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RESUMEN

El creciente uso de los nanotransportadores como vehiculos de administracion de farmacos
se explica porque mejoran el comportamiento farmacocinético y farmacodindmico de los
principios activos, optimizandose la eficacia terapéutica y disminuyéndose la apariciéon de
efectos adversos. De entre todos ellos, los polimersomas destacan por su alta estabilidad y
capacidad de encapsulacion tanto de moléculas hidrdéfilas como hidréfobas. Sin embargo, la
liberacion de los farmacos se ve dificultada por la baja permeabilidad de la membrana. Por este
motivo, en los ultimos afios se ha prestado especial atencidn a los polimersomas sensibles a

estimulos.

En esta revision bibliografica se estudiaran, por tanto, los diferentes tipos de estimulos a
los que pueden ser sensibles los polimersomas y la utilidad de estos sistemas como plataformas
para el transporte selectivo de farmacos. Para ello, en primer lugar, es indispensable analizar los
diferentes polimeros con los que se elaboran los polimersomas y, de entre ellos, distinguir cual
es el responsable de responder al estimulo establecido. En segundo lugar, se estudiaran los
métodos de elaboracidon y las caracteristicas (tamafo, potencial zeta y eficiencia de
encapsulacién de farmacos) de estos nanotransportadores. En tercer lugar, se detallaran los
ensayos in vitro realizados que permiten confirmar la capacidad de respuesta de los
polimersomas a los diferentes estimulos y, por ende, examinar la tasa de liberacion de los
farmacos encapsulados a lo largo del tiempo. Por ultimo, también se describirdn los ensayos in
vivo (en modelos animales) a los que son sometidos para examinar su comportamiento de
biodistribucién en el organismo, demostrandose su acumulacién en el lugar deseado, asi como
la eficacia terapéutica de los farmacos transportados, con la posterior evaluacion de la aparicion

o no de efectos adversos.
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1. INTRODUCCION

La administracion de farmacos, tal y como su nombre indica, es el proceso en el que se
administra un principio activo para conseguir un efecto terapéutico en humanos o animales,
siendo clave su liberacidn en el lugar, tiempo y concentracion adecuados (Figura 1). Sin embargo,
esto puede verse comprometido por la baja solubilidad, degradacién, rapida velocidad de
aclaramiento, incapacidad para atravesar las barreras bioldgicas o toxicidad de los farmacos
(Ward and Georgiou, 2011). Por ejemplo, la administracidon de farmacos potentes como terapia
del cancer conduce a toxicidad sistémica, efectos clinicos no deseables, baja biodisponibilidad y
resistencia farmacoldgica, debido a la inespecificidad de estas moléculas por las células
tumorales. Por ello, se prefiere el uso de sistemas de administracién de farmacos que permitan
la liberacion especifica del agente antitumoral en las células cancerosas y no en el torrente

circulatorio y/o tejidos sanos (Benito et al., 2020).
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Figura 1. Concentracion plasmdtica de férmaco a la largo del tiempo (Ward and Georgiou, 2011).

El desarrollo de la ciencia de los materiales ha propiciado el auge del uso de la
nanotecnologia en el ambito de la farmacia y la terapéutica para el transporte de farmacos en
las ultimas décadas. Como consecuencia, se han introducido sistemas de administraciéon de
farmacos a escala nanométrica como son los liposomas, las micelas, las nanoparticulas y los
polimersomas, en cuya estructura encontramos fosfolipidos y polimeros de alto peso molecular

(Guo et al., 2021).

Las caracteristicas que hacen de un transportador de farmacos el mas idéneo para su

administracién en el organismo son las siguientes (Onaca et al., 2009):

- Gran capacidad para encapsular farmacos.
- Estabilidad adecuada en el torrente circulatorio.

- Mayor vida media en el organismo.



- Acumulacidn selectiva del sistema en la diana terapéutica.
- Perfil de liberacidn de farmacos adecuado a las necesidades requeridas.

- Biocompatibilidad.

En base a lo anterior, en los ultimos afios se ha prestado especial atencién a los
polimersomas, sistemas vesiculares de tamafo nanométrico que se forman de manera
espontanea en un medio acuoso a partir de copolimeros anfifilicos (Karandish et al., 2018a).
Tipicamente, los polimersomas se organizan en una bicapa polimérica hidrofébica que delimita
un nucleo acuoso en su interior. Esta caracteristica estructural les proporciona la capacidad de
vehiculizar tanto farmacos hidrofilos (encapsulados en el interior del nucleo) como lipdfilos
(transportados en la membrana hidrofdbica) (Figura 2) (Saravanakumar et al., 2020). El que se
formen polimersomas y no otro tipo de nanoestructuras como micelas esféricas y lamelas
dependerd del método de autoensamblaje utilizado para su formacion y de otras condiciones
tales como la concentracion de polimero, el tipo de disolvente organico y la proporcién v/v entre

el disolvente y el agua (Japir et al., 2020).
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Figura 2. Representacion esquemdtica de la estructura de un polimersoma y su capacidad de carga de férmacos

hidrdfilos e hidréfobos (Singh et al., 2022).

Los polimersomas se caracterizan ademas por la versatilidad que presentan para modular
sus propiedades (tamafo y morfologia), ya sea cambiando la ratio entre los bloques
hidrofilico/hidrofébico del copolimero, funcionalizando su superficie externa o induciendo
respuestas a estimulos en su membrana (Lomora et al., 2015) (Figura 3). Ademads, debido a su
pequefio tamafio, estos sistemas han demostrado ser capaces de superar las barreras bioldgicas
por el efecto de permeacidn y retencion mejorada (EPR), aumentandose asi la eficacia de los

farmacos administrados (Zhou et al., 2021). Todo ello les dota de un gran potencial para su uso



en la administracion de farmacos y en la terapia génica (de Souza et al., 2022). También pueden
actuar como nanorreactores modulares, permitiendo la sintesis de moléculas complejas en un
solo paso mediante la encapsulacién de enzimas en su interior, que quedan aisladas del medio

externo, evitandose asi su degradacién catalitica y su desnaturalizacidn (Kim and Kim, 2020).
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Figura 3. Diferentes propiedades que pueden ser incluidas en el disefio molecular de polimersomas (LoPresti et al.,

20009).

En comparacién con los liposomas, vesiculas formadas por fosfolipidos que se
autoensamblan para formar una bicapa lipidica (Cho et al., 2010), y pese a su semejanza
morfoldgica, la membrana de los polimersomas es mas resistente y fuerte debido al mayor peso
molecular de los polimeros que los conforman en comparacién con los fosfolipidos de la
membrana de los liposomas, lo que les hace inherentemente mas estables (Laskar et al., 2017b).
Sin embargo, la mayor longitud y libertad conformacional de estos polimeros hacen que la
membrana de los polimersomas sea menos permeable al agua, dificultandose la liberacion
especifica de los farmacos en el lugar de accion deseado (Chécot et al., 2003; Saravanakumar et
al., 2020). No obstante, estas propiedades de la membrana pueden modificarse mediante la
reticulacién selectiva de las cadenas hidrocarbonadas del copolimero (Chécot et al., 2003), la
seleccion de aquellos polimeros que formen membranas porosas de manera intrinseca, la
modificacién quimica y/o la insercion de canales de proteinas en la membrana (Lomora et al.,

2015).

Otra de las razones por las que los polimersomas tienen una gran repercusion clinica es
porque solventan algunas de las limitaciones que poseen los liposomas, como son la corta vida
media en la circulacién sanguinea (debido a su baja estabilidad), el escaso control de las pérdidas
de farmaco a través de la membrana (Gibson et al., 2020) y la inmunogenicidad (Che and Yuan,

2017). El hecho de que los polimersomas posean mayor vida media en el organismo y que sean



biocompatibles se explica, ademas de por la estabilidad de la membrana como anteriormente
se ha mencionado, por el uso de polietilenglicol (PEG) como polimero hidrofilico (Karandish et
al., 2018a), asi como por la fijacion de ligandos como anticuerpos, péptidos y proteinas en la

superficie, obteniéndose sistemas de vehiculizacién mas sofisticados (Moreno et al., 2021).

