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RESUMEN

La ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7Y) es una enfermedad neurodegenerativa con gran
prevalencia en México, la cual es originada por la expansion anormal de un trinucleétido
repetido (CAG) situado en la regién codificadora del gen ATXN7. La base molecular de
esta patologia es el plegamiento anormal y agregacion de la proteina mutante, lo que
ocasiona muerte neuronal en regiones especificas del sistema nervioso central.

Se ha demostrado que la rapamicina ayuda a disminuir los efectos toxicos de la proteina
mutada causante de SCA7 en modelos in vitro e in vivo. Sin embargo, el tratamiento de
SCAY7 esta limitado porque la barrera hematoencefalica impide el paso de los potenciales
medicamentos, afectando y/o limitando su eficacia terapéutica. Ante dicha limitante, el
surgimiento de herramientas como los nanoacarreadores han permitido que las moléculas
terapéuticas logren llegar al cerebro, donde llevan a cabo su actividad.

En este estudio reportamos la generacion y caracterizacion de 3 sistemas
nanoacarreadores poliméricos a base de acido polilactico-co-glicélico (PLGA), que
transportan a la rapamicina (agente que induce la degradacion de agregados proteicos).
Demostramos que éstos nanoacarreadores poseen propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas relevantes para su uso terapéutico.

Ademas, la formulacién PLGA/PIx188/Rap fue probada en un modelo celular glial de
SCA7, causando de manera especifica la activacion de autofagia y la eliminacion de
agregados patolégicos de la proteina mutante, lo que nos permitird en un futuro la
evaluacion de esta potencial terapia en un modelo murino de la SCA7.

Xi



I. INTRODUCCION

La ataxia es un sindrome clinico caracterizado por la presencia de incoordinacion
nervioso-muscular que se manifiesta como dificultad para mantener el equilibrio e
incapacidad para la realizacion de movimientos finos. Los pacientes con este
padecimiento presentan temblores, movimientos involuntarios y dificultad en el habla 'y
deglucion. Las ataxias son causadas por la disfuncion y/o atrofia del cerebelo y sus rutas
de conexidn, cuyo origen es variado y pueden originarse por factores extrinsecos como
consumo cronico de alcohol, hemosiderosis, deficiencia de vitamina B12, enfermedades
neurodegenerativas como Creutzfeldt Jakob o atrofia de sistemas multiples y
principalmente, por una condicién hereditaria [1].

Las ataxias cerebelosas de origen genético son consideradas las de mayor importancia, ya
que forman parte del grupo de enfermedades neurodegenerativas mas comunes a nivel
mundial, junto con la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis
lateral amiotréfica, enfermedad de Huntington, entre otras.

Las ataxias cerebelosas hereditarias son un grupo de enfermedades clinica, patoldgica y
etiol6gicamente heterogéneas que se caracterizan por presentar ataxia progresiva, ademas
de neuropatia periférica, sintomas extrapiramidales y piramidales, convulsiones, entre
otros [1]. Las ataxias se clasifican por sus patrones de herencia en las siguientes
categorias: autosomica-dominante, autosémica-recesiva, ligadas al cromosoma X y
mitocondriales. En cuanto a las ataxias cerebelosas autosémicas dominantes (ADCA,; por
sus siglas en inglés), son frecuentemente conocidas como ataxias espinocerebelosas
(SCA, por sus siglas en inglés) e incluyen alrededor de 45 tipos identificados a la fecha
[2,3]. Estas a su vez se subdividen en 4 grupos de acuerdo con el mecanismo genético de
la mutacién: enfermedades poliglutaminicas (polyQ), enfermedades intrénicas,
mutaciones convencionales y SCA con duplicaciones o deleciones largas [1].

A nivel mundial, las SCAs de mayor frecuencia son las ataxias del grupo polyQ como la
SCA3 (enfermedad de Joseph Machado), que representa el 21% de todas las ataxias
autosémicas dominantes, seguido por la SCA2 y la SCAG6 con el 15% cada una, la SCA1
con el 6% y la SCA7 con el 5% [4]. Sin embargo, en cada region geografica se presentan
variaciones en su frecuencia, asi como en su origen poblacional, por ende, es
indispensable conocer el comportamiento de cada ataxia en las diversas regiones del
mundo [2].

En este trabajo nos enfocamos en la ataxia espinocerebelosa tipo 7 (SCA7) ya que, en
nuestro entorno, su estudio es de vital importancia debido a su alta frecuencia en México
[5]. Utilizando la nanotecnologia, sintetizamos un nanoacarreador polimérico para
encapsular la rapamicina, un farmaco que incrementa el sistema de autofagia. Dicho
nanoacarreador fue caracterizado fisicoquimicamente y probado en un modelo celular
inducible que reproduce la formacion de agregados de ataxina-7, principal causa
patogénica de la SCA7. El nanoacarreador con la rapamicina no provocé citotoxicidad a
las concentraciones terapéuticas y logré eliminar los agregados proteicos de la ataxina-7
mutada después de 72 h de tratamiento en el modelo celular inducible.
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1. Ataxia espinocerebelosa tipo 7

1.1 Caracteristicas Clinicas

La SCA7 es una enfermedad neurodegenerativa que fue descrita por primera vez por
Fromenten en 1937 y su etiologia se conocio 60 afios después. Los sintomas que presentan
los pacientes con SCA7 son ataxia progresiva y degeneracion retinal. Ademas, pueden
presentar disartria, dismetria, disfagia, disdiadococinesia, hiperreflexia, movimiento
sacadico lento de ojos y espasticidad. En algunos casos hay otras manifestaciones menos
comunes como alteracion sensorial, demencia e hipoacusia [6]. Esta ataxia es de gran
importancia debido a sus altos indices de discapacidad motora, ademaés de la discapacidad
visual que presentan los pacientes con la patologia.

Recientemente, se han caracterizado dos fenotipos patolégicos en SCA7 con respecto a
la edad de aparicion [7]. El primero y mas comun es el fenotipo de inicio tardio o de edad
adulta, el cual se caracteriza por la aparicion de los primeros sintomas a partir de la tercera
década de la vida, presentando ataxia cerebelosa seguido por dismetria, disartria, disfagia,
hiperreflexia y disdiadococinesia acompafiado de otros signos piramidales y
extrapiramidales. Después del inicio de los sintomas motores, hay afectacion en la
distincion de colores seguido por perdida de agudeza visual, fotofobia, cambios
pigmentarios, oftalmoplejia y degeneracion de conos y bastones que eventualmente
conlleva a la ceguera [7,8]. Se han reportado casos aislados de psicosis, alucinaciones
auditivas, demencia y alteraciones del comportamiento [12].

El segundo fenotipo de SCA7 es de inicio temprano (infantil o juvenil), el cual se presenta
dentro de las dos primeras décadas de la vida. En este caso, el curso de la enfermedad es
rapido y tiene una duracion de pocos meses 0 afios. Ademas de los signos clasicos
caracteristicos de ataxia, hay perdida visual desde el inicio de la enfermedad, desnutricién
debido a la disfagia severa, hipotonia severa, temblores en las extremidades y dificultad
respiratoria [7,9,10]. Adicionalmente, se han reportado casos de cardiopatia,
hepatomegalia, hemangioma multiple, retraso del desarrollo, regresion motora y
cognitiva, disfuncion renal, taquipnea, microcefalia e insomnio [11,12].

1.2 Neuropatologia

Los hallazgos neuropatoldgicos indican que hay una reduccién significativa de materia
gris en regiones como el giro pre y post-central, parahipocampal y corteza occipital.
Ademas, hay una atrofia en la corteza cerebelosa, tractos espinocerebelosos y tractos
olivocerebelosos, asi como una degeneracion en los ndcleos subtalamicos, palido,
sustancia nigra y columnas dorsales [6,13].

Estudios en pacientes con resonancia magnética demostraron que hay una pérdida en el
volumen cerebelar, una prominencia de fisuras cerebelosas, una leve pérdida de volumen
en el tronco encefalico y nicleo pontino, asi como una reduccién en el volumen de la
oliva inferior y alargamiento leve en el cuarto ventriculo [6].

Por otro lado, en la materia gris hay mayores alteraciones en el cerebelo, cambios en el
giro precentral y cortezas occipitales. Ademas, hay cambios volumétricos en la corteza
frontal, corteza parietal y clastrum [13]. En la materia blanca hay una pérdida de fibras
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mielinizadas en cerebelo, cuerpo calloso, capsula de nucleo rojo, nervio oculomotor,
lemnisco lateral, en los tractos espinocerebelosos y piramidales, en el nervio abducens
(motor ocular externo) y en las fibras pontocerebelosas, entre otras regiones, lo que
ocasiona que haya un dafio cerebral mas extendido [13].

A nivel microscépico, se caracteriza patolégicamente por muerte progresiva de neuronas
cerebelosas, de retina y tronco encefélico. En la Figura 1B se aprecia un corte de corteza
cerebelosa de un paciente con SCA7, observandose una pérdida neuronal y gliosis en la
capa de las células de Purkinje (PC) en comparacion con un individuo sano (Figura 1A)
[14].

En el tronco encefélico hay una degeneracién moderada en la oliva inferior, puente de
Varolio y en la region cervical de la médula espinal [13]. En la Figura 1D, la resonancia
magnética muestra una atrofia severa en cerebelo y en el puente de Varolio, en
comparacion con el individuo sano (Figura 1C) [15]. Por otro lado, en la Figura 1F se
observa una degeneracion leve en la oliva inferior [16].

De manera relevante, en la retina ocurre una atrofia progresiva de las células
fotorreceptoras que resultan en degeneracién macular en etapas avanzadas [13]. También
hay degeneracion macular pigmentaria y palidez del disco Optico en pacientes con SCA7
[17,18]. La agudeza visual se ve comprometida en las etapas iniciales y progresa
gradualmente hacia ceguera. En la Figura 1G, la fondoscopia de una persona sana muestra
una apariencia normal de la macula (flecha negra) y del disco 6ptico (flecha blanca) y con
una vasculatura bien desarrollada. En el caso del paciente con SCA7 (Figura 1H), hay
una atrofia macular, el disco 6ptico presenta una palidez importante y la vasculatura es
muy pobre [15]. Ademas, en la Figura 11 se muestra un corte de retina de una persona
sana con las capas retinales bien organizadas, en cambio en la Figura 1J, el corte de retina
de un individuo con SCA7 muestra una degeneracién extensa de la capa de
fotorreceptores y la capa nuclear externa (ONL), hay una desorganizacion de la capa
nuclear interna (INL) y hay migracion del pigmento de melanina dentro de la retina
atrofica [15].

En otros hallazgos, los pacientes con SCA7 pueden presentar hiposmia, es decir un
decremento significativo en la habilidad para discriminar e identificar olores [19]
posiblemente debido a cambios en la conectividad funcional ligada a las areas cerebrales
degeneradas [20].
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Figura 1. Regiones afectadas en la enfermedad de SCA7. (A) Cerebelo sano con la proteina calbindina
teflida, mostrando la presencia normal de las células de Purkinje (GC = capa granular; PC = capa de
células de Purkinje; ML = capa molecular); (B) Cerebelo de paciente con SCA7 con ausencia de las PC;
(C) Resonancia magnética de individuo sano; (D) Resonancia magnética de paciente con SCA7
mostrando atrofia severa en el cerebelo (Cb) y en el puente de Varolio (P); (E) Tincién de oliva inferior
(10) de individuo sano; (F) Tincién de oliva inferior con degeneracion leve en paciente con SCA7; (G)
Fondoscopia de individuo sano; (H) Fondoscopia de paciente con SCA7 con atrofia macular y
vasculatura pobre; (1) Corte de retina de individuo sano con las capas retinales bien definidas (G = células
ganglionares; INL = capa nuclear interna; ONL = capa nuclear externa; P = capa de fotorreceptores); (J)
Corte de retina de paciente con SCA7 con degeneracion retinal.

Iméagenes (A, B, C, D, G, H, I, J) tomadas del articulo de Michalik, A., et al, titulado Spinocerebellar
Ataxia Type 7 Associated with Pigmentary Retinal Dystrophy, publicado en la revista European Journal
of Human Genetics en el afio 2004 [15].



Imagenes (E, F) tomadas del articulo de Riib, U., et al, titulado Clinical Features, Neurogenetics and
Neuropathology of the Polyglutamine Spinocerebellar Ataxias Type 1, 2, 3, 6 and 7, publicado en la
revista Progress in Neurobiology en el afio 2013 [16].

2. Prevalencia en México y en el mundo

La incidencia mundial de SCA7 es de <1/100,000 habitantes [12] sin embargo, su
fenotipo se confunde con el de muchas otras SCAs y su diagndstico sélo se obtiene
mediante un estudio molecular. Actualmente puede considerarse como una patologia
subdiagnosticada. Se han identificado regiones geogréaficas y grupos poblacionales en
donde se concentra un mayor nimero de casos como en Europa (Francia, Bélgica,
Alemania y Reino Unido), Africa (Argelia, Marruecos, Libia, Tunez, Zambia y
Sudafrica), Asia y Oceania (Israel, Filipinas, Corea del Sur y Australia), Norteamérica
(Estados Unidos y México), Sudamérica (Brasil) y el Caribe (Jamaica) [21]. No obstante,
solo se han reportado efectos fundadores de SCA7 en algunos paises como India [22], en
la region escandinava especificamente en Suecia y Finlandia [23], Sudafrica [24], Zambia
[25] y particularmente en México [26].

En nuestro pais, debido al efecto fundador, Magafia y col. reportaron en el 2014 que SCA7
es la SCA mas frecuente en el estado de Veracruz, registrando una prevalencia de
10.63/100,000 habitantes y de manera alarmante, la incidencia por region incrementd
considerablemente en algunas comunidades, como la poblacion de Tlaltetela, donde la
incidencia se calculé en 817.14/100,000 habitantes en el 2014 [5] (Figura 2), superando
por mucho la prevalencia reportada en otras regiones del mundo. De acuerdo con un
consenso mundial, se define que la serie de casos mas grande de SCA7 a nivel mundial
se presenta en nuestro pais [21,27].
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Figura 2. Incidencia de SCA7 en el estado de Veracruz, México. Mapa del estado de Veracruz donde se
indica la incidencia de SCA7 en cada comunidad estudiada y reportada al afio 2014.

Imagen tomada del articulo de Magafia et al, titulado Analysis of CAG Repeats in Five SCA Loci in
Mexican Population: Epidemiological Evidence of a SCA7 Founder Effect, publicado en la revista
Clinical Genetics en el afio 2014 [28].



3. Origen genético de la SCA7: Mutacion en el gen ATXN7

El gen mutado en SCA7, ATXN7, se localiza en el brazo corto del cromosoma 3p12-21.1
[29]. En la década de los 90’s se demostré que la expansion anormal de repetidos
Citosina-Adenina-Guanina (CAG), por encima de los 36 repetidos, ubicados en el exén
codificante del gen ATXN7 (exdn 3) [30,31], son responsables del desarrollo de SCA7
(Figura 3) [14,31]. Este microsatélite es polimorfico en la poblacion general con un rango
normal que va de 4 a 19 CAG’s, siendo mas comun el alelo con 10 repetidos en el 75%
de la poblacién [32]. Los alelos de 28-33 CAG’s (previamente llamados “alelos
intermedios”) son inestables y tienen riesgo de expansion durante la meiosis y, por lo
tanto, puede ocurrir la aparicion de SCA7 en la subsecuente generacion [33]. Por otro
lado, con los alelos de 34-36 CAG’s (alelos de baja penetrancia), los individuos pueden
presentar manifestaciones leves de la enfermedad en etapas tardias de la vida [34]. Por lo
tanto, el fenotipo mutante estd en funcién del numero de repetidos CAG, el cual sera
diferente en la decendencia del afectado, tendiendo este nimero a aumentar. Se han
reportado expansiones de hasta 460 repetidos presentando la patologia desde el
nacimiento. [35].

Gen ATXN7

M Alelo normal
. Alelo inestable
|:| Alelo con mutacion de baja penetrancia

. Alelo con mutacién

Figura 3. Expansion de repetidos CAG. Representacion del gen ATXN7 y el trinucle6tido CAG con el
nimero de repetidos y su localizacion.

El origen de la expansion no esta bien esclarecido, pero se sabe que las alteraciones en
los mecanismos de reparacion, recombinacién y replicacion [36,37] tienden a formar
estructuras heteroduplex o estructuras secundarias de DNA (Figura 4A), a lo cual le sigue
la desnaturalizacion de dicha estructura y la resolucién del heteroduplex (Figura 4B)
[36,38]. Estas expansiones anormales pueden impactar a diversos genes y ser asociados
a multiples enfermedades. Ademas, las expansiones no son exclusivas de regiones
codificantes, ya que pueden presentarse en regiones reguladoras como promotores,
intrones y regiones no traducidas 3' (3’UTR) y 5’ (5’UTR). Sin embargo, en SCA7 la
mutacion impacta directamente en la region codificante, generando la traduccién de
proteina con un tracto rico en glutaminas (PolyQ).
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Figura 4. Mecanismo y expansion de los microsatélites. (A) Estructuras heteroduplex en el material
genético, con las cuales posiblemente inicia la expansion; (B) Pasos de la expansion de repetidos
empezando por la desnaturalizacion de la estructura y resolucién del heteroddplex mediante el llenado de
gaps en la secuencia de ADN.

3.1 Anticipacién genética

A diferencia de las mutaciones estaticas, las cuales se retienen en tejidos somaticos y son
transmitidas de manera estable a su descendencia, el proceso de mutacidn de repetidos es
dindmico; los repetidos CAG muestran inestabilidad en la linea somatica y germinal y
tienen una fuerte tendencia hacia la mutacion, por lo que contintan expandiéndose en las
generaciones sucesivas [38,40], lo que provoca la aparicion del fenémeno “anticipacion
genética”. En este fendmeno, la severidad y la edad de inicio de la enfermedad estan
inversamente relacionadas; ademas, la enfermedad es méas severa de una generacion a
otra.

En SCAZ7, el fendmeno de anticipacion se ve incrementado por la ausencia en general de
interrupciones entre los repetidos CAG, cuya ausencia no puede ayudar a “estabilizar” la
expansion. Dicho lo anterior, es comin ver en SCA7 expansiones del orden de mas de
100 repetidos de una generacion a otra, aumentando draméaticamente la edad de inicio
(aproximadamente 19 + 13 afios por generacion) y severidad de la patologia [41]. En este
sentido, Ansorge y col. reportaron en el 2004 un caso de un padre con 39 repetidos CAG
en el gen ATXN7 y en su hija hubo una expansion que llegd a 180 repetidos CAG, lo cual
ocasiond que la paciente padeciera SCA7 con inicio infantil [42].

Ademas, la inestabilidad gonadal es particularmente mayor cuando la mutacién es de
transmision paterna [43]. La evidencia clinica de que la transmision paterna resulta en
una expansion mayor esta apoyada por la evidencia molecular de la presencia de
mosaicismo en los gametos en los hombres [37].

4. Tratamiento

Actualmente SCA7 no tiene tratamiento para evitar la aparicion de la enfermedad ni para
detener o curar los sintomas que se presentan. El tratamiento farmacologico para SCA7
se ha realizado en pequefias muestras de pacientes que presentan alta variabilidad tanto
en el estadio clinico como en el numero de repetidos de CAG, lo que dificulta la
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interpretacion de los resultados. A la fecha, se han implementado algunos tratamientos
que han demostrado cierto efecto en otras enfermedades polyQ, pero dirigidos
basicamente al control de la sintomatologia como los dopaminérgicos y anticolinérgicos,
que logran la reduccién del temblor, distonia y bradicinesia; las contracciones musculares
dolorosas pueden aliviarse con magnesio, quinina, mexiletina o con altas dosis de
vitamina B [44]. De manera paliativa se han utilizado algunos antioxidantes, sin embargo,
el tratamiento farmacolégico solo ayuda a disminuir algunos signos de la enfermedad,
por lo que no ha sido eficiente en el tratamiento de los pacientes con SCAT.

Por otro lado, la rehabilitacion fisica ha mostrado resultados positivos para ayudar a
mantener cierta movilidad e independencia [45]. Ademaés, de manera interesante, en el
mismo estudio se demostrd el beneficio del entrenamiento fisico a nivel molecular, ya
que se registro una disminucidn en los niveles de los marcadores de dafio lipidico, MDA
(malondialdehido) y LPH (lipohidroperdxidos), en un 70 % y 47 %, respectivamente,
ademas de un ligero incremento en la defensa antioxidante en PON-1 (paraoxonasa-1)
[45]. Sin embargo, a pesar de lo anterior reportado, dicha rehabilitacion ayuda muy poco
en cuanto a la progresion de los efectos motores de la enfermedad.

Por lo tanto, es importante aclarar que el objetivo principal sigue siendo lograr un
tratamiento realmente eficaz que ayude a disminuir y/o tratar la enfermedad. Para lograr
dicho objetivo, primero necesitamos saber cémo funcionan normalmente algunos
mecanismos que estan involucrados en la patogénesis de la enfermedad.

5. Bases Moleculares: Ataxina-7

El gen ATXN7 codifica para una proteina de 892 aminoécidos conocida como ataxina-7.
Esta proteina cuenta con una sefial de exporte nuclear (NES), 3 sefiales de localizacion
nuclear (NLS), 2 sitios de corte de caspasas, sitios para modificacion post-traduccional
via fosforilacién y SUMOilacién y un tracto polyQ ubicado en la region N-terminal
(Figura 5) [46].

Ataxina-7 es una proteina ubicua, pero es mas abundante en el cerebro, retina y algunos
tejidos periféricos como el musculo estriado, testiculos y glandula tiroides. Su presencia
predomina en el citoplasma donde colocaliza con el RE, pero no con la mitocondria ni el
aparato de Golgi. A nivel de mRNA estd altamente expresada en tejidos del Sistema
Nervioso Central (SNC) [47,48].

Recientemente, se han identificado al menos un par de variantes originadas por
procesamiento alternativo, sin embargo, son poco abundantes en comparacion a la
isoforma candnica [48].

Dominio
Dominio ATXN7 Dominio
ZFN conservado

PolyQ PTM NES

atxn7a I R I

Figura 5. Composicion estructural de ATXN7. Isoforma correspondiente a un alelo con 10 CAG cuenta
con 892 aa. Incluye la regién polimérfica polyQ, 1 NES, 3 NLS y un sitio en lisina 257 para
modificaciones post-traduccionales (acetilacién y SUMOilacidn), 3 dominios conservados: un motivo de
dedos de zinc (ZnF), un motivo Cys-X9-10-Cys-X5-cys-X2-His conocido como dominio ATXN7 y un
dominio conservado.



5.1 Funcion de ataxina-7

A la fecha, la funcion de ataxina-7 no esté bien esclarecida, sin embargo, se observo que
tiene un papel en la estabilizacion del citoesqueleto, la cual fue demostrada en un modelo
in vitro. Brevemente, estructuras filamentosas formadas por ataxina-7 durante la mitosis
se superponen con el huso y éste es el resultado de la interaccion fisica entre ataxina-7 y
a-tubulina, la cual ocurre independientemente de la longitud de repetidos. La sensibilidad
reducida de las células transfectadas con ataxina-7 debido al nocodazol, un inhibidor de
la polimerizacion de microtubulos, sirvié como apoyo del papel de la ataxina-7 en la
estabilizacion de los microtubulos [49].

También se sabe que la ataxina-7 forma parte como subunidad de dos complejos
regulatorios transcripcionales, el complejo TATA-binding protein-free TAF-containing
complex (TFTC) y del complejo acetiltransferasa SPT3/TAF9/GCN5 (STAGA), los
cuales suman las funciones de coactivador transcripcional como: reclutamiento de
proteina de unién a TATA, formacién del complejo de pre-iniciacion y 2 actividades
enzimaticas (acetilacion de histonas (HAT) y desubiquitinacion (DUB)), dandole a la
ataxina-7 la capacidad de regular la transcripcién. Ambos complejos tienen varios
componentes proteicos incluyendo el sustituyente catalitico Gen5 con actividad de HAT,
con el cual se regula la transcripcién gracias a la acetilacion de la histona H3 vy, en
consecuencia, promueve el acceso a la secuencia asociada al ADN mediante la
maquinaria de transcripcion [50-52] (Figura 6A).

La funcion de STAGA en la retina es considerada como el mecanismo mejor estudiado,
ya que se sabe que este complejo interactta con el factor de transcripcién CRX, el cual
es un factor de transcripcién nuclear que juega un papel esencial en la diferenciacion de
los fotorreceptores de vertebrados. Este factor controla una red transcripcional,
incluyendo numerosos genes especificos de fotorreceptores como rodopsinas y las
opsinas del color mediante la acetilacién de la histona H3, dando como resultado la
transcripcion de genes retinales importantes para la funcion y mantenimiento de los
fotorreceptores (Figura 6B) [50,53,54].

5.2. Patogenesis molecular

A pesar de que la ataxina-7 se expresa de forma ubicua, la regién mas afectada por la
mutacion es el cerebro, posiblemente por su alta demanda energética y mayores niveles
de expresion. Esto hace que las células neuronales dependan del metabolismo energético
oxidativo por su incapacidad de producir ATP mediante glicélisis y, por lo tanto,
dependen de una mitocondria funcional para la fosforilacion oxidativa, lo que provoca
que las mitocondrias disfuncionales sean un mecanismo compartido en la
neurodegeneracion [55].

5.2.1 Ataxina-7 mutada y su efecto en la retina

Cuando la proteina ataxina-7 tiene 37 repetidos o mas del aminoacido “glutamina” en el
extremo N-terminal, intrinsecamente es propensa a formar agregados con estructura p-
plegada, con lo cual altera su conformacién tridimensional y resulta en una combinacion



de pérdida de funcion y posible ganancia de funcidn patogénica, afectando la funcién del
complejo STAGA [56].

