujo el porcentaje
de DSPE-PEG2000-OCHs como se muestra en la Tabla 2.4

Tabla 2.4: Optimizacion de liposomas furtivos, modificando el tiempo de ultrasonido y
la concentracion de DSPE-PEG2000-OCHs

Formulacion Componentes Ratio Tiepg,de exposicion
a ultrasonido (min)
DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.4 OCHa:N-3-metoxibencil- 100:7.5:20 15
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
F15 OCHz3:N-3-metoxibencil- 100:7.5:20 30
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.6 OCH3:N-3-metoxibencil- 100:7.5:20 45
linoleamida

La formulacion F1.6 presento un tamafio de alrededor 100 nm e indice de
polidispersion menor a 0.3. Con el objetivo de evitar un posterior
incremento de tamafio de particula por la insercion de los fragmentos de
anticuerpos, se decidié modificar la amplitud de la sonda de ultrasonido y
la temperatura en el bafio de ultrasonido en la formulacion F1.6 (Tabla
2.5).

Tabla 2.5: Optimizacién de liposomas furtivos, modificando la amplitud del
ultrasonido y la temperatura

Amplitud
(A)

Temperatura

Formulacion Componentes Ratio ¢C)
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DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.6.1 OCHj3:N-3-metoxibencil- | 100:7.5:20 70 45
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.6.2 OCHj3:N-3-metoxibencil- | 100:7.5:20 95 50
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.6.3 OCHj3:N-3-metoxibencil- | 100:7.5:20 95 55
linoleamida

Puesto que los parametros de la formulacién F1.6.3 presentaron
caracteristicas apropiadas para una posterior administracion in vivo, con el
tamafio menor, IPD menor a 0.3, es que se decidid optimizar tal

formulacion

Posteriormente se decidio incrementar el porcentaje de encapsulacion de
la macamida N-3-metoxi bencil-linoleamida, por lo cual se modificé la
concentracion de la misma y del fosfolipido. La concentracion final de
fosfolipidos es de 10 pmol/mL (Tabla 2.6) y la concentracién final de
fosfolipidos es de 15 pmol/mL (Tabla 2.7).

Tabla 2.6: Optimacion de liposomas furtivos por concentracion de N-3-metoxi bencil-
linoleamida.

Formulacion Componentes Ratio
DMPC:DSPE-PEG2000-OCHj3
F1.6.3.1 :N-3-metoxibencil- 100:7.5:20
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-OCHj3
F1.6.3.2 :N-3-metoxibencil- 100:7.5:30

linoleamida

* Volumen necesario para llegar a una concentracion final de 10 pmol/mL de fosfolipido
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Tabla 2.7: Optimacion de liposomas furtivos por concentracion del fosfolipido y de N-
3-metoxi bencil-linoleamida.

Formulacion Componentes Ratio

DMPC:DSPE-PEG2ggo-OCH3:N-
F1.6.3.3 ) o _ 100:7.5:20
3-metoxibencil-linoleamida

DMPC:DSPE-PEG2000-OCH3:N-
F1.6.3.4 100:7.5:30
3-metoxibencil-linoleamida

* Volumen necesario para llegar a una concentracion final de 15 pmol/mL de fosfolipido

2.3.3 Desarrollo y optimizacion de inmunoliposomas:
Se prepararon soluciones stock de DMPC a concentracion de 25mg/mL,
DSPE-PEG2000-OCHs, DESPE-PEGs000-COOH a concentracion de 15
mg/mL y N-3-metoxibencil-linoleamida a concentracién de 1mg/mL. A
partir de estas soluciones, se tomo el volumen necesario para alcanzar la

concentracion final de 15 pmol/mL de fosfolipido (Tabla 2.8)

Tabla 2.8: Formulacion de liposomas furtivos con el polimero DSPE-PEGsog0-COOH

Formulacion Componentes Ratio
DMPC:DSPE-PEG2000-OCHea:
F1.6.3.3.1 DSPE-PEGs000-COOH:N-3- 100:6.25:1.25:20
metoxibencil-linoleamida

Se colocd el volumen en un balon de vidrio para rotavapor y se espero
hasta la formacion del film lipidico a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadié el tampon MES a pH 5.2, se llevé a bafio de
ultrasonido a una temperatura de 55°C hasta que el film se desprendiese
de las paredes del balon. Se esper6 10 minutos para la estabilizacion de
liposomas y se dio un tratamiento intercalando entre la sonda de
ultrasonido con una amplitud de 98 A y el bafio de ultrasonido por 45

minutos, para después centrifugar a 15000 x g por 10 minutos.
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2.3.3.1 Fraccionamiento de anticuerpos OX26

Se agreg0 125uL de anticuerpos a la columna Zeba™ de desalinizacion y
se centrifugd a 1500 x g por 2 minutos. La muestra obtenida se coloco en
la columna de pepsina ya inmovilizada y se incubd por 3 horas a 120 rpm
a 37°C. Para detener la reaccion se centrifug6é a 5000 x g por 1 minuto y
se lavd la resina 2 veces con 130uL de PBS, para luego centrifugarla a
5000 x g por 1 minuto, Se homogenizo la muestra obtenida anteriormente
con la proteina A durante 10 minutos. Acabado esto, se volvio a centrifugar
a 1000 x g por 1 minuto. Aqui se encontrd los fragmentos F(ab’), ya
purificados, los cuales se lavaron 2 veces con 200uL de PBS y se
centrifugd a 1000 x g por 1 minuto. Para terminar se concentro los
anticuerpos con ayuda de los tubos de ultrafiltracion 30KD a 15000 x g

por 5 minutos.

2.3.3.2 Acoplamiento de anticuerpos a los inmunoliposomas
Para poder acoplar los anticuerpos a los liposomas, primero se tiene que

activar el grupo COOH-" del polimero DSPE-PEGs000-COOH, para esto se
agrego6 a la formulacion de liposomas descrita en la tabla N°8 el reactivo
EDC a una concentracion de 9.6 mg/mL y sulfo-NHS a una concentracion
de 10.8 mg/mL. La mezcla se mantuvo en agitacion en el vortex por 15
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizo una dialisis,
colocando la muestra al interior de la membrana y PBS a su exterior. El
sistema estuvo bajo agitacion continua durante 1 hora. Finalizando, se
ajusto el pH de la muestra a 7.4 y se agrego los fragmentos F(ab”). del
anticuerpo y se llevé a incubacion con agitacion a 150 rpm a temperatura
ambiente por 2 horas. Después se agreg6 glicina a una concentracion de
50mM para y la mezcla se incub6 con agitaciéon a 150 rpm a temperatura

ambiente por 30 minutos.