La razon por la que el PEG aumenta la vida media de estos polimersomas en la circulacion
sanguinea se debe a que disminuye la interaccion del sistema con las proteinas del plasma. La
incorporacién de dextrano o acido poliacrilico también desempefia la misma funcidn (Joglekar

and Trewyn, 2013).

Por otra parte, la fijacion de ligandos o funcionalizacion de la membrana de los
polimersomas permite, ademas, la liberacién selectiva del farmaco en células y tejidos
especificos, solventandose asi una de las limitaciones de estos nanosistemas. Para ello, se hace
reaccionar quimicamente los grupos reactivos de los ligandos con los de la superficie del

polimero (Moreno et al., 2021).

Otra posibilidad para favorecer la vehiculizacién del sistema a la region deseada y mejorar
la liberacion selectiva de los farmacos es con el disefio de polimersomas sensibles a diferentes
estimulos (Lomora et al., 2015). Esto es posible porque los polimeros que conforman estos
polimersomas son sensibles a estimulos, cambiando bruscamente sus propiedades
fisicoquimicas en respuesta a los mismos. Existen diferentes tipos de estimulos (Wei et al.,

2020):

- Estimulos exdgenos, como la temperatura, la luz, los ultrasonidos y los campos
eléctricos y magnéticos.

- Estimulos endégenos, como pH, enzimas y potenciales de oxidacidn/reduccion.

Este tipo de polimersomas ha encontrado gran aplicacion en la terapia del cancer, ya que
los tejidos y células tumorales presentan un microambiente fisicoquimico diferente al de las
células y tejidos sanos. Por ejemplo, las células tumorales se caracterizan por un ambiente
reductor (hipdxico) y cido, por la gran cantidad de acido lactico via glucdlisis e hidrdlisis del ATP
formados por el rdpido metabolismo de las células. En definitiva, se puede estimular la liberacidon
del farmaco encapsulado a partir de los polimersomas sensibles a estos estimulos (Karandish et

al., 2018a; Khan et al., 2020; Singh et al., 2022).



2. OBJETIVOS

El hecho de que se puedan modular las propiedades de los polimersomas induciendo una
respuesta estimulante en sus membranas y que con ello se mejore el transporte activo de los
farmacos encapsulados en su interior, evitandose asi los problemas de toxicidad sistémica y
efectos clinicos indeseados, hace que el objetivo general de este trabajo bibliografico sea revisar
la utilidad de los polimersomas sensibles a estimulos como plataformas para el transporte

selectivo de farmacos.

Este objetivo principal se concreta en una serie de objetivos especificos tales como:

Conocer los polimeros utilizados para la formulacién de este tipo de polimersomas, asi
como los estimulos a los que son sensibles.

- Estudiar los métodos de elaboracidn y las caracteristicas principales de estos sistemas.
- Analizar el comportamiento de liberacién in vitro e in vivo de dichos sistemas.

- Profundizar en las diferentes aplicaciones de estas plataformas.



3. METODOLOGIA

Este trabajo de fin de grado, al ser de caracter bibliografico, se ha llevado a cabo mediante
la revision de la literatura de interés incluida en diferentes bases de datos, concretamente

Scopus y PubMed. El portal web de la Biblioteca de la Universidad de Sevilla (https://fama.us.es)

ha permitido acceder al contenido publicado en estas fuentes.

Para acotar y facilitar la busqueda se hizo uso de las siguientes palabras clave:
polymersomes, stimuli-sensitive y stimuli-responsive, y de los operadores booleanos AND y OR,
gue nos muestran los resultados que contienen todos los términos especificados (AND) o bien
los resultados que contienen al menos uno de los dos términos (OR). Por tanto, la estrategia de
busqueda final se resume en: stimuli-sensitive OR stimuli-responsive AND polymersomes (Figura

4).

- En primer lugar, se trabajo con la base de datos Scopus, encuadrando la investigacién
con la estrategia de busqueda tanto en el titulo, resumen como en las palabras clave de
los articulos publicados en la misma. Para concretar aun mas la busqueda, se
seleccionaron aquellos publicados en inglés y en el intervalo 2002-2022. Como
resultado, Scopus proporciona 109 documentos, siendo excluidos 4 de ellos por ser
capitulos de libro.

- En segundo lugar, se hizo una busqueda avanzada en PubMed, encuadrando la
investigacion seleccionando “All Fields” y agregando la estrategia de busqueda
previamente mencionada. Ademas, se incluyeron como filtros de busqueda aquellos
articulos publicados en inglés y en el intervalo 2002-2022. Como resultado, PubMed
proporciona 64 documentos diferentes, de los cuales se descartaron 58, ya que

coinciden con los encontrados en la base de datos Scopus, para evitar el reanalisis.

Por tanto, y con objeto de sistematizar, los criterios de inclusidn aplicados en esta revision
bibliografica han sido articulos cientificos publicados en inglés, por ser la lengua vehicular de la
Ciencia, asi como aquellos publicados en los ultimos 20 afos debido a la actualidad del tema.
Forman parte de los criterios de exclusion los capitulos de libro y aquellos articulos cientificos a
los que no se pudo acceder a su lectura completa, descarga gratuita ni aportaban informacion

relevante en su abstract para los objetivos propuestos en esta revision bibliografica.



Por ultimo, se empled como gestor de referencias bibliograficas la aplicacion web

Mendeley.
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Figura 4. Diagrama de flujo en el que se incluyen los criterios de inclusion y exclusion para esta revision bibliogrdfica.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Polimersomas sensibles a estimulos

Los polimersomas sensibles a estimulos son sistemas muy sofisticados e inteligentes que
responden de forma muy variada ante la presencia de los mismos. Estas respuestas pueden
concluir con la transicion hidrofilica/hidrofébica y/o rotura de enlaces del polimero o bien la
disolucién/precipitacién/degradaciéon de la plataforma vy, finalmente, con la liberacién del
farmaco transportado en su interior (Meng et al., 2009). Ademas, la rapidez con la que se
produzcan estas respuestas determinara la tasa de liberacion de la molécula encapsulada

(Joglekar and Trewyn, 2013).

Estos nanosistemas inteligentes presentan las siguientes caracteristicas (Harwansh et al.,

2019):

- Biocompatibilidad, biodegradabilidad y estabilidad de la plataforma en los sistemas
bioldgicos.

- Liberacion sostenida del farmaco, lo que se traduce en una respuesta terapéutica
prolongada.

- Mejora de la biodisponibilidad del farmaco encapsulado.

- Disminucién de los efectos adversos, ya que se impide que el formaco ejerza su accién
farmacoldgica y/o toxicoldgica antes de llegar al lugar de accion.

- Disminucién de la respuesta inmunoldgica, ya que se evita que el farmaco se degrade
de manera prematura.

- Minimizacidén de la resistencia farmacoldgica en bacterias y células fagociticas, debido a

la baja permeabilidad de estos sistemas.

Son destacables las ventajas que ofrecen los estimulos externos frente a los internos en la
activacién de estos polimersomas, ya que ofrecen un mayor control espacio-temporal, mayor
biocompatibilidad y facilidad de aplicacion (Joglekar and Trewyn, 2013). Ademas, los estimulos
enddogenos son parametros fisioldgicos que estan sujetos a variabilidad interindividual y local en
el organismo (Beauté et al., 2019). Sin embargo, el disefo de polimersomas sensibles a estimulos
exogenos es menos frecuente que aquellos que ofrecen sensibilidad a estimulos internos,
debido al incremento de los costes, la dificultad para escalar la tecnologia y la complejidad de

los aspectos regulatorios de ese tipo de sistemas (Joglekar and Trewyn, 2013).
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4.1.1. Polimersomas sensibles a estimulos endégenos

a) Polimersomas sensibles al pH

Debido al diferente rango de pH encontrado en el organismo de manera fisioldgica, este
tipo de polimersomas son los que cobran mayor importancia en el ambito cientifico, ya que les
convierte en unos de los mas biocompatibles (Singh et al., 2022), de mayor facil ajuste y
deteccion (Zhou et al., 2021). Por ejemplo, a lo largo del tracto gastro-intestinal, el pH varia de
mas acido en el estémago (pH 2) a mas basico en el intestino (pH 5-8) (Meng et al., 2009).
Ademas, el pH ejerce un gran papel como factor diferenciador de células sanas sobre otras
cuando existen situaciones patoldégicas como cancer o tejidos inflamados, lugares donde
predomina un ambiente acido (Onaca et al., 2009). Por tanto, es posible disefiar plataformas
con polimeros que respondan a ese pH 4cido, liberandose asi de manera selectiva el farmaco

transportado en su interior.