Actividad de
desubiquitinacion

4+ ADA2b
{ iSPT3
| 4TAF12

Transcripcion génica dependiente de Falla en la transcripcidn génica
STAGA normal dependiente de STAGA

Figura 6. Funcion de ATXN7 wt y patogénica en el complejo SAGA a nivel de retina. (A) ATXN7
pertenece al médulo de desubiquitinacion (DUBm) que incluye la proteasa de ubiquitina USP22, ATXN7
L3y ENY2. DUBmM media la interaccion con GCN5 y el complejo SAGA (SPT-ADA). ATXN7 puede
interactuar con factores de transcripcion como CRX. El complejo SAGA cuenta con actividad de
acetilacion de la histona H3 dependiente de GCN5 vy actividad de desubiquitinacion en H2B dependiente
de USP22; (B) Funcién del complejo STAGA en la retina. La proteina ataxina-7 forma parte del complejo
STAGA e interactda con la subunidad GCNS5, asi que facilita el reclutamiento de STAGA vy la acetilacion
de la histona H3 mediada por GCN5 a través de interacciones con un promotor unido a un factor de
transcripcion como CRX; (C) Transcripcion génica dependiente de STAGA en la mutacion de ataxina-7.
La presencia de la proteina ataxina-7 mutante tiene un efecto dominante negativo, en el cual provoca la
inhibicion de la funcion GCN5 (acetilacion de histonas) dentro del promotor STAGA, de las interacciones
con la ataxina-7 wt ubicada dentro del complejo STAGA, o de la incorporacién dentro de STAGA en el
lugar de ataxina-7 wt, resultando en la incorporacion reducida de ADA2b, SPT3y TAF12.

Imégenes (B y C) tomadas del articulo de Palhan, V.B. et al, titulado Polyglutamine-Expanded Ataxin-7
Inhibits STAGA Histone Acetyltransferase Activity to Produce Retinal Degeneration, publicado en la
revista Proceedings of the National Academy of Sciences en el afio 2005 [58].

En estudios in vitro y en un modelo in vivo en raton con SCA7 con 92 repetidos se
demostrd que el transcrito de ATXN7 mutante (MATXN7) interrumpe la funcion de
STAGAy TFTC posiblemente reduciendo o inhibiendo la actividad de HAT. Ademas, la
interaccion de ATXN7 y el factor de transcripcion CRX esta reducida ante la presencia de
mMATXN7, resultando en una disminucion en la transcripcion de los genes retinales
necesarios para la funcion y mantenimiento de los fotorreceptores, lo cual podria explicar
la muerte de conos y bastones en la retina y asi provocar la degeneracion retinal (Figura
6C) [58,59]. Ademas, Palhan y col. observaron en el modelo de raton una reduccion
significativa en la expresion de 3 actividades especificas de fotorreceptores: CRX, NRL
(basic motif leucine zipper transcriptional activator) y Nr2E3 (orphan nuclear receptor),
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sugiriendo que los fotorreceptores en los ratones pueden perder su habilidad para
mantener un estado diferenciado con el tiempo, resultando finalmente en disfuncion [58].

5.2.2 Mutacion en ataxina-7 y su efecto en la formacién de agregados proteicos

Se ha descrito que ataxina-7 tiene un sitio de corte para caspasa-7, por lo que la proteina
puede ser escindida, formando agregados proteicos de la proteina truncada (tr-mATXN7),
los cuales son posiblemente mas toxicos que los agregados proteicos de la proteina
mutante sin escindir (FL-mATXN7) [46,60].

Cuando las estructuras aberrantes tipo B-plegada se acumulan para formar agregados
insolubles o inclusiones nucleares, no sélo afecta su funcion normal, sino que el mismo
agregado es capaz de secuestrar otras moléculas. En modelos celulares de SCA7 en las
lineas celulares HEK293 y SH-SY5Y, se observd que hubo formacion de inclusiones
intranucleares neurales (NII), las cuales contenian reclutadas a las proteinas CBP, p53,
ubiquitinas, ataxina-3, Hsp70, Hsp40, ataxina-7, subunidades de UPS, caspasa-3 y wit-
ataxina-7 [61,62]. Ademas, caspasa-3 fue reclutada en las inclusiones en cultivo celular
y en cerebro post-mortem de humano y su expresion fue sobre regulada en neuronas
corticales [55,61].

Garden y col., en el 2002, utilizaron un modelo murino transgénico con 92 repetidos de
glutamina (92Q) para reproducir los signos de la enfermedad de SCA7, el cual presentd
ataxia en la marcha. En la Figura 7 se muestra una inmunotincién de un corte de corteza
cerebelar de un raton sano (Figura 7A) con una organizacién de las 3 capas cerebelares y
una gran arborizacion dendritica, mientras que en la Figura 7B se muestra una
disminucion de la arborizacion dendritica y cambios ultraestructurales de las células de
Purkinje, lo cual es indicativo de degeneracién [56]. Ademas, en la Figura 7B se observan
agregados proteicos, los cuales estan tefiidos de color magenta, tanto en la capa molecular
como en la capa ganglionar del cerebelo. Las células de Purkinje no presentan agregados
proteicos, sin embargo, estas células son severamente afectadas por la mutacion,
posiblemente debido a un efecto de naturaleza autdbnoma independiente de la célula
debido a la disfuncidén inducida por las poliglutaminas en células adyacentes [63].

Por ende, esta evidencia nos lleva a pensar que los agregados tienen la capacidad de
activar muerte celular programada, lo que lleva a la neurodegeneracion y posiblemente
sea el mecanismo de mayor importancia en la degeneraciéon de las diversas regiones
cerebrales.

5.2.3 Mutacion en ataxina-7 y su efecto a nivel post-traduccional

Las modificaciones post-traduccionales en residuos especificos de las proteinas con
polyQ expandida como fosforilacion, SUMOilacion y acetilacion podrian alterar las
interacciones con las proteinas de union normal. Ademas, estos mecanismos post-
traduccionales también pueden influenciar la estabilidad y tasa de disminucién de la
proteina mutante, por lo que pueden regular la acumulacién y toxicidad de la proteina
mutante. Por ejemplo, la acetilacién de la lisina 257 (K257) regula la escisidn de ataxina-
7 mediada por caspasa-7 de manera dependiente a la expansion de repetidos. Dicha
escision proteolitica en los aminoécidos 266 y 344 ocasiona mayor toxicidad por la
generacion de un fragmento que contiene la region polyQ expandida, el cual es méas
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susceptible a agregarse y causar mas toxicidad en la célula [40,46,55]. Por otro lado, se
descubri6 que la SUMOilacidn influencia la patogénesis de SCA7 de manera positiva, ya
que se cree que la SUMOilacion en K257 disminuye la propension de agregacion y
toxicidad celular de la proteina mutante [64].

Figura 7. Inmunotincién del corte de corteza cerebelar de raton sano contra raton afectado con SCA7.
(A) En el corte de corteza cerebelar de ratdn se observan las 3 capas cerebelares sanas; (B) Cerebelo de
un ratén transgénico con 92Q en ATXN7, en donde la capa molecular tiene una disminucion en la
arborizacién dendritica indicando degeneracién (verde), mientras que la capa de células de Purkinje
presenta muerte celular. La capa molecular y la capa granular presentan agregados proteicos de ataxina-7
(rosa). (ML = capa molecular; PCL = capa de las células de Purkinje; GCL = capa granular).

Iméagenes tomadas del articulo de Garden, G. et al, titulado Molecular Pathogenesis and Cellular
Pathology of Spinocerebellar Ataxia Type 7, publicado en la revista Cerebellum en el afio 2008 [56].

5.2.4 Mutacion en ataxina-7 y su efecto a nivel de UPS y autofagia

Existen varios estudios que han sugerido a la autofagia como uno de los factores mas
importantes en el aclaramiento de los agregados proteicos, por lo tanto, su mal
funcionamiento estaria relacionado con neurodegeneracién. En un modelo in vitro,
Mookerjee y col, bloguearon el sistema de autofagia y en consecuencia hubo un
incremento en la acumulacién de ataxina-7 mutante [46]. Por otro lado, en un modelo
murino KI con mAtxn7-92Q se observd un incremento en estructuras que dieron positivo
para la cadena ligera 3 de proteina asociada a microtabulos (LC3), marcador especifico

12



para monitorear la autofagia, en las células de Purkinje, indicando que el sistema de
autofagia se incremento ante la presencia de la proteina mutante [46]. Esto sugiere que la
actividad autofagica basal previene la acumulacion de proteina aberrante.

En otro modelo murino heterocigoto KI con mAtxn7-266Q, las inclusiones de ataxina-7
mutada que se acumularon contenian proteinas asociadas a autofagia como mTOR,
beclina-1, p62 y ubiquitina. Ademas, se observé acumulacién atipica de los marcadores
de autofagosoma/lisosoma LC3, LAMP-1, LAMP-2 y catepsina-D en el cerebelo del
raton, lo cual podria explicar la incapacidad en el aclaramiento proteico por parte del
sistema de autofagia debido al secuestro de componentes necesarios para su realizacion,
trayendo como consecuencia neurodegeneracion [65]. En pacientes con SCA7 también
se acumularon marcadores de autofagia en el cerebelo y corteza cerebelar, lo que sugiere
que la autofagia podria estar alterada por acumulacién selectiva de ataxina-7 mutante
[65].

Por otro lado, en el modelo murino KI con mAtxn7-266Q se estimul6 el aclaramiento de
la ataxina-7 mutante por medio del sistema ubiquitin proteasoma (UPS) al usar el
tratamiento de interferon- B para estimular a los clastosomas en las subunidades del
proteosoma. Dicho tratamiento redujo las inclusiones intranucleares neuronales y la
ataxina-7 mutante insoluble ubicadas en el cerebelo del raton, beneficiandolo en su
comportamiento locomotor y proveyendo proteccion a las células de Purkinje contra la
muerte neuronal [66,67].

Por lo tanto, la formacion de agregados mutantes y la disfuncion de los sistemas de
degradacion parecen conformar el conjunto perfecto para el aumento de la muerte celular
inducida.

5.2.5 Mutacion en ataxina-7 y muerte celular por apoptosis

Wang y col., en el 2015, insertaron Atxn7-Q65 en un cultivo neuronal primario de
cerebelo con un adenovirus recombinante, lo cual provocé cambios morfoldgicos de
muerte celular como pérdida de neuritas, hinchamiento del cuerpo celular activando la
apoptosis via intrinseca (caspasa-9) y finalizando la muerte con caspasa-3 [68]. Este
efecto de apoptosis por via intrinseca se corroboré mediante la alteracion en la expresion
de la familia de proteinas Bcl2, que son reguladores clave en apoptosis mediada por
mitocondria. Ademas, en el mRNA de estos transcritos en neuronas cerebelares, Bax
(inductor de apoptosis) aumentd y Bcl-Xc (inhibidor de apoptosis) disminuy6 [68]. En
este sentido, este mecanismo parece ser la conclusion del sinergismo de multiples efectos
gue concluyen con la degeneracion celular.

6. Alternativas terapéuticas

En la Figura 8 se muestra un resumen de los eventos patoldgicos en SCA7 y algunos
potenciales blancos terapéuticos. En el citoplasma, en la Figura 8A se observa la proteina
ATXN7 mutante (MATXN7), la cual se acumula debido a la mutacion. Esta puede ser
escindida por caspasa-7 y liberar el fragmento N-terminal que parece ser mas toxico. Si
el fragmento N-terminal se encuentra acetilado en K257, como en la Figura 8B, no podra
ser degradado por autofagia. En el ndcleo, los clastosomas normalmente degradarian a

13



MATXNY7, pero el sistema esta saturado por la presencia de mATXN7, provocando su
acumulacion (Figura 8C). Por otro lado, mATXN7 SUMOilada forma agregados
redondos, los cuales secuestran subunidades del complejo SAGA (Figura 8D) y mATXN7
no SUMOilada forma agregados con forma de estrella y secuestran proteinas como
caspasa-3, la subunidad proteosomal 19s y HSP70 (Figura 8E). Por ultimo, las
alteraciones transcripcionales ocasionadas por la disfuncion de SAGA vy la alteracion de
reguladores transcripcionales como CBP, p53 y RORal, llevan a la regulacion a la baja
de genes especificos para ciertos linajes celulares como fotorreceptores y especificos para
oligodendrocitos, ademas de pri-miR-124 (Figura 8F) [57].

A continuacion, se mencionan los potenciales blancos terapéuticos para disminuir o
eliminar la patologia de SCA7, los cuales estan indicados en la Figura 8 en color rojo.

Bloquear la protedlisis con inhibidores de caspasas (Figura 8G).

Prevenir la acetilacion mediante la sobreexpresion de la desacetilasa (Figura 8H).
Prevenir la acumulaciéon nuclear induciendo la formacion de clastosomas con
interferon-p (Figura 8l).

e Inhibir la formacion de agregados toxicos con farmacos (Figura 8J).

e Aumentar la transcripcion al inhibir la desacetilacion de histonas o ubiquitinacion
0 mediante el tratamiento con factores neurotr6ficos como HGF y antibidtico
ceftriaxona (Figura 8K).

e Prevenir la acumulacién del mMRNA de ATXN7 o la proteina mediante el
silenciamiento del gen mutado o mediante el uso de farmacos o inhibidores
(Figura 8L).

A continuacién, se describiran las alternativas mas importantes en el desarrollo de
estrategias terapéuticas de mayor eficiencia.
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Figura 8. Eventos patologicos de ataxina-7 mutante y potenciales blancos terapéuticos. (A)
ATXN7 mutante (MATXN7) se acumula y es escindida por caspasa-7, liberando los fragmentos
amino-terminales (Nter); (B) Acetilacion de Nter-mATXN7 en L257 evita su degradacion por
autofagia en el citoplasma; (C) La actividad de los clastosomas normalmente degrada mATXN?7,
pero se ve saturado y mATXN7 se acumula; (D) Agregacion de mATXN7 SUMOQilado provoca
formacion de agregados redondos; (E) mATXN7 no SUMOQilado forma agregados con forma de
estrella; (F) Las alteraciones transcripcionales son ocasionadas por la disfuncion de SAGA 'y
alteracion de reguladores transcripcionales como CBP, p53 y RORa1 que llevan a la regulacién
a la baja de genes especificos de fotorreceptores y oligodendrocitos. También ocurre una
represién de pri-miR-124. Las oportunidades terapéuticas incluyen: (G) bloquear la protedlisis
con inhibidores de caspasa; (H) prevenir la acetilacion al sobreexpresar las desacetilasas; (1)
Prevenir acumulacion nuclear al inducir la formacion de clastosomas con interferon-p; (J)
Inhibir la formacién de agregados toxicos; (K) Sobreregular la transcripcion al inhibir la
desacetilacién o ubiquitinacién de histonas, o mediante el tratamiento con factores neurotrépicos
como HGF y ceftriaxona; (L) Prevenir la acumulacion de mRNA ATXN7 o traduccion usando
inhibidores. (Modificado de [57]).

6.1 Silenciamiento de un gen

6.1.1 Oligonucledtidos antisentido (ASO)

Es una técnica no viral atil para disminuir la expresion de un gen o proteina a partir de
los niveles de RNA. Los ASOs son cadenas sencillas cortas de oligonucleétidos que se
unen selectivamente al MRNA complementario de interés para que éste sea escindido por

la RNasa—H [69].

Los ASOs también pueden estar dirigidos hacia una region del pre-mRNA para
enmascarar alguna sefial de splicing especifica dentro de los exones o intrones por
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impedimento estérico y como consecuencia, excluir uno o varios exones que estén
mutados. A pesar de que el marco de lectura del RNA se mantiene, se genera una nueva
proteina internamente truncada, con lo cual su funcién podria verse comprometida
[70,71]. Las estrategias no-alelo-especifico no discriminan entre transcritos sanos y
mutados, lo cual podria traer consecuencias a nivel celular.

Los ASOs alelo-especifico pueden estar dirigidos hacia los repetidos expandidos, sin
embargo, los repetidos como CAG se encuentran de manera ubicua en el transcriptoma
humano, lo cual podria ocasionar efectos toxicos dentro de las células. Una estrategia mas
segura es dirigir el ASO hacia un SNP en el gen mutado, aunque el tratamiento estaria
limitado para cierto porcentaje de los afectados [72].

Al utilizar herramientas moleculares modificadas quimicamente, nos lleva a que el disefio
de un tratamiento in vivo sea solo a través de administraciones continuas, ya que el efecto
desafortunadamente no seria permanente.

6.1.2 RNA interferente (RNAI)

La tecnologia interferente es un proceso conservado evolutivamente que induce el
silenciamiento de genes a un nivel postranscripcional, iniciado por secuencias de doble
cadena de RNA (dsRNA) ya sea como siRNAs o derivados de shRNAs [73]. Esta
tecnologia se ha usado como potencial herramienta terapéutica con el objetivo de reducir
o silenciar blancos génicos patogeénicos, incluyendo la ganancia de funcion de las
enfermedades del SNC [74]. La opcién méas conveniente es el silenciamiento alelo-
especifico [73], aunque la desventaja es que se requieren vectores virales (como los
adenovirus) para entregar al interferente o el plasmido, con lo que hay riesgo de activacién
de la respuesta del sistema inmune.

6.2 Sistemas de Edicién de ADN

Recientemente se han desarrollado diversas estrategias muy prometedoras dirigidas a la
edicion génica a traves de sistemas de CRISPR/Cas9, endonucleasas dedos de Zinc (ZFN)
0 nucleasas efectoras similares a activadores transcripcionales (TALENS) [44]. Los
primeros ensayos in vitro se aplicaron en HD y SCA3 [75,76]. Sin embargo, a la fecha
existen maltiples efectos que pueden ocasionar rearreglos génicos no deseados, por lo que
su uso a nivel clinico adn se encuentra lejano como una alternativa eficiente en el
tratamiento de las enfermedades polyQ.

6.3 Incremento de la degradacion proteica

Por otro lado, el uso de farmacos se enfoca en la disminucion o eliminacion de proteinas
mutadas. Hay diversos farmacos que se han probado in vitro e in vivo de manera efectiva
al momento de eliminar los agregados proteicos en diferentes patologias.

En una revision de Buijsen y col., reunieron resultados sobre algunos farmacos que han
sido estudiados en enfermedades polyQ (para mayor detalle consultar [77]) con efectos
benéficos como cafeina, cloruro de litio, 17-DMAG, temsirolimus, citalopram, acido
valproico, rapamicina, entre otros. Estos tienen diferentes mecanismos de accion como
induccidn de los sistemas de aclaracion proteica, principalmente, la autofagia o el UPS.
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Dentro de estos farmacos, la rapamicina ha mostrado resultados consistentes y
prometedores en modelos de enfermedades neurodegenerativas para la eliminacion de
agregados proteicos mediante la activacion de autofagia, por lo que puede ser probado
como farmaco modelo. Sin embargo, la mayoria de este grupo de fa&rmacos prometedores
ha sido limitado por las propiedades intrinsecas de los agentes terapéuticos (pobre
solubilidad en agua, poca biodisponibilidad, pobres propiedades farmacéuticas) y, sobre
todo, la dificultad para atravesar las barreras fisiologicas, incluyendo la barrera
hematoencefélica. Ademas, éstos pueden ser toxicos a la concentracion terapéutica
necesaria 0 metabolizados y perder sus propiedades terapéuticas de interés [78,79].

6.3.1. Rapamicina

La rapamicina o sirolimus es un compuesto macrdlido aislado de la bacteria Streptomyces
hygroscopicus que tiene estructura de anillo y un esqueleto acilo saturado (Figura 9A)
[80]. Este farmaco esta directamente relacionado con quiescencia celular, proliferacion,
cancer y longevidad. Ademas, tiene efecto sobre la activacion de autofagia, la cual ocurre
mediante la inhibicién de mTOR, el cual regula negativamente la ruta PI3K/AKT/mTOR
[81].

La activacion de IRS1/2 y en consecuencia de PISK/AKT, controla la fosforilacion de
mMTOR y de la degradacidn/sintesis proteica. Asi, mTOR fosforila directamente a ULK1
y mAtgl13 e inhibe su actividad, la cual es esencial para la induccion de autofagia. En
presencia de rapamicina, ésta se une a la proteina citosolica FKBP12 y la unién de este
complejo a mTOR resulta en la inhibicién de mTORC1 [81] (Figura 9B).

Ante este panorama, la rapamicina tiene la capacidad de activar el sistema de degradacion
de proteinas anémalas, que como se describié anteriormente, se encuentra limitado en
presencia de la patologia. La eliminacion de agregados anormales producidos por la
presencia de la proteina mutante, podria ser una alternativa en la disminucién de muerte
celular y, por ende, en la disminucién del efecto patogénico de la SCA7.
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Figura 9. Rapamicina y su mecanismo de accion. (A) Estructura quimica de rapamicina; (B) Via de
sefializacion de mTOR y rapamicina.

6.3.2 Caracteristicas fisicoquimicas de la rapamicina

La rapamicina es una molécula compleja con un peso molecular de 914.17 g/mol y
solubilidad muy baja (Tabla 1). Esta molécula no contiene grupos funcionales ionizables
en el rango de pH 1-10, por lo que el ajuste de pH no tiene efecto en su solubilidad acuosa,
y entonces es necesaria una mezcla de cosolventes y agentes hidrotropicos para lograr
una mayor solubilidad en agua para administracién parenteral [82].
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Tabla 1. Caracteristicas fisicogquimicas de la rapamicina
Formula | CsiH7eNO13
PM | 914.17 g/mol
T fusion | 183 °C
Solubilidad en agua | 2.6 pug/mL
LogP | 6
Reglas de Lipinsky | NO administrar via oral
t2 | 57-63 h
Absorcion (longitud de onda) | 280 nm

Ref: [79,82,83]

6.3.3 Farmacodinamia y Farmacocinética

La rapamicina administrada por via oral, en forma liquida y solida, es rapidamente
absorbida con un pico de concentracion en sangre de 1-2 h. Esta es extensamente
metabolizada por la isoenzima CYP3A4 del citocromo P450 y también es sustrato de la
glicoproteina-P (P-gp), favoreciendo una baja biodisponibilidad y alta variabilidad
farmacocinética. La biotransformacion de rapamicina ocurre por hidroxilacion o
desmetilacién, formando diversos metabolitos [83]. La mayoria de los metabolitos son
eliminados por las heces y un 2 % mediante excrecion renal [84]. La eliminacion de la
rapamicina del cuerpo es de 127-249 mL/h/kg [85].

6.3.4 Usos actuales

Se sabe que la rapamicina tiene una potente actividad inmunosupresora y ademas inhibe
la activacién y proliferacion de las células T, por lo que su uso esta aprobado para
profilaxis de rechazo de trasplante renal y se encuentra en investigacion para trasplante
de higado, corazon, pulmén y pancreas. Ademas, se ha demostrado que los stents
recubiertos con sirolimus® son muy efectivos en la reduccion de la estenosis coronaria,
tasas de reintervencion y otros eventos cardiacos adversos en pacientes con enfermedad
coronaria [79].

Por otro lado, dado que la rapamicina inhibe a la cinasa mTOR aumentando la autofagia,
tiene propiedades antiproliferativas, su administracion es benéfica para el tratamiento de
tumores y algunos estados patoldgicos benignos asociados con proliferacién anormal
[79].

Finalmente, la rapamicina junto con sus analogos, son Utiles para el tratamiento de otras
enfermedades como esclerosis tuberosa, sarcoma de Kaposi, diabetes, cicatrices
queloides, psoriasis, envejecimiento, entre muchos otros [79].

6.3.5 Evidencia de actividad farmacoldgica en modelos in vitro

Posterior al tratamiento con 0.2 pg/mL de rapamicina por 72 h en un modelo celular
inducible TET-ON de SCA3 que expresa ataxina-3/Q70 y otro con transfeccion
transitoria en células COS-7 expresando ataxina-1/Q92, se observo la disminucion de los
niveles de ataxina-1/Q92, asi como el decremento de células con agregados y la
proporcion de células con morfologia nuclear apoptotica [86].
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De manera similar, la administracion de 200 ng/mL de rapamicina en un modelo celular
inducible TET-OFF en células PC12 que expresan ataxina-7/Q65, logr6 el aumento de
los niveles de LC3 11, indicando la activacion de la autofagia. Los agregados de ataxina-
7/Q65 escindida y/o ataxina-7/Q65 agregada fueron eliminados por autofagia y sin
cambiar los niveles de expresion de la proteina soluble ataxina-7 [60].

Cabe resaltar que el disefio terapéutico de politerapia para la Enfermedad de Huntington
(HD), consistié en la combinaciéon de rapamicina (200 nM) y LiCl (10 mM) como
inductores de autofagia dependiente e independiente de mTOR en las lineas celulares
COS-7 y MEF. Con este tratamiento aumentaron los niveles de autofagia y, por lo tanto,
disminuyeron los agregados de la proteina mutante. EI mismo tratamiento, pero con 2 uM
de rapamicina y 4.2 mM de LiCl en Drosophila melanogaster, también dio como
resultado un efecto protector aditivo contra la neurodegeneracion de HD [87].

6.3.6 Evidencia de actividad en modelos in vivo

Los estudios in vitro fueron validados in vivo en un modelo de HD en Drosophila
melanogaster que expresan Htt/Q108 en neuronas, lo que caus6é un incremento en la
muerte de neuronas en pre-adultos, la cual fue parcialmente rescatada con 1 uM de
rapamicina [86].