2.3.4 Caracterizacion de liposomas convencionales, furtivos e

inmunoliposomas:
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2.3.4.1 Medicién del tamafio e indice de polidispersion:

Luego de haber finalizado la formulacion de liposomas convencionales,
furtivos e inmunoliposomas, se midio el tamafio de estos en un analizador
de particulas Zetasizer ZS 90. Se coloco 1mL en una celda de poliestireno
y esta se colocé en el equipo. El anélisis se realizé a una temperatura de

25°C y un &ngulo estatico de 90°

2.3.4.2 Medicién de potencial Zeta:
Para medir el potencial zeta se tomé 1 mL de muestra y se introdujo en la
celda capilar de poliestireno disefiada para este analisis y esta celda se

coloco en el equipo. El andlisis se realiz6 a temperatura ambiente.

2.3.4.3 Porcentaje de encapsulacion de la macamida sintética N-3-
metoxibencil-linoleamida:

Para evaluar la encapsulacion de la macamida sintética N-3-metoxibencil-
linoleamida, se sometio los liposomas a lisis usando acetonitrilo y agitando
dos veces por 3 minutos, luego se centrifugé a 15000 x g, por 10 minutos.
Se tomo una alicuota del sobrenadante, donde se encuentra la macamida
sintética N-3-metoxi bencil-linoleamida, y se diluyo 1:100 con metanol.
Las muestras se filtraron antes de ser colocados en viales para el analisis
cromatografico. En tal analisis se utiliz6 una columna Chromolith®
Performance RP-18e 100-4.6 mm a una temperatura de 40 °C, con una fase
movil de acetonitrilo: agua ultrapura (80/20, v/v), a un flujo de 1 mL/min.
La deteccion se realizo con un detector de arreglo de diodos a una longitud
de onda de 205 nm. El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Todas las

corridas duraron 15 minutos.

2.3.4.4 Determinacion del porcentaje de acoplamiento de los
fragmentos F(ab”)2 en los inmunoliposomas:

Se realizd una cromatografia de exclusibn para separar los
inmunoliposomas con los fragmentos F(ab”)> de los liposomas que no se
conjugaron a dichos fragmentos. La fase estacionaria fue gel dextrano
(sefadex G-50 Medium) y la fase mdvil fue PBS. Se tom6 500uL de
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inmoliposomas y se afiadié al sistema cromatografico, se recolectaron

muestras de 1.5 mL.

La elucion de los inmunoliposomas se evalu6 realizando un dosaje de los
fragmentos F(ab”)2, con ayuda de un kit de proteinas. Para ello en un tubo
falcdn se realizd la mezcla del reactivo A (carbonato de sodio, tartrato de
sodio y bicarbonato de sodio en 0,2 M NaOH), el reactivo B (Solucion de
acido bicinchoninico al 4% (p/v)) y el reactivo C (4% (p/v) sulfato de cobre
(11), solucién de pentahidrato). Estos se afiadieron en una proporcion de
1:1:0.1 respectivamente. Se realizé los estandares a concentraciones de 0,
0.5, 5.0, 10, 20 y 30 pg/mL. En una placa de 96 pocillos se agregoé 50 pL
de cada estandar y cada muestra, posteriormente se agregd 50 uL del mix
ya preparado en cada pocillo. La placa fue llevada a incubacion por 2 horas

a 37°C y se leyo en un lector de placas a 562 nm.

En la figura 2.1, podemos apreciar las diferentes estructuras de los liposomas,
hasta llegar a los inmunoliposomas, en la primera figura desde la izquierda
tenemos los liposomas convencionales, compuestos por fosfolipidos,
seguidamente los liposomas furtivos con el polimero DSPE-PEG200-OCHs,
posteriormente el liposoma con el polimero DSPE-PEG2000-OCH3z y DSPE-
PEGs000-COOH y para terminar un inmunoliposoma, ya con los fragmentos
F(ab’)2.

LIPOSOMAS CONVENCIONALES LIPOSOMAS FURTIVOS LIPOSOMAS FURTIVOS INMUNOLIPOSOMAS

Figura: 2.1: Disefio de la estructura de los diferentes tipos de liposomas disefiados en
este proyecto.
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CAPITULO Il

3.1 RESULTADOS Y DISCUSION:

El presente estudio se enfocd en el desarrollo y la optimizacion de una
formulacién de inmunoliposomas, en los cuales se encapsulo la macamida
sintética N-3-metoxibencil-linoleamida. Diversos estudios demuestran que esta
macamida presenta propiedades neuroprotectoras y que a altas dosis calma el
status agudo de epilepsia en ratas (20,21,87). Asi, los liposomas encapsulando
la macamida poseen en la superficie fragmentos (Fab",) del anticuerpo OX26.
Los fragmentos (Fab“z) permiten una mejor penetracion en los tejidos, facilitan
su reconocimiento en los receptores de transferrina presentes en células
endoteliales de los capilares cerebrales de la BHE humana (62,64). El anticuerpo
0X26 es ampliamente utilizado en vectorizaciones hacia la BHE, puesto que
estudios anteriores demuestran que tiene pocas repercusiones en Organos
periféricos comparado con otros anticuerpos también usados para la
vectorizacion a la BHE (88,89) Dicha formulacion deberan presentar diferentes
caracteristicas: 1) un tamafio de alrededor 100 nm, lo cual le facilitara el ingreso
a diversas partes del organismo, y podra atravesar multiples barreras, tales como
la Barrera Hematoencefalica (10,42,43); 2) un indice de polidispersién menor a
0.3, el cual indica la uniformidad de la poblacion liposomal (63). 3) El potencial
Zeta debe ser de £20 mV, para brindarle estabilidad y homogeneidad a nuestra
formulacién (64,65); 4) un porcentaje de encapsulacion mayor al 60% lo que nos
indicard una tasa elevada de encapsulacion del farmaco (65) y 5) una
conjugacion con los fragmentos F(ab”). del anticuerpo OX26, con un porcentaje
alto superior al 60%.