Para la formacion de estos polimersomas se necesitan, por tanto, polimeros sensibles al pH
(pKa 3-11). En general, se pueden distinguir dos tipos de polimeros, los polidcidos y los
polibasicos. Los polidcidos son aquellos que poseen en su estructura grupos acidos débiles,
como pueden ser los acidos carboxilicos y sulfénicos, mientras que los polibasicos son aquellos
gue poseen grupos basicos débiles, como pueden ser los grupos amino primarios, secundarios
o terciarios (Meng et al., 2009). Para el autoensamblaje del polimersoma, se necesita un valor
de pH mayor al pK; correspondiente al copolimero anfifilico, para que asi los grupos ionizables
presentes en los bloques hidréfilo o hidréfobo del polimersoma no estén ionizados (Joglekar and
Trewyn, 2013; Onaca et al., 2009). Ademas, también se han desarrollado otros polimeros que
poseen enlaces sensibles a la rotura ante la presencia del estimulo, como los enlaces ésteres y

acetales (Meng et al., 2009).

En definitiva, cuando los polimersomas se encuentran un pH acido en el medio, pueden

suceder dos circunstancias (Laskar et al., 2017b; Onaca et al., 2009):

- Los grupos acidos o basicos de los copolimeros se protonan o se desprotonan,
respectivamente, aumentando asi la hidrofilia y las repulsiones electrostaticas de la
matriz polimérica, lo que conduce a una desestabilizacion del polimersoma y liberacién
rapida de las moléculas transportadas. Algunos ejemplos de polimeros que ejercen esta

funcién son (Hu et al., 2017; lyisan and Lanfester, 2019):
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0 Poliacidos: poli(acido acrilico) o PAA.

O Polibasicos: poli[2-(dietilamino)etil metacrilato] o PDEAEMA, poli[2-
(diisopropilamino)etil metacrilato] o PDPAEMA y el poli[2-(dimetilamino)etil
metacrilato] o PDMAEMA.

- Los enlaces sensibles a pH se rompen, lo que conduce a la destruccion del vehiculo y la
liberacion sostenida de las moléculas transportadas. Dentro de este grupo se
encuentran polimeros como (Hu et al., 2017):

0 Poliésteres alifaticos: 4cido polilactico (PLA) y poli(e-caprolactona) (PCL).

O Polimeros con enlaces sensibles a acidos como las hidrazonas, iminas,
ortoésteres y acetales. Por ejemplo, el copolimero dibloque de PEG y poli(2,4,6-
trimetoxibenzilidenopentaeritritol carbonato) (PTMBPEC), donde el enlace

sensible a la hidrélisis es el acetal benzolideno.

Albuquerque et al. (2021), mediante la técnica de microfluidos, elaboraron polimersomas
basados en un copolimero de bloque constituido por un polimero hidréfilo-hidréfobo sensible
al pH como es el poli(2-(diisopropilamino)etil metacrilato) o PDPAEMA (pK, 6’8) y el polimero
hidréfilo  poli[N-(2-hidroxipropil)metacrilamida] o PHPMA (PHPMA;s-b-PDPAEMA7s). Los
polimersomas con un 10% p/p de doxorrubicina (DOX) presentaron un tamafio de 95 nm y una
carga superficial de -3’9 mV. Para confirmar su sensibilidad al pH, se evalud el perfil de liberacion
in vitro de DOX a diferentes pHs (7’4, 6’5 y 5’5) mediante el método de didlisis. Se observé que
el farmaco se libera mucho mas rapido a pH 5’5, debido al desensamblaje de la plataforma por

la protonacién del bloque PDPAEMA (Figura 5).

Los ensayos in vivo se llevaron a cabo en modelos animales portadores de linfomas,
estudiandose en ellos la biodistribucién de la plataforma mediante fluorescencia. Para ello, se
conjugd el colorante fluorescente DBCO-Cianina7 (Cy7) al polimersoma. Los resultados
mostraron una larga permanencia en el organismo y una intensidad de fluorescencia menor en
el tejido cardiaco, lo que sugiere una disminucion de los efectos cardiotdxicos asociados a DOX.
En contraposicidn, la intensidad de fluorescencia fue mayor en la zona del tumor, observandose
una clara reduccion del volumen del tumor en comparacién con aquellos ratones tratados con

DOX libre.
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Figura 5. Perfil de liberacion de DOX encapsulada en el polimersoma a diferentes pHs en funcion del tiempo

(Albuquerque et al., 2021).

Jeong et al. (2013) sintetizaron un copolimero de injerto a base de poli(3-amino éster)
como cadena principal y metoxipolietilenglicol y poli(D,L-lactico) como cadenas laterales (PAE-
g-PLA/mPEG). Los polimersomas (tamafio 100 nm) se prepararon via rehidratacion pelicular
usando clorhidrato de doxorrubicina (DOX-HCl) como farmaco, con una eficacia de
encapsulacion del 19°2%. Su sensibilidad al pH se debe a la presencia de un grupo amino terciario
en PAE, ionizable facilmente a pH 4cido. Los estudios de liberacién in vitro se llevaron a cabo por
el método de didlisis y revelaron la rapidez de liberacién del farmaco en entornos acidos: a pH

5’5 se liber6 aproximadamente el 90% de DOX-HCI encapsulado frente al 60% liberado a pH 7’4
(Figura 6).
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Figura 6. Perfil de liberacidn in vitro de DOX a partir de los polimersomas a diferentes pHs (Jeong et al., 2013).

Laskar et al. (2017a) también disefiaron polimersomas sensibles al pH usando como
polimeros PDMAEMA y mPEG en diferentes ratios molares (PDMAEMAy-co-mPEG,). Estos
polimersomas se formaron espontaneamente sin necesidad de utilizar ningun disolvente

organico ni estimulo externo. Ademas, presentaron un tamano de 200 nm y una carga superficial
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positiva que aumenta cuanto mayor es el nimero de unidades de PDMAEMA incluidas. Los
autores encapsularon calceina (Cal) en el nucleo hidrdéfilo del polimersoma como colorante
fluorescente para estudiar su perfil de liberacion a diferentes pHs mediante fluorescencia, tal y
como se muestra en la Figura 7. Se observd que la intensidad de fluorescencia de Cal
encapsulada en los polimersomas disminuia radicalmente a pH 4, debido a la liberacion muy
rapida de la molécula por el incremento de la repulsion electrostatica entre los grupos cargados

del copolimero.
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Figura 7. Espectros de fluorescencia de Cal en las diferentes soluciones poliméricas obtenidos tras 1h de incubacion a

diferentes pHs (Laskar et al., 2017a).

b) Polimersomas sensibles a la temperatura

Los polimersomas sensibles a la temperatura son empleados en situaciones patoldgicas
donde existe una temperatura elevada en el cuerpo, como puede ser un estadio febril o el
microambiente de una célula tumoral (40-429C, debido a la rapida proliferacion celular), parala
liberacion del farmaco. Sin embargo, también se han publicado estudios donde la temperatura

se aplica de manera exdgena (Joglekar and Trewyn, 2013; Liu et al., 2015).

Los blogues poliméricos utilizados para la formacién de estas plataformas poseen una
caracteristica conocida como temperatura critica de solucién (CST). La CST es la temperatura a
la que los polimeros experimentan una transicién de fase, lo que provoca cambios en la
solubilidad, conformacion y en el equilibrio hidrofilico/hidrofébico de la matriz polimérica

(Joglekar and Trewyn, 2013).