De manera paralela, en otro modelo de Drosophila melanogaster con mHtt/Q120
expresado en los fotorreceptores, después del tratamiento con 1 M de rapamicina, se
observo una marcada disminucion en la neurodegeneracion. Adicionalmente, probaron
un analogo de rapamicina (CCI-779) con propiedades farmacéuticas mas favorables para
aliviar los sintomas en un modelo murino que expresa mHtt/Q171. El tratamiento fue
administrado de forma intraperitoneal con una solucion al 1% v/w de CCI-779 (20
mg/kg). Después del tratamiento se observd una mejora en el raton en las pruebas de
rotarod, fuerza de agarre, maniobra de alambre y temblores. Ademas, este tratamiento
logré disminuir la cantidad de agregados en el estriado y dichos agregados fueron mas
pequefos [88].

Finalmente, en un modelo murino KI heterocigoto con 266Q para la proteina ataxina-7,
se administro via intraperitoneal al tratamiento con IFN- B por durante 6 semanas. Al
término del tratamiento, los ratones que recibieron el tratamiento mostraron una mejora
en la funcion locomotora, asi como en balance, coordinacion motora y movimientos finos
[89].

6.3.7 Desventajas del uso terapéutico de la rapamicina

A pesar de ser un farmaco muy prometedor y versatil, tiene varias desventajas que pueden
limitar el disefio de nuevos experimentos. Por un lado, la rapamicina muestra una baja
biodisponibilidad por ser sensible al acido gastrico, tiene solubilidad y permeabilidad
limitada, sufre metabolismo de primer paso y es sustrato de la bomba de eflujo P-gp [79].

Por otro lado, tiene efectos adversos que son dependientes de la dosis como
inmunosupresion, inhibicion del crecimiento 6seo, incremento del colesterol, triglicéridos
y niveles de creatinina en suero y una menor tasa de filtracion glomerular. También puede

20



provocar leucopenia, trombocitopenia, anemia, sarpullido, diarrea, hipertension e
hipopotasemia [79].

Finalmente, las propiedades fisicoquimicas de la rapamicina como su alta hidrofobicidad
son poco favorables para su administracion in vivo, lo que complica la preparacion de
formulaciones y entrega del farmaco hacia su tejido blanco en concentraciones efectivas.
Por ejemplo, los fArmacos hidrofobicos son disueltos generalmente en grandes cantidades
de excipientes, pero si es requerida una administracion frecuente, aumenta la posibilidad
de efectos toxicos ocasionados por los excipientes [90].

Para enfrentar dichas limitaciones de la rapamicina y de multiples farmacos dirigidos al
SNC, se han utilizado sistemas innovadores de tamafio nanométrico como vehiculo de
farmacos para que sean protegidos y acarreados hasta la region de interés. El uso de
sistemas en escala nanométrica tiene diversas ventajas, ya que evitan el reconocimiento
del sistema inmune, pueden ser disefiados y funcionalizados para realizar entrega a nivel
tejido-especifico, pueden tener la capacidad de atravesar barreras fisiolégicas como la
hematoencefalica y pueden evitar la formacion trombdtica a nivel circulatorio [78].

7. Nanotecnologia como transporte farmacologico

La nanotecnologia es la manipulacion de la materia a una escala nanométrica. Esta
incluye el tratamiento de 4tomos individuales, moléculas o compuestos en estructuras
para producir materiales y dispositivos con propiedades especiales. Involucra trabajo de
“top down” (al reducir el tamafo) y “bottom up” (cambiar moléculas en nanoestructuras).
Los nanomateriales son materiales con un tamafio menor que 1 pum en al menos una
dimension y que contiene por lo menos un 50% de particulas de 100 nm. Sin embargo,
no hay consenso sobre el tamafio minimo o méaximo, por lo que algunos autores lo
restringen a un tamafio de 1-100 nm [78].

Estos nanomateriales tienen diferentes propiedades como conductividad eléctrica,
reactividad quimica, magnetismo, efectos Opticos y resistencia fisica. Por lo tanto,
algunos beneficios son el incremento de la entrega de farmacos pobremente permeables,
la capacidad para dirigir los farmacos en una forma célula-especifica, el aumento en la
biodisponibilidad de los farmacos y la capacidad de entrega de 2 0 mas compuestos
terapéuticos para politerapia [91].

Existe una amplia gama de sistemas nanotecnoldgicos, pero algunos ejemplos de
nanomateriales capaces de acarrear farmacos para su liberacion en el SNC se mencionan
a continuacion [78,92]

e Liposomas: Son creados a partir del colesterol y fosfolipidos naturales no-toxicos
y tienen un tamarfio entre 50 y 200 nm. Son biocompatibles, no téxicos, versatiles,
con buena eficiencia de entrampamiento. Puede entregar compuestos hidrofilicos
o hidrofdbicos. Disminuyen los efectos secundarios de algunos farmacos potentes
e incrementa eficacia, pero su estabilidad es limitada [91].

e Dendrimeros: son estructuras hiper ramificadas y globulares con un tamafio
menor a 10 nm. Se usan para un mayor tiempo de circulacion, entrega de un
material bioactivo controlado, entrega dirigida de particulas bioactivas a
macrofagos y entrega dirigida al higado. El tipo de moléculas que pueden ser
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transportadas son ADN y siRNAs. Su desventaja es que provocan toxicidad, la
cual es atribuida a su superficie cationica y su mayor aplicacién es como vehiculo
de farmacos anticancerigenos [91].

e Micelas: son un buen candidato para entrega de farmacos dirigidos al cerebro por
su biocompatibilidad y evasion del sistema inmune. Se usan como agentes para
diagndstico como imagenologia, son del tamafio de un virus y pueden transportar
farmacos hidrofobicos [91].

e Nanoacarreadores o nanoparticulas: dispersiones particuladas o particulas
solidas con un tamafio entre 10 — 1000 nm. El fa&rmaco puede estar disuelto,
entrampado, encapsulado o anclado a la matriz del nanoacarreador. Dependiendo
de su método de preparacion, se clasifican en nanoesferas y nanocapsulas. Sus
principales objetivos como nanoacarreador durante su disefio son el control del
tamarfio de la particula, las propiedades de superficie y la liberacion de los agentes
farmacoldgicos para lograr una accion sitio-especifica del farmaco a una
velocidad y régimen de dosis terapéuticamente éptimos [93].

La barrera hematoenceféalica (BHE) es una barrera anionica altamente compleja e
impermeable conformada por células endoteliales, astrocitos, microglia y pericitos. Por
lo que el transporte a través de esta barrera esta limitado por barreras fisicas y metabdlicas
(enzimas y sistemas de transporte) restringiendo y separando al cerebro humano del
sistema circulatorio [94-96]. En la Figura 10 se muestran los tipos de rutas que usan las
diferentes moléculas para atravesar al SNC desde el sistema circulatorio.

7.1 Nanoacarreadores poliméricos

Estan elaborados con materiales poliméricos y atraviesan la BHE mediante endocitosis
seguida de transcitosis a través de los capilares cerebrales de las células endoteliales que
recubren los capilares sanguineos del cerebro [91]. Los polimeros con los que estan
elaboradas dependeran del fin con el que se quieran utilizar. En general, se seleccionan
polimeros altamente biodegradables y previamente aprobados por la FDA. Los
nanoacarreadores poliméricos estan formados en general por un componente polimérico
base, un estabilizante y de manera optativa tienen un surfactante. A continuacion, se
detallara cada uno.

7.1.1 Polimero base

Los polimeros son unidades repetidas de mondmero, los cuales son biodegradables y no
toxicos. Dichos biomateriales han sido utilizados ampliamente en la practica médica,
entre los que sobresalen los polimeros sintéticos como el polietilenglicol (PEG),
poliacrilatos, poliésteres, poli-caprolactonas, poliacrilamidas, quitosan y el acido poli-
lactico-co-glicolico (PLGA). De entre estos, el PLGA es un copolimero aprobado por la
FDA debido a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad. Cuando esta en
contacto con agua, sus enlaces tipo éster son escindidos mediante hidrélisis, dando lugar
a los monémeros acido lactico y acido glicolico. Estos subproductos son facilmente
metabolizados y eliminados eficientemente en el cuerpo via ciclo de Krebs sin provocar
toxicidad sistémica por ser subproductos de varias rutas metabolicas en el cuerpo [97].
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Las caracteristicas atractivas de los nanoacarreadores basados en este polimero como
tamafo, alta integridad estructural, estabilidad, facilidad de fabricacion, liberacién
controlada y degradacion en alrededor de 2 meses, lo hacen un vehiculo terapéutico muy
versatil, el cual puede ser utilizado como base para ser funcionalizado [97].
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Figura 10. Rutas de transporte de las moléculas hacia el SNC. (A) La molécula se mueve entre las
células, por lo que evade su destruccién por el sistema celular; (B) la molécula debe entrar a la célula'y
salir del otro lado de la célula para alcanzar el tejido; (C) la molécula forma un enlace con la proteina
transportadora en un lado de la membrana que sufre un cambio conformacional en la proteina
produciendo el transporte de la sustancia al otro lado de la membrana de alta a baja concentracién o en
contra del gradiente mediante el uso de ATP; (D) las moléculas policatiénicas atraviesan las células
endoteliales mediante la interaccion electrostatica entre una sustancia cargada positivamente y la
superficie de la membrana plasmatica cargada negativamente; (E) la molécula logra internalizar mediante
los receptores que contienen las células endoteliales; (F) son transportadores de la familia ABC
(transportadores de unién a ATP) que pueden retornar las moléculas al torrente sanguineo con la
especificidad de sustratos diferentes.

Imagen tomada del articulo de Borbolla-Jiménez, et al, titulado New Perspectives of Gene Therapy on
Polyglutamine Spinocerebellar Ataxias: From Molecular Targets to Novel Nanovectors, publicado en la
revista Pharmaceutics en el afio 2021[44].

7.1.2 Estabilizantes

Existen diversos estabilizantes para la generacion de nanoacarreadores, sin embargo, por
su versatilidad, el alcohol polivinilico (PVA) es ampliamente utilizado en nanotecnologia.
PVA es un polimero lineal, sintético, anfifilico, biocompatible y biodegradable que
funciona como agente emulsificante al disminuir las tensiones interfaciales de las
soluciones. Tiene la capacidad de formar particulas relativamente pequefias y con una
distribucion de tamafio uniforme, por lo que es un buen candidato para aplicaciones
biomédicas [98].
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El PVA estabiliza las emulsiones porque una fraccion de PVA permanece asociada al
nanoacarreador mediante la formacion de una red interconectada con el polimero en la
interfase [99]. Ademaés, es soluble en solventes altamente polares e hidrofilicos como
DMSO, siendo el agua su principal solvente. EI PVA presenta una baja adsorcion de
proteinas y tiene gran resistencia quimica [100].

7.1.3 Surfactantes

Los surfactantes son moléculas anfifilicas, es decir que tienen una parte hidrofilica y otra
hidrofébica (Figura 11A), por lo que mantienen la estabilidad de las fases dispersadas
[101], particularmente de los nanomateriales hidrofébicos en el medio acuoso (Figura
11B) [102]. Esta estabilidad se logra gracias a que la region hidrofébica interactda con la
superficie del nanomaterial y las regiones hidrofilicas interactian con el agua,
proveyendo estabilidad coloidal y mejorando la estabilidad de la dispersion al prevenir la
agregacion del nanomaterial [102].

Los surfactantes ayudan a la estabilizacion de los nanoacarreadores por 2 principios. El
electrostatico estabiliza mediante la carga presente en la superficie de los
nanoacarreadores, por lo que las mismas cargas se repelen evitando su aglomeracion. La
estabilizacion estérica funciona por las cadenas de surfactante ubicadas en la superficie
de los nanoacarreadores, las cuales funcionan como resortes separando a los
nanoacarreadores y evitando su aglomeracion (Figura 11C).
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Figura 11. Estructura de los surfactantes y su clasificacién. (A) Estructura clasica (anfifilica) de los
surfactantes, representada por una regién hidrofébica y otra hidrofilica; (B) Recubrimiento del
nanoacarreador con surfactantes, en donde la regién hidrofobica posee afinidad con la superficie del
nanoacarreador y la regién hidrofilica tiene afinidad con el medio de dispersion acuoso; (C) Clasificacion
de los surfactantes de acuerdo a su carga idnica en el grupo polar: no carga (no iénico), carga positiva
(catiénico), carga negativa (aniénico) y carga positiva y negativa (anfétero).

Imagen tomada del articulo de Borbolla-Jiménez, et al, titulado New Perspectives of Gene Therapy on
Polyglutamine Spinocerebellar Ataxias: From Molecular Targets to Novel Nanovectors, publicado en la
revista Pharmaceutics en el afio 2021[44].

24



Es importante considerar que los surfactantes afectan el tamafio de particula, indice de
polidispersion, carga del farmaco, potencial Z y su correlacion con la estabilidad fisica
aparente [103]. Ademas, las interacciones bioldgicas dependen de la superficie de los
nanoacarreadores y dado que los surfactantes se encuentran en la region externa, estas
interacciones también dependeran de los surfactantes [104].

7.1.3.1 Poloxameros

Los poloxameros son copolimeros en tri-bloque con propiedades anfifilicas y que
contienen 2 bloques de polioxietileno hidrofilico (POE) separados por un bloque de 6xido
de polipropileno hidrofébico (PPO), cuya proporcion modifica las caracteristicas
fisicoquimicas [105].

El poloxamero 188 (PIx188) es un surfactante con peso molecular de 8,400 Da, tiene un
porcentaje del 80 % del bloque POE y su valor de HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance),
el cual nos indica el grado de lipofilicidad e hidrofilicidad del surfactante, es de 29. Dichas
caracteristicas nos sugieren que es una molécula adecuada para estabilizar una
formulacién en medio acuoso. Ademas, es capaz de estabilizar a los nanoacarreadores
mediante estabilizacion estérica [98] y se ha reportado que los poloxameros podrian
reducir la resistencia a multifadrmacos al inducir una reduccion en los niveles de ATP en
la barrera celular e inhibiendo los transportadores de eflujo de moléculas [106].

7.1.3.2 Polisorbatos

Los polisorbatos son moléculas anfifilicas sintetizadas por la reaccion entre el éster del
acido graso sorbitan con éxido de etileno, por lo que la estructura quimica consiste en un
grupo sorbitan con los grupos hidroxilo unidos a una cadena de polietilenglicol (PEG). El
HLB se encuentra entre 9.6 y 16.7 y tienen una concentracidén micelar critica baja, por lo
que tienen una alta actividad superficial, dandole una alta estabilidad a los
nanoacarreadores durante el almacenamiento en medio acuoso y en procesos de
congelamiento/descongelamiento. Su degradacion puede ocurrir mediante enzimas y
guimicamente por autooxidacién o por hidrolisis [107].

Algunas ventajas del uso de polisorbatos para la elaboracion de nanoacarreadores es que
su concentracion puede ajustar directamente el tamafio de los nanomateriales y aumenta
su biodisponibilidad al disminuir la interaccion con las proteinas plasmaticas [108].

En el caso particular del polisorbato 80 (Ps80), éste actta principalmente como un anclaje
para que los nanoacarreadores estén recubiertos con apolipoproteinas B o E y asi puedan
imitar a las particulas de lipoproteina. La utilidad de este enmascaramiento es porgue las
células endoteliales que conforman a la BHE tienen receptores de lipoproteinas de baja
densidad (LDL), asi que los nanoacarreadores tendran la capacidad de interactuar con la
BHE vy ser absorbidas por las células endoteliales del cerebro a través de la endocitosis
mediada por receptores [109].

111. JUSTIFICACION

La SCA7 es una enfermedad neurodegenerativa altamente discapacitante y que afecta
generalmente a personas entre la tercera y cuarta década de vida, aunque también puede
afectar a gente adulta mayor o incluso en la infancia debido al fendmeno de anticipacion.
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Por lo tanto, ante la ausencia de un tratamiento que mejore la sintomatologia y/o que
retrase o impida el progreso de este padecimiento, es importante buscar algun tratamiento
farmacoldgico que sea efectivo. A pesar de que se han identificado potenciales farmacos
para un probable tratamiento, desafortunadamente estos han sido ineficaces hasta ahora.
Un impedimento para el uso de ciertos farmacos es la incapacidad de atravesar la barrera
hematoencefélica por su baja biodisponibilidad y/o por ser metabolizadas antes de llegar
a su tejido blanco. Para esto, el disefio y la aplicacion de un vehiculo funcional podria ser
utilizado fundamentalmente para transportar farmacos hacia el cerebro para el tratamiento
de este y otros padecimientos neurodegenerativos.

IV. HIPOTESIS

El uso de un nanoacarreador para el transporte de un farmaco modelo (rapamicina)
transportara de manera eficaz al farmaco a células del SNC e incrementara la eliminacion
de los agregados de ataxina-7 mutante (MATXN7) caracteristicos de SCA7 en el modelo
celular inducible.

V. OBJETIVOS

e Objetivo General

Generar y caracterizar un nanoacarreador farmacologico eficaz para el posible
tratamiento de SCA7 en un modelo in vitro.

e Objetivos Particulares
Los objetivos particulares se dividiran en tres diferentes fases del estudio:

o Etapa 1: Caracterizacion del sistema nanoacarreador

1. Elaborar 3 sistemas independientes de nanoacarreadores

poliméricos de PLGA funcionalizados, para la encapsulacion del

farmaco modelo (rapamicina).

= 2. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los sistemas
nanoacarreadores.

» 3. Determinar el mejor método de esterilizacion del sistema
polimérico.

= 4. Determinar la estabilidad a largo plazo de los sistemas.

= 5. Determinar el porcentaje de carga y perfil de liberacion de los

sistemas nanoacarreadores.

o Etapa 2: Evaluacion citotdxica de los sistemas nanoparticulados

= 6. Evaluar la internalizacion de los nanoacarreadores en las lineas
celulares de origen glial y neuronal.
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= 7. Analizar el efecto citotoxico de los nanoacarreadores
poliméricos en las lineas celulares del SNC.

= 8. Analizar los posibles cambios morfologicos y apoptosis
ocasionados por el tratamiento de los sistemas nanoacarreadores.

o Etapa 3: Validacion terapéutica del vehiculo seleccionado

= 9.- Validar el modelo experimental de SCA7 y determinar las
condiciones de induccion de la patologia.

= 10.- Examinar la eficiencia terapéutica del sistema nanoacarreador
de rapamicina mediante la induccion de autofagia y la eliminacion
de los agregados proteicos anormales en el modelo celular
inducible para SCA7.

VI. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para el desarrollo del presente proyecto, se plante6 abordar inicialmente como primera
fase del estudio la elaboracién y purificacion de los nanoacarreadores (Figura 12A).
Después, se llevd a cabo la caracterizacion fisicoquimica seguida de la esterilizacién de
cada sistema y evaluacion citotoxica. Finalmente, se selecciono el mejor nanoacarreador
y se realizé la validacion terapéutica (Figura 12B).
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Figura 12. Metodologia experimental. (A) Metodologia para la elaboracidn de las nanoacarreadores; (B)
Metodologia experimental para la caracterizacion de los nanomateriales y su evaluacion en 2 lineas
celulares.

8. Elaboracion de los sistemas nanoacarreadores

La elaboracion de los nanoacarreadores poliméricos fue realizada por el método de
emulsificacion-difusién. Brevemente, se pesaron 200 mg del polimero PLGA en un
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solvente parcialmente miscible en agua (acetato de etilo), previamente saturado en agua
a temperatura ambiente, a la cual se le Ilamé fase orgénica (FO). Por otro lado, se disolvio
1 g (2.72 % wiv) del estabilizante PVA en el agua previamente saturada con el solvente
parcialmente miscible en agua, a la cual se le denomind fase acuosa (FA). Posteriormente,
la emulsion se realizé mezclando la FO con la FA con un emulsificador a una agitacion
de 11,000 rpm por 10 min y a temperatura ambiente. Esta emulsion aceite-en-agua fue
posteriormente diluida con un exceso de agua para lograr la difusion del solvente. El
solvente sobrante se elimind en un rotavapor por 30 min a 40 °C y 60 rpm vy al finalizar,
los nanoacarreadores libres de solvente se purificaron mediante centrifugacion a 11,000
rpmy 4 °C por 90 min. Al finalizar, el sobrenadante se descarto, el pellet se lavo 2 veces
y se rehidraté con agua MilliQ® (Merck; Darmstadt, Alemania). La solucion obtenida se
agito con un agitador magnético a temperatura ambiente y se agregé el 15 % (w/v) del
crioprotector manitol para congelar los sistemas durante 48 h y posteriormente ser
liofilizados (-45 °C por 2 h con rampa de 1 °C/min). Con esta metodologia se elabord el
sistema nanoacarreador de PLGA/PVA (ver Figura 12A).

Por otro lado, con la finalidad de crear sistemas capaces de atravesar la BHE, se
elaboraron sistemas funcionalizados con los surfactantes Ps80 o P1x188, los cuales fueron
agregados a una concentracion final del 0.15 % (w/v) en la FA antes de realizar la
emulsion.

Finalmente, para la elaboracion de las formulaciones con el farmaco, la rapamicina fue
disuelta en la FO antes de realizar la emulsién. Con la metodologia descrita y sus
variantes, se obtuvieron las siguientes formulaciones (Tabla 2):

Tabla 2. Formulaciones obtenidas

Formulacion
PLGA/PVA
PLGA/PVA/Rap
PLGA/PVA/Ps80
PLGA/PVA/Ps80/Rap
PLGA/PVA/PIx188
PLGA/PVA/PIx188/Rap

9. Esterilizacion

Para asegurar la ausencia de microorganismos en los nanoacarreadores, se evaluaron
diversas condiciones de esterilizacion. Inicialmente, todo el material instrumental que se
utiliz6 fue esterilizado con una autoclave. Después de la liofilizacion de los
nanoacarreadores, 1 mg de cada formulacion se sometio a una fuente de radiacion UV en
un crosslinker de luz ultravioleta (Amersham Biosciences®, UA) a diferentes tiempos
(0.5,1.0,1.5, 2,25y 3 h) e intensidad de 100 pJ/cm? o a diferentes dosis de irradiacion
v (5 kGy 0 10 kGy) a una tasa de 125 Gy/min, usando un irradiador Gamma beam 651PT
con fuente de %°Co para los rayos y (AECL®; Ottawa, Canadad). De manera alterna, la
formulacion PLGA/PVA se dispersd en agua desionizada (1 mg/mL) y se coloco en
diferentes tubos Eppendorf (Eppendorf; Hamburgo, Alemania) para ser esterilizados a las
condiciones mencionadas. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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9.1 Validacion de los métodos de esterilizacion

La eficacia de los procesos de esterilizacion se evalué probando la esterilidad de las
muestras previamente contaminadas con un inéculo de 1x108 UFC/mL de Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) o Candida albicans (ATCC
10231). Brevemente, a cada vial con 0.5 mL de una formulacion polimérica se le afiadid
0.5 mL de un indculo. Luego se esterilizaron con radiacion UV (0.5 — 2 h) o radiacion y
(5 0 10 kGy) v las alicuotas se sembraron en los diferentes agares para el crecimiento e
identificacion de contaminacion (agar Sabouraud para hongos, agar MacConkey para
Gram (-) y agar sangre para Gram (+)). Asi mismo, se evalué mediante el sistema VITEK
2 (bioMerieux, Marcy d’Etoile, France) la presencia de cualquier otro microorganismo.
Los microorganismos sobrevivientes fueron contados luego de 24 h de incubacion a 35
°C por 7 dias. El resultado fue reportado como unidades formadoras de colonias por mL
(UFC/mL).

10. Caracterizacion fisicoguimica de los sistemas nanoacarreadores

Los sistemas recién elaborados y liofilizados fueron caracterizados fisicoquimicamente
para conocer su tamafio y forma, antes y después de su esterilizacion.

10.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La morfologia de los sistemas liofilizados fue observada mediante SEM. La preparacion
de las muestras consistié en colocar 1 mg de cada formulacion directo en cinta carbon.
Posteriormente, las muestras fueron recubiertas con una pelicula de oro de
aproximadamente 10 nm de grosor con un Sputter Coater (JEOL fine coat ion sputter
JFC-110; JEOL Company, Japan). Las muestras fueron observadas en un SEM de
emision de campo (modelo JSM-7600F; JEOL Company, Japan) a diferentes aumentos.

10.2 Dispersion dindmica de luz (DLS)

El tamafio e indice de polidispersion (PDI) de los sistemas se determinaron por la técnica
DLS con un Zetasizer Nano (Malvern Instruments ZS90; Malvern, UK). Cada muestra
que se midid (con y sin farmaco, antes y después de esterilizar) fue hidratada con agua
MilliQ® a una concentracion de 1 mg/mL y se agitaron durante 2 horas. Luego se
colocaron 100 pL de cada formulacién en la celda del Zetasizer con 900 pL de agua
MilliQ®. La lectura se realiz6 10 veces con 10 lecturas cada una. Todas las lecturas se
hicieron por triplicado y se reportaron mediante el porcentaje + desviacion estandar (SD).