3.1.1 Desarrollo y optimizacion de liposomas convencionales:
Segun los datos obtenidos en el presente proyecto, las formulaciones que
contienen DPPC presentan un menor tamafo, de alrededor de 100 nm, que
las formulaciones que contienen DMPC, (Tabla 3.1). Las formulaciones
de fosfolipidos que no contuvieron colesterol, fueron las que presentaron
un menor tamafo siendo 189.5 + 3.1nm para DMPC y 88.1 + 3.9 nm para
el DPPC (Figura 3.1).
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Tabla 3.1: Tamafio, indice de polidispersion y potencial Zeta de liposomas
convencionales

Formulacion| Componentes Ratio Tamano IPD Potencial 2
(nm) (mV)
C1 DMPC:colesterol 100:00 1895+3.1|035+002| -5.7+0.3
C2 DMPC:colesterol 100:10 2145+4310.38+0.05| -1.5+0.5
C3 DMPC:colesterol 100:20 2206 +6.8 |060+0.09| -14+0.3
C4 DMPC:colesterol 100:30 2356+7.3|060+0.06| -1.6+0.2
C5 DPPC:colesterol 100:00 88.1+39 |032+0.04| -74+0.8
C6 DPPC:colesterol 100:10 1126+4.1 |0.33+0.08| -1.5+0.3
C7 DPPC:colesterol 100:20 1194+54 |051+006| -1.2+0.1
C8 DPPC:colesterol 100:30 128.8+6.2 |0.53+0.07| -1.9+0.3
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Figura: 3.1: Tamafio e indice de polidispersion de liposomas convencionales

*El eje y de la izquierda tamafio de particula (nm) y el eje y de la derecha indice de polidispersion.

Para la estructura base de los liposomas se decidio utilizar fosfolipidos

sintéticos y de carga neutra, puesto que un estudio anterior demostré que

(DPPC) y (DMPC) presentan una mayor estabilidad y mayor tiempo de

vida media

en comparacion a fosfolipidos naturales como la

fosfatidilcolina de huevo y soya (90). DPPC y DMPC, también asemejan

condiciones naturales de las células, presentan cadenas hidrocarbonadas

de entre 14 a 18 carbonos, se encuentran en estado fluido a la temperatura
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de trabajo y su temperatura de transicion (DMPC 40°C y DPPC 50°C) es
mayor a la corporal, pero es menor a temperaturas desnaturalizantes de
diferentes compuestos (45). Estos son propiedades indispensables para ser
un fosfolipido funcional. Aunque el colesterol a concentraciones menores
del 30% suele atribuir propiedades de flexibilidad y estabilidad a la
membrana liposomal, aumenta en gran medida el tamafio de los liposomas
a concentraciones mayores del 10% (45), lo cual no ayudd a nuestro
proposito principal, que es obtener inmunoliposomas de aproximadamente
100 nm.

3.1.2 Desarrollo y optimizacion de liposomas furtivos:
En base a la estructura de los liposomas convencionales, se desarroll6 los
liposomas furtivos y se decidi6 incorporar el polimero (1,2-distearoil-sn-
glicero-3-fosfoetanolamine)-N-[(polietilenglicol)-2000] (DSPE-PEG-2000-
OCHz3) en las formulaciones que no presentan colesterol y las que
presentan colesterol al 10 y 20%, para ambos fosfolipidos.

La formulacion F1 que corresponde a DMPC:DSPE-PEG:2o00-
OCHzs:colesterol, con un ratio de 100:10:00 respectivamente, presento un
tamafio de 51.2 + 2.2, siendo este el menor tamafio entre todas las
formulaciones (Tabla 3.2). Las otras formulaciones elevaron su tamafio a
més de 100 nm y presentaron un IPD infererior a 0.3, lo cual nos sefiala
que se trata de formulaciones homogéneas. En todas las formulaciones el
potencial Zeta no superé los £ 5.0 mV, lo cual nos indica una carga neutra
(Tabla 3.2).

Tabla 3.2: Tamario, indice de polidispersion y potencial Zeta de liposomas furtivos

Formulacion Componentes Ratio Tamano IPD Potencial Z
(nm) (mV)

F1 DMPC:DTQ’PE'PEGMO' 100:10:00 | 51.2+2.2 | 0.21+0.06 | -3.5+0.3
OCHgs:colesterol

F2 DMPC.DSPE-PEGaw00- | 144.10-10 |114.1+0.4| 0234001 | -4.6+05
OCHs:colesterol

DMPC:DSPE-PEGa2000- 1A 0.21 +
F3 OCHa:colesterol 100:10:20 |1179+14 0.009 -43+0.8
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Fa DPPC:DSPE-PEGa00- | 100:10:00 [116.3+1.2] 0274002 | -32+04
OCHes:colesterol

DPPC:DSPE-PEG2g00- L
™ OCHs:colesterol 100:10:10 |129.4+6.0| 0.24+0.02 | -4.2+0.2

DPPC:DSPE-PEGag00- L
F6 OCHa-colesterol 100:10:20 |137.5+2.8/ 0.23+0.01 | -3.9+0.5
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Figura: 3.2: Tamafo e indice de polidispersion de liposomas con colesterol y DSPE-
PEG2000-OCH3

*El eje y de la izquierda tamafio de particula en nandémetros y el eje y de la derecha indice de polidispersion.

*ANOVA: Diferencia significativa comparado con la formulacion F1.

Para las formulaciones de liposomas furtivos se decidid incorporar el
polimero DSPE-PEG-2000-OCH3, puesto que diversos estudios demuestran
que este logra alargar el tiempo de vida media de los liposomas y por lo
tanto del farmaco encapsulado hasta 9 veces méas que los liposomas
convencionales (18,91). Este polimero hidréfilo, flexible y biocompatible
otorga propiedades protectoras al liposoma, previniendo el reconocimiento
por las opsoninas y reduciendo su eliminacién por parte del Sistema
Reticulo Endotelial, por lo tanto prolongando su tiempo de vida media.
Esto le facilita la llegada al farmaco hacia el tejido diana. Ademas el
polimero DSPE-PEG-2000-OCHz, posee un radical final metoxi que le
brinda una carga neutra a la formulacion (51,91).
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La tabla 3.3 muestra los resultados del test de ANOVA vy la tabla 3.4
muestra los resultados de la comparacién multiples de Holm-Sidak en
donde se compard las formulaciones F2, F3, F4, F5 y F6 con la
formulacion F1 para ver si presenta una diferencia significativa.