En base a lo anterior, se pueden distinguir dos tipos de polimeros (Onaca et al., 2009):

- Aquellos que, al calentarse, se vuelven insolubles, ya que poseen una temperatura
critica de solucién baja (LCST). El polimero LCST mas ampliamente utilizado es poli(N-

isopropilacrilamida) o PNIPAM, ya que su LCST (322C) se encuentra por debajo de la
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temperatura fisioldgica corporal, lo que le hace un gran candidato para la liberacion de
farmacos (Pramanik and Ghosh, 2015). Dentro de este grupo también se encuentra el
polimero poli(N-vinilcaprolactama) o PVCL, usado por su capacidad de complejacién,
biocompatibilidad y estabilidad frente a la hidrdlisis (Liu et al., 2015; Onaca et al., 2009).
- Aquellos que, al calentarse, se vuelven solubles, ya que poseen una temperatura critica
de solucion alta (UCST). Uno de los polimeros UCST usados en la literatura es el

poli(alquil fosfato de etileno) (lyisan and Landfester, 2019).

Para conseguir que este tipo de vehiculos se acumule en la célula tumoral es necesario
ajustar la LCST del polimero con objeto de que se encuentre a una temperatura intermedia entre
la corporal y la tumoral, que suele ser ligeramente mas alta. Esto se puede abordar a través de
la estereoquimica, el balance hidrdfilo-hidréfobo y/o la composicién de los mondmeros o
también con la adicion de sal (Onaca et al., 2009). Es decir, la LSCT de un polimero depende del
peso molecular y la estructura del mismo. Por ejemplo, los polimeros de PEG-metacrilato
(PEGMA) varian su LCST en funcién de las unidades de 6xido de etileno que compongan su

cadena lateral (Ward and Georgiou, 2011).

Liu et al. (2015) elaboraron polimersomas sensibles a la temperatura basados en un
copolimero tribloque de poli(N-vinilcaprolactama)-poli(dimetilsiloxano)-poli(/N-
vinilcaprolactama) (PVCL,-PDMSgs-PVCL,) mediante la técnica de nanoprecipitacion. Estos
nanotransportadores presentaron un tamafo diferente en funcion del copolimero empleado
para su elaboracion (530 nm para PVCL;o-PDMSegs-PVCLig; 220 nm para PVCL;s-PDMSes-PVCL;s),

pudiendo encapsular un 40% p/p de DOX.

Los estudios de liberacién in vitro se llevaron a cabo por el método de didlisis a pH 7’4 y en
un rango de temperatura de 25-452C. Los resultados obtenidos demostraron que la cantidad de
DOX liberada dependia de las unidades de PVCL incluidas en el polimersoma: a menor nimero
de unidades, existe menos entrecruzamiento entre las cadenas de PVCL, por lo que el volumen
libre disponible para el colapso del polimersoma cuando la temperatura supera la LCST (36-
502C) es mayor, provocando defectos en la capa hidréfoba de PDMS. La liberaciéon del farmaco
hidroéfilo a través de la capa hidréfoba de PDMS se explica, por tanto, por la generacion de poros
en la membrana a temperaturas elevadas. Tal y como se puede ver en la Figura 8, se obtiene
una liberacién del 86% cuando se ensaya PVCL1o-PDMSgs-PVCLyo frente al 29% liberado con 15
unidades de PCVL (Liu et al., 2015).
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Figura 8. Perfiles de liberacion de DOX dependientes del tiempo desde PVCL10-DMSgs-PVCL1o (izquierda) y PVCL;5-
DMSgs-PVCL;s (derecha) (Liu et al., 2015).

Algunas de las limitaciones encontradas a la hora de abordar la sintesis y el disefio de

polimersomas termosensibles son (Hamidi et al., 2012):

- No existen suficientes copolimeros que sean sensibles a la temperatura y que puedan
formar polimersomas.
- El copolimero mas ampliamente utilizado, PNIPAM, ha demostrado propiedades no

biodegradables y téxicas en el organismo.

Debido a esto, se suelen disefar polimersomas sensibles a otro tipo de estimulo
acompanando a la temperatura, generalmente el pH. Esta estrategia la adoptaron Zhou et al.
(2021) en el disefio de polimersomas formados por autoensamblaje de un polimero tribloque
de metoxilo poli(etilenglicol)-b-poli(N-isopropilacrilamida)-b-poli[2-(dietilamino)etil
metacrilato-co-2-hidroxi-4-(metacriloxi)benzofenona] o mPEG-b-PNIPAM-b-P(DEAEMA-co-
BMA). Los polimersomas se prepararon por el método de disolucién directa, sin necesidad de
usar solventes organicos. Las vesiculas obtenidas presentaron un tamafio de 168 nm y estan
constituidos por una membrana con diferentes capas: capas hidrofilicas de mPEG interna y
externa, dos capas de PNIPAM sensibles a la temperatura y una capa hidréfoba sensible a pH de
P(DEAEMA-co-BMA). Como farmacos encapsularon DOX-HCl (hidréfilo) y paclitaxel (PTX)
(hidréfobo), con eficacias de encapsulacidn respectivas de 59°9% y 70'2%, para que una vez

liberados en el ambiente tumoral ejerzan un efecto terapéutico sinérgico.

Los perfiles de liberacién in vitro de los farmacos a partir de los polimersomas disefiados se

muestran en la Figura 9, pudiéndose observar lo siguiente (Zhou et al., 2021):
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- ApH 7’4y acualquier temperatura, la liberacion de ambos farmacos no supera el 10%,
porque la capa hidréfoba bloquea la difusidn de los farmacos.

- A pH 6’0, los farmacos empiezan a liberarse, ya que la capa de P(DEAEMA-co-BMA)
hincha por conversién de PDAEMA en un polimero hidréfilo. A este pH, la LCST del
polimero es de 412C, por lo que la corona de mPEG-b-PNIPAM se hinchara por debajo
de esa temperatura, permitiendo la liberacién de los farmacos.

- ApH®6’0yaa52C, solamente se liberard PTX y no DOX, debido a su diferente localizacién
en el sistema. PDAEMA se volverd hidréfilo en esas condiciones, permitiendo la
liberacion de PTX; sin embargo, PNIPAM colapsa a esa temperatura, bloqueando la

liberacién de DOX del nucleo hidréfilo.
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Figura 9. Representacion de la cantidad de DOX (izquierda) y PTX (derecha) liberados a lo largo del tiempo en
funcion del pH y la temperatura (Zhou et al., 2021).

También se realizaron estudios de captacion celular en lineas celulares con ayuda de
cumarina 6, un indicador de fluorescencia que reemplaza a PTX, adsorbido en la capa hidrofdbica
del vehiculo. Las células se incubaron, por un lado, con DOX y cumarina 6 libres y, por otro lado,
incluidos en los polimersomas. La fluorescencia aparecié mas rapidamente en el primer grupo,
debido a que los compuestos libres penetran en la célula via difusidn pasiva, mientras que, si
estan conjugados con los polimersomas, penetran por endocitosis. Por otro lado, los estudios
de citotoxicidad demostraron que DOX y PTX libres presentaron mayor citotoxicidad celular,
pero no discriminada, por su radpida internalizacion. Sin embargo, los polimersomas permitieron

la acumulacion de los farmacos en la region tumoral (Figura 10).
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Figura 10. Citotoxicidad de DOX-PTX incluidos en polimersomas (izquierda) y DOX-PTX libres (derecha) a diferentes
concentraciones e intervalos de tiempo (A=24h, B=48h y C=96h) (Zhou et al., 2021).