10.3 Potencial Z

El potencial Z se midié mediante dispersién de luz electroforética o Laser Doppler
Velocimetry (LDV). El equipo empleado fue el Zetasizer Nano (Malvern Instruments
ZS90; Malvern, UK), en el cual se leyeron las mismas muestras y con las mismas
condiciones que para el tamafio de particula. Las lecturas se realizaron 15 veces con 10
lecturas cada una a 25 °C. Todas las lecturas se hicieron por triplicado y se reporto el
promedio + SD.
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10.4 Analisis estructural

Se realizd el ensayo de espectrometria de infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR)
para deducir la estructura quimica y estimar variaciones en la composicion antes y
después de la esterilizacion. El equipo que se utilizé fue el FTIR Nicolet 6700 (Thermo
Fischer Scientific®, USA) y se coloc6 ~1 mg de cada una de las formulaciones liofilizadas
antes y después de su esterilizacion. El rango de escaneo que se utilizé fue de 4000 — 400
cm™,

10.5 Anélisis térmico
10.5.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para evaluar las propiedades térmicas de los sistemas nanoacarreadores liofilizados, se
utilizé el calorimetro DSC 2910 (Modulated TA Instruments®; USA). Se pes6 ~ 1 mg de
cada sistema de nanoacarreadores antes y después de su esterilizacién y se coloco en
celdas herméticas de aluminio y el barrido que se llevd a cabo fue de temperatura
ambiente a 250 °C con una tasa de calentamiento de 10 °C/min en atmosfera de nitrogeno.

10.5.2 Andlisis termogravimétrico (TGA)

Se hizo un TGA con el fin de evaluar la estabilidad térmica de los nanoacarreadores. Se
pesd ~ 1 mg de cada sistema liofilizado antes y después de su esterilizacion y fueron
analizados en un Analizador Termogravimétrico Hi-Res TGA 2950 (TA Instruments®;
USA). La medicion se llevo a cabo desde temperatura ambiente hasta 500 °C a una tasa
de calentamiento de 10 °C/min y bajo una atmdsfera de nitrégeno.

11. Eficiencia de entrampamiento (EE) y carga del farmaco (DL)

Después de la elaboracion de los sistemas nanoacarreadores cargados con rapamicina, se
cuantifico el farmaco entrampado. Para esto, las formulaciones recién fabricadas, antes
de ser liofilizadas, se centrifugaron y el pellet resultante se dejé secar por 24 h.
Posteriormente se rompid el pellet con acetato de etilo y agua en una proporcion 1:1. La
rapamicina disuelta en el solvente se leyd en el espectrofotometro Nanodrop 2000c
(Thermo Scientific®; USA) a 279 nm. Al final, se calculé la EE y DL de rapamicina
mediante las siguientes ecuaciones:
Peso farmaco en la formulacion

EE (%) = 100
(%) Peso farmaco inicial *

DL (%) = Peso farmaco en la formulacion 100
o) Peso de la formulacion x

12. Perfil de liberacion del farmaco

La liberacion de la rapamicina se estudio para cada formulacion (PLGA/PVA/Rap,
PLGA/PVA/Ps80/Rap y PLGA/PVA/PIx188/Rap) por el método de microdialisis.
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Primero se pesd una cantidad conocida de cada formulacion liofilizada con farmaco, se
hidraté con 1.5 mL de PBS 1X y se colocd en una bolsa de microdialisis previamente
hidratada por 12 horas y se sell6 perfectamente por ambos extremos con hilo de cafiamo.
Dicha bolsa se sumergi6 en una botella ambar con 10 mL de medio de liberacion que
contenia 20 % de acetonitrilo en PBS 1X. Se sell¢ la botella y se puso bajo agitacion
magnética a 35 °C. Cada determinado tiempo se tomé una muestra de 8 pIL con reposicion
de medio fresco y la lectura se realiz6 mediante espectrofotometria a 279 nm. Las
condiciones sink (solubilidad de rapamicina en agua es de 65.57 pg/mL) fueron
consideradas para evitar la saturacion del medio receptor de los estudios de liberacion in
vitro. El experimento se realizd por triplicado y las lecturas se realizaron por
quintuplicado.

Los resultados recabados fueron modelados en 4 modelos matematicos: orden cero,
primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas con el fin de entender el mecanismo de
liberacion de farmaco.

13. Estabilidad de las nanoacarreadores en dispersion

Para determinar la estabilidad en anaquel de acuerdo con la FDA, los sistemas liofilizados
fueron hidratados con agua MilliQ® y se llevaron a una concentracion final de 1 mg/mL.
El almacenamiento de la formulacién de PLGA/PVA fue a 4 °C o a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) para la formulacion esterilizada con luz UV y a 4 °C para la
formulacién no esterilizada. Cada mes se realizo la lectura de talla, PDI1 y potencial Z por
un periodo de 6 meses. Adicionalmente, se realiz6 el mismo ensayo de estabilidad para
las formulaciones PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/PIx188 con almacenamiento a 4 °C y
temperatura ambiente con las formulaciones sin esterilizar.

14. Evaluacion Biologica de los sistemas nanoacarreadores

14.1 Lineas Celulares

Se utilizo la linea celular inmortalizada de glia de Mdller humana, MIO-M1 vy la linea
celular neuronal proveniente de un neuroblastoma de humano, SH-SY5Y. La linea celular
MIO-M1 fue mantenida con medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-
Gibco®) suplementado con 10% SFB y 1% penicilina/estreptomicina, mientras la linea
celular SH-SYS5Y fue mantenida con DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium:
Nutrient Mixture F-12- Gibco®) y MEM (Minimum Essential Media) en proporcion 1:1
con 10% SFB y 1% penicilina/estreptomicina.

14.2 Internalizacién celular

Se elaboraron nuevos lotes de PLGA/PVA, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/PIX188 con
la molécula fluorescente Cumarina-6 o C6 (Sigma-Aldrich, Merck; Darmstadt,
Alemania), en lugar de rapamicina, para el marcaje de los nanoacarreadores. Las células
MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cubreobjetos (10,000 células/cubreobjeto) y se
incubaron durante 24 h a 37 °C y 5 % CO. Posteriormente se lavaron las células 2 veces
con PBS y se colocd el tratamiento con PLGA/PVA/C6, PLGA/PVA/Ps80/C6 o
PLGA/PVA/PIx188/C6 a la concentracion de 150 pg/mL en el medio de crecimiento y
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se dejo incubando por 2.5 h. Pasado este tiempo, se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron
con paraformaldehido al 4% en PBS durante 20 min. Se lavaron 2 veces con PBS y se
montaron los cubreobjetos en portaobjetos con 10 uL de Vecta SHIELD con DAPI y se
sellaron. Las células fueron observadas con un microscopio confocal (TCS-SP5, Leica;
Wetzlar, Alemania) a diferentes objetivos.

Como control negativo se utilizé tnicamente medio de crecimiento. Para el control con
C6, se coloco el equivalente de C6 en cada nanoacarreador (0.63 pg/mL, 0.1 pg/mL y
0.18 pg/mL de C6 para PLGA/PVA/C6, PLGA/PVA/Ps80/C6 y PLGA/PVA/PIx188/C6,
respectivamente).

14.3 Citotoxicidad celular

Con la finalidad de saber si los sistemas nanoacarreadores son inocuos para las células
MIO-M1 y SH-SY5Y, se analizo la presencia de vestigios de citotoxicidad a través de
cambios en la proliferacion celular, cambios morfoldgicos y apoptosis de inicio temprano
y tardio.

14.3.1 Morfologia celular

Las células MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cubreobjetos (10,000
células/cubreobjeto) y se incubaron a 37 °C y 5 % CO: durante 24 h. Luego se lavaron 2
veces con PBS y se puso el tratamiento de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap (80 pg/mL y
200 pg/mL), PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap (30 pg/mL y 150 pg/mL) y
PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap (25 pg/mL y 150 pg/mL). Todos los
tratamientos se realizaron durante 72 h, luego se lavaron 2 veces con PBS y se fijaron con
paraformaldehido al 4% en PBS durante 20 minutos. Luego se permeabilizaron, se
lavaron y se tifieron con faloidina durante 20 minutos, se lavaron y se dejaron secar. Se
montaron los cubreobjetos en portaobjetos con 10 pL de Vecta SHIELD/DAPI y se
sellaron. Las células fueron observadas en un microscopio confocal (TCS-SP5, Leica;
Wetzlar, Alemania) a diferentes objetivos.

14.3.2 Viabilidad Celular

Se uso el kit de viabilidad celular por el método de reduccién del MTT (Roche®; Basilea,
Suiza), para lo cual se sembraron las células en cajas de 96 pozos a una concentracion de
10,000 células/pozo durante 24 h 'y 6,000 células/pozo durante 72 h. Al iniciar el ensayo,
se sembro el respectivo numero de células y se incubaron durante 24 ha 37 °Cy 5 % CO..
Pasado este tiempo, se trataron con los diferentes sistemas: PLGA/PVA,
PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/PIx188 con y sin rapamicina en un rango de
concentraciones de 3 a 1500 pg/mL y se dej6 incubando el tiempo correspondiente. Al
terminar la incubacién, se lavaron los pozos 2 veces con PBS y se colocaron 95 pL de
medio de crecimiento suplementado fresco con 7 L de MTT en cada pozo y se incubaron
a 37 °C durante 4 h. Luego se afiadieron 100 pL del solubilizante del kit de MTT y la
placa fue leida a 590 nm con iMark Microplate Reader (Bio-Rad®, USA). Los resultados
fueron expresados con el promedio + SD. La viabilidad celular fue calculada mediante la
siguiente férmula:
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Absorbancia del pozo de interés

Viabilidad celular = ( )X 100

Absorbancia del pozo control

14.3.3 Apoptosis

Para saber si las células presentaron apoptosis a causa del tratamiento con los
nanoacarreadores, se buscaron marcadores de apoptosis de inicio temprano y tardio
mediante dos técnicas diferentes: anexina 'y caspasa 3 y 9.

14.3.3.1 Evaluaciéon de Anexina V

Las células MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cajas de 12 pozos (20,000
células/pozo) y se incubaron a 37 °C y 5 % CO- por 24 h. Luego se colocd el tratamiento
con los diferentes sistemas nanoacarreadores (PLGA/PVA, PLGA/PVA/Ps80 vy
PLGA/PVA/PIx188) con y sin farmaco durante 72 h. Pasado este tiempo, las células se
tripsinizaron, se centrifugaron a 1,200 rpm y el bot6n se resuspendi6 con 1 mL de DMEM
suplementado. Se contaron las células y se tomaron aproximadamente 100 pL de las
células resuspendidas (equivalente a 100,000 células/mL) y se le agregaron 100 pL del
kit Anexina V. El control negativo se realiz6 con medio de crecimiento y el control
positivo con 2 UM de estaurosporina durante 4 h. La incubacion se realiz6 a temperatura
ambiente durante 30 min protegido de la luz y la lectura se realiz6 en un analizador celular
(Muse®, Luminex; Texas, EU).

14.3.3.2 Inmunoblot y valoracion de actividad de caspasas

Las células MIO-M1 o SH-SY5Y se sembraron en cajas P-100 y al alcanzar el 60 % de
confluencia, se adiciond6 el tratamiento con los sistemas funcionalizados
PLGA/PVA/Ps80 (30 pg/mL) o PLGA/PVA/PIx188 (25 pg/mL) con y sin farmaco
durante 72 h. Ademas, se colocd un control a alta concentracién de ambos sistemas (150
pug/mL). Al finalizar la incubacién, se lavaron las células con PBS y se extrajo la proteina
usando buffer de triple detergente con incubacion durante 30 min en hielo y agitacion
intermitente, se centrifugd por 2 min a 4 °C y se recuperd el sobrenadante. La
cuantificacion de la proteina se realizd con el reactivo Bradford (Bio-Rad®; California,
EU) con su respectiva curva de calibracion y lectura a 750 nm. La proteina se almaceno
a-20°C.

Para el SDS/PAGE se colocaron 30 pg de proteina en cada pozo en un gel al 12.5 % de
poliacrilamida para buscar caspasa-3 y caspasa-9. El gel se corrio primero a 30 mA
durante 30 min y luego a 40 mA por 1.5 h. La transferencia se realiz6 a una membrana
de PVDF (Sigma-Aldrich®) previamente activada (metanol por 10 seg, 2 min en agua
MilliQ y 10 minutos en buffer de transferencia) y a 10 V durante 15 minutos.

Al finalizar la transferencia, se comprobo la presencia de proteinas con rojo de Ponceau,
luego se lavo lamembrana con TBST 1X y se almacend a4 °C en TBST 1X. Lamembrana
se bloqued con leche descremada al 3 % en TBST 1X durante 1 hy se incub6 overnight
con los anticuerpos (Abcam®; Cambridge, Reino Unido) ab13585 para caspasa-3 0
ab202068 para caspasa-9 a una concentracion de 1:500 en TBST 1X. Luego se lavé la
membrana 3 veces con TBST 1X durante 5, 10 y 15 min. Se incubd con el anticuerpo
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secundario (Cy3 goat a-mouse IgG para caspasa-3 y Cy3 goat a-rabbit IgG para caspasa-
9) a una concentracion de 1:30,000 en TBST 1X durante 1 h y se lavd 3 veces la
membrana con TBST 1X por 5, 10 y 15 minutos. El revelado se realizé después de colocar
el sustrato de quimioluminiscencia ECL (Thermo Fisher Scientific).

15. Evaluacion de Eficiencia Terapéutica

La formulacion de PLGA/PVA/PIx188/Rap, por sus caracteristicas fisicoquimicas y
perfil de liberacién, fue el nanoacarreador seleccionado para evaluar su eficiencia
terapéutica. La concentracion del nanoacarreador requerido para alcanzar la eficiencia
terapéutica de la rapamicina fue de 25 pg/mL.

15.1 Modelo experimental de SCA7

El modelo experimental usado es un modelo celular inducible Tet-On 3G (Clontech). Este
modelo celular se realizé con la linea celular de glia de Miiller de humano, MIO-M1. Al
realizar la induccion del modelo con doxiciclina, se obtiene la expresion del gen de interés
ATXN7-Q10 (control) o ATXN7-Q64 (SCAT). Se cultivaron ATXN7-10Q y ATXN7-64Q
en ausencia (-dox) o presencia (+dox) de doxiciclina (1 pg/ml) durante 8 dias,
reemplazando el medio cada 48 h. Este modelo fue realizado por nuestro grupo de trabajo
a través del D. en C. Oscar Herndndez Hernandez, cuyo articulo estd en proceso de
publicacion.

15.2 Curva de doxiciclina e identificacion de agregados anormales de ataxina-7 en el
modelo experimental in vitro

Se realiz6 una curva de doxiciclina para conocer la concentracion 6ptima que dé como
resultado la formacion de la mayor cantidad de agregados proteicos. Para esto, las células
se sembraron en cubreobjetos y se incubaron durante 24 h. Luego, se colocé la doxiciclina
en un rango de 0.25 a 1 pg/mL durante 24 h. Pasado este tiempo, las células se fijaron
con paraformaldehido al 4 % durante 20 min y se permeabilizaron con Tritén X-100 por
10 min. Al final, las células fueron incubadas con el anticuerpo a-ataxina-7 (1:50, Sigma),
anticuerpo contra C-myc (FLAG) (1:100, Sigma) durante 20 min cada uno y con el
anticuerpo secundario a-raton-TRITC conjugado (1:100, Jackson Immuno-Research)
durante 1 h. Entre cada paso mencionado, se enjuagé cada cubreobjeto con PBS 1X. Los
cubreobjetos se montaron en portaobjetos con VectaSHIELD/DAPI, se sellaron y se
observaron con un microscopio confocal (TCS-SP5, Leica; Wetzlar, Alemania).

15.3 Tratamiento del modelo celular inducible con PLGA/PVA/PIx188/Rap

Las células del modelo celular inducible con el transgen ATXN7-Q64 fueron sembradas
en cubreobjetos y se incubaron durante 24 h. Posteriormente, fueron inducidas con 1
pug/mL de doxiciclina por 24 h, se lavaron y se colocé el tratamiento por 24 h con el
nanoacarreador PLGA/PVA/PIx188/Rap a la concentracion de 25 pg/mL. Pasado este
tiempo, se lavaron los cubreobjetos con PBS 1X y se realiz6 la inmunofluorescencia como
se indica en la seccion 15.2. Como control, se colocé el nanoacarreador sin farmaco y la
rapamicina libre (200 ng/mL).
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Adicionalmente, el mismo tratamiento se realizo en cajas p100 y después del tratamiento,
se extrajo la proteina con triple detergente y se cuantificé con el método colorimétrico de
Bradford. Finalmente se sigui6 el protocolo descrito en la seccion 14.3.3.2 para la
deteccion de caspasa-3 y caspasa-9.

15.3 Evaluacion de la marca LC3 después del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188/Rap

Para cada grupo experimental se administré 200 ng/mL de rapamicina y 25 ug/mL de
PLGA/PVA/PIx188 o PLGA/PVA/PIx188/Rap. De cada tratamiento se realizaron 3
réplicas bioldgicas. Inicialmente, se examind la activacion de autofagia a través de
inmunofluorescencia, usando la sonda GFP-LC3-RFP-LC3AG para tefiir los
autofagosomas. Se utilizé la cloroquina para la inhibicion de la autofagia. Para determinar
la disminucién de agregados, las células se fijaron y se incubaron con el anticuerpo contra
C-myc (FLAG) y a-ATXN7 (1:100, Sigma) y después se marcaron con un anticuerpo o-
raton-TRITC conjugado (1:100, Jackson Immuno-Research) durante 1 h, para
visualizarse en un microscopio confocal.

16. Analisis estadistico

Los resultados estan expresados como promedio + desv.stand. Todos los experimentos
fueron realizados por triplicado y la estadistica mediante andlisis de varianza (ANOVA)
en OriginPro 8 para las diferencias significativas. Las pruebas t-Student se utilizaron para
evaluar el efecto de los nanoacarreadores en la toxicidad celular en
GraphPadPrismver.4.0. El valor-P <0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

VII. RESULTADOS

Inicialmente se desarrollo el sistema nanoacarreador polimérico basado en PLGA y con
el estabilizante PVA para demostrar la efectividad en el proceso de manufactura a través
del método emulsificacién-difusion. De la misma manera, se establecieron las mejores
condiciones para la liofilizacion, alcanzando las caracteristicas fisicoquimicas
primordiales para su uso como nanoacarreadores eficientes en sistemas biologicos, asi
como su capacidad de entrega del farmaco modelo en un modelo celular.

17. Disefio y evaluacién del sistema nanoacarreador base de PLGA/PVA

La formulacion PLGA/PVA con y sin farmaco encapsulado fue obtenida mediante el
método emulsificacion-difusidn (ver seccion 8 en Metodologia Experimental).

17.1 Morfologia del nanoacarreador

En la Figura 13 se muestran las micrografias de los nanoacarreadores PLGA/PVA y
PLGA/PVA/Rap, las cuales fueron tomadas por SEM. En dichas micrografias se puede
observar una morfologia esférica, simétrica y lisa, lo cual es adecuado para los
nanoacarreadores destinados para el transporte de farmacos.
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Figura 13. Micrografias de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. (A) PLGA/PVA 50,000X; (B) PLGA/PVA
100,000X; (C) PLGA/PVA/Rap 50,000X; (D) PLGA/PVA/Rap 100,000X.

17.2 Esterilizacion del nanoacarreador PLGA/PVA

Para determinar la viabilidad de los sistemas en condiciones in vivo, fue indispensable
que los sistemas nanoacarreadores se encuentren libres de microorganismos y para ello
demostrar un método eficaz para la esterilizacion de los sistemas acarreadores basados en
PLGA. De manera inicial, los nanoacarreadores elaborados en condiciones asépticas no
mostraron contaminacién de microorganismos al ser sembrados en agar sangre, agar
MacConkey y agar Sabouraud después de la incubacién de 24 h (resultados no
mostrados). Los métodos de esterilizacion del nanoacarreador seleccionado se validaron
con la inoculacion de E. coli, S. aureus o C. albicans. Después de la exposicion del
nanoacarreador PLGA/PVA con el in6culo bacteriano a la radiacién UV, el ensayo
microbioldgico demostré que la esterilizacion fue alcanzada en su totalidad a partir de 2
h de radiacion (Figura 14). De manera similar, cada indculo de microorganismos con el
sistema PLGA/PVA fueron sometidos a irradiacion y a una intensidad de 5 kGy 0 10 kGy,
obteniendo una completa esterilidad con ambas dosis (resultados no mostrados).
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Figura 14. Esterilizacién del nanoacarreador PLGA/PVA en estado sélido con luz UV a diferentes
tiempos.

17.3 Efecto de la esterilizacion en las caracteristicas fisicoquimicas de los
nanoacarreadores PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap

17.3.1 Tamario y potencial Z

Posterior a la manufactura de los sistemas nanoacarreadores, el tamafio obtenido de
PLGA/PVA fue de 243.1 = 3.06 nm con un valor de PDI menor que 0.1 (0.064 + 0.023)
y potencial Z de -17.0 + 0.17 mV (Tabla 3), mientras que el nanoacarreador
PLGA/PVA/Rap tuvo un tamafio ligeramente menor. Los mismos nanoacarreadores
fueron sometidos a radiacion UV por 2 h y ninguna formulacién sufri6 cambios
estadisticamente significativos después de su esterilizacion tanto en el tamafio como en
el potencial Z (Tabla 3). Sin embargo, la esterilizacion con radiacion y (5 kGy o 10 kGy)
si tuvo cambios estadisticamente significativos con un menor tamafio a ambas dosis en
comparacion con PLGA/PVA sin esterilizar.

Tabla 3. Caracterizacion de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap antes y después de la
esterilizacion

Talla (nm) PDI Potencial Z (mV)
PLGA/PVA 243.13 + 3.06 0.064 + 0.023 -17 £ 0.17
PLGA/PVA UV 240 + 1.55 0.072 + 0.05 -18.16 + 0.58
PLGA/PVA/Rap 229.16 +3.21 0.074 + 0.04 -18.73 + 1.101
PLGA/PVA/Rap UV 226.26 + 4.56 0.089 + 0.015 -18.1 +0.43
PLGA/PVA 5 kGy 209.6 + 1.952* 0.046 + 0.02 -17 + 0.503
PLGA/PVA/Rap 5 kGy ND ND ND
PLGA/PVA 10 kGy 217.0+1.963* | 0.028 +0.027 -175+0.4
PLGA/PVA/Rap 10 kGy ND ND ND

ND: Resultado no disponible; p = 0.01*

17.3.2 Andlisis quimico-estructural

Las caracteristicas estructurales antes y después de la esterilizacion se analizaron con
FTIR y se muestran en la Figura 15. Para PLGA, se observaron las bandas 2951 cm™,
1743 cm™ y 1092 cm™, atribuidas a enlaces C-H, enlaces C=0 tipo éster y enlaces C-O
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de poliésteres alifaticos, respectivamente, los cuales corresponden con lo reportado en la
literatura [110]. PVA presentd picos de absorcion en 3309 cm™ correspondiente al
estiramiento de O-H, los picos en 2935 cm™, 2896 cm?, 1736 cm?y 1094 cm™
corresponden a estiramientos en C-H del grupo alquilo, CH2, C=0y en los grupos C-O,
respectivamente. Ademas, los picos en 1428 cm™ y 834 cm™ indican flexion de
deformacion de C—Hz y flexion de oscilacion en C—Hp, respectivamente; todo lo anterior
corresponde con la literatura [111,112]. En el caso de la rapamicina, se observé la
absorcion del infrarrojo a las longitudes de onda de 2960 cm™, 1634 cm™ y 1380 cm™,
indicando estiramiento de los enlaces CH=CH. En 2931 cm™ y 1444 cm™* hay un grupo
CHs y en 994 cm™ hay una vibracion fuera del plano; todos los picos aqui observados
corresponden con la literatura [113].

La formulacion PLGA/PVA present6 el mismo espectro antes y después de irradiar con
UV o con radiacion vy, cuyos picos caracteristicos ocurrieron en 3229 cm™, 2937 cm™,
1753 cm™, 1083 cm™ y 1020 cm™. De la misma forma, la formulacién PLGA/PVA/Rap,
antes y después de esterilizar, presentd el mismo espectro con excepcion de unos ligeros
desplazamientos practicamente despreciables a la derecha de 2934 cm™ y 1754 cm™.
Dado que no se observan diferencias entre la formulacion con y sin rapamicina, podemos
concluir que el farmaco se encuentra exitosamente entrampado dentro del sistema
nanoacarreador.
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Figura 15. Espectro infrarrojo de los excipientes, PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap.
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17.3.3 Andlisis de estabilidad mediante termogravimetria

En el analisis termogravimétrico, el excipiente PLGA mostr6 una degradacién uniforme,
es decir que su degradacion ocurrio en una sola etapa. En el caso del PVA 'y rapamicina,
se observa una degradacion en dos etapas. En la Figura 16 se muestran los termogramas
de los excipientes y nanoacarreadores en funcion de la temperatura. EI PLGA inicié una
pérdida de peso a los 195 °C y su descomposicion se complet6 a los 349 °C [114]. El
PVA presento 2 pasos de descomposicion, el primero entre 257 °Cy 365 °C y el segundo
ocurrio entre 380 °C y 468 °C, lo cual corresponde con la literatura [115]. La rapamicina
inicio su descomposicion térmica de 196 °C a 460 °C y una caida repentina de 220 °C a
250 °C [113]. El sistema PLGA/PVA sufrié la pérdida de peso entre 208 °C y 288 °C,
mientras que PLGA/PVA/Rap presentd la pérdida de peso entre 233 °C y 349 °C. El
sistema PLGA/PVA irradiado con UV presentd su descomposicién de 213 °C a 292 °C.
Las formulaciones irradiadas con y (5 o0 10 kGy) presentaron una descomposicion similar
a la ocurrida con la formulacion sin esterilizar. En general, las formulaciones presentaron
unatemperatura de degradacidén a menor temperatura en comparacién con los excipientes.
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Figura 16. Termograma de los excipientes, PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap.

