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RESUMEN

Los polimersomas o vesiculas poliméricas son nanoparticulas constituidas por una
bicapa de copolimeros de bloque anfifilicos, que le proporciona unas caracteristicas
deseables para la vehiculizacion de farmacos tanto hidrofilos como hidrofobos. Ademas,
presentan una gran estabilidad, un tiempo de circulacién adecuado, son biodegradables
o al menos biocompatibles y, por Gltimo, van a permitir una liberacion controlada del
farmaco. Todas estas caracteristicas los convierten en plataformas interesantes para la
vehiculizacién de farmacos anticancerosos, ya que la terapéutica convencional implica

la utilizacion de alta dosis de estos farmacos, con el consiguiente riesgo de toxicidad.

En primer lugar, en esta revision bibliografica, se recogen los polimeros biocompatibles
que se utilizan con mayor frecuencia en la elaboracion de polimersomas, ya que la
utilizacion de unos u otros sera determinante en las propiedades finales de la vesicula
polimérica. En segundo lugar, se describen los métodos de preparacion mas
comunmente empleados, que también tendran relevancia en cuanto al tamafio final del
polimersoma. En tercer lugar, se detallan propiedades relevantes de los polimersomas
(tamafio, forma y propiedades fisicoquimicas de la membrana), las técnicas de
caracterizacidn mas empleadas, incluyendo ventajas y desventajas de las mismas, asi
como la metodologia utilizada en la realizacion de los estudios in vitro e in vivo de las
vesiculas. Por ultimo, se recogen diversas aplicaciones en relacion con la terapia
antitumoral con potencial en la clinica para el tipo de cancer con mayor prevalencia en

mujeres, el cancer de mama.
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1. INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad causada por el crecimiento incontrolado y la diseminacion
de células anormales y, ademas, constituye la segunda causa de muerte en el mundo.
Hoy en dia el tratamiento incluye distintas opciones como la cirugia, radiacion, terapia
hormonal y quimioterapia, siendo esta Gltima una de las méas