De Souza et al. (2022) también elaboraron polimersomas sensibles a ambos estimulos por
el método de intercambio de solvente usando el copolimero de blogue poli[2-(dimetilamino)etil
metacrilato]-poliestireno (PDMAEMA,-b-PS,). La sensibilidad al pH y a la temperatura la
proporciona el segmento PDMEAEMA (polimero LCST con pK, 8'3). El tamafio y el potencial zeta
de los polimersomas estan influenciados por el pH: cuanto mayor es el pH, los grupos amino de
PDMEAEMA se desprotonan y disminuye la repulsidn electrostatica del polimero, por lo que los
dos parametros disminuyen; cuanto menor es el pH, por tanto, mayor sera el tamafo y la carga
superficial positiva. Por ejemplo, para PDMAEMA315-b-PS244, €l tamafio varia de 96 a 86 nm al
pasar de un pH 5 a un pH 8, mientras que el potencial zeta varia de 44’2 a 25 mV en el mismo
intervalo de pH. La sensibilidad a la temperatura se estudié con la variacién del tamafio del
polimersoma al incrementar la temperatura de 25 a 852C, siendo inexistente en presencia de
pH acido y aumentando a pH 8. Para calcular la capacidad de encapsulacion de esta plataforma,
se empled yoduro de trimetilamonio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-yoduro de oxilo (CAT1)
como molécula modelo hidrofilica, obteniéndose como resultado un total de 0’59%. La principal
aplicaciéon que pueden tener estos polimersomas es en el transporte de genes, ya que la
protonacion de los grupos amino del segmento PDMEAEMA permite acomplejar moléculas con

carga negativa, como el ADN.

Por otra parte, se pueden generar cambios de temperatura de manera local mediante la
inclusion de nanovarillas de oro (AuNR) en la plataforma que absorben la luz NIR, permitiendo
asi la desintegracion del polimersoma junto con el pH acido del entorno. Esta estrategia fue
empleada por DiazDuarte-Rodriguez et al. (2019) para elaborar, por nanoprecipitacion,

polimersomas transportadores de DOX basados en el copolimero de bloque PEG-b-PDEAEMA,
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donde PDEAEMA es el responsable de responder a los estimulos (pKa 7’4 y LCST 37-382C). De
entre los copolimeros sintetizados, destaca, por su capacidad de encapsulacién, Ps;Dss@AuNR-
761, que dio lugar a polimersomas con un tamafo de 131 nm y una eficacia de encapsulacion
de AuNR y de DOX de 44’7 y 47’4%, respectivamente. El estudio de la sensibilidad al pH y a la

temperatura se llevé a cabo observando los cambios de tamafio adoptados por el polimersoma:

- A pH< 7 se observé un aumento del diametro del polimersoma debido a la repulsién
electrostatica producida por la protonacién de los grupos aminos correspondientes al
bloque PDEAEMA. Como consecuencia se libera DOX. Esta sensibilidad al pH también
afecta a la carga superficial del nanotransportador, que aumenta en valor positivo
cuanto menor es el pH.

- A medida que aumentaba la temperatura generada por la absorciéon de luz, se observé
una disminucion del didmetro del polimersoma. Al superar la LCST del polimero, se
produce una contraccion del polimersoma, que expulsa la DOX encapsulada. Por tanto,
la temperatura y el fdrmaco tienen un efecto sinérgico en la terapia tumoral.

- El efecto combinado de pH acido y NIR aumenta la liberacion de DOX a partir del
polimersoma. En la Figura 11 se puede observar un aumento de la liberaciéon del sistema
irradiado a partir de la 52 hora, por protonacion de los grupos amino a pH 58 y

desestabilizacién del polimersoma debido a la radiacion.

100

A
-~
EY
.A
80- Pred
i = P, D, @AuNR-DOX
- o P,,D, @AuNR-DOX (IR)
£ e s A DOX
2 4
3 .
o L
€ 404
g $ e s
5 e ol -
A opun®
204 M
w»
L
0 T T T T T Y

0 5 10 15 20 25 30
Release time (h)

Figura 11. Perfiles de liberacion de DOX a pH 5’8 con efecto o no de NIR (DiazDuarte-Rodriguez et al., 2019).
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c) Polimersomas sensibles a potenciales de oxidacion y reduccion

c.1) Polimersomas sensibles a la reduccion

Al igual que ocurre con el pH, en las células tumorales también existe un potencial redox
totalmente diferente al encontrado en las células sanas. Se ha comprobado que la célula tumoral
es un medio hipdxico donde los niveles de glutatién (GSH), un tripéptido que contiene cisteina
en su estructura y, por tanto, un agente reductor, son 4 veces mas elevados que en las células

sanas (Benito et al., 2020; Laskar et al., 2017b).

Generalmente, los polimeros sensibles a un potencial redox alterado son aquellos que
poseen enlaces disulfuro (S-S) en su estructura, los cuales son facilmente escindibles a grupos
tioles (SH) en presencia del agente reductor. Se obtienen 2 SH por S-S reducido (Benito et al.,
2020). Entre las moléculas reductoras mas destacadas se encuentran GSH, NAD*y NADP*, que
se generan en situaciones patoldgicas como sepsis, inflamacién e hipoxia (Harwansh et al.,

2019).

El enlace disulfuro puede disefiarse para que se encuentre entre la unién del blogque
hidréfilo-hidréfobo, en el centro del bloque hidréfobo o bien en las cadenas laterales. Por
ejemplo, en el copolimero poli(e-caprolactona)-SS-poli(acido metacrilico) (PCL-SS-PMAA), el
enlace se encuentra entre la unién de los dos polimeros, ya que es la posicion mas favorable
para su escision. En el caso de encontrarse en el centro del bloque hidréfobo, éste necesitaria
unas condiciones basicas muy fuertes, asi como un largo tiempo de incubacidn para su rotura,

lo cual no es factible en condiciones fisioldgicas (Tsai et al., 2020).

Para el tratamiento del adenocarcinoma pancredtico ductal, Karandish et al. (2018b)
disefiaron polimersomas basados en un polimero sensible a la reduccion como es el PEG1g00-SS-
PLAgooo ¥ un conjugado polimérico de dexametasona-PEGiggo-PLAgoo0, con la idea de dirigir la
nanoparticula al nucleo de la célula pancreatica tumoral, ya que la dexametasona permite la
dilatacion de los poros nucleares y, por ende, la entrada del vehiculo al interior del mismo. Alli
se liberara BBI608 (napabucasina), un inhibidor de la proliferacion celular. Para la elaboracion
de los polimersomas se utilizd el método de intercambio de solvente, obteniéndose vesiculas de
dimensiones 140-200 nm y una eficacia de encapsulacion del 68%. Para el estudio de liberacidn
in vitro se emplearon polimersomas que encapsulaban el colorante Cal. Los resultados revelaron

que, a una concentracion de 10 mM de GSH (similar a la del citosol), se libera el 45% de colorante
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encapsulado, mientras que a 50 mM (concentracidn similar a la del nicleo y, por tanto, el lugar

de accidn), se libera el 70% encapsulado como resultado de la rotura de la vesicula (Figura 12).
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Figura 12. Perfil de liberacion de calceina a partir de los polimersomas en funcion de la concentracion de GSH a lo

largo del tiempo (Karandish et al., 2018b).

Por otro lado, Khan et al. (2020) sintetizaron distintos tipos de poli[(mPEG-SS-amino) (N,N-
diisopropiletilendiamino)fosfacenos] (PPDPs), polimeros sensibles tanto al pH como al ambiente
hipdéxico de la celula tumoral. A partir de estos polimeros elaboraron polimersomas por el
método de didlisis, encapsulando DOX (hidréfobo) 6 DOX-HCl (hidrdéfilo) como farmacos
antineoplasicos. De entre todos los copolimeros sintetizados, destaca PPDP-1, ya que posee el
mejor perfil de liberacion de farmacos. Los polimersomas formados con PPDP-1 presentaron un
tamanio de 188’2 nm cuando encapsulan DOX-HCIl en su interior (con una eficacia del 58'92%) y

un tamanfio de 287’8 nm si encapsulan DOX (con una eficacia del 78°46%).