17.3.4 Analisis termo-analitico

Con el analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se evaluaron las propiedades
térmicas de los excipientes y nanoacarreadores, cuyos resultados se muestran en la Figura
17. EI PLGA mostro una temperatura de fusion (Tm) de 246 °C y una temperatura de
cristalizacion vitrea (Tg) de 51 °C, correspondiente con la literatura [110]. La temperatura
de fusion de PVA ocurri6 a los 195 °C [111]. En la rapamicina se observaron 2 eventos
endotérmicos, uno a los 186 °C y el otro a los 197 °C, los cuales correspondieron con su
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punto de fusion previamente reportado [116]. De manera sorprendente, las formulaciones
PLGA/PVA sin esterilizar y las esterilizadas con radiacion UV o con radiacion v,
presentaron los mismos cambios térmicos a los 155 °C y 165 °C, confirmando que no hay
cambios quimicos después de la esterilizacion. La formulacion PLGA/PVA/Rap presentd
ademas un cambio endotérmico a los 54 °C.

PLGA i PVA k Rapamicina
110 i
e o
£ g g
g £ g
5 5 5
g e 3 as. H
P a s
4 aw 4 £
s g e 8 e
5 ) )
[ T . [
RO
140
12
045
13
s 0 130 200 20 300 o P 10 150 0 5 ° P 1o 120 200 20
Tam paratura (") Temperatura (°C) Tem peratura [°C)
1.0~ -
. PLGAIPVA PLGAIPVAIRap PLGAPVA UV
1 0
g
a
AN . LE- -
£ F s
A S g
H 5 Ea
i ] g
TR a &
3 3 0 § |
2 2 2
A - =2 &
boe = 0o v
0 z 2|
s 100 P o 200 o P w0 120 00 a0 au ° @ 1o 120 00 0
Tem paratura (*C) Tempsratura (°C) Tem peratura {°C)
0 2
PLGAIPVA BkGy PLGAPVA 10 kGy
o
a
3 ]
£ £
i 3
s e
2 &
s - E
[ [
10
-
12

0 5 100 10 200 250 ° £ 1 100 200 50
Tem peiatura ("C) Temperatura (*C]

Figura 17. Eventos térmicos de los excipientes, PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap.

17.4 Estabilidad del sistema PLGA/PVA en dispersion

La estabilidad de los nanoacarreadores se realiz6 siguiendo la NOM-073-SSA1-2005
sobre la estabilidad de farmacos y medicamentos. Para la formulacion de PLGA/PVA, se
usaron 3 condiciones diferentes de almacenamiento y esterilizacion (Tabla 4). En la Tabla
4A, hasta la semana 12 se mantiene estable la formulacion en tamafio y en las siguientes
mediciones, empieza a disminuir su tamafio. En cambio, en la Tabla 4B y Tabla 4C, la
estabilidad de las formulaciones se mantiene hasta la semana nimero 8. En este estudio
se puede sugerir que los nanoacarreadores sin exposicion a radiacion UV y almacenados
a baja temperatura (4 °C), son ligeramente mas estables (237.3 + 1.38) que las
formulaciones previamente expuestas a radiacion UV (216.1 + 1.484) o almacenadas a
temperatura ambiente (216.7 + 1.193) despues de 12 semanas en dispersion.

Sin embargo, las formulaciones se tienen en estado liofilizado, por lo que el
almacenamiento se puede realizar a temperatura ambiente 0 a 4 °C, manteniendo el
nanoacarreador completamente estable. Una vez que se hidrata el nanoacarreador, es
cuando empieza la reaccion de hidrolisis ocasionada por el estado liquido.
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Tabla 4. Estabilidad en dispersion de PLGA/PVA

A)NoUVa4°C | Tamafo (nm) PDI Potencial Z (mV)
Tiempo cero 239.1 +1.819 0.084 + 0.007 -16.5 + 0.379
2 semanas 2415 + 3.151 0.03 +0.02 -18 + 0.208
8 semanas 239.4 + 3.857 0.046 + 0.039 -20 + 0.321
12 semanas 237.3+1.38 0.072 + 0.051 -18.1 +0.173
16 semanas 217.7 + 2.252 0.048 + 0.028 -14.9+0.115
24 semanas 214.4 + 0.9504 0.08 + 0.02 -14.5 + 0.3
B)UVa4°C

Tiempo cero 242.1 + 2.026 0.046 + 0.021 -18.7 + 0.379
4 semanas 239.5 + 2.107 0.034 + 0.012 -19.9+0.3
8 semanas 237.6 + 1.65 0.074 + 0.018 -19.1 + 0.503
12 semanas 216.1 +1.484 0.061 + 0.008 -13.8 + 0.346
24 semanas 215.1 + 2,411 0.038 + 0.007 -11.3+0.473
C) NO UV T.amb

Tiempo cero 244.8 + 12.95 0.089 + 0.024 -19.4 + 0.208
4 semanas 239.4 + 5.186 0.047 + 0.021 -17.9+0.351
8 semanas 237.2+0.7 0.061 + 0.03 -17.3 + 0.945
12 semanas 216.7 +1.193 0.031 + 0.037 -14.2+1.7
24 semanas 2129+14 0.06 + 0.028 -12.1+0.1

17.5 Liberacién de rapamicina del sistema PLGA/PVA/Rap

La eficiencia de entrampamiento (EE) del nanoacarreador PLGA/PVA/Rap fue de 43.7
%, por lo que se alcanz6 una concentracion de 9.4 ng de rapamicina por cada pg de
nanoacarreador (Figura 18B). El perfil de liberacion mostrd una liberacion de farmaco
bifasica, es decir que en la etapa inicial se observd una liberacion de explosion o
liberacion acelerada (“efecto burst”) de la rapamicina, alcanzando una liberacion de hasta
el 55 % las primeras 22 h. Después de este tiempo, la liberacion ocurrié de una manera
prolongada hasta alcanzar el 90.63 % de liberacion a las 186 h (~7 dias) (Figura 18A).
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Figura 18. Perfil de liberacion de PLGA/PVA/Rap. (A) Curva de liberacion de rapamicina desde la
formulacion PLGA/PVA/Rap; (B) Eficiencia de encapsulacion de rapamicina y sus porcentajes de
liberacidn a diferentes tiempos.
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17.5.1 Modelos matematicos

Los datos obtenidos durante el perfil de liberacion fueron analizados mediante diferentes
modelos matematicos (Tabla 5). En este caso, el modelo al cual se ajustaron mejor los
datos fue al modelo de Korsmeyer-Peppas, el cual se basa en una ecuacién semiempirica
que sirve para describir la liberacion de farmacos de sistemas poliméricos. En esta
ecuacion, el valor de n nos dice si la liberacion sigue la ley de Fick o no. En este caso, al
tener un valor de n menor a 0.5, la liberacion de la rapamicina sigue la ley de Fick, es
decir que la liberacién del farmaco esta gobernada por la difusion.

Tabla 5. Modelos matematicos para la liberacion de
rapamicina a partir del nanoacarreador PLGA/PVA/Rap

R2 K n
Orden cero 0.8342 0.9706
Primer orden 0.5739 0.0251
Higuchi 0.9478 8.2256
Korsmeyer-Peppas 0.9706 14.1098 0.3763

17.6 Internalizacion del nanoacarreador PLGA/PVA en las células MIO-M1

El nanoacarreador se marcé con la molécula fluorescente cumarina-6 (C6) para observar
las nanoparticulas. En la Figura 19 se puede observar que no s6lo PLGA/PVA/C6 es
capaz de internalizar a las células, sino que también lo hace con mayor eficacia que C6
sola. Ademaés, de manera interesante, el nanoacarreador se concentran en la periferia del
ndcleo y a lo largo del citoplasma. Es importante mencionar que, en estas imagenes
representativas, el control de C6 sola se incub6 durante 5 h y PLGA/PVA/C6 se incubo
durante 2 h y, aun asi, se nota una mayor internalizacion de C6 por parte de
PLGA/PVAI/C6 que C6 libre.

17.7 Citotoxicidad de los nanoacarreadores PLGA/PVA 'y PLGA/PVA/Rap

Se realizaron ensayos de citotoxicidad para medir el efecto de los nanoacarreadores
PLGA/PVA Yy PLGA/PVA/Rap en la morfologia y viabilidad celular de las células MI1O-
M1.

17.7.1 Cambios en la morfologia celular

La morfologia celular se evalué mediante el marcaje del citoesqueleto, especificamente
F-actina a través de faloidina (Figura 20). Después del tratamiento con los
nanoacarreadores PLGA/PVA o PLGA/PVA/Rap a dos concentraciones diferentes (80
pug/mL y 200 pg/mL) durante 72 h, se confirm6 que ambas formulaciones no afectan la
morfologia celular. Ademas, en este ensayo se afiadieron los nanoacarreadores
previamente esterilizadas con radiacion UV y radiacion y. Al igual que las formulaciones
sin irradiar, la esterilizacion con radiacion UV no provoco cambios a nivel celular. De
manera interesante, la formulacion esterilizada con radiacion y presentd estrés celular con

42



ligero cambio morfologico y aumento del nacleo celular después de la exposicion a 10
kGy de radiacion v.
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Figura 19. Internalizacion de PLGA/PVA/C6 en la linea celular MIO-M1. (A) Control sin
nanoacarreadores; (B) Control con 0.63 pg/mL de cumarina-6 libre; (C) Tratamiento con 150 pg/mL de
PLGA/PVA/C6.
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Figura 20. Morfologia celular después del tratamiento con PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap. Tratamiento
con PLGA/PVA antes y después de esterilizar a las concentraciones de 80 pug/mL y 200 pg/mL durante
72 h. Inmunotincion realizada con faloidina.
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17.7.2 Evaluacion del impacto en la viabilidad celular

En la Figura 21A se observa que no hay citotoxicidad aparente después del tratamiento
con PLGA/PVA hasta una concentracion de 200 pg/mL durante 48 hy 72 h. En la Figura
21B, el tratamiento con PLGA/PVA no mostrd citotoxicidad relevante incluso a la
maxima concentracién utilizada (1500 pg/mL) y al mayor tiempo de incubacién con el
tratamiento (96 h), con lo que podemos concluir que PLGA/PVA es inocuo para las
células MIO-M1 a las condiciones mencionadas. Por otro lado, en la Figura 21C se
analizo la viabilidad celular tras el tratamiento con PLGA/PVA/Rap a concentraciones
terapéuticas de rapamicina, obteniendo una viabilidad celular por encima del 90 %
después de 24 h 'y 48 h de tratamiento, por lo que podemos concluir que PLGA/PVA/Rap
tampoco es citotoxico para las células MIO-M1 a las concentraciones mostradas.
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Figura 21. Viabilidad celular de MIO-M1 después del tratamiento con PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap.
(A) Células MIO-M1 tratadas con PLGA/PVA durante 48 y 72 h; (B) Células MIO-M1 tratadas con
PLGA/PVA a altas concentraciones (50-1500 pg/mL) durante 24 y 96 h; (C) Células MIO-M1 tratadas
con PLGA/PVA/Rap durante 24 y 48 h.

18. Disefio y caracterizacion de los nanoacarreadores funcionalizados para
SNC

A partir de los resultados anteriores, se demostrd la capacidad de los nanoacarreadores,
basados en el polimero PLGA, de transportar efectivamente al farmaco modelo y el
método adecuado de esterilizacion que no provoca modificaciones fisicoquimicas en el
nanotransportador. Ante estos resultados y dado que el interés principal de este estudio
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es disefiar un nanotransportador que sea capaz de atravesar la BHE, fue funcionalizado
con los surfactantes Ps80 o PIx188 para que le den la capacidad de atravesar esta barrera.
A continuacion, se muestra la caracterizacion de los nanoacarreadores funcionalizados:

PLGA/PVA/Ps80
PLGA/PVA/Ps80/Rap
PLGA/PVA/PIx188
PLGA/PVA/PIx188/Rap

18.1 Caracteristicas morfoldgicas de los sistemas funcionalizados

En la Figura 22 se muestran las micrografias de los nanoacarreadores funcionalizados sin
farmaco y con farmaco. En las formulaciones de PLGA/PVA/Ps80 vy
PLGA/PVA/Ps80/Rap (Figura 22A 'y 22B) se alcanzan a observar los nanoacarreadores
esféricos, aunque éstos estan embebidos posiblemente en el surfactante Ps80. En el caso
de las formulaciones de PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap (Figura 22C y
22D) se observan unos nanoacarreadores lisos y esféricos, cuyo tamafio también es
homogéneo.

Figura 22. Morfologia de nanoacarreadores funcionalizados. (A) PLGA/PVA/Ps80; (B)
PLGA/PVA/Ps80/Rap; (C) PLGA/PVA/PIX188; (D) PLGA/PVA/PIX188/Rap.
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18.2 Propiedades fisicoquimicas de los sistemas funcionalizados
18.2.1 Andlisis de tamafio y potencial Z de los sistemas funcionalizados

La talla y potencial Z de los nanoacarreadores funcionalizados, PLGA/PVA/Ps80 y
PLGA/PVA/PIx188, se muestran en la Tabla 6. El nanoacarreador PLGA/PVA/Ps80 sin
esterilizar presenté una talla de 201.966 + 1.343 nm (Tabla 6A) y no hubo cambios
significativos con el nanoacarreador irradiado con luz UV. En la Tabla 6B se muestra el
tamafio inicial de PLGA/PVA/Ps80/Rap con 231.5 + 2.967 nm y después de la radiacion
UV se obtuvo un tamafio de 239.6 + 2.702 nm. El PDI obtenido antes y despueés de la
esterilizacion fue de alrededor de 0.1 y aunque es mayor que en PLGA/Ps80, este valor
sigue indicando que tenemos aproximadamente el 90 % de los nanoacarreadores con el
tamafio reportado. En cuanto al potencial Z, éste no tuvo practicamente ningin cambio
después de la esterilizacion, obteniendo una carga de -17.2 + 0.153 mV después de 2 h
de radiacion UV.

El nanoacarreador PLGA/PVA/PIX188 sin esterilizar tuvo un tamafio de 212.73 + 4.87
nm y con un potencial Z de -17.66 + 0.40 mV (Tabla 6C). Después de la esterilizacion
por 2 h con luz UV, no se presenciaron cambios significativos ni en el tamafio ni en el
potencial Z. Como se observa en la Tabla 6D, el nanoacarreador PLGA/PV A/PIx188/Rap
no se vio afectado después de la radiacion UV, conservando un tamarfio de 210.2 + 4.12
nmy carga de -19.73 + 0.115 mV en los nanoacarreadores esterilizados.

Tabla 6. Caracterizacion fisica de los nanoacarreadores antes y
despues de la esterilizacion con radiacion UV durante 2 h.
A) PLGA/PVA/Ps80

Talla (nm) PDI Potencial Z (mV)
Control 201.966 +1.343 | 0.0696 + 0.036 -17.466 + 0.25
uv 200.833 + 0.602 | 0.083 + 0.04 -17.9+0.4

B) PLGA/PVA/Ps80/Rap

Talla (nm) PDI Potencial Z (mV)
Control 231.5+2.967 | 0.113 +0.005 -17.1+0.231
uv 239.6 + 2.702 0.115 +0.02 -17.2 + 0.153

C) PLGA/PVA/PIx188

Talla (nm) PDI Potencial Z (mV)
Control 212.73 + 4.87 0.053 + 0.02 -17.66 + 0.40
uv 216.133+6.5 | 0.047 +0.055 -18.266 + 0.862

D) PLGA/PVA/PIx188/Rap

Control 211.86 +4.037 | 0.045 +0.017 -18.53 + 0.288
uv 210.2 +4.12 0.06 + 0.019 -19.73 + 0.115

18.2.2 Anélisis de infrarrojo para los sistemas funcionalizados

Para la caracterizacion quimica, se analizaron todos los excipientes usados para los
nanoacarreadores PLGA/PVA/Ps80, PLGA/PVA/Ps80/Rap, PLGA/PVA/PIX188 vy
PLGA/PVA/PIx188/Rap (Figura 23). El nanoacarreador PLGA/PVA/Ps80 presento picos
a las siguientes longitudes de onda: 2945 cm™, 1747 cm™, 1168 cm™ y 1086 cm™ que
corresponden a PLGA y 1454 cm™, 1426 cm™ y 1383 cm™, que corresponden a PVA. En
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cuanto a PLGA/PVA/Ps80/Rap, éstas presentan los picos en 3216 cm™ y 1022 cm™ que
corresponden a PVA y 2933 cm?, 1751 cm™ y 1078 cm™ que corresponden a PLGA
(Figura 23A). En cuanto a PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap, P1x188 mostrd
un estiramiento en el enlace C-H (2881 cm™) y un estiramiento en C-O (1108 cm'Y).

Al analizar el FTIR de las formulaciones, se puede observar que el patrén de bandas de
PLGA/PVA/PIx188 (2953 cm™, 2947 cm™, 1750 cm™?, 1386 cm™, 1170 cm™ y 1082 cm
1Y y PLGA/PVA/PIx188/Rap (2953 cm™, 2947 cm™, 1750 cm™, 1386 cm™®, 1170 cm™? y
1082 cmt) es muy similar y que ademas éste coincide con el IR del PLGA en la mayoria
de las bandas como 2953 cm™, 1750 cm™, 1170 cm™ y 1082 cm™ (Figura 23B).
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Figura 23. Espectro infrarrojo de los excipientes y los nanoacarreadores funcionalizados. (A) FTIR de los
excipientes, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) FTIR de los excipientes, PLGA/PVA/PIx188
y PLGA/PVA/PIx188/Rap.

18.2.3 Andlisis termogravimétrico de los nanoacarreadores funcionalizados

El Ps80 mostré una degradacion térmica simple entre 331 °C y 443 °C (Figura 24A y
Figura 24C). En el caso de las formulaciones, la temperatura de degradacién que presentd
la formulacion de PLGA/PVA/Ps80 fue de 207 °C a 307 °C y para PLGA/PVA/Ps80/Rap
fue de 205 °C a 278 °C.

En cuanto a los nanoacarreadores PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap (Figura
24B y Figura 24C), PIx188 presentd una peérdida de peso de 252 °C a 367 °C,
PLGA/PVA/PIx188 inici6 su descomposicion en 216 °C hasta 329 °C vy
PLGA/PVA/PIx188/Rap inicié su descomposicion en 216 °C y termino en 326 °C.

Ambas formulaciones, con rapamicina y sin rapamicina, presentaron una menor
temperatura de degradacion en las formulaciones en comparacion con los excipientes.
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TGA de los excipientes y nanoacarreadores funcionalizados
Muestra T1 (°C) T2 (°C)
PLGA 195-349 ---
PVA 257-365 380-468
Rapamicina 196-460 220-250
Ps80 331-443 -—-
Plx188 250-363 -
PLGA/PVA/Ps80 207-307 -
PLGA/PVA/Ps80/Rap 205-278 -
PLGA/PVA/PIx188 216-329 -
PLGA/PVA/PIx188/Rap 216-326 ---

Figura 24. Andlisis termogravimétrico de los excipientes y los nanoacarreadores funcionalizados. (A)
Termograma de excipientes, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Termograma de excipientes,
PLGA/PVA/PIX188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap; (C) Tabla con temperaturas de descomposicion

18.2.4. Propiedades térmicas de los nanoacarreadores funcionalizados

Los eventos térmicos se presentan en la Figura 25, donde se observan los cambios clasicos
en la entalpia debido a las propiedades fisicas y quimicas de cada material en funcion de
la temperatura.

En las formulaciones PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap (Figura 25A y Figura
25C), el surfactante Ps80 sufrié 2 cambios térmicos a las temperaturas de 121 °C y 124
°C, mas otro pequefio cambio exotérmico a los 149 °C. En PLGA/PVA/Ps80 se
presentaron cambios endotérmicos a los 154 °C y 165 °C y en PLGA/PVA/Ps80/Rap se
presentaron dos cambios de entalpia a 155 °C y 166 °C. Para ambas formulaciones, estos
picos se asemejan al fendmeno presentado en PVA.

En cuanto a los nanoacarreadores PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap (Figura
25B y Figura 25C), el surfactante PIx188 presentd una Tg de 56 °C. Ademas, el
nanoacarreador PLGA/PVA/PIx188 present6 un pico a los 54 °C, correspondiendo a la
Tg de PLGA y un segundo patron a 156 °C y 166 °C, los cuales podrian corresponder a
la Tm de PVA y Tm de PLGA, respectivamente. En el nanoacarreador
PLGA/PVA/PIx188/Rap se observaron los picos endotérmicos a 53 °C, 155 °C y 165 °C,
los cuales podrian corresponder a la Tg de PLGA, Tm de PVA y Tm de PLGA,
respectivamente.
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DSC de los excipientes y nanoacarreadores funcionalizados

Muestra T1 (°C) T2 (°C) T3 (°C)
PLGA 51 246 -
PVA 70.9 195 ---
Rapamicina 186 197 -—
Ps80 121 124 149
Plx188 56 --- o
PLGA/PVA/Ps80 154 165 -—
PLGA/PVA/Ps80/Rap 155 166 -—-
PLGA/PVA/PIx188 54 156 166
PLGA/PVA/PIx188/Rap 53 155 165

Figura 25. Calorimetria diferencial de barrido de los excipientes y los nanoacarreadores funcionalizados.
A) Anélisis térmico de excipientes, PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; B) Analisis térmico de
excipientes, PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap; (C) Tabla con temperaturas de los cambios
térmicos.
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18.3 Estabilidad de los nanoacarreadores funcionalizados en dispersion

En la Tabla 7 se presentan los resultados del estudio de estabilidad. Durante ambas
condiciones de almacenamiento, no se observd floculacion o coalescencia de los
nanoacarreadores y el PDI no demostr6 modificaciones importantes. No obstante, se
evidencio un decremento en el tamafio de particula directamente proporcional con el
tiempo, lo cual probablemente se debe a la degradacion normal de los nanoacarreadores
mediante hidrolisis. EI PDI presentd valores inferiores a 0.1, lo que sugiere alta
homogeneidad en la poblacion de particulas y una distribucién monomodal. El potencial
Z también presentd un ligero cambio con el paso de las semanas, alcanzando una
disminucion de 3 mV después de 6 meses en dispersion.

Tabla 7. Estabilidad de los nanoacarreadores PLGA/PVA/Ps80 vy
PLGA/PVA/PIx188 almacenados a 4 °C y temperatura ambiente

PLGA/PVA/Ps80

| A)4°C Talla (nm) PDI Potencial Z (mV)
Tiempo inicial 209.9 + 2.715 0.091 + 0.015 -16.5 + 0.153
4 semanas 208.1 + 1.457 0.05 + 0.047 -18.7 + 0.529
8 semanas 207.4 + 3.602 0.032 + 0.022 -20.3 + 0.451
12 semanas 204.2 +1.328 0.088 + 0.043 -18.3 + 0.057
24 semanas 192 + 1.873* 0.047 + 0.028 -15+0.321

| B) Temp. amb
Tiempo inicial 210.8 + 2.095 0.054 + 0.023 -18.5 + 0.153
4 semanas 204.4 + 3.873* | 0.032 +0.023 -19.5 + 0.874
8 semanas 199.2 + 1.721* | 0.072 + 0.047 -18.1 + 0.651
12 semanas 191.1 + 2.06* 0.055 + 0.024 -15.3 + 0.208
24 semanas 190.3 + 2.417* | 0.029 + 0.035 -11.3 + 0.289

*p<0.05
PLGA/PVA/PIx188

1C)4°C Talla (hnm) PDI Potencial Z (mV)
Tiempo inicial 223.4 + 3.811 0.058 + 0.008 -16.4 + 0.404
4 semanas 226.5 +5.074 0.031 +0.03 -17.9 + 0.436
8 semanas 221 +7.016 0.048 + 0.031 -20.6 + 0.503
12 semanas 217.2 + 4,359 0.079 + 0.037 -19.3 + 0.755
24 semanas 205.7 + 2.723* | 0.037 + 0.019 -14 + 0.379

| D) Temp. amb
Tiempo inicial 215.4 + 4,153 0.05 + 0.029 -17.8 + 0.451
4 semanas 217 + 3.009 0.046 + 0.038 -19 + 0.265
8 semanas 214.2 + 2.084 0.034 + 0.016 -17.6 + 0.361
12 semanas 205 + 1.992* 0.05 +0.022 -19 + 2.46
24 semanas 205.5 + 2.06* 0.057 + 0.021 -12.2 + 0.115

*p<0.05

18.4. Perfil de liberacién de los nanoacarreadores funcionalizados

Al igual que la liberacion de la rapamicina a partir del nanoacarreador PLGA/PVA
mencionado anteriormente, la liberacion del farmaco desde los nanoacarreadores
PLGA/PVA/Ps80/Rap y PLGA/PVA/PIx188/Rap, presentaron un comportamiento
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bifasico en ambas formulaciones. La liberacion de rapamicina a partir de
PLGA/PVA/Ps80/Rap se muestra en la Figura 26A. Aqui cabe destacar que, después de
0.5 h de iniciado el ensayo de liberacion se logra liberar un 9.51 % + 3.3263; alas 1.5 h
se ha liberado un 19.31 % + 3.4605 y a las 72 h se alcanza la liberacién del 50.64 % +
4.2945. Ademas, la eficiencia de entrampamiento fue del 34.7 %.

Por otro lado, la liberacion de rapamicina a partir de PLGA/PVA/PIx188/Rap logro la
estabilidad de la pendiente elevada de liberacion después de las 5 h, donde la liberacion
del f&rmaco empieza a tener una salida lenta y gradual (47.46 % + 0.6903 a las 7 h) hasta
alcanzar un 82.25 % + 4.8266 a las 97 h (Figura 26B). De manera interesante, esta
formulacion presentd una mayor EE con un 43.64 %.