Tabla 3.3: Andlisis estadistico, test de ANOVA para evaluar la diferencia estadistica
significativa, comparandolo con F1.

Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 5 14103.4 2810.6 317.3 <0.001
Residual 12 106.6 8.8

Total 17 14210.1

DF: Grados de libertad, SS: Sumatoria de cuadrados, MS: Promedio de los cuadrados, F: Prueba F estadistica

Tabla 3.4: Diferencia estadistica significativa de tamafio, respecto a la formulacién F1.

Diferencias entre

Comparacion . t P<0.050
promedios
FI vs F2 86.3 35.4 Si
FI vs F3 78.1 32.1 Si
FI vs F4 66.6 27.3 Si
FI vs F5 65.0 26.7 Si
FI vs F6 62.8 25.8 Si

La tabla 3.4 muestra que si hay una diferencia significativa entre las
formulaciones respecto a la formulacion F1. Por tal motivo, el desarrollo

de liposomas furtivos e inmunoliposomas se basa en la formulacion F1.

Posteriormente se inicié los estudios de encapsulacion de la macamida
sintética N-3-metoxibencil-linoleamida, lo cual incremento el tamafio del
liposoma en mas de 100 nm, por tal motivo se decidié optimizar el proceso
de formulacion para reducir el tamafio y el IPD. Para esto se comenzé
prolongando el tiempo de exposicion de ultrasonido, que inicialmente fue
de 15 (Tabla 3.5).

Tabla 3.5: Tamafio, indice de polidispersion y potencial Zeta de la optimizacion de

liposomas furtivos, modificando el tiempo de ultrasonido y concentracion de DSPE-
PEG2000-OCH3
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Tiempo
Formul . exposicion | Tamafo Potencial
acion Componentes Ratio ultrasonido (nm) IPD Z (mV)
(minutos)
DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.1 OCHa:N-3- 10011020 | 15 | 2201+20| %18% |-92+09
metoxibencil- 0.02
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000- 108 +
OCHa:N-3- . 0.16 £ B
F1.2 metoxibencil- 100:10:20 30 214.0%15 0.006 0.6
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.3 OCHg:N-3- 1001020 | 45 | 1888+23| O%17* |-89+08
metoxibencil- 0.02
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
F1.4 OCH 535 1007520 | 15 | 1191+14| 020* [-92+05
metoxibencil- 0.02
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
OCHs:N-3- 7 E- 019+ |.97+03
F1.5 metoxibencil- 100:7,5:20 30 112115 0.06
linoleamida
DMPC:DSPE-PE G2000- 107 +
OCHs:N-3- - L. 0.18 =
F1.6 metoxibencil- 100:7,5:20 45 105.2 £ 0.7 0.01 0.6
linoleamida

Las formulaciones recibieron intervalos de tiempo de 15, 30 y 45 minutos
en el ultrasonido. La formulacion F1.3 a pesar de que pas6é 30 minutos en
el ultrasonido, muestra una disminucién de tamafio de 32 nm; con respecto
a la formulacion F1.1 que solo estuvo 15 minutos en el ultrasonido. (Figura
3.3). Por este motivo se decidié reducir el porcentaje de DSPE-PEG-2000-
OCHjs en las formulaciones a 7.5%, lo cual redujo considerablemente el
tamafio de los liposomas furtivos (Figura 3.4). Este cambio de
concentracion del DSPE-PEG-2000-OCHs y el incremento del tiempo de
exposicion al ultrasonido redujo el tamafio hasta 105.28 + 0.7 en la
formulacion F1.6, la cual obtuvo un IPD de 0.18 £ 0.01. Aunque la carga

del potencial Zeta disminuyo aun mas por la adicién de la macamida
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sintética N-3-metoxibencil-linoleamida, los valores se mantienen dentro

de los limites establecidos +20 mV.
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Figura: 3.3: Optimizacion de liposomas furtivos, modificando el tiempo de ultrasonido

*El eje y de la izquierda tamafio de particula en nanémetros y el eje y de la derecha indice de
polidispersion
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Figura: 3.4: Optimizacion de liposomas furtivos, modificando el tiempo de ultrasonido
y concentracion de DSPE-PEG2000-OCH3

*El eje y de la izquierda tamafio de particula en nanémetros y el eje y de la derecha indice de polidispersion.

*ANOVA: Diferencia Significativa comparado con la formulacién F1.6.
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Como lo resaltan autores como Ram B. Gupta y Vladimir P. Torchilin en
libros, uno de los factores mas importantes para la optimizacion de
liposomas al usar ultrasonido es el tiempo de exposicion al cual es
sometido (22,92). Esta es la razon por la cual se decidid someter las

formulaciones a tiempos de 15, 30 y 45 minutos.

Como se puede apreciar en la Figura 3.3 hay una diferencia significativa
en el tamafio al cambiar la concentracion del DSPE-PEG-2000-OCHs3 de
10% a 7.5% e incrementar el tiempo de exposicion a 45 minutos. Es por
esta razon que se decidié tomar la formulacion F1.6 para seguir
optimizando. Diferentes autores utilizaron una concentracién de DSPE-
PEG-2000-OCHz a 7.5%, puesto que aun confiere propiedades furtivas, no
sobrecarga demasiado la capa superficial del liposoma y brinda un menor

tamafio, generando también un IPD menor (93,94).

La tabla 3.6 muestra los resultados del test de ANOVA vy la tabla 3.7
muestra los resultados de la comparacién multiples de Holm-Sidak en
donde se comparo las formulaciones F1.1, F1.2, F1.3, F1.4 y F1.5 con la
formulacion F1.6 para ver si presenta una diferencia significativa.