Los perfiles de liberacién de los farmacos (Figura 13) se estudiaron in vitro utilizando
diferentes valores de pH (pH 5’6 y 7’'4) y diferentes concentraciones del agente reductor
ditiotreitol (DTT) (15 y 30 mM). Se evalud la tasa de liberacion de DOX y DOX HCI por
desestabilizacidn del polimersoma a pH acido y por degradacion del mismo en presencia de DTT.
La velocidad de liberacidon fue mayor a pH 5’6, debido a la disolucion del polimersoma por
aumento de la hidrofilia del polimero como consecuencia de la protonacion del grupo amino.
Ademas, el DTT potencia la liberaciéon por la escisién del enlace disulfuro del copolimero,
obteniéndose un mayor porcentaje de rotura cuanto menor es la hidrofobicidad y mayor el peso

molecular del polimersoma.
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Figura 13. Perfil de liberacion de DOX-HCI a diferentes pHs (arriba) y concentraciones de DTT (abajo) (Khan et al.,
2020).

c.2) Polimersomas sensibles a la oxidacion

También se ha investigado sobre polimersomas sensibles a la oxidacidn, que actian en
respuesta al estrés oxidativo de la célula tumoral o por la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) asociadas a situaciones patoldgicas como pueden ser el cancer, la arteriosclerosis
y lesiones cardiacas (Laskar et al., 2017b; Singh et al., 2022). Las ROS mas estudiadas en el cancer
y enfermedades inflamatorias son el perdxido de hidrégeno (H,0,), el oxigeno singlete (10,), el

anién superodxido (0y) y el radical hidroxilo (OH®) (Deng et al., 2019).

Los polimeros sensibles a la oxidacién mas comunes son aquellos que contienen azufre
(politioéteres), selenio/telurio, ariloxalato o ésteres fenilbordnicos. Se ha prestado especial
atencién a aquellos formulados con grupos tioéter, ya que su oxidacion da lugar a grupos
hidrofilicos sulfoxidos o sulfonas, aumentandose asi la solubilidad del polimersoma y su
desensamblaje (Deng et al., 2019). Los polimeros mas destacados sensibles a este estimulo son

el poli(sulfuro de propileno), poli(L-metionina) y poli(L-cisteina) (Dong et al., 2021).

Estas ROS, ademas de ser generadas en situaciones patoldgicas, también se pueden formar
in situ mediante reacciones bioquimicas y fotoquimicas (Deng et al., 2019). Como ejemplos de

generacion de ROS por reacciones bioquimicas se destacan:
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1. Lainclusidn de glucosa oxidasa (GOx) en el lumen hidrdfilo.

La GOx es una enzima encargada de catalizar la glucosa en H,0, en presencia de oxigeno,
gue puede encapsularse en el polimersoma junto al farmaco correspondiente. Para que se
produzca la reaccién quimica, resulta imprescindible que el polimersoma permita la entrada de
glucosa y oxigeno molecular (O3), lo que dependera de la solubilidad y el coeficiente de difusion
de la glucosa a través de la membrana. Se generara H,0,, es decir, un entorno oxidativo que
conllevara la degradacion del polimersoma por su conversién en un polimero hidréfilo, como

previamente se ha comentado (Napoli et al., 2004).

Basado en el mismo concepto, Li et al. (2017) disefiaron polimersomas a partir de PEG
copolimerizado con mondmeros metacrilicos de camptotecina (CPTMA, profarmaco
anticancerigeno) y piperidina (PEMA) [PEG113-b-poli(CPTMAs4-co-PEMAy)]. Los polimersomas se
elaboraron mediante el método de intercambio de solvente, obteniéndose un tamafio de 112
nm y una encapsulacion de GOx del 5'66%. Cuando el polimersoma accede al tejido tumoral, el
segmento PEMA se protona a pH 4acido (pK. 6’9) y la permeabilidad de la membrana aumenta,
produciéndose una reaccion oxidativa entre la glucosa que difunde y el oxigeno molecular (0,),
bajo la catdlisis de GOx. El H,0, generado mejora el estrés oxidativo en los tumores, activando
el profarmaco y permitiendo la liberacién del farmaco activo por disrupcion de la plataforma. En
este caso, tanto el estrés oxidativo como la camptotecina (CPT) actian sinérgicamente para la
supresion del crecimiento del tumor. En la Figura 14 se puede observar el perfil de liberacion de
CPT en presencia de glucosa a pHs 7°4 y 6'8. En 72h, se liberé menos del 10% de farmaco a pH
7’4, debido a la lenta hidrélisis de los enlaces entre CPT y el polimero. Sin embargo, a pH 6°8, se
produce una rapida liberacion de casi el 80% de farmaco, debido al H,0, generado. Los estudios
in vivo en modelos animales demostraron una clara eficacia antitumoral del polimersoma al
practicamente erradicar el tumor a los 52 dias de la administracion sin aparicion de efectos

adversos.
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Figura 14. Estudio de liberacion in vitro de la CPT a partir de un polimersoma sensible al pH y a la oxidacion (Li et al.,

2017).

Este tipo de polimersomas tienen un gran interés por su aplicacién clinica como

nanorreactores (Hu et al., 2017).

2. Lareaccion de Fenton.

Dong et al. (2021) disefiaron un polimersoma a partir del copolimero PEG;s-b-P(MET/PBC),s,
qgue presenta dos grupos oxidables en su estructura: fenilborénico (éster fenilbordnico
carbamato, PBC) y tioéter (metionina, MET) coordinado con Cu®*. El Cu?* se reducird a Cu* enla
célula tumoral en presencia de GSH, siendo este ultimo el responsable de generar radicales
hidroxilo fuertemente oxidativos (OH®) en presencia de H,0,. Los polimersomas obtenidos

presentaron un tamafio de 415 nm y un potencial zeta de 35’5 mV.

Por otra parte, para la generacién in situ de ROS mediante reacciones fotoquimicas es
necesaria la incorporacion de fotosensibilizadores en el polimersoma, por lo que este tipo de
plataformas poseen una respuesta dual a la energia luminica y al ambiente oxidativo (Deng et

al., 2019).
d) Polimersomas sensibles a enzimas

En la terapia anticancerigena, también resulta de interés formular polimersomas que sean
sensibles a enzimas que se encuentran exclusivamente presentes o sobreexpresadas en la
membrana de la célula tumoral. Para ello, se incorpora en el polimersoma una molécula que sea

sustrato para la enzima, ademas del farmaco (Singh et al., 2022).

Por ejemplo, se pueden desarrollar polimersomas que detecten y sean sensibles a las
proteasas, marcadores biolégicos de algunas condiciones patoldgicas como inflamacion,

metastasis, aterosclerosis y trastornos de coagulacion de la sangre (Harwansh et al., 2019).
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4.1.2. Polimersomas sensibles a estimulos exdgenos

a) Polimersomas sensibles a ultrasonidos

La técnica de ultrasonidos es un enfoque no invasivo especialmente Util para la obtencion
de imagenes de diagndstico (Singh et al., 2022), asi como para la liberacidén especifica del
farmaco en el lugar deseado. La ventaja que tiene este tipo de estimulo es que puede aplicarse

desde el exterior a cualquier érgano, independientemente de su profundidad (Wei et al., 2020).

En los estudios publicados, generalmente se suele combinar esta técnica con otro tipo de
estimulos, principalmente el pH. Por ejemplo, Wei et al. (2020) disefiaron polimersomas
formulados con o6xido de polietileno-b-poli[(2-(dietilamino)etil metacrilato)-stat-(metoxietil
metacrilato)] [PEO-b-P(DEAEMA-stat-MEMA)]. Estos polimersomas se elaboraron mediante el
método de intercambio de solvente, presentando un tamarfo de 465 nm, un potencial zeta de
11’5 mV y una capacidad encapsulacion de DOX-HCI del 21'3%. El proceso de liberacién del

farmaco sigue los siguientes pasos (Figura 15):

- El polimersoma penetra en la célula tumoral por endocitosis, generandose un endosoma
inicial caracterizado por un pH ligeramente acido (6-6’5).

- Los grupos amino terciario de PDEAEMA se protonan y se reduce la concentracién de
protones del endosoma.

- Como el citoplasma de la célula tumoral se caracteriza por la presencia de un ambiente
acido, se produce la entrada de protones al interior del endosoma final, ademas de iones
cloruro y moléculas de agua para mantener la electroneutralidad.

- Como consecuencia, el endosoma se rompe y se libera el polimersoma en el citoplasma
celular, siendo ahora necesaria la aplicacién de ultrasonidos para la liberacion del

farmaco transportado (DOX-HCI).