PLGA/PVA/Ps80/Rap
L w PLGA/PVA/Ps80/Rap
S EE (%) 347 %
E v [Rap| 6.32 ng Rap/ug NP
= Rapamicina  0.5h  9.51 % + 3.3263
pu liberada 1.5h  19.31 % + 3.4605
S 41 29.01 % +4.3041
E 72h  50.64 % +4.2945
o *Lectura de rapamicina (@ 280 mn
&€ o4 T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210
E Tiempo (h)
PLGA/PVA/PIx188/Rap
™ PLGA/PVA/PIx188/Rap
5 :g EE (%) 43.64 %
g 7o |Rap] 8.43 ng Rap/pg NP
g 604 Rapamicina lh 12.55% + 1.1973
= 5 liberada 23h  25.47%+0.6834
£ 7h  47.46 %+ 0.6903
E 304 50 h 69.41 % +5.1897
g = 97h  82.25%+4.8266
& 104 *Lectura de rapamicina (@ 280 nm

13 5 7 1 e 10 160
Tiempo (h)
Figura 26. Perfil de liberacion de los nanoacarreadores funcionalizados. (A) Perfil de liberacion de

rapamicina y el porcentaje de entrampamiento de PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Perfil de liberacion de
rapamicina y el porcentaje de entrampamiento de PLGA/PVA/PIx188/Rap.

18.4.1 Modelos matematicos

El modelo de prediccién de la liberacion del farmaco tanto para PLGA/PVA/Ps80/Rap
como para PLGA/PVA/PIx188/Rap, se ajustd a la ecuacion de Korsmeyer-Peppas (Figura
27). Como se puede observar con PLGA/PVA/Ps80/Rap en la Figura 27A, el modelo
matematico de Higuchi tiene un coeficiente de correlacion (R?) de 0.92, pero un valor de
0.97 para el modelo Korsmeyer-Peppas.

En la Figura 27B, los valores de R? para el modelo Higuchi y Korsmeyer-Peppas son muy
similares (0.94 y 0.96) para PLGA/PVA/PIx188/Rap. El efecto “burst” mencionado
anteriormente tiene una liberacion lineal, por lo que, al analizar esa region con los
modelos matematicos, el modelo que mejor se ajustd fue al modelo orden cero.
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Perfil de liberacion de rapamicina ajustado a modelos iticos
Modelos Ecuacion R? K n
Matemiticos
Qrden cero QQy + Kyt 0.83 2. I} 0
Primer orden | In Q= InQ, + K;t 0.52 0.066 0
Perfil de liberacion de rapamicina ajustado a modelos matemiticos Higuchi Q=Kyt"? 0.94 15.60 0
Modelos Ecuacion R? K n Korsmeyer- Q/Q., =K, 0.96 23.57 0.37
Matemiticos Peppas
Orden cero Q=Qp + Kyt 0.81 0.43 0
Primer orden | In Q= InQ, + Kt 0.61 0.02 0 Perfil de liberacion de rapamicna (efecto explosion)
Higuchi Q,=Kyt? 0.92 5.82 0 Modelos Ecuacion R? K n
Korsmeyer- Q/Q, =Kt, 097 17.66 0.23 matemiticos
Peppas Orden cero Q=Q, + Kyt 0.99 14.01 0
Qq: cantidad de firmaco liberado en el tiempo t; Q: cantidad inicial de Primer orden | In Q= InQ, + Kt 0.85 1.32 0
farmaco en la forma de dosificacion; Q.,: cantidad total de farmaco Higuchi Q =Kyt 0.99 19.89 0
disuclto cuando la forma de dosificacion se agota; Ko, Ky, Ky, K, Ky Korsmeyer- Q/Q. =Ky, 0.99 15.05 0.91
constantes de tasa de liberacion; n: exponent de liberacion (indicador Peppas
del mecanismo de liberacién del firmaco). Q;: cantidad de farmaco liberado en el tiempo t; Qp: cantidad inicial de
farmaco en la forma de dosificacion; Q,.: cantidad total de firmaco
disuelto cuando la forma de dosificacion se agota; Ky, K. Ky, K, K;:
constantes de tasa de liberacion: n: exponent de liberacion (indicador
del mecanismo de liberacion del farmaco).

Figura 27. Modelos matematicos analizados para la liberacion del farmaco a partir de los
nanoacarreadores funcionalizados. (A) Modelos matematicos analizados para la liberacion de rapamicina
a partir de PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Modelos matematicos analizados para la liberacion de rapamicina a

partir de PLGA/PVA/PIx188/Rap.

19. Internalizacion de los nanoacarreadores funcionalizados

En el caso de las células MIO-M1, se observa la internalizacion de PLGA/PVA/Ps80/CB6,
la cual es comparable con el control que tiene sélo C6. En el caso de SH-SY5Y, se observa
que incluso hay una mayor internalizacion de PLGA/PVA/Ps80/C6 que de C6, con lo que
se concluye que los nanoacarreadores pueden internalizar a esta linea celular de manera
mas eficiente (Figura 28A y Figura 28B).

Después del tratamiento con el nanoacarreador PLGA/PVA/PIx188/C6 durante 2 h, se
comprobd la internalizacion exitosa en ambas lineas celulares (Figura 28C y Figura 28D).
De manera interesante, en las células SH-SY5Y se observd una mayor internalizacion de
la molécula C6 previamente encapsulada en el nanoacarreador que la molécula sola, lo
cual sugiere que PLGA/PVA/PIx188 puede internalizar a las células y ademas con mayor
eficacia que una molécula lipofilica.

20. Citotoxicidad de los nanoacarreadores funcionalizados

20.1 Morfologia celular

Después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVAPs80/Rap durante 72 h
(Figura 29A) en las células MIO-ML1, no se observan cambios morfoldgicos relevantes
con excepcion de las células tratadas con PLGA/PVAPs80/Rap a 150 pug/mL, donde las
células tienen un ligero cambio morfoldgico, siendo éstas ligeramente méas redondas. En
el caso de las células SH-SY5Y (Figura 29B), no se ven cambios morfolégicos aun
después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80/Rap.
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Figura 28. Internalizacion in vitro de los nanoacarreadores funcionalizados después del tratamiento con
150 ug/mL durante 2.5 h. (A) Internalizacion de PLGA/PVA/Ps80/C6 en las células MIO-M1; (B)
Internalizacion de PLGA/PVA/Ps80/C6 en las células SH-SY5Y; (C) Internalizacion de
PLGA/PVA/PIx188/C6 en las células MIO-M1; (D) Internalizacién de PLGA/PVA/PIx188/C6 en las
células SH-SY5Y.
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Por otro lado, en las células MIO-M1 el tratamiento con PLGA/PVA/PIx188 no parece
tener un efecto negativo (Figura 29C). En el caso del tratamiento con
PLGA/PVA/PIx188/Rap, se observa una ligera reduccion en el tamafio de las celulas
MIO-ML1. En cambio, en las células SH-SY5Y (Figura 29D) no se observaron cambios
morfolégicos  después  del tratamiento con PLGA/PVA/PIX188 vy
PLGA/PVA/PIx188/Rap.

20.2 Efecto en la viabilidad celular después del tratamiento con nanoacarreadores
funcionalizados

El tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 en las células MIO-M1 durante 24 h no disminuyd
la viabilidad celular, pero con el tratamiento de 72 h empez6 a disminuir la viabilidad
celular de manera estadisticamente significativa a partir de 500 pg/mL, alcanzando una
disminucion en la viabilidad celular hasta el ~70 % (Figura 30A). El tratamiento con
PLGA/PVA/Ps80/Rap no disminuyd la viabilidad celular después del tratamiento durante
72 h. En cambio, el tratamiento durante 24 h mostré una disminucion en la viabilidad
celular de manera estadisticamente significativa (Figura 30B). A pesar de que la
disminucion en la viabilidad celular se observo en mayor medida a altas concentraciones,
para alcanzar una concentracion terapéutica de la rapamicina se requiere una
concentracion de 30 pg/mL del nanoacarreador PLGA/PVA/Ps80/Rap. El tratamiento
con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap en la linea celular SH-SY5Y no
disminuyé la viabilidad celular después de la exposicién por 24 h ni 72 h (Figura 30C;
Figura 30D).

Por otro lado, el nanoacarreador PLGA/PVA/P1x188 no disminuyd la viabilidad celular
de las células MIO-M1 a concentraciones terapéuticas durante 24 h'y 72 h, pero si se
observa una disminucion en la viabilidad celular conforme aumenta la concentracion de
PLGA/PVA/PIx188, alcanzando una viabilidad celular del ~70 % y ~50 % para el
tratamiento durante 24 h y 72 h, respectivamente (Figura 30E). En el caso del
nanoacarreador PLGA/PVA/PIx188/Rap, la viabilidad celular se mantuvo en ~100 %
incluso a altas concentraciones y durante 24 h'y 72 h (Figura 30F). En las células SH-
SY5Y, la viabilidad celular disminuy6 de manera estadisticamente significativa con el
tratamiento de PLGA/PVA/PIx188 colocadas durante 72 h en comparacion con el
tratamiento durante 24 h (Figura 30G). En cambio, con PLGA/PVA/PIx188/Rap, la
viabilidad se mantuvo por encima del 90 % con el tratamiento durante 24 h, pero
disminuy0 después de 72 h de tratamiento, aunque dicho cambio no fue estadisticamente
significativo (Figura 30H).
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Figura 29. Morfologia celular con tincion de F-actina después del tratamiento con los nanoacarreadores
funcionalizados con y sin farmaco. (A) Tincion de células M1O-M1 después del tratamiento con
PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap a las concentraciones de 30 pg/mL y 150 ug/mL durante 72 h;
(B) Tincion de células SH-SY5Y después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap
a las concentraciones de 30 ug/mL y 150 ug/mL durante 72 h; (C) Tincion de células MIO-M1 después
del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap a las concentraciones de 25 ug/mL y
150 pg/mL durante 72 h; (D) Tincién de células SH-SY5Y después del tratamiento con
PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap a las concentraciones de 25 pg/mL y 150 pg/mL durante
72 h.
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Figura 30. Citotoxicidad de los nanoacarreadores funcionalizados a concentraciones terapéuticas y altas
concentraciones. (A) Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/Ps80 durante 24 hy 72 h; (B)

Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/Ps80/Rap durante 24 h y 72 h; (C) Tratamiento en

células SH-SY5Y con PLGA/PVA/Ps80 durante 24 hy 72 h; (D) Tratamiento en células SH-SY5Y con
PLGA/PVA/Ps80/Rap durante 24 hy 72 h.; (E) Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/PIx188
durante 24 hy 72 h; (F) Tratamiento en células MIO-M1 con PLGA/PVA/PIx188/Rap durante 24 hy 72
h; (G) Tratamiento en células SH-SY5Y con PLGA/PVA/PIx188 durante 24 h'y 72 h. (H) Tratamiento en
células SH-SY5Y con PLGA/PVA/PIx188/Rap durante 24 h'y 72 h. (Prueba t-student; a = 0.05).
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20.3 Efecto en apoptosis después del tratamiento con los nanoacarreadores

funcionalizados

20.3.1 Activacion de apoptosis de inicio temprano y tardio en células MIO-M1

Después del tratamiento con los nanoacarreadores con farmaco y sin farmaco a 2
que PLGA/PVA/Ps80 vy

PLGA/PVA/PIX188
PLGA/PVA/PIx188/Rap (Tabla 8B), no causan apoptosis, es decir que son inocuas en las

concentraciones durante 72 h,
(Tabla

PLGA/PVA/Ps80/Rap

células MIO-ML1.

Tabla 8. Ensayo de apoptosis con la marca anexina V'y 7-AAD en células MIO-M1

se puede concluir

8A),

asi como

A) Células MIO-M1 con tratamiento PLGA/PVA/Ps80 o PLGA/PVA/Ps80/Rap

Tratamiento Vivas Apoptosis Apoptosis | Muertas

(ug/mL) (%) | temprana (%) | tardia (%) (%)

DMEM 99.18 0.02 0.40 0.40

Estaurosporina (2 uM) 24.15 4.95 50.15 20.75
PLGA/PVA/Ps80 (30) 91.80 8.20 0 0
PLGA/PVA/Ps80 (150) 94.55 5.35 0.10 0
PLGA/PVA/Ps80/Rap (30) | 92.65 7.30 0.05 0
PLGA/PVA/Ps80/Rap (150) | 89.35 10.60 0.05 0

B) Células MIO-M1 con tratamiento PLGA/PVA/PIx188 0 PLGA/PVA/PIx188/Rap

Tratamiento Vivas Apoptosis Apoptosis | Muertas

(ug/mL) (%) | temprana (%) @ tardia (%) (%)

DMEM 99.18 0.02 0.40 0.40

Estaurosporina (2 uM) 24.15 4.95 50.15 20.75
PLGA/PVA/PIx188 (25) 90.55 9.40 0.05 0

PLGA/PVA/PIx188 (150) 89.95 9.75 0.25 0.05
PLGA/PVA/PIx188/Rap (25) | 88.25 11.55 0.20 0
PLGA/PVA/PIx188/Rap (150) | 87.55 12.20 0.25 0

20.3.2 Activacidn de la caspasa-3 y caspasa-9 despues del tratamiento con los
nanoacarreadores funcionalizados en las células MIO-M1

y

En la Figura 31A y Figura 31B se puede corroborar que no hay activacion de la caspasa-
3 después del tratamiento con ambos nanoacarreadores con y sin rapamicina en las células
MIO-M1, concluyendo que ambas formulaciones son eficaces como vehiculo del farmaco

rapamicina, ya que no causan citotoxicidad.

Ademas, después del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap, se
buscé la presencia de caspasa-9 como indicador de apoptosis de inicio temprano. En la
Figura 31C se observa que después de 72 h de tratamiento con los nanoacarreadores, no
hay activacion de caspasa-9 incluso a altas concentraciones. Todos los controles (+)
muestran la activacion de caspasas por la induccion con estaurosporina, mostrando la

presencia de caspasas activas.
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Figura 31. Caspasa-3 y caspasa-9 después del tratamiento con nanoacarreadores funcionalizados a
concentracion terapéutica y alta concentracién en linea celular MIO-M1 durante 72 h. (A) Caspasa-3
después del tratamiento con PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap; (B) Caspasa-3 después del
tratamiento con PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap; (C) Caspasa-9 después del tratamiento
con PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap.

21. Validacion del modelo celular inducible para SCA7

Hasta este punto, se prob6 que los nanoacarreadores funcionalizados no son toxicos y son
adecuados para su potencial uso para el tratamiento de la enfermedad SCA7. A
continuacion, se selecciono al sistema PLGA/PVA/PIx188/Rap para el tratamiento del
modelo celular inducible de SCA7 debido a que presentd una mayor EE y ademas se pudo
cuantificar casi el 100 % de la rapamicina liberada casi a los 4 dias, convirtiendo a este
nanoacarreador el mas prometedor para probar el efecto terapéutico en el tratamiento de
SCAT en un modelo in vitro.

21.1 Determinacion de la concentracion éptima de doxiciclina para la induccion del
modelo in vitro

En la Figura 32 se muestra la curva de doxiciclina para la induccion del transgen de
ATXN7. A muy bajas concentraciones de doxiciclina (0.25 pg/mL) no se observd la
formacion de agregados en el modelo que contiene el transgen ATXN7/Q10 y con el
transgen de ATXN7/64Q apenas se logr6 ver un agregado en la imagen representativa.
Debido al nimero de agregados proteicos, se selecciond la concentracion de doxiciclina

de 1 pg/mL, ya que resultd ser la mas reproducible para analizar el efecto de las células
con SCAT.
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Figura 32. Curva de doxiciclina para la induccién del transgen ATXN7. (A) Modelo celular con transgen
ATXN7/Q10; (B) Modelo celular con transgen ATXN7/Q64. La induccion para la expresion del transgen
se realiz6 con doxiciclina en un rango de 0.25-1 ug/mL. La inmunofluorescencia con el anticuerpo a-
ataxina-7 mostro los agregados de ataxina-7 formados (flechas).

21.2 Validacion del modelo celular inducible

En la Figura 33 se muestra el modelo celular inducible con los genes de interés
ATXN7/Q10 o ATXN7/Q64. En la figura se comprueba que, al no realizar la induccién
con doxiciclina, no se lleva a cabo la expresion del transgen ATXN7. En cambio, después
de la induccidn con doxiciclina, se observa la expresion de ATXN7. La sefial de c-Myc,
la cual colocaliza con ATXN7, indica que la presencia de ATXN7 es la inducida por
doxiciclina, es decir la exdgena. Cabe resaltar que, en la caracterizacion del modelo
celular inducible, se verificé un aumento en la expresion de ATXN7 a través de qRT-PCR
a nivel de transcrito, asi como de la presencia de la proteina normal y mutante a través de
inmunoblot.

Q10 (B Q64

DAPI c-Myc Merge

Figura 33. Modelo celular inducible con la mutacion ATXN7-Q64 o ATXN7-Q10. A) Modelo celular
inducible con ATXN7/Q10 sin inducir o con 1 pug/mL de doxiciclina; B) Modelo celular inducible con
ATXN7/Q64 sin inducir o con 1 pg/mL. La marca c-Myc nos indica la presencia de la proteina de ataxina-
7 ex6gena.

DOX ATXN7  DAPI  ¢Myc  Merge DOX

ATXN7
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21.2.1 Apoptosis en modelo celular inducible

En la Figura 34 se presenta el WB realizado con los extractos proteicos del modelo celular
con diferentes tiempos de induccion. En la Figura 34, la procaspasa-9, enzima inactiva,
esta presente en todos los carriles con un peso de 48 kDa. En cambio, en el carril d) se
observa la presencia de caspasa-9, enzima activa, con los pesos de 34 kDa y 37 kDa.

Figura 34. Apoptosis en modelo celular inducible con la mutacion ATXN7-Q64 o ATXN7-Q10. A) WB
con proteina del modelo celular inducible con 10Q y 64Q, sin Dox y con Dox, con el anticuerpo o-
caspasa3; B) WB con proteina del modelo celular inducible con 10Q y 64Q, sin Dox y con Dox, con el
anticuerpo o-caspasa9.

22. Eficiencia Terapéutica del nanoacarreador PLGA/PVA/PIx188/Rap en
el modelo celular inducible

22.1 Efecto del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188/Rap en el modelo celular inducible

Posterior a la verificacion de que la induccion del modelo celular con 1 pg/mL de
doxiciclina durante 24 h forma agregados proteicos de ataxina-7 en la clona que contiene
64Q (Figura 33), se decidid analizar el efecto del sistema nanoacarreador
PLGA/PVA/PIx188/Rap.

A continuacién, se prob6 el tratamiento con el nanoacarreador de
PLGA/PVA/PIx188/Rap, utilizando la concentracion terapéutica de 25 pg/mL en el
modelo celular inducible con 64Q, el cual tiene presencia de agregados proteicos.

22.1.1 Activacion del sistema de autofagia a través de la administracion de
PLGA/PVA/PIx188/Rap

Con lafinalidad de evaluar la actividad autofagica en el modelo celular inducible de MIO-
M1 (Q64) tras la aplicacion los tratamientos con los nanoacarreadores
PLGA/PVA/PIx188, PLGA/PVA/PIx188/Rap o rapamicina sola (control positivo de la
induccion de la actividad autofagica), inhibimos la autofagia con cloroquina (CQ) para
bloquear la fusion de los autofagosomas con los lisosomas y tefiimos los autofagosomas
con anticuerpos contra la proteina LC3 (marcador de autofagosomas) para la evaluacién
de su acumulacion mediante ensayos de inmunofluorescencia. En el modelo celular
inducible con el transgen ATXN7-Q64, posterior al tratamiento con cloroquina junto con
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la administracion de PLGA/PVA/PIx188/Rap o rapamicina, fue muy evidente la sefial
obtenida de activacion de autofagia por la sonda GFP-LC3-RFP-LC3AG, en comparacion
con el sistema vacio. Esto verifica que tanto la rapamicina sola como el sistema
nanoacarreador pueden activar el sistema de autofagia con la finalidad de disminuir
agregados proteicos anormales (Figura 35).

Q64+ CQ

DMEM PLGA/PVA/PIx188  PLGA/PVA/PIx188/Rap Rapamicina
DOX - + + +

Figura 35. Induccion de autofagia. Pretratamiento con cloroquina en las células con el transgen ATXN7-

Q64 y su posterior tratamiento con PLGA/PVA/PIx188/Rap o rapamicina resultd en la recuperacion del

sistema de autofagia previamente inhibido con cloroquina. Se utiliz6 la sonda GFP/LC3/RFP/(LC3AG),
la cual libera la proteina GFP en presencia de autofagia. Se realiz6 una co-tincion con faloidina (Ph).

22.1.2 Eliminacion de agregados proteicos

En la Figura 36A se muestra el tratamiento en el modelo celular inducible con 64Q.
Después del tratamiento con el sistema nanoacarreador vacio (PLGA/PVA/PIx188) se
observan agregados proteicos nucleares. Por otro lado, claramente se ve que después del
tratamiento con PLGA/PVA/PIx188/Rap, disminuyen significativamente los agregados
de ataxina-7. De manera interesante, la rapamicina sola presenta también la eliminacién
los agregados de ataxina-7, sin embargo, practicamente en todos los campos analizados,
las células presentaron micronucleos y nucleos deformes posiblemente como efecto
toxico de la rapamicina. Asi mismo, las células tratadas con rapamicina presentaron
mayores niveles de citotoxicidad (datos no mostrados).

La Figura 36B representa la cuantificacién de los agregados proteicos de ataxina-7. El
modelo celular tratado con PLGA/PVA/PIx188/Rap tiene mas del 50 % de células con
menos de 5 agregados cada una y alrededor de un 20 % de células entre 6 y 10 agregados
cada una. De manera importante, las células que cuentan con mas de 11 agregados por
célula son minimas.
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Figura 36. Eliminacion de agregados proteicos en modelo celular inducible con la mutacion ATXN7-Q64.
A) Modelo celular inducido con 1 pg/mL durante 24 h y su tratamiento con PLGA/PVA/P1x188,
PLGA/PVA/PIX188/Rap o rapamicina durante 24 h; B) Cuantificacién de los agregados proteicos en las
células después del tratamiento con el nanoacarreador.

22.1.3 Recuperacion de la forma activa de caspasa-9 después del tratamiento con el
nanoacarreador

El modelo celular con el transgen ATXN7-Q64 fue tratado con PLGA/PVA/PIx188 o
PLGA/PVA/PIx188/Rap. Después del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188 se observo
ligeramente la presencia de caspasa-9, mientras que después del tratamiento con
PLGA/PVA/PIx188/Rap, no se observo su activacion, mostrando una recuperacion de los
mecanismos de muerte celular programada, concluyendo que el tratamiento logré
disminuir la muerte celular por apoptosis ocasionada por la mutacion (Figura 37A). En la
Figura 37B se realizaron las mismas condiciones de tratamiento, pero en ninguna
condicion se observo caspasa-3 activada, por lo que después del tratamiento, las células
bajo ninguna condicidn se encontraban en el proceso de apoptosis tardia, con excepcion
del control positivo que fue tratado previamente con estaurosporina.
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Figura 37. Tratamiento del modelo celular con el transgen ATXN7-Q64. El tratamiento se realiz6 durante
72 h con PLGA/PVA/PIx188 0 PLGA/PVA/PIX188/Rap. Los signos (-) y (+) indican si hubo induccion o
no con doxiciclina. La induccion con doxiciclina se realiz6 durante 72 h. A) Caspasa-9; B) Caspasa-3.
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VIII. DISCUSION

El uso experimental de nanotransportadores para la administracion de farmacos ha
aumentado en los Gltimos afos, debido a que es posible proteger un farmaco para que no
sea metabolizado, aumente su tiempo de vida media e incluso, pueda actuar como un
sistema de liberacion controlada y/o tejido especifico, logrando disminuir los efectos
secundarios. Por esto, la aparicion de la nanotecnologia farmacéutica ha sido de gran
importancia. El tamafio nanométrico del transportador, la solubilizacién del farmaco, el
aumento en la eficiencia en la encapsulacion del farmaco y su internalizacion en las
células, la liberacion controlada, asi como la proteccion del farmaco del microambiente,
son algunas de las tantas ventajas de este medio innovador de administracion de farmacos
[79]. Ademas, el escape del sistema reticuloendotelial (RES) permite una mejor
administracion de los farmacos evitando ser opsonizado, y con ello, evitar su endocitosis
por el sistema inmunoldgico (Capitulo 8 de [117]).

22. El reto de la elaboracion de los nanoacarreadores

La metodologia seleccionada para la elaboracion de los nanoacarreadores poliméricos fue
emulsificacion-difusién. Este método tiene la ventaja de que usa infraestructura de facil
acceso, es eficiente, versatil, altamente reproducible y es de facil escalamiento. La
distribucion del tamafio obtenido es estrecha y tiene un minimo estrés fisico al no requerir
altas temperaturas [118,119]. Ademas, los solventes que se utilizan no son tdxicos a
diferencia de otros métodos como el método emulsificacion-evaporacion, el cual usa
disolventes organicos potencialmente toxicos como cloroformo [120] o diclorometano
[121]. Existen otras metodologias como nanoprecipitacion, en la cual se precipitan los
nanoacarreadores mediante una gota que se va dejando caer en la solucion, pero su
desventaja es que tiene una baja eficiencia en la formacion de estos nanoacarreadores y
baja eficiencia de entrampamiento del farmaco [122].