Tabla 3.6: Andlisis estadistico, test de ANOVA para evaluar la diferencia estadistica
significativa segun el tamafo

Fuente de variacion DF o] MS F P
Entre grupos 5 42954.6 8590.9 2055.3 <0.001
Residual 12 50.1 4,18

Total 17 43004.8

DF: Grados de libertad, SS: Sumatoria de cuadrados, MS: Promedio de los cuadrados, F: Prueba F estadistica

En la tabla 3.7 se aprecia que en todas las formulaciones se encuentra una
diferencia significativa al ser comparada con la formulacién F1.6. Lo que
connota una diferencia del tamafio en la formulaciéon F1.6 con respecto a
las demas.

Tabla 3.7: Diferencia estadistica significativa de tamafio, respecto a la formulacion
F1.6.
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Diferencias
Comparacion entre t P<0.050
promedios
F16vsF1l.1 114.9 68.8 Si
F16vsF1.2 108.7 65.1 Si
F1.6vsF1.3 83.5 50.0 Si
F16vsFl4 13.8 8.3 Si
F1.6vsF1.5 6.9 41 Si

Otros de los factores importantes para la optimizacién de las caracteristicas

fisicas de los liposomas al usar ultrasonido es la amplitud de las ondas de

la sonda de ultrasonido, a mayor amplitud de onda, menor tamafio del

liposoma (2, 84). También hay que tener en cuenta que la temperatura de

trabajo debe ser mayor a la temperatura de transicion del fosfolipido. Por

ello se decidi6 probar diferentes amplitudes en la sonda de ultrasonido y

temperaturas en el bafio de ultrasonido. La formulacién F1.6, la cual fue

escogida anteriormente por sus caracteristicas, fue expuesta a una amplitud

mayor, siendo esta de 95 Amperios (A) y a temperaturas de 50 y 55°C

(Tabla 3.8). Cabe resaltar que la amplitud de las formulaciones previas fue

de 70 Ay la temperatura del bafio de ultrasonido fue de 45°C.

Tabla 3.8: Tamafio, indice de polidispersion y potencial Zeta de la optimizacion de
liposomas furtivos, modificando la amplitud y la temperatura.

Formul . Amplitud | Temperat | Tamafo Potencial
acion Componentes Ratio (A) ura (°C) (nm) IPD Z (mV)
DMPC:DSPE-PEG2000-
OCHj3:N-3- i 1099+ | 023+ | -106+%
FI611  metoxibencil- | 100:75:20 | 70 45 18 | 003 | 09
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2000-
OCH3:N-3- -L. 0.20 +
F1.6.2 metoxibencil- 100:7,5:20 95 50 96.2+1.3 0.01 -9.2+0.6
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2o00-
OCHj3:N-3- - 019+ | -104+
F1.6.3 metoxibencil- 100:7,5:20 95 55 90.9+1.6 0.08 0.2
linoleamida
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REPOSITORIO DE

A partir de la formulacion F1.6 se logr6 disminuir el tamafio del liposoma
en 19 nmy el IPD en 0.04 unidades en la formulacion F1.6.3 (Figura 3.4),
la cual fue sometida a una temperatura de 55°C y una amplitud de 95
Amperios. Aunque la diferencia entre los tamafios es pequefia, puede
incrementarse al momento de agregar el DSPE-PEGsg-COOH Yy los
fragmentos F(ab")2 (80,82).

120 i- 0.3
*

100 0.25
E =
£ &
T g0 02 @
5 =
=
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w o
a i

]
2 40 01 %
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'_
20 0.05
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. Tamano (Nm) PO

Figura: 3.5: Optimizacion de liposomas furtivos, modificando la amplitud y la
temperatura.

*El eje y de la izquierda tamafio de particula en nandmetros y el eje y de la derecha indice de polidispersion.

*ANOVA: Diferencia Significativa comparado con la formulacion F1.6.3.
La amplitud de onda es importante como variable en la optimizacion de
liposomas, puesto que la frecuencia constante de esta puede causar la
ruptura de liposomas grandes y enseguida la formacion de otros mas
pequefios, provocando que la homogeneidad de los liposomas sea mayor
(2,84). Por este motivo se utilizd 70 A que es la amplitud sugerida por el
fabricante de la sonda y 95 A, la amplitud maxima de la sonda sin el riesgo
a una ruptura de sonda, demostrando de esta manera que el tamafio si se

ve afectado por la amplitud (13,15,46).

La temperatura de transicion también es un factor importante en la

optimizacion ya que a dicha temperatura los fosfolipidos pasan de la fase
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solida a la fase gel, la cual facilita la ruptura de las vesiculas grandes con

el ultrasonido y la formacidn de nuevas vesiculas con un menor tamafio

(97). Por tal motivo se utilizaron temperaturas de 45, 50 y 55 °C, donde

también se denota la importancia de estas temperaturas con respecto al

tamafio. No se pudo utilizar temperaturas mayores a 60°C ya que la

macamida encapsulada en los liposomas podria degradarse.

La tabla 3.9 muestra los resultados del test de ANOVA vy la tabla 3.10

muestra los resultados de la comparacién multiples de Holm-Sidak en

donde se comparo las formulaciones F1.6.1, F1.6.2, con respecto a la

formulacion F1.6.3, para ver si presentan una diferencia significativa.

Tabla 3.9: Analisis estadistico, test de ANOVA para evaluar la diferencia estadistica

significativa.
Fuente de variacion DF SS MS F P
Entre grupos 2 576.3 288.1 42.8 <0.001
Residual 6 40.3 6.7
Total 8 616.6

DF: Grados de libertad, SS: Sumatoria de cuadrados, MS: Promedio de los cuadrados, F: Prueba F estadistica

En latabla 3.10 se aprecia que en todas las formulaciones se encuentra una
diferencia significativa. Por lo tanto se decidié tomar la formulacion F1.6.3

que posee el menor tamario.

Tabla 3.10: Diferencia estadistica significativa de tamafio, respecto a la formulacion

F1.6.3.
Comparacion leerenuas_entre t P<0.050
promedios
F1.6.1vsF1.6.3 18.9 8.9 Si
F16.2vsF1.6.3 5.2 2.4 Si

Hasta esta etapa se tienen los parametros ya establecidos como amplitud,
temperatura y tiempo de ultrasonido. Estos nos brindan un tamafio, IPD y
potencial Zeta adecuados para la formulacion de los inmunoliposomas y

son reproducibles, tal como muestra la formulacion 1.6.3. En adelante la
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caracterizacion de liposomas se completara cuantificando el porcentaje de

encapsulacion de macamida.