25



Tumor cell therapy Tumor site

Figura 15. Esquema del proceso de liberacidn del fdrmaco transportado en el interior de un polimersoma sensible a

pH y ultrasonidos (Wei et al., 2020).

Los estudios de liberaciéon in vitro (Figura 16) confirmaron la liberacion mas rdpida del
farmaco a pH 6 en comparacién con la liberacion a pH 7’4, debido a la protonacidn del segmento
PDEAEMA vy al aumento de la permeabilidad de la membrana. Ademas, la liberaciéon a ambos
pHs se ve favorecida con la sonicacién por la inclusion de PMEMA como polimero que responde

a ultrasonidos, mejorandose asi la eficacia de la terapia anticancerigena.
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Figura 16. Perfiles de liberacion del fdrmaco a diferentes pH 'y con la aplicacidn o no de sonicacion (Wei et al., 2020).

Los resultados de los estudios in vivo (Figura 17) demostraron una reduccién del 95% de la
masa tumoral en los ratones tratados con polimersomas portadores de DOX seguido de la
aplicacion de sonicacidn, sin aparicidén de potencial toxicidad. Esto se debe principalmente a la

capacidad de acumulacion del sistema en el tejido tumoral por la aplicacién de ultrasonidos.
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Figura 17. Crecimiento tumoral tras la administracion intravenosa de los polimersomas en modelos animales (Wei et

al., 2020).
b) Polimersomas sensibles a estimulos magnéticos

En este tipo de polimersomas, la liberacion del farmaco se produce por la aplicacidon de un
campo magnético exdgeno o ante una hipotermia local, debido a la presencia de nanoparticulas
magnéticas que acompafian al farmaco transportado. Son especialmente Utiles para la

liberacion de farmacos en la barrera hematoencefalica (BHE) (Singh et al., 2022).

Ademas, otra de las aplicaciones de este tipo de sistemas es en la terapia del cancer, ya
gue no es sélo una estrategia para liberar el farmaco anticanceroso de manera selectiva, sino
gue también suministra energia térmica directamente al tumor, generandose hipertermia local.
En este sentido, Tsai et al. (2020) disefiaron un polimersoma a partir del copolimero PCL-SS-
PMAA, que es sensible al pH (PMAA tiene un pK, de 4’8), al ambiente reductor (debido a la
presencia del enlace -SS-) y frente a un campo magnético aplicado de forma exdgena (gracias a
la incorporaciéon de nanoparticulas de Fe;0,), lo que permite la acumulacion del vehiculo en la
zona tumoral. Los polimersomas se elaboraron por el método de doble emulsién, obteniéndose
un tamafio de 250 nm, un potencial zeta de -21’9 mV y una capacidad de encapsulacién de DOX
del 65%. Los ensayos in vitro por el método de didlisis mostraron una mayor tasa de liberacion
del farmaco a pH 5’5 (48%) en comparacion con la obtenida a pH 7’4 (27%). Ademas, la aplicacion
del campo magnético y la presencia de GSH aumenté en 96% la cantidad de farmaco liberada
en el medio acido (Figura 18). Que se libere menor cantidad a pH basico se debe a la
desprotonacion de los grupos acidos carboxilicos del segmento PMAA que interaccionan con la

sal de DOX, impidiendo su liberacidn. A su vez, los estudios in vivo en ratones reflejaron una
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reduccion del volumen del tumor de, aproximadamente, el 100%, debido al efecto combinado

de DOXy la hipertermia generada (Figura 19).
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Figura 18. Perfiles de liberacion de DOX a diferentes pHs y en presencia o ausencia de GSH (5 mM) y de campo
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Figura 19. Curvas de crecimiento tumoral en modelos animales tras la aplicacion de los diferentes tratamientos (Tsai

et al., 2020).

Por otro lado, se ha visto que el uso de nanoparticulas metalicas como el oro Au, Ag, Fe,03

y FesO, puede ser una estrategia prometedora para la liberacién controlada y especifica de

antibidticos, como la meticilina y el ofloxacino (Moorcroft et al., 2018).
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c) Polimersomas sensibles a la luz

Este tipo de polimersomas esta recibiendo recientemente gran atencién debido a su alta
especificidad, baja toxicidad y naturaleza no invasiva del estimulo luminoso (DiazDuarte-
Rodriguez et al., 2019). Se pueden usar como estimulos luminosos la luz ultravioleta (UV) o la
radiacion del infrarrojo cercano (NIR), siendo esta ultima la mas atractiva para las aplicaciones
biomédicas debido a que la radiacién penetra con mayor profundidad en los tejidos y es menos

perjudicial para las células (Cabane et al., 2010).

Para que un polimersoma sea sensible a la energia luminica es necesario disefiarlo con un
enlace fotoldbil que permita la liberaciéon del farmaco tras su rotura ante la presencia del
estimulo, o bien con una molécula fotoactiva capaz de transformarse en su isémero opuesto
cuando incide la luz. Los derivados de o-nitrobencilo y del azobenceno son grupos que cumplen
con estas caracteristicas, respectivamente. Algunos de los copolimeros sensibles a la luz
utilizados para elaborar polimersomas son poli(éxido de etileno)-poli-(metilfenilsilano),
poli(metacrilato)-acido acrilico con azobenceno, poli(metilcaprolactona)-o-nitrobencil-
poli(acido acrilico), poli(e-caprolactona)-b-polietilenglicol con un grupo 2-nitrofenilalanina
(2NPA) entre los dos bloques (Cabane et al., 2010; lyisan and Landfester, 2019; LoPresti et al.,
2009).

Ademas, la sensibilidad a la luz de los polimersomas puede venir dada por la inclusion de
un fotosensibilizador en su estructura, tal y como propusieron Deng et al. (2019). Los autores
elaboraron polimersomas por los métodos de doble emulsidon y nanoprecipitacion basados en
el copolimero poli[N-3-(metiltio)propil glicina]-b-polisarcosina o PMeSPG-b-Psar. Como
fotosensibilizador se incluye tetrafenilporfirina (TPP), que genera in situ ROS (concretamente
10,) bajo la accidn de la luz y provoca la ruptura de los polimersomas. Li et al. (2021) también
incluyeron un fotosensibilizador, en este caso verde de indocianina (ICG), en polimersomas
sensibles al ambiente reductor, junto con didéxido de manganeso (MnQ,), que reacciona con el
H,0, endégeno para dar lugar a O,, que se convierte en 10, por la irradiacidn laser, provocando
la muerte celular por estrés oxidativo y por hipertermia. Estos polimersomas se elaboraron por
el método de rehidratacion pelicular y se caracterizaron por poseer un tamaifio de 170 nm, un
potencial zeta de -863 mV y una eficacia de encapsulacion de ICG del 75'2%. Los estudios in

vitro en lineas celulares tumorales mostraron una clara reduccion de la supervivencia de las
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mismas. Los estudios in vivo en modelos animales demostraron la acumulacién de la plataforma

en el microambiente tumoral.

Por otra parte, el fotosensibilizador también puede incluirse en el polimersoma para la
generacion de hipertermia local cuando sobre él incide NIR. A esto se le conoce como terapia
fototérmica y se utiliza en el tratamiento del cancer, ya que la generacion de calor provoca la
acumulacién del vehiculo en la zona tumoral y aumenta la captacion del mismo por las células
cancerosas, mejorandose asi la eficacia del agente quimioterapico. Zhu et al. (2018)
desarrollaron un polimersoma a partir del copolimero tribloque PCLgooo-PEGsooo-PCLsoo mediante
el método de rehidratacién pelicular. Los polimersomas presentaron un tamano de 208 nmy un
potencial zeta de -16’4 mV y encapsularon DOX, ICG y bicarbonato amdnico (NH;HCO3) como
agente generador de burbujas. Este vehiculo, en presencia de pH acido o NIR, se destruye por la
descomposicion del NH4HCOs en burbujas de CO, que generan poros en la membrana,
liberandose de forma rapida el farmaco anticanceroso, que actia de manera sinérgica con la
hipertermia local para la destruccion de las células tumorales. Estas conclusiones se obtienen
tras realizar los correspondientes estudios in vitro (mediante dialisis) e in vivo (en modelos

animales) (Figura 20).
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Figura 20. Estudio in vitro (izquierda) de liberacion de DOX en funcidn del pH y de la irradiacion Idser y estudio in vivo

(derecha) de la capacidad de reduccion del tumor en modelos animales (Zhu et al., 2018).