Los excipientes que fueron utilizados para la elaboracion de los nanoacarreadores fueron
seleccionados debido a que se ha demostrado que son materiales inocuos y
biodegradables, incluso todos los excipientes estan aceptados por la Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de los Estados Unidos de América. EI PLGA es un
polimero sintético altamente utilizado en el area médica, el cual esta formado por la
polimerizacion del cido lactico con el acido glicolico mediante enlaces éster. Su alta
biocompatibilidad se debe a los productos obtenidos por la hidrdlisis, acido lactico y acido
glicolico, los cuales son convertidos en metabolitos o eliminados a través del ciclo de
Krebs sin alterar la viabilidad celular [97,123]. EI PVA es generalmente seleccionado por
excelencia para la obtencion de un tamafio nanométrico y homogéneo de los
nanoacarreadores, por lo que el sistema base nanoparticulado lo hace susceptible a la
manufactura de estas entidades con una posibilidad de ser utilizado en sistemas bioldgicos
[98].

Por otro lado, se selecciono el farmaco modelo “rapamicina” con capacidad de inducir el
sistema de autofagia, con la finalidad de eliminar agregados proteicos presentes en
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y algunas ataxias
espinocerebelosas (SCAS). El efecto de este farmaco ha sido ampliamente documentado
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en estudios in vitro degradando agregados proteicos anormales. Sin embargo, las
caracteristicas fisicoquimicas de este fArmaco hidrofébico han limitado su uso a nivel
sistémico, por lo que su biodisponibilidad es limitada [90,124-127].

Como se observo en la primera fase del proyecto, se desarrollaron nanoacarreadores
basados en estos polimeros y se determind que si se podian estructurar condiciones
fisicoquimicas compatibles para su uso en un sistema in vivo. Las micrografias de las
formulaciones PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap demostraron tener una superficie lisa y
esférica (Figura 13), lo cual es adecuado porque con estas caracteristicas son propensos a
fluir y no haya riesgo de que se aglomeren, ademé&s de tener una menor superficie de
contacto, lo que disminuye su union a proteinas plasmaticas [78,91].

Como se observaen la Tabla 3, el tamafio de los nanoacarreadores se encuentra por debajo
de los 250 nm, dicha evaluacion realizada a través de DLS, lo que nos proporciona el
tamafio hidrodinamico con alta sensibilidad, el cual considera el revestimiento del
estabilizante en el solvente (en este caso el agua) de la formulacion [128]. El tamafio en
particular es de gran relevancia, ya que se ha demostrado que, en conjunto con su
morfologia y estructura, esta formulacion es adecuada para el transporte de farmacos
[129,130]. Sathya y col. probaron en el 2020 una formulacién de PLGA con un tamafio
de 177 + 5.9 nm que transportaba el farmaco fitol, la cual al ser administrada a ratas
Wistar través de la comida, logro atravesar la BHE y disminuir los efectos toxicos sin
necesidad de estar previamente funcionalizada.

Adicionalmente, se ha descrito que nanoacarreadores menores a 300nm logran llegar al
SNC, ademas de tener una amplia movilidad via torrente sanguineo a través de capilares
de bajo calibre, lo que elimina la probabilidad de formar trombos en los conductos
sanguineos [93,131].

Por otro lado, la técnica DLS usa el movimiento browniano de las particulas para
determinar su tamafio en funcion de la velocidad a la que se mueven, dando como
resultado una distribucién de tamafios de una poblacién de nanoacarreadores en
suspension, proporcionando un didmetro hidrodinamico promedio [132]. Conforme a
nuestros resultados, los tres sistemas nanoacarreadores disefiados presentaron valores
considerablemente menores que 0.1, indicando que la formulacién es altamente
homogénea, lo cual nos permite tener una mejor caracterizacion de la formulacién para
la liberacién del farmaco y en el mecanismo de internalizacion en la célula.

Finalmente, un potencial Z relativamente elevado es lo ideal para obtener una alta
estabilidad de la formulacién. El potencial Z es la carga total que una particula adquiere
en un medio particular y este depende de la quimica de la superficie y del dispersante.
Para dispersiones estabilizadas electrostaticamente, a mayor valor de potencial Z, mayor
estabilidad en la dispersion [133]. En el caso de las formulaciones aqui presentadas, el
PVA estabiliza la formulacion porque una fraccion del PVA permanece asociada al
nanoacarreador formando una red interconectada con el polimero en la interfase, por lo
que estabiliza a la formulacion de forma electrostatica [98].

Conforme a las caracteristicas analizadas en los sistemas, fue factible acoplar un farmaco
hidrofobico (rapamicina) mediante su encapsulacion. La eficiencia de entrampamiento
fue del 43.7 %, es decir que la concentracion equivalente de rapamicina fue de 9.4 ng
Rap/ug de nanoparticulas. Ademas, el perfil de liberacion de la rapamicina mostro una
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liberacion bifasica y prolongada que durdé hasta los 7 dias. Estas caracteristicas
determinaron que un sistema nanoacarreador basado en PLGA, puede transportar un
farmaco hidrofébico mediante una liberacion controlada, lo cual favorece la
biodisponibilidad y el efecto de éste.

23. Un método de esterilizacion confiable

Un sistema nanoacarreador tiene que cumplir con caracteristicas de un producto
farmacoldgico, por lo que un punto de preocupacién era determinar un método efectivo
de esterilizacion que no afecte las caracteristicas fisicoquimicas del producto y que pueda
ser de facil escalamiento, ya que los sistemas estan planteados para ser utilizados de
manera periférica en un sistema in vivo y para que sean dirigidos al SNC [134].

Las formulaciones con implicaciones médicas para su administracion in vivo requieren
condiciones de manufactura estériles [135]. Sin embargo, el ambiente estéril no siempre
es posible, por lo que el uso de métodos de esterilizacion seria la forma més eficaz cuando
se requiere un control mas riguroso de posibles contaminantes. Cabe destacar que de
acuerdo con la Farmacopea de Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés), las
formulaciones deben ser estériles, sin embargo, ain no hay suficiente investigacion sobre
diferentes condiciones y métodos de esterilizacion.

Existen diversos métodos de esterilizacion como los métodos quimicos, calor, filtracion
y energias ionizantes, pero es necesario investigar qué metodologia no afecta las
propiedades fisicoquimicas de los nanoacarreadores. Se sabe que los métodos de
esterilizacion mencionados son eficaces, pero pueden causar alteraciones en los
nanoacarreadores poliméricos [136,137]. En particular, la esterilizacion con calor,
radiacion y y filtracion han sido analizadas en nanoacarreadores poliméricos con
diferentes surfactantes en su superficie y como es de esperar, todos los métodos han
afectado alguna propiedad fisicoquimica (tamafio, PDI y/o potencial Z) de los
nanoacarreadores de una forma u otra excepto la filtracion. Sin embargo, la filtracion
requiere gque el tamafio de los nanoacarreadores sea menor que 200 nm y en fluidos no-
viscosos [138].

El tamafio obtenido en los nanoacarreadores formulados en este proyecto fueron mayores
que 200 nm. Incluso la formulacion PLGA/PVA/PIx188/Rap se encuentra en el limite de
esterilizacion por filtracion por tener una talla de 211.86 + 4.037 nm, por lo que existiria
el riesgo de que algunas particulas no logren atravesar el filtro por la distribucion de
tamafio y/o que se deformen.

Por lo tanto, se decidi6 analizar algunas alternativas como la radiacion y porque tiene la
capacidad para atravesar superficies y sin aumentar la temperatura en la muestra.
Nosotros propusimos el uso de 2 dosis diferentes, 5 kGy y 10 kGy, ya que a partir de
25kGy se han observado afectaciones como el aumento en el peso molecular de los
polimeros por la formacion de radicales y el entrecruzamiento entre las cadenas
poliméricas e incluso entre las cadenas de surfactante y polimero. Ademas, posterior a la
esterilizacion, se ha reportado que puede ser complicada la obtencion de una dispersion
homogénea y la liberacion del farmaco puede ser influenciado negativamente [139-141].
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Mientras tanto, existe evidencia reciente en el tratamiento de esterilizacion a través de
radiacion UV en sistemas de nanotubos y particulas metalicas, demostrando ser eficaz
para eliminar microorganismos y sin afectar las caracteristicas fisicoquimicas ni a la
corona proteica que recubre dichos nanoacarreadores [142,143]. Nosotros decidimos
utilizar 2 h como tiempo de exposicion con radiacion UV para evitar los posibles efectos
negativos ocasionados por la alta dosis de radiacion [144]. Cabe resaltar que la radiacion
UV es de facil acceso y escalamiento. Actualmente hay industrias de alimentos y
farmacéuticas donde la radiacion UV provee un método de esterilizacién seguro y
efectivo. Esta radiacion mata virus, bacterias, levaduras y hongos en cuestion de
segundos, por lo que puede extender el tiempo de almacenamiento y valor nutricional
[144].

Las formulaciones de PLGA/PVA y PLGA/PVA/Rap fueron minuciosamente
caracterizadas fisicoquimica y biolégicamente antes y después de la esterilizacién con
radiacion UV y radiacion y. Después de la esterilizacion del sistema PLGA/PVA con
radiacion UV, no se observaron cambios estadisticamente significativos en tamario, PDI
ni potencial Z (Tabla 3). En cambio, la radiacion y provoco ciertos efectos. Después de la
esterilizacion a 5 y 10 kGy, éste nanoacarreador sufri6 un cambio estadisticamente
significativo en el tamafio (209.6 + 1.95 nm y 217.0 + 1.96 nm, respectivamente) (Tabla
3) posiblemente debido a la escision de las cadenas del polimero ocasionada por la energia
a la que fue expuesta la formulacion [144]. Ademas, el indice de polidispersion se redujo
posiblemente por la misma escision de cadenas mencionada anteriormente (para mayor
detalle, el lector es dirigido a [144,145]. Por otro lado, el potencial Z se hizo mas negativo
después de la esterilizacion. Como el tamafio del nanoacarreador disminuyé después de
la radiacion posiblemente por efecto de escision de cadenas, al sufrir esta ruptura, la
medicion del potencial Z estd més cerca del nlcleo del nanoacarreador, donde los iones
estan méas concentrados [146], entonces al romper las cadenas del PVA, disminuye el
tamafio y aumenta la carga.

Aunque el nanosistema PLGA/PVA irradiado con radiaciéon y no mostré ninguna
modificacion quimica aparente después del analisis con FTIR, interesantemente a partir
del anélisis de TGA, se observd menor temperatura de degradacion que en los excipientes
(Figura 16 y [144]). Esto posiblemente fue debido a que el nanoacarreador posee una
mayor area de superficie por su tamafio nanométrico, haciéndolo més reactivo que los
excipientes.

Por dltimo, estudiamos el efecto bioldgico en células del SNC. El tratamiento con el
nanoacarreador esterilizado con radiacion y a 5 kGy y 10 kGy (200 pg/mL), provoco
cambios morfolégicos de las células. Se observo un incremento en el area celular y la
presencia de regiones menos densas, principalmente en el centro. Dicho efecto fue similar
al control de estrés celular tratado con H2O: (Figura 20) [144]. El efecto observado
después del tratamiento con el nanoacarreador esterilizado es comun en fibroblastos de
humano, los cuales después de ser expuestos a un microambiente con especies reactivas
de oxigeno, cambian su morfologia a una forma expandida, aplanada e irregular, lo que
causa un estado de senescencia celular [147,148]. Con estos resultados concluimos que a
pesar de que el efecto de la esterilizacion no fue observado en el analisis quimico, su
efecto toxico si se observa a nivel celular, generando alteraciones significativas a este
nivel.
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La misma evaluacion fisicoquimica se realizé en los nanoacarreadores funcionalizados
después de ser esterilizados con radiacion UV y y. En la Tabla 6 se mostraron los efectos
fisicos ocasionados después de la esterilizacion, concluyendo que no hubo cambios
significativos tras la radiacion UV. Mientras que después de la radiacion vy, se observaron
cambios significativos en el tamafio, PDI y potencial Z (resultados no mostrados).

Dado que la radiacion y provoco cambios fisicos en los nanoacarreadores y a su vez estos
nanoacarreadores provocaron cambios morfologicos en las celulas utilizadas, se
selecciono la radiacion UV por 2 h como técnica adecuada para lograr una completa
esterilizacion que no provoca ningun cambio significativo en el nanoacarreador ni en las
células (para mayor detalle consultar [144]. Ademaés, es una técnica conveniente por su
rapidez, accesibilidad y seguridad, cuyo funcionamiento es debido a que la radiacion
electromagnética con alta energia es absorbida por los acidos nucleicos de las células,
produciendo dimeros de timina que pueden matar o inactivar bacterias, virus y
protozoarios [149].

24. Estabilidad quimica de los componentes del nanosistema

El anélisis de FTIR de todas las formulaciones funcionalizadas mostré que todos los
excipientes tuvieron su espectro previamente reportado en la literatura. De manera
interesante, no todos los picos caracteristicos de rapamicina se observan en
PLGA/PVA/Ps80/Rap ni en PLGA/PVA/PIx188/Rap como 1714 cm?, con lo que
podemos concluir que el farmaco se encuentra en el interior de los nanoacarreadores
molecularmente disperso.

Ademas, el patron de PLGA/PVA/Ps80 unicamente se parece al de PLGA, lo cual pudiese
significar que el arreglo del PVA en PLGA/PVA/Ps80 y PLGA/PVA/Ps80/Rap es
diferente, sin embargo, el objetivo es que los nanoacarreadores funcionen como un
transportador de la rapamicina y que ésta se encuentre dispersa. Dado que no hay nuevos
picos formados en el FTIR, se concluye que la rapamicina no formé enlaces con el
nanoacarreador ni se cristalizd. En cambio, comparando los espectros entre
PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap, éstos son practicamente idénticos, por lo
que el principal componente del nanoacarreador es el PLGA.

Finalmente, se puede concluir que durante la elaboracion de los nanoacarreadores
funcionalizados, no hubo formacion de nuevos enlaces y que la rapamicina no interactué
quimicamente con los polimeros que conforman a las formulaciones. Una interaccion
deseable del farmaco con los nanoacarreadores es la formada mediante enlaces tipo Van
der Waals debido a su debilidad. Esta encapsulacion de la rapamicina es benéfica debido
a la proteccion del farmaco de una posible degradacion.

Para las formulaciones funcionalizadas, en comparacion con los excipientes, la
temperatura de degradacion de las formulaciones fue menor (Figura 24). Esto ocurri6
posiblemente porque el nanoacarreador, al tener un tamafio nanométrico, presentan una
mayor superficie de contacto y por lo tanto tienen una mayor reactividad que los
componentes puros. Entonces, la transmisién de calor es mas eficiente en los
nanoacarreadores, degradandose antes.
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Por otro lado, en los termogramas de las formulaciones funcionalizadas, no presentaron
cambios en sus temperaturas de fusion ni temperaturas de transicion vitrea antes y despues
de la incorporacion de la rapamicina, indicando una encapsulacion exitosa y
entrampamiento homogeneo del farmaco en estado amorfo, lo cual refuerza los resultados
observados en FTIR [158]. Dado que la temperatura de fusion de la rapamicina es mas
alta que la del PLGA, la rapamicina cristalina podria disolverse en el PLGA fundido
durante el anélisis de DSC y, por lo tanto, cambiar a una forma amorfa [159].

25. Estabilidad del sistema y vida de anaquel

La estabilidad se realiz6 siguiendo la NOM-073-SSA1-2005 sobre la estabilidad de
farmacos y medicamentos, en la cual se pide el anélisis de la estabilidad de la forma
farmacéutica en las condiciones en las que se recomienda su almacenamiento y bajo
condiciones aceleradas.

Los nanoacarreadores funcionalizados y almacenados a 4 °C mantuvieron su estabilidad
hasta las 12 semanas (Tabla 7). Las formulaciones almacenadas a temperatura ambiente
(condicion acelerada) mantuvieron su tamafio estable hasta por 8 semanas (Tabla 7), pero
dichos cambios aun no son estadisticamente significativos.

La disminucion en el tamafio que se observa en todas las condiciones podria estar
relacionado a la degradacion esperada de los nanoacarreadores, con lo que se empieza a
liberar el farmaco. Asi, cuando la formulacion es hidratada, el agua induce el
hinchamiento del polimero, seguido de la hidrolisis y finalmente provoca la erosion del
nanoacarreador [160]. Tal como se esperaba, las formulaciones almacenadas a
temperatura ambiente sufrieron un cambio en el tamafio mas rapido que aquellas
almacenadas a 4 °C. Esto ocurri6 porque a condiciones aceleradas de almacenamiento, es
decir que, a una mayor temperatura, la reaccion de hidrolisis esta acelerada [161].

El potencial Z también disminuyé en ambas formulaciones durante el tiempo en
dispersion, pero con la condicién acelerada la disminucién fue mayor. La disminucién
del potencial Z posiblemente ocurri6 por la desorcién y/o ruptura de las cadenas de los
surfactantes de cada formulacion ocasionada por la hidrolisis.

Los surfactantes utilizados en este trabajo (PVA, Ps80 y PIx188) no tienen carga, es decir
que son no ionicos [98]. Se ha sugerido que el pH en el microambiente lleva a una catalisis
aciday béasica del PLGA [161], por lo que es posible que aparte de la ruptura y/o desorcién
de las cadenas de los surfactantes por la hidrélisis durante el ensayo de estabilidad de las
formulaciones en dispersion, el potencial Z haya disminuido por el cambio en el pH del
microambiente.

Los mecanismos que afectan la estabilidad de la dispersion son la repulsion electrostatica
y repulsion estérica. Ante esta premisa, es importante mencionar que todos los sistemas
elaborados se mantienen en liofilizacion, es decir que de esa forma se mantienen en
anaquel, por lo que son altamente estables y no hay presencia de hidrolisis. Cuando estas
formulaciones son hidratadas, son estables por lo menos las primeras 8 semanas, siendo
un tiempo de estabilidad adecuado [162].
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26. Liberacion del farmaco

La liberacion del farmaco en todas las formulaciones ocurrié en 2 fases, primero una
liberacion aumentada (“burst effect”) para luego mantener una liberacion controlada y
sostenida. En cuanto a PLGA/PVA/Ps80/Rap, el “burst effect” de rapamicina ocurrid
aproximadamente las primeras 4 horas, tiempo en el que se habia liberado el 29.01 % de
la rapamicina y a las 72 h el 50.64 % (Figura 26). En esta formulacion se alcanzé muy
rapido la meseta de la liberacion del farmaco y apenas a las 200 h se habia alcanzado casi
el 60 %, pero después de ese tiempo, ya no se observo liberacion (datos no mostrados).

Esto ocurrié posiblemente porque los nanoacarreadores se adsorbieron a la bolsa de
microdialisis, evitando que se liberara todo el contenido de la bolsa. Lo anterior
mencionado ya se ha reportado en la literatura. Venkateswarlu y col., elaboraron
nanoacarreadores lipidicos solidos con diferentes triglicéridos, lecitina de soya, PIx188 y
el modificador de carga estearilamina para encapsular el farmaco lipofilico clozapina.
Con la liberacion in vitro, ellos reportaron la retencién de nanoacarreadores en la
membrana de dialisis, aunque aun asi reportaron una liberacion del farmaco de hasta
27.83-50.91 % después de 48 h [163].

Por otro lado, Lu y col. usaron nanoacarreadores de PLGA para la liberacion del farmaco
paclitaxel. La liberacién alcanzada después de 2 h fue del 66.9 % y la liberacion
acumulada alcanzé el ~80 % a las 50 h. Para disminuir el “burst effect”, agregaron
quitosan a la formulacion, cambiando el potencial Z de -20.8 + 1.1 mV a 25.6 + 0.6 mV,
con lo cual disminuyeron el “burst effect” a 14.3 % a las 2 h [164].

Es posible que en nuestra formulacion PLGA/PVA/Ps80/Rap, el surfactante Ps80 de
alguna forma se haya unido a la rapamicinay que por eso no hayamos podido cuantificarla
por completo durante su liberacién. En caso de que esa haya sido la situacion, eso seria
contraproducente para el objetivo de usar esa formulacion como nanoacarreador, ya que
podria ser que no permita la actividad de la rapamicina por estar unida al Ps80.
Previamente, se ha reportado que el recubrimiento de nanoacarreadores con 1 % de Ps80
disminuye la liberacion del farmaco de los nanotransportadores [157].

Finalmente, la formulacion PLGA/PVA/PIx188/Rap present6 una liberacién aumentada
las primeras 7 h, donde se liberd el 47.46 % y hasta las 160 h se alcanzé una liberacién
casi del 90 % (Figura 26). La adsorcién del farmaco a la bolsa de microdialisis podria
explicar en parte por qué no se logro cuantificar el 100 % del farmaco.

La EE de cada formulacién es muy importante, ya que, a mayor cantidad de farmaco
entrampado, menor cantidad de nanoacarreador sera utilizado y menor riesgo de
citotoxicidad. Para la formulacion PLGA/PVA/Rap, hubo una EE del 43.7 %, pero al
funcionalizar la formulacién con Ps80, la EE disminuyd hasta un 34.7 %. Dicha
disminucion en el entrampamiento del farmaco tambiéen fue reportada por Wilson y col.,
donde tras recubrir los nanoacarreadores con 1 % de Ps80, se redujo ligeramente la carga
del farmaco, argumentando que esta disminucion en la carga del farmaco pudo deberse al
escape del farmaco en el medio durante el proceso de recubrimiento [157].

PLGA/PVA/PIx188/Rap presento una EE muy similar a lade PLGA/PVA (43.64 %), por
lo que el P1x188 parece no tener interferencia al momento de la encapsulacion del farmaco
durante la formacion del nanoacarreador. Es conveniente que la carga del farmaco dentro
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de cualquier transportador sea alta para minimizar la cantidad del sistema de entrega
usado por mililitro de solvente. Aqui, PLGA/PVA/PIx188/Rap demostrd tener una
capacidad de carga de farmaco mayor que PLGA/PVA/Ps80/Rap (Figura 26).

Después de analizar los perfiles de liberacion, las 3 formulaciones se ajustaron al modelo
matematico sobre liberacion de farmacos de Korsmeyer-Peppas. Este modelo matematico
generalmente es el que explica la liberacion de las formulaciones de nanoacarreadores
poliméricos y/o cuando hay més de un fenémeno de liberacion involucrado [162,165]. El
coeficiente “n” de la ecuacion nos dice si la liberacion sigue la ley de Fick, es decir que
estd gobernada por la difusion del farmaco (n<0.5), que sigue la Ley de Fick pero que
estd gobernada por la difusién y el hinchamiento del polimero (0.5 < n < 1), o que el
mecanismo no sigue la Ley de Fick (n =1).

En todos los casos, el coeficiente n (Tabla 5, Figura 27) mostr6 que la liberacion de la
rapamicina de las 3 formulaciones esta gobernada Unicamente por la difusion del farmaco.
Brevemente, al ser hidratadas las formulaciones, el agua puede entrar al nanoacarreador
haciendo que el PLGA se hinche e inicie su hidrdlisis, durante lo cual la rapamicina se va
difundiendo hacia el medio externo [166].

Sharma y col. elaboraron unos nanoacarreadores de PLGA para una administracion
intranasal de lorazepam. La mejor formulacion demostré tener un tamafio de 176 + 0.5
nmy DL de 83 + 0.5 %. La liberacidn de lorazepam se ajusté al modelo Korsmeyer-
Peppas, obteniendo un valor n menor a 0.5, sugiriendo que la liberacion de lorazepam
sigue la ley de Fick (difusion) [167]. De manera similar, Saqib y col. elaboraron unos
nanoacarreadores poliméricos de poli-g-caprolactona cargadas con anfotericina B. El
tamafo obtenido fue de 183 nm con EE del 85 %, cuya liberacion se ajusto al modelo de
Korsmeyer-Peppas, aunque en este caso, la liberacion del farmaco estuvo controlada por
transporte anémalo (no sigue la Ley de Fick) [168].

La ventaja de la liberacion lenta de los farmacos es para disminuir las veces de
administracion y para que haya menos efectos secundarios. En la actualidad hay interés
en disminuir el “burst effect” de los nanoacarreadores porque la liberacion inicial del
farmaco es mayor a la concentracién terapéutica recomendada y podria causar toxicidad
celular. Cuando el nanoacarreador del farmaco paclitaxel fue modificado con quitosan
para disminuir el “burst effect”, también lograron disminuir la citotoxicidad [164].

27. Un sistema nanoacarreador funcionalizado para la entrega
farmacoldgica en el SNC

El conocer que nuestro sistema nanoacarreador basado en PLGA/PVA puede ser viable
como un vehiculo farmacologico, asi como la implementacion sencilla de un método de
control de esterilizacion compatible con el sistema, nos llevo a tratar de estructurar un
vehiculo capaz de llegar al SNC. Dado que la accesibilidad al SNC esta ampliamente
limitada por la BHE, fue importante funcionalizar los sistemas nanoparticulados con la
finalidad de “enmascarar” al acarreador farmacoldgico para lograr atravesar hacia el
microambiente del cerebro.