Como se muestra en la Tabla 3.11, donde la concentracién de fosfolipido
es de 10 pumol/mL, las concentraciones de macamida sintética N-3-
metoxibencil-linoleamida fueron de 20 y 30 umol/mL. Aunque, el IPD y
el potencial Zeta no se vieron afectados con el aumento de la macamida,
el tamafio si mostro un aumento en la formulacién que contiene 30
pumol/mL de macamida.

Tabla 3.11: Tamafio, indice de polidispersion, potencial Zeta y porcentaje de
encapsulacion segun la concentracion de macamida

s ] %
FOW‘“' Componentes Ratio TalER IPD [mencial Z Encapsula
acion (nm) (mV) cion
DMPC:DSPE-PEGu0-
F1.6.3.1 OCHj:N-3- 1007520 |93.4+1.8| %18* | 114101 | 85214
metoxibencil- 0.04
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG200-
OCHa3:N-3- I 0.24 +
F1.6.3.2 metoxibencil- 100:7,5:30 {939+ 1.5 0.02 -11.2+09 | 118+29
linoleamida

Se decidio incrementar el porcentaje del fosfolipido DMPC a 15umol/mL,
puesto que se espera que el porcentaje de encapsulacion también se vea
aumentado (Tabla 3.12).

La Tabla 3.12 muestra que el aumento de fosfolipido a 15umol/mL
también ocasiona un aumento en el porcentaje de encapsulacién a un 89.86
%, sin un aumento notorio en el tamafio, IPD o potencial Zeta, en la
formulacién con una concentracion de 20 pmol/mL de la macamida
sintética N-3-metoxibencil-linoleamida.

Tabla3.12: Tamafio, IPD, Potencial Zeta y porcentaje de encapsulacion segun su
concentracion de macamida y del fosfolipido.
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Formula Tamano Potencial Z %
cion Componentes Ratio (nm) IPD (mV) Encgpsula
cién
DMPC:DSPE-PEGaooo- . 02+ 89.86 +
F1.6.3.3 | OCHs:N-3-metoxibencil- | 100:7,5:20 [94.2 +0.8 -10.5+0.8
. ) 0.04 1.1
linoleamida
DMPC:DSPE-PEG2g0-
F1.6.3.4 | OCHs:N-3-metoxibencil- | 100:7,5:30 | 100-1* | 0191 45, 5, | 11215
) X 11 0.03 15
linoleamida

Estudios anteriores demuestran que el porcentaje de encapsulacion es
proporcional al tamafio del liposoma (13,15). Otros estudios mostraron que
una encapsulacion superior al 60%, es considerada una encapsulacion
eficiente (26,68). Por lo tanto la formulacion F1.6.3.3 muestra las
caracteristicas necesarias de tamafio, IPD, potencial zeta y porcentaje de
encapsulacion para ser escogida como la formulacion base de los

inmunoliposomas.

Ya acabada la optimizacién y la caracterizacion de los liposomas furtivos,

se comenzo los estudios de formulacion de los inmunoliposomas.

3.1.3 Desarrollo y optimizacion de Inmunoliposomas:
La formulacion escogida fue la formulacion F1.6.3.3, la cual presento un
tamafio de 94.21 + 0.8 nm, un IPD de 0.2 = 0.04, un potencial Zeta de -
10.5 £ 0.8 mV y un porcentaje de encapsulacion de 89.86 + 1.1%, siendo
estos los criterios necesarios para una posible futura administracion en
animales de experimentacion. A esta formulacion se agrego el polimero
DESPE-PEGs000-COOH. Los datos obtenidos se muestran en la Tabla
3.13, estas caracteristicas ayudan en la comprobacion de la conjugacion
del anticuerpo. ElI polimero DESPE-PEGso00-COOH aumento
considerablemente el tamafio del liposomaen 17.81 nm, el IPD fue de 0.27
+0.07, aun en los limites aceptados. El potencial Zeta fue de -15.65 £ 1.6,
este disminuyo considerablemente volviéndose méas negativo que el de los

liposomas furtivos.
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Tabla 3.13: Tamafio, IPD, Potencial Zeta y porcentaje de encapsulacion del liposomas
furtivos conteniendo el polimero DESPE-PEGso00COOH

Formulacion Componentes Ratio Tamano IPD Potencial 2
(nm) (mV)

DMPC:DSPE-PEG2000-
OCHz3:DSPE-PE Gsooo- 100:6.25:| 1120+ |0.27%
COOH:N-3-metoxibencil- 1.25:20 1.9 0.07
linoleamida

F1.6.3.3.1 -15.6+1.6

Se insertd en la superficie el polimero DESPE-PEGsoo-COOH por dos
motivos especificos, el primero es que los fragmentos F(ab”). del
anticuerpo puedan conjugarse con el grupo COOH del polimero DESPE-
PEGs000-COOH, uniéndolo a la superficie liposomal y segundo para que
los fragmentos F(ab”)2 estén sobreexpuestos por encima del polimero
DSPE-PEG2000-OCH3 ya que la cadena del polimero DESPE-PEGsogo-
COOH es maés larga por 300 carbonos (21,47,98), teniendo una mayor
oportunidad de interactuar con los receptores de la BHE. La carga negativa
que presentan estos liposomas es causada por el grupo carboxilo que
presenta el polimero DESPE-PEGs000-COOH, esta otorga una carga

negativa mayor al liposoma (16,72).

Posteriormente de la caracterizacion de los inmunoliposomas de la nueva
formulacion F1.6.3.3.1, se comienza con el fraccionamiento de los

anticuerpos OX26.

3.1.3.1 Fraccionamiento de anticuerpos OX26

Se logro fraccionar los anticuerpos OX26 en fragmentos F(ab”). con ayuda
del kit de fraccionamiento con pepsina inmovilizada. Se decidio usar este
kit, cuyo fundamento es conocido y realiza el corte en el fragmento Fc para

separar los fragmentos F(ab"), (64).