4.2. Aplicaciones de los polimersomas sensibles a estimulos

Tal y como se ha visto a lo largo de la revision, los polimersomas sensibles a estimulos
poseen multiples aplicaciones (Figura 21). Por un lado, pueden utilizarse para fines terapéuticos
y médicos, ya que permiten la encapsulacion eficiente de farmacos (tanto hidréfilos como

hidréfobos), ademas de material genético (ADN y ARN) y vacunas. Por otro lado, también
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pueden emplearse para fines diagndsticos, gracias a la técnica de ultrasonidos (Hu et al., 2017;

Singh et al., 2022).
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Figura 21. Representacion esquemdtica de las diferentes aplicaciones que pueden tener los polimersomas sensibles

a los diferentes estimulos (Hu et al., 2017).

Los polimersomas también pueden ser empleados como nanorreactores, asi como
organulos y células artificiales, pues sirven como compartimentos donde se llevan a cabo
reacciones complejas in situ (Hu et al., 2017). En definitiva, estos polimersomas surgieron para
proteger a las enzimas encapsuladas (como, por ejemplo, la GOx) del medio exterior,
preservando y controlando asi su actividad, y también para imitar la capacidad de respuesta a
los estimulos que poseen las membranas bioldgicas de las células y organulos del organismo,

pudiendo servir como implantes celulares (Einfalt et al., 2018; Li et al., 2017).

La estructura compartimental de los polimersomas permite ademas la liberacion
secuencial de las moléculas transportadas con gran precision espacio-temporal, aspecto muy
prometedor para aplicar estos nanotransportadores en la liberacidon programada de las mismas.
El estudio de Sun et al. (2018) es un ejemplo de esta aplicacion. Los autores elaboraron,
mediante nanoprecipitacion, polimersomas a partir de un copolimero anfifilico basado en
cumarina y con enlaces disulfuro (PEG-b-PCSSMA). Dichos polimersomas presentaron un
tamafio de 400 nm y fueron capaces de encapsular pequefias moléculas de DOX-HCI (15% p/p)
y grandes de dextrano (5'8% p/p). Este nanosistema presenta una respuesta dual al ambiente
reductory a la energia luminica, ya que posee enlaces disulfuro asi como moléculas de cumarina
insertos en el bloque PCSSMA. El proceso de liberacién de las moléculas, tal y como muestra la

Figura 22, es el siguiente:
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- Cuando la luz visible (430 nm) incide sobre el polimersoma, las moléculas de cumarina
se escinden y se generan aminas primarias altamente reactivas, lo que conlleva la
reticulacién de la membrana por amidacién y la mejora de su permeabilidad,
permitiendo el paso de las pequefias moléculas de DOX-HCI.

- Cuando el polimersoma se encuentra ante grandes cantidades de GSH, el enlace
disulfuro se rompe, perdiéndose la integridad de la plataforma. Como consecuencia, las

largas moléculas de dextrano se liberan.

Sequential Payload Release from Dual-Responsive Polymersomes

DOX- and Dextran-Coloaded GSH-Mediated Disruption of
Photo- and Reduction-Responsive Photo-Triggered Selective Cross-linked Veskle and Release
Polymersome Release of DOX while Retaining of Dextran

Large Molecule Dextran

Figura 22. Mecanismo de liberacion secuencial de DOX-HCl y dextrano desde un polimersoma sensible a la reduccion

y a la energia luminica (Sun et al. 2018).

Esto puede confirmarse con el estudio de liberacidn in vitro de las dos moléculas. Tal y
como se puede observar en la Figura 23, en presencia de irradiacion y ausencia de GSH,
solamente se aprecia liberacion de DOX-HCl. Sin embargo, la liberacion de dextrano se
promueve cuando existe GSH en el medio, potenciandose también la liberacién de DOX-HCI del

interior del polimersoma.
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Figura 23. Tasas de liberacion in vitro de DOX 'y TR-dextrano en funcion de la irradiacion y presencia o no de GSH (10
mM) (Sun et al., 2018).
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5. CONCLUSIONES

- Los polimersomas sensibles a estimulos son utiles para la liberacion selectiva de
farmacos en la diana terapéutica, por lo que la principal aplicacién de este tipo de
polimersomas es en la terapia contra el cancer.

- La mayoria de los polimersomas descritos en la literatura son sensibles al pH, ya que es
un parametro de facil ajuste y deteccién en la célula tumoral. Por el contrario, el
estimulo menos empleado para la liberacién de farmacos es la sobreexpresidon
enzimatica en la membrana de la célula tumoral.

- Los estudios de liberacién del farmaco in vitro demuestran que el farmaco se libera tras
la aplicaciéon del estimulo como consecuencia de la pérdida de integridad de la
estructura del polimersoma.

- Los estudios in vivo demuestran la acumulacién de los polimersomas en la célula
tumoral por EPR, siendo minima su presencia en los tejidos sanos. Esto se traduce en
una disminucion de los efectos adversos asociados a los farmacos administrados.
Ademas, se obtiene un efecto terapéutico mantenido en el tiempo por prolongacién de

la vida media de los farmacos.
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7. GLOSARIO

AuNR: Nanovarillas de oro
BBI608: Napabucasina

BHE: Barrera hematoencefilica
Cal: Calceina

CAT1: Trimetilamonio-2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-1-yoduro de oxilo

CPT: Camptotecina

CPTMA: Mondmeros metacrilicos de
camptotecina

CST: Temperatura critica de solucidn
Cy7: DBCO-Cianina 7

DOX: Doxorrubicina

DOX-HCI: Clorhidrato de doxorrubicina
DTT: Ditiotreitol

EPR: Efecto de permeacidn y retencidn
mejorada

GOx: Glucosa oxidasa
GSH: Glutation
H,0;: Peréxido de hidrégeno

ICG: Verde de indocianina

LCST: Temperatura critica de solucién baja

MET: Metionina

mPEG: Metoxipolietilenglicol
2NPA: 2-nitrofenilalanina
NH4HCO3: Bicarbonato amdnico
NIR: Radiacién del infrarrojo cercano
10,: Oxigeno singlete

03: Oxigeno molecular

0:: Anidn superoéxido

OH": Radical hidroxilo

PAA: Poli(acido acrilico)

PAE: Poli(3-amino éster)

PBC: Ester fenilbordnico carbamato

39

PBMA: Poli[2-hidroxi-4-
(metacriloxi)benzofenona]

PCL: Poli(e-caprolactona)

PCSSMA: Polimero basado en cumarina con
enlace disulfuro

PDEAEMA: Poli[2-(dietilamino)etil
metacrilato]

PDMAEMA: Poli[2-(dimetilamino)etil
metacrilato]

PDMS: Poli(dimetilsiloxano)

PDPAEMA: Poli[2-(diisopropilamino)etil
metacrilato]

PEG/PEO: Polietilenglicol
PEGMA: Polietilenglicol-metacrilato
PEMA: Piperidina

PHPMA: Poli[N-(2-
hidroxipropil)metacrilamida]

PLA: Acido polilactico

PMAA: Poli(acido metacrilico)

PMEMA: Poli(metoxietil metacrilato)
PMeSPG: Poli[N-3-(metiltio)propil glicina]
PNIPAM: Poli(N-isopropilacrilamida)

PPDPs: Poli[(mPEG-SS-amino) (N,N-
diisopropiletilendiamino)fosfacenos]

PS: Poliestireno
PSar: Polisarcosina

PTMBPEC: Poli(2,4,6-
trimetoxibenzilidenopentaeritritol carbonato

PTX: Paclitaxel

PVCL: Poli(N-vinilcaprolactama)

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SH: Tiol

TPP: Tetrafenilporfirina

UCST: Temperatura critica de solucién alta

UV: Luz ultravioleta