Para esto, se seleccionaron los surfactantes no ionicos Ps80 y PIx188 para ser analizados
de manera independiente. Los surfactantes comdnmente son utilizados para reducir la
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tension superficial de la interfase entre la solucion organica que contiene al polimero y la
fase acuosa. Ademas, promueven la formacion de los nanoacarreadores y su
estabilizacion, mientras alteran la interaccion entre la nanoformulacion y las células
[150]. En este sentido, se ha demostrado que el Ps80 puede aumentar la acumulacion de
nanoacarreadores en el cerebro mediante la adsorcion de ApoB o ApoE al nanoacarreador
cuando se encuentra en el torrente sanguineo, por lo que, al llegar a la BHE, estos
nanoacarreadores son reconocidos por el receptor de LDL de las células endoteliales de
la BHE. Por lo tanto, los nanoacarreadores se internalizan hacia el cerebro mediante
endocitosis dependiente de receptor [109]. Mientras tanto, el PIx188 tiene la capacidad
de inhibir la proteina de eflujo P-gp para permanecer dentro de la célula [151]. En general,
la presencia de surfactantes no i6nicos permite un decremento en el deposito de proteinas
en la superficie, incrementando el tiempo de circulacion [98].

El transporte de farmacos a través de la BHE involucra diferentes rutas, por lo que el
disefio de nanotransportadores recubiertos con diferentes surfactantes les confiere la
habilidad de atravesar la BHE usando el transporte activo o pasivo. Debido a que el
transporte pasivo no requiere ligandos especificos, sino el efecto de mayor permeabilidad
y retencion (efecto EPR, por sus siglas en inglés), ademas de los parametros criticos que
son tamafo, potencial Z y tiempo de vida en la circulacion sanguinea, los cuales pueden
ser modulados mediante el recubrimiento con polimeros hidrofilicos, en el presente
trabajo, se decidié favorecer el transporte activo, ya que facilita la captacion de los
nanoacarreadores por las propias células, de manera mas sensible y especifica.

El transporte activo esta clasificado en 3 subcategorias: transcitosis mediada por
transportador, la mediada por adsorcion y la mediada por receptor [152]. La transcitosis
mediada por transportador implica el transporte de un sustrato selectivo, en la que se lleva
a cabo la internalizacion de pequefias biomoléculas hacia el cerebro. La transcitosis
mediada por adsorcién es un proceso no especifico que involucra la interaccion de
péptidos o proteinas con carga positiva y microdominios con carga negativa en la
membrana de células endoteliales cerebrales. La transcitosis mediada por receptor es un
transportador altamente selectivo y especifico relacionado con la unién entre ligandos
blanco y receptores expresados en las células endoteliales cerebrales [153,154].

El transporte activo mediado por receptor se basa en el uso de los receptores de
transferrina con el ligando lactoferrina o transferrina, receptor LDL con el ligando LDL
0 ApoE vy el receptor de glutation con el ligando glutation. Este mecanismo, que es el que
seleccionamos, es el mas prometedor para el transporte de farmacos hacia el cerebro [44].

Kreuter y col. fueron de los pioneros en utilizar el Ps80 como surfactante para recubrir el
nanoacarreador PBCA cargado con los farmacos dalargina o loperamida. Después de la
administracion via sanguinea, estos nanoacarreadores adsorben las Apo B y E, por lo que
son capaces de atravesar la BHE al imitar a las lipoproteinas, las cuales pueden ingresar
a las celulas endoteliales de los capilares cerebrales mediante endocitosis via receptor
[109]. Bajo esta evidencia, el mecanismo de internalizacion de los surfactantes utilizados
en el presente estudio es mediante transporte activo.

Un punto importante para considerar antes de utilizar un nanoacarreador farmacologico
hacia el SNC son sus caracteristicas fisicoquimicas. Los nanoacarreadores
funcionalizados, a diferencia de PLGA/PVA, al incorporarles el farmaco en la
formulacion, el tamafio aumenté de 201.96 + 1.343 nm a 231.5 + 2.967 nm en
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PLGA/PVA/Ps80 (Tabla 6). EI aumento en el tamafio después de cargar el farmaco no
ocurre en todas las formulaciones y no necesariamente esta relacionado con la carga del
farmaco. Sathya y col. elaboraron unos nanotransportadores de PLGA usando como
surfactante al PVA vy fitol como farmaco. El nanotransportador con farmaco tuvo un
tamafio de 177 + 5.9 nm, mientras que la formulacion sin farmaco fue considerablemente
mas pequefia con 91.1 + 1.9 nm. En este ejemplo hay que considerar que para el gran
aumento en el tamafio pudo deberse a la eficiencia de entrampamiento, la cual mencionan
que fue del 92.14 + 0.29 % [121].

De manera interesante para el nanoacarreador PLGA/PVA/PIx188, el tamafio obtenido
antes y después de incorporar el farmaco se mantuvo estable (212.73 + 4.87 nm contra
211.86 + 4.037 nm, respectivamente) (Tabla 6). El tamafio ideal para un nanoacarreador
depende de la aplicacion y la capacidad de carga de farmaco deseada. En general, los
nanotransportadores deberian tener un tamafio menor a 400 nm para prevenir el
reconocimiento de RES y su posterior eliminacion por el sistema inmune. Ademas, su
tamafo determina su distribucién in vivo. Por ejemplo, en el caso de cancer, su tamafio
deberia ser idealmente menor a 100 nm para beneficiarse del efecto mejorado de
permeabilidad y retencion para la extravasacion en tumores, en cambio, para
enfermedades neurodegenerativas, el uso de nanotransportadores con un tamafio
alrededor de 200 nm hace que haya una disminucién en la carga del farmaco, requiriendo
mayor cantidad del nanotransportador para alcanzar una eficacia terapéutica, lo cual no
seria deseable. En un articulo de Utreja y col., en el 2020, hicieron una revision
bibliografica sobre los nanoacarreadores en medicina y sus diferentes usos. En ese
articulo se pueden apreciar los diversos tamafios de los nanoacarreadores segun su
aplicacion deseada [98,131].

Las formulaciones funcionalizadas presentaron un potencial Z similar al de PLGA/PVA
y ademas no hubo cambio en dicha carga al incorporar el farmaco (Tabla 6). Por lo tanto,
los nanoacarreadores funcionalizados tienen todas las caracteristicas fisicas necesarias
para tener buena estabilidad, en especial en dispersion [144,155,156].

Cabe destacar que la presencia de los surfactantes, Ps80 y PIx188, podrian “ocultar” la
carga negativa de los nanoacarreadores, ya que las cadenas de los surfactantes parecen
cubrir la superficie de estas formulaciones, por lo que el potencial Z real podria ser mayor.
Aunado a lo anterior mencionado, en el caso del PIx188, éste no solo provee una
estabilidad electrostatica, como ocurre con las formulaciones con potencial Z de
moderado a alto, sino que la repulsion estérica también funciona para la estabilidad de los
nanoacarreadores, donde el PIx188 actia como un resorte alejando a los nanoacarreadores
cercanos [91]. La ventaja de la estabilidad por repulsion estérica es que no se ve afectada
con el pH del medio de dispersion como con la estabilidad electrostatica, donde algunas
moléculas pueden cambiar incluso su carga de positivo a negativo [157].

Con esto podemos concluir que las formulaciones PLGA/PVA/PIX188 vy
PLGA/PVA/PIx188/Rap son doblemente estables por la carga y la repulsion estérica.
Ademas, el tamafio y potencial Z obtenido en las formulaciones funcionalizadas con Ps80
0 PIx188 son adecuados como nanotransportador para el SNC y sin que provoquen
neurotoxicidad.

73



28. Internalizacion del sistema funcionalizado en SNC

La formulacion PLGA/PVA/C6 (Figura 19) logré internalizar en mayor medida a las
células MIO-M1 que la C6 sola, lo cual significa que estos nanoacarreadores son
eficientes para internalizar a las células y ser usadas como nanotransportadores. Asi
mismo, las formulaciones funcionalizadas fueron analizadas en las lineas celulares MI1O-
M1y SH-SY5Y por ser células de origen glial y neuronal, respectivamente.

La formulacion PLGA/PVA/Ps80/C6 internalizé de igual manera a las células MIO-M1
que C6, pero se observd una mayor internalizacion en las células SH-SY5Y que C6,
comprobando su eficacia como nanoacarreador (Figura 28). Esta formulacion internalizo
méas en las células SH-SY5Y posiblemente porque esta formulacion presentdé una
liberacion de explosion alta, en la que las primeras 5 horas de liberacién, alcanzo a liberar
mas del 30 % del farmaco.

En el caso de PLGA/PVA/PIx188/C6 se observd una internalizacion similar entre la
formulacién y C6 libre en las células MIO-M1, pero claramente hubo una mayor
internalizacion en las células SH-SY5Y usando el nanoacarreador (Figura 28).

Finalmente, cabe resaltar que el polimero base de PLGA ya dentro del SNC, puede
favorecer la internalizacion celular via clatrina dependiente, lo que facilita la pinocitosis
en este tejido, ya que las células cerebrales solo presentan vias de internalizacion clatrina-
dependiente [169].

29. Los sistemas nanoacarreadores mostraron una baja citotoxicidad
29.1 Efecto de los nanoacarreadores en la morfologia de las células

La formulacibn PLGA/PVA/Ps80/Rap a 150 pg/mL presentd un ligero cambio
morfoldgico en las células MIO-M1 ocasionado posiblemente por la alta concentracion
de rapamicina, ya que la concentracion de 30 pug/mL corresponde a la concentracién
terapéutica de la rapamicina (Figura 29).

Existen antecedentes sobre cambios morfologicos ocasionados por la rapamicina.
Romero y col. observaron que el tratamiento con 109 nM de rapamicina en el hongo
Ustilago maydis no alterd su crecimiento, pero ocasion6 un mayor tamafio y modificé la
morfologia celular, caracterizada por la presencia de estructuras celulares con varios
septos y nucleos. Esto sugiere que la rapamicina tiene un papel en la morfologia celular
y metabolismo lipidico en U. maydis mediante TORC1 [170].

Al igual que Aguilar y col. y que PLGA/PVA/Ps80/Rap, después del tratamiento con
PLGA/PVA/PIx188/Rap a una concentracion de 150 pg/mL, se observa un ligero cambio
morfolégico en las células MIO-M1 en comparacion con las células tratadas con
PLGA/PVA/PIx188 (Figura 29). Este efecto también es probable que haya ocurrido por
efecto de la rapamicina. En este sentido, se ha reportado que fuertes inductores de
autofagia tambien activan la nucleofagia, por lo que se empiezan a degradar componentes
importantes de la envoltura nuclear como la ldamina B1, produciendo un efecto toxico
[171].
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A pesar de los cambios morfoldgicos que fueron observados después de poner tratamiento
a alta concentracion, éstos fueron muy ligeros. En cambio, en el control positivo con
estaurosporina, los cambios morfoldgicos observados fueron més parecidos a los
ocurridos durante un proceso apoptotico como disminucion en el tamafio, fragmentacién
nuclear y desprendimiento de las células del cubreobjeto.

Por lo tanto, basandonos en que hubo ausencia de estos indicadores apoptéticos en las
celulas tratadas con estas formulaciones, nuestros resultados sugieren un bajo potencial
de toxicidad para las lineas celulares utilizadas.

29.2 Efecto de los nanoacarreadores sobre la viabilidad celular

El tratamiento con PLGA/PVA no mostro disminucion en la viabilidad celular, con y sin
farmaco, en ambas lineas celulares (Figura 21). En cambio, después del tratamiento con
PLGA/PVA/Ps80, ocasiono una reduccion en la viabilidad celular a altas concentraciones
y PLGA/PVA/Ps80/Rap no causé toxicidad en las células MIO-M1. Ademas, ningln
tratamiento en las células SH-SY5Y provocé disminucion en la viabilidad celular (Figura
30). Esto posiblemente ocurri6 a causa del surfactante Ps80. Se ha reportado que algunos
estabilizantes o surfactantes utilizados en la elaboracion de nanoacarreadores poliméricos
pueden ocasionar cierto grado de toxicidad [172]. Sin embargo, el Ps80 es un surfactante
que ha sido ampliamente estudiado y es probable que estos nanoacarreadores no
ocasionen toxicidad cuando sean aplicadas a concentraciones terapeuticas.

Después del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188, se observd cierto grado de
citotoxicidad con comportamiento dosis-dependiente en las células MIO-M1 (Figura
30E), pero dicho fendmeno esta ausente en PLGA/PVA/PIx188/Rap (Figura 30F). Estos
resultados posiblemente se deban a la presencia del surfactante PIx188 y que cuando se
usa el nanoacarreador con rapamicina, éste ayude a mejorar la viabilidad celular, aunque
hacen falta mas estudios antes de realizar cualquier conclusion. En cambio, en las células
SH-SY5Y se observd una disminucion en la viabilidad celular estadisticamente
significativa al comparar el tratamiento con PLGA/PVA/PIx188 durante 24 h'y 72 h,
posiblemente por consecuencia de la hidrolisis del nanoacarreador y por acidificacion del
medio de cultivo. De manera importante, el tratamiento de las células SH-SY5Y con
PLGA/PVA/PIx188/Rap no afectd de manera estadisticamente significativa la viabilidad
celular después del tratamiento por 72 h (Figura 30H), por lo que la administracién de la
rapamicina mediante este nanoacarreador no parece ser toxica.

29.3 Efecto de los nanoacarreadores sobre la apoptosis

La ausencia de apoptosis analizada mediante la marca de Anexina V se muestra en la
Tabla 8. Grabowski y col. usaron nanoacarreadores de PLGA de ~200 nm vy diferentes
estabilizantes (PVA, PIx188 y quitosan) en macréfagos THP-1 de humano. Ellos
observaron que a concentraciones terapéuticas (hasta 0.1 mg/mL) no hubo toxicidad con
excepcion de los nanoacarreadores con quitosan [172]. Aqui podemos observar que
PLGA/PVA/PIx188 y PLGA/PVA/PIx188/Rap son totalmente inocuas hasta 150 pg/mL
en las células MIO-M1, cuyo resultado es consistente con la literatura previamente
reportada.
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De manera adicional al ensayo de anexina V, se busco la presencia de caspasa-3 y
caspasa-9 activada en las células M1O-M1 tratadas con las formulaciones funcionalizadas
durante 72 h (Figura 31), debido a que se han reportado diversos nanoacarreadores
(metélicos, poliméricos, lipidicos, dendrimeros, basadas en proteinas, entre otras) que
podrian ocasionar algun tipo de toxicidad. Los nanoacarreadores podrian provocar la
generacion de ROS, podrian dafar fisicamente la membrana plasmatica causando ruptura
en la membrana o unirse a proteinas de membrana como NADPH oxidasa, canales de
Ca2" y receptores de membrana, por lo que pueden inducir una sefializacion oxidativa
mediante el incremento de los niveles de Ca?* intracelular y activacion de cascadas de
segundos mensajeros [173].

De manera exitosa, logramos corroborar la ausencia de apoptosis en las células MIO-M1
después del tratamiento con los nanoacarreadores funcionalizados.

30. Validacion Terapéutica

Para la validacion terapéutica, la formulacion PLGA/PVA/Ps80/Rap fue descartada
porque no cumplié con nuestros requerimientos buscados para el ensayo de efectividad
terapéutica. La formulacion PLGA/PVA/PIx188/Rap tuvo una mayor EE y ademas se
pudo cuantificar casi el 100 % de la rapamicina liberada, la cual ocurrié aproximadamente
a los 4 dias. La liberacion del farmaco de PLGA/PVA/PIx188/Rap se analizé también en
la region inicial, es decir en la zona del “burst effect” (Figura 27B). Dicha region se ajusto
mejor al orden cero, es decir que la liberacién inicial es independiente de la concentracion,
pero si es dependiente del tiempo. Este dato puede ser importante, ya que significa que
aungue tengamos una concentraciéon muy alta o baja de rapamicina en un inicio, la
liberacion seré dependiente del tiempo y pasado el efecto de explosion, la liberacion sera
prolongada (que el farmaco se libera en un tiempo diferente del administrado), sostenida
(que controla la liberacidn pero sin controlar la concentracion del farmaco), controlada
(que mantiene la concentracién en plasma constantes y predecibles) y Unicamente
dependiente de la difusion de la rapamicina.

30.1 Validacion del modelo celular inducible MIO-M1

Para este proyecto, nosotros seleccionamos un modelo celular inducible en lugar de uno
estable debido a que la proteina con la mutacion es altamente toxica para la célula, por lo
que en un modelo estable seria mas complicada su evaluacion por tener un mayor nimero
de variables a considerar. Con el modelo celular inducible con el sistema Tet-On, se pudo
reproducir exitosamente la formacion de agregados proteicos de ataxina-7, considerados
la principal causa patogenica de la enfermedad, asi como la toxicidad ocasionada por los
mismos agregados proteicos.

El sistema Tet-On permite la modulacion del gen de interés mediante la administracion
de tetraciclinas (doxiciclina). Es por eso que es un sistema altamente confiable que ayuda
a reproducir las enfermedades de manera méas especifica. Ademas, como el sistema
regulador permite la activacion de la expresién génica mediante la adicion de la
doxiciclina, se puede usar el mismo modelo como control negativo, disminuyendo el
fondo ocasionado por el uso de diferentes células. Ademas, es una ventaja que para
reproducir los marcadores descritos en la enfermedad de SCA7, se requiera la adicion de
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doxiciclina, ya que de esta forma las células no estan en constante estres debido a la
presencia continua de doxiciclina, como es el caso del sistema Tet-Off [175].

La determinacion de la concentracion éptima de doxiciclina para iniciar la expresion del
transgen de ATXN7-Q10 o ATXN7-Q64 (Figura 32) sirvié para obtener la mayor cantidad
de agregados proteicos con la menor concentracion de doxiciclina. En la Figura 33 se
comprobo la presencia de estos agregados proteicos en la clona con el gen mutado y no
se observa sefial de la proteina ataxina-7 en ausencia de doxiciclina, con lo que se
corrobora que el modelo celular inducible funciona adecuadamente.

Ademas, en la Figura 34 se mostro que, a partir del modelo celular inducible, la clona con
el gen mutado presenta activacion de caspasa-3, indicador de apoptosis. Wang y col.,
usaron un modelo para la enfermedad de SCA7 que consistio en la expresion de ataxina-
7/Q75 en un cultivo neuronal primario de cerebelo. A los 6 dias de haber infectado las
células, se observd muerte neuronal ocasionada por la proteina mutante. Posteriormente,
se comprobd que la muerte ocurrié por apoptosis mediante la induccion de la formacion
de caspasa-3 y caspasa-9 sin activar a la caspasa-8, es decir que la apoptosis fue iniciada
por la sefializacién de la mitocondria mediante la liberacion de citocromo Cy Smac [68].

Con estos resultados podemos concluir que nuestro modelo logré reproducir exitosamente
la formacidn de agregados proteicos y la apoptosis que es ocasionada por la presencia de
la proteina mutante de ataxina-7.

30.2 Efecto del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188/Rap en el modelo celular inducible

El nanoacarreador PLGA/PVA/PIx188/Rap fue evaluado para conocer su potencial
terapéutico en la reversion del fenotipo del modelo in vitro. La sonda fluorescente GFP-
LC3-RFP-LC3AG es util para observar el flujo autofagico, la cual es escindida por las
proteasas enddgenas ATG4, por lo que GFP-LC3 es degradado mediante la autofagia
[176]. En la Figura 36 se muestra el tratamiento en el modelo celular inducible con el
transgen ATXN7-Q64. De manera inicial, se coloco un pretratamiento con cloroquina para
detener la autofagia [177] y se observa que tanto el tratamiento con
PLGA/PVA/PIx188/Rap como con rapamicina, aumentd considerablemente el flujo
autofagico a pesar de que éste habia sido inhibido con la cloroquina. De esta manera
comprobamos que el tratamiento con PLGA/PVA/PIx188/Rap aumenta la autofagia vy,
por lo tanto, mediante este mecanismo, se lograron eliminar los agregados proteicos de
ataxina-7 mutante (Figura 35).

Anteriormente ha sido reportado en la literatura que la mutacion de SCA7 provoca la
muerte de las células por apoptosis [61,178]. Dada la ausencia de caspasa-3 y caspasa-9
después del tratamiento con PLGA/PVA/PIx188/Rap, podemos concluir que la
eliminacién de los agregados proteicos por el tratamiento con rapamicina demostrada en
la Figura 35, ayud6 a disminuir la toxicidad ocasionada por dichos agregados,
disminuyendo la muerte celular.

Se ha sugerido y observado que la presencia de agregados proteicos dentro de las células
es citotoxica. Wang y col., en el 2005 usaron la proteina ataxina-7Q65 y la transfectaron
en un cultivo neuronal primario de cerebelo con adenovirus recombinante. Su hipotesis
inicial fue que, si la protedlisis especifica es requerida para la muerte neuronal inducida
por mATXN7, entonces debe de haber fragmentos de ataxina-Q75 en neuronas
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cerebelares. Sin embargo, tras 2 a 6 dias de transfeccion, el estudio revel6 que FL-
mMATXN7 también causa toxicidad y muerte neuronal en cerebelo [68].

Aqui es importante destacar que a pesar de que los nanoacarreadores con rapamicinay la
rapamicina sola ayudaron a disminuir los agregados proteicos, las células tratadas con la
rapamicina sola presentaron micronucleos y nucleos deformes (Figura 35A). Esto
posiblemente se deba a que, al ser un fuerte inductor de autofagia, también activa la
nucleofagia, degradando componentes importantes de la envoltura nuclear, produciendo
un efecto toxico. La rapamicina, aparte de inducir autofagia, la inactivacion de TORC1
desencadena la nucleofagia a través del eje Neml/Spo7- Pahl, que localiza
adecuadamente el componente de micronucleofagia Nvjl y el receptor de nucleofagia
[179]. Ademas, se ha sugerido que la falla en la nucleofagia puede ser la causa de gran
variedad de enfermedades con cuerpos de inclusion nucleares, en donde la acumulacion
de proteinas mutantes como huntingtina y ataxina causan la enfermedad de Huntington y
SCAs, respectivamente [171]. Esto nos sugiere que la concentracion terapéutica de
rapamicina necesaria para eliminar los agregados proteicos provocé cierto grado de estrés
celular, pero la rapamicina internalizada en un nanoacarreador deja de producir efectos
adversos en las células por la propiedad que tienen estos nanoacarreadores para la
liberacion lenta y prolongada del farmaco y, por ende, la activacion paulatina de los
sistemas de autofagia, lo que lo hace mucho maés eficaz.

La liberacion prolongada es un objetivo muy buscado en tecnologia farmacéutica por sus
diversas ventajas. Din y col., usaron una nueva via de administracion del farmaco
anticancerigeno irinotecan mediante una formulacion modificada a partir de
nanoacarreadores lipidicos solidos. Con esa nueva formulacién, lograron disminuir los
efectos secundarios ocasionados por el farmaco como pérdida de peso y dafio en la zona
de administracion, ademé&s de haber logrado una concentracion en plasma a un nivel
relativamente bajo hasta por 60 h en ratas [180]. Incluso hay estudios en los que buscan
disminuir el “burst effect” con la finalidad de que el efecto sea lo mas noble posible
mediante una liberacion lenta y sostenida [180-183]. El “burst effect” ocurre por el
farmaco que quedd entrampado cerca de la superficie de las particulas o por un pobre
entrampamiento, por lo que facilmente de difunde fuera del nanotransportador durante el
contacto inicial con el fluido bioldgico [181].

Con lo anterior mencionado comprobamos la importancia e interés del uso de los
nanoacarreadores como vehiculo para la administracion de farmacos. En el caso de
PLGA/PVA/PIx188/Rap, el “burst effect” de la rapamicina no afect6 la morfologia de las
células, sugiriendo que la concentracion liberada en las primeras horas no alcanzé
concentraciones toxicas o de estrés para la célula. Ademas, dado que pudimos eliminar
de manera significativa los agregados proteicos formados dentro del modelo celular
inducible, la formulacion de PLGA/PVA/PIx188/Rap es un potencial candidato como
tratamiento de la enfermedad de SCA7 en un modelo in vivo.

IX. CONCLUSIONES

A) Al terminar este trabajo podemos concluir que los nanoacarreadores elaborados
tienen las caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para ser probadas en un
modelo in vivo de la enfermedad de SCA?7.

78



B) Se determin6 un meétodo de esterilizacion eficaz de los nanoacarreadores
funcionalizados, el cual resulto ser eficiente en la eliminacion de microorganismos
viables, sin alterar las caracteristicas fisicoquimicas de los sistemas.

C) Los sistemas funcionalizados resultaron ser inocuos para modelos celulares de
SNC, tanto para células humanas neuronales como gliales.

D) Los sistemas funcionalizados tienen alta capacidad de entregar el farmaco modelo
en células de SNC.

E) La formulacion PLGA/PVA/PIx188/Rap fue probada de manera exitosa en un
modelo celular patoldgico de SCA7. Hasta el momento se comprobd que este
nanoacarreador protege y transporta la rapamicina de manera adecuada con el
tratamiento durante 24 h y es capaz de eliminar los agregados anormales de
ataxina-7 mutada mediante la activacion de la autofagia.

En resumen, dado que todos los genes alterados en las ataxias cerebelosas dominantes
parecen funcionalmente diferentes, pero operan en rutas compartidas incluyendo mal-
plegamiento proteico y agregacion, dafio en el sistema de control de calidad de proteinas,
desregulacién de la transcripcién génica, toxicidad de RNA y alteraciones en la
transmision sindptica, estos nanoacarreadores también podrian servir como un potencial
tratamiento contra otras SCAS.

X. PERSPECTIVAS

1. Valorar el efecto de la disminucion de la apoptosis en el modelo celular inducible
posterior a la administracion del sistema nanoacarreador farmacolégico.

2. Determinar si el sistema es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica
mediante el uso de un modelo de barrera hematoencefélica.

3. Evaluar el sistema PLGA/PVA/PIx188/Rap en el modelo murino knock in
(SCATHM0Q),

4. Determinar la via y forma farmacéutica de administracion del nanoacarreador en
un modelo in vivo.
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