El fraccionamiento del anticuerpo en F(ab”). o Fab se logra utilizando 2-
mercaptoetanol o quimopapaina, pero no todos los anticuerpos pueden ser
fragmentados con estos dos. Es por esto que se necesita una enzima
proteolitica con la capacidad de separar fragmentos F(ab”). de todas las
clases de anticuerpos y en particular de las subclases de IgG (64). La
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enzima proteolitica pepsina logra separar los fragmentos Fc de los
fragmentos F(ab”). y los Fc son posteriormente recolectados. Siendo este

uno de los medios de fraccionamiento de anticuerpos mas utilizado (79).

El anticuerpo OX26 y sus fragmentos, demostraron ser un anticuerpo
especifico al receptor transferrina, el cual se encuentra también en la BHE.
Estudios anteriores demuestran que al usar este anticuerpo, el farmaco
encapsulado no llega en concentraciones altas a los tejidos periféricos y
logra que este llegue al cerebro en mayor concentracion (61).
Innumerables estudios sefialan que el anticuerpo OX26 resalta sobre el
resto de anticuerpos utilizados como vectorizadores a la BHE, puesto que
es especifico, facil de manipular, se puede usar en modelos in vivo en ratas

y es reproducible en humanos (59,60).

Posteriormente se realizé la conjugacion de los fragmentos F(ab”). del
anticuerpo OX26 a el polimero DESPE-PEGspo-COOH.

3.1.3.2 Acoplamiento de anticuerpos a los inmunoliposomas.

La conjugacion de los fragmentos de anticuerpo F(ab”)2 con el polimero
DESPE-PEGs000-COOH es esencial para la formulacion de los
inmunoliposomas, para esto se utilizo los reactivos EDC y sulfo NHS,
pues estos son activadores del grupo carboxilo y son solubles en medio
acuoso (99). Primeramente reacciona el EDC vy el grupo carboxilo del
polimero DESPE-PEGs000-COOH", formando un enlace amida entre el
hidroxilo negativo del polimero y el grupo inestable de los nitrégenos del
EDC, que posteriormente reaccionan con el reactivo sulfo NHS,
remplazando el EDC por su anillo, fijado en el nitrilo, esto estabiliza la
reaccién aminica que se forma. Posteriormente reacciona con el grupo
amino de los fragmentos F(ab”), del anticuerpo, permitiendo la
conjugacién entre el polimero y el fragmento F(ab”)> del anticuerpo,
mediante un grupo amida (Figura 3.5)(89).
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Figura: 3.6: Conjugacion del fragmento F(ab“)2 del anticuerpo OX26 Yy el polimero
DESPE-PE Gsggo-COOH-.

Para logar separar los liposomas conjugados, los liposomas que no
conjugaron y los fragmentos F(ab”)> del anticuerpos que no conjugaron es
que se realizd una cromatografia de exclusion y para confirmar la
conjugacion de liposomas se realiz6 un dosaje de proteinas de la fraccion

de liposomas conjugados.

En la tabla 3.14 se muestran los valores de la caracterizacion final de los
inmunoliposomas, en donde el tamafio aumento en 21,51 nm con respecto
a la formulacion F1.6.3.3.1, llegando a ser 133.5 + 4.2 nm. Este aumento
se debid al acoplamiento de los fragmentos F(ab”)> del anticuerpo OX26.
El IPD aumento a 0.28 £ 0.01, sin embargo sigue estando en los limites

aceptados. El potencial Zeta aumento a -9.71 = 0.9, lo que implica que la
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mayoria de los grupos carboxilo reaccionaron con los fragmentos F(ab’)2
del anticuerpo OX26. El porcentaje de encapsulacion llego a un 78.73% +
6.0, este al ser mayor del 60% denota una eficiencia para poder ser
utilizado en pruebas in vivo y el porcentaje de proteinas es de 64.94 + 3.5%,
lo que denota una eficacia en la conjugacion de los fragmentos F(ab”). del
anticuerpo OX26.

Tabla 3.14: Tamario, IPD, Potencial Zeta y porcentaje de encapsulacién del
inmunoliposoma con fragmentos F(ab”). del anticuerpo OX26.

Formu Tamario Potencial o %
! Componentes Ratio IPD Encapsula °
lacion (nm) Z (mV) cion Proteinas
DMPC:DSPE-PEGao00-
F1.6.3. OCHéggZE_I'\IPS?WOO' 100:6.25:1. | 1335+ |0.28%| o1 . 00| 7873460| O494%
3.11 - 25:20 4.2 0.01 AV, e 35
metoxibencil-
linoleamida

La tabla 3.15 muestra los resultados del test de ANOVA v la tabla 3.16
muestra los resultados de la comparacion maltiples de Holm-Sidak en
donde se compar6 la formulacion final de liposomas furtivos F1.6.3.3
(DMPC: DSPE-PEG2000-OCHs: N-3-metoxibencil-linoleamida), con la
formulacion con el polimero DSPE-PEGsn00-COOH F1.6.3.3.1 (DMPC:
DSPE-PEG2000-OCH3z:  DSPE-PEGs000-COOH:  N-3-metoxibencil-
linoleamida) y con el anticuerpo conjugado F1.6.3.3.1.1 (DMPC : DSPE-
PEG2000-OCHz : DSPE-PEGs000-COOH : N-3-metoxibencil-linoleamida:

fragmentos F(ab")2) para ver si presenta una diferencia significativa.

Tabla 3.15: Andlisis estadistico, test de ANOVA para evaluar la diferencia estadistica

significativa.
Fuente de variacién DF SS MS F P
Entre grupos 2 2271.5 1135.7 174.9 <0.001
Residual 6 38.9 6.4
Total 8 2310.4
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DF: Grados de libertad, SS: Sumatoria de cuadrados, MS: Promedio de los cuadrados, F: Prueba F estadistica

La formulacion final F1.6.3.3, con el polimero DSPE-PEGsg-COOH
F1.6.3.3.1 y con el anticuerpo conjugado F1.6.3.3.1.1

Tabla 3.16: Diferencia estadistica significativa de tamafio, entre formulaciones.

Diferencias
Comparacion VS. entre t P<0.050
promedios
F1.6.3.3.1.1 vs F1.6.3.3 38.8 18.6 Si
F1.6.3.3.1.1 vs F1.6.3.3.1 215 10.3 Si
F1.6.3.3.1vs F1.6.3.3 e 8.3 Si

En la tabla 3.16 se muestra la diferencia significativa del tamafio al
comparar la formulacion final F1.6.3.3 con respecto a las otras dos
formulaciones, la que posee el polimero DSPE-PE Gspo0-COOH F1.6.3.3.1
y con el anticuerpo conjugado F1.6.3.3.1.1, lo cual sefiala que si existio
una union de dicho polimero y posteriormente una conjugacion exitosa del

fragmento F(ab“)2 del anticuerpo OX26.

Por lo tanto la formulacion F1.6.3.3.1, la cual contiene DMPC:DSPE-PE Gaoo0-
OCHz3:DSPE-PEGsp00-COOH:N-3-metoxibencil-linoleamida con un ratio de
100:6.25:1.25:20, respectivamente presento un tamafio final de 133.53 4.2 nm,
un IPD de 0.28 £ 0.01, un potencial Zeta de -9.71 + 0.9 mV, un porcentaje de
encapsulacion de 78.73% * 6.0 y un porcentaje de proteinas de 64.94 % + 3.5.
Estas caracteristicas cumplen con los limites establecidos anteriormente. Por lo
tanto esta formulacion puede ser estudiada en pruebas in vitro e in vivo, en
enfermedades donde se vio que la macamida sintética N-3-metoxibencil-

linoleamida posee un efecto neuroprotector.

En conclusion, el presente proyecto propone una formulacion de
inmunoliposomas cargados de macamida sintética N-3-metoxibencil-

linoleamida para posteriores estudios in vitro e in vivo.
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3.2 CONCLUSIONES:

e Primera: Se evalud diferentes formulaciones de liposomas furtivos, de
estas se tomo la formulaciéon F1.6.3.3.1, la cual presenta una composicion
de (DMPC:DSPE-PEG2000-OCHz3:DSPE-PEGsg00-COOH:N-3metoxibencil
-linoleamida) con un ratio de 100:6.25:1.25:20, respectivamente, teniendo
un tamafio de 112.0 £ 1.9 nm, IPD de 00.27 £ 0.07, potencial Zeta de -15.6
+1.6 mV.

e Segunda: Se logré optimizar los pardmetros de la técnica de ultrasonido,
disminuyendo significativamente el tamafio, IPD y potencial Zeta de los
liposomas, estos parametros fueron una temperatura de 55 °C, una amplitud
de 95 Ay un tiempo de exposicion de 45 minutos.

e Tercera: Se evaluaron los parametros de la formulacién final de
inmunoliposomas, estos presentaron un tamafo final de 133.53 + 4.2 nm,
un IPD de 0.28 + 0.01, un potencial Zeta de -9.71 = 0.9 mV, un porcentaje
de encapsulacion de 78.73% £ 6.0 y un porcentaje de proteinas de 64.94 %
+ 3.5.
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ANEXOS

ANEXO 1: Tabla de curva de calibracion para porcentaje de encapsulacion

Area de Linoleamida Area de Palmitamida Ratio
Concentraciones | 1 11 | 1 11 | 1 11
300 36180 | 17768 | 31209 |55393.5|48401.5|50105.5| 0.65 0.37 0.62
500 44347 | 29335 | 42198 |57768.5| 48967 |45585.5| 0.77 0.60 0.93
1000 73894 | 67685 | 81086 | 50631 | 50651 |43379.5| 1.46 1.34 1.87
5000 448673 | 385159 | 383655 |55379.5| 49436 |44304.5| 8.10 7.79 8.66
10000 766908 | 740955 | 811221 {59129.5|49016.5|45266.5| 12.97 | 15.12 | 17.92
ANEXO 2: Tabla de resultados de porcentaje de encapsulacion
FORMULACION
Liposomas furtivos Inmunoliposomas
1.6.3.1 1.6.3.2 1.6.3.3 1.6.3.4 1.6.3.3.1
Aread | 123617.0 | 215439.0 | 154500.0 | 184133.5 89274.5
rea de
1 122843.5 | 209373.5 | 164746.5 | 169224.5 134283.5
Linoleamida
1 171906.5 | 197510.0 | 165294.0 | 168751.5 115868.0
i I 44879.0 | 58154.5 | 52204.5 | 49197.5 34633.5
Area de
I 48627.5 | 48537.5 | 58799.0 | 45561.0 46292.0
Palmitamida
i 45609.5 | 46027.0 | 57092.5 | 46119.0 48617.5
I 2.8 3.7 3.0 3.7 2.6
Ratio I 2.5 4.3 2.8 3.7 2.9
i 3.8 4.3 2.9 3.7 2.4
) I 83.5 116.8 90.5 114.6 76.9
Porcentaje de
) I 87.9 119.1 88.7 116.8 79.8
encapsulacion
i 86.2 118.4 89.8 109.1 77.5

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA .
DE SANTA MARIA

ANEXO 3: Tabla de calibracion para porcentaje de proteinas

concentraciones
absorbancia 5 10 20 30
| 0.0878 0.142 0.178 0.2865
I 0.0861 0.131 0.1688 0.2487
11 0.0856 0.1345 0.1677 0.2463

ANEXO 4: Tabla de resultados de absorbancia y porcentaje de proteinas

Porcentaje
Absorbancia bruta | 1 11
0.2865 62.04
0.4019 63.91
0.3988 68.88

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
X &~ CATOLICA
TESIS UCSM =&  DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

ANEXO 5: Procedimiento de formulacion de liposomas

Preparacion del film lipidico en rota vapor

Film lipidico adherido al balon
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Uso del bafo de sonicacién

Uso de la sonda de sonicacién
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Formulacién de liposomas terminados y centrifugados

ANEXO 6: Caracterizacion de liposomas
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Analizador de Nanoparticulas
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Cromatograma de HPLC. Pico 5.1 la macamida sintética N-3-metoxibencil-
linoleamida, pico 7.5 la macamida sintética N-bencilpalmitamida
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Cromatografia de exclusion.

Lector de placas para medicion de proteinas.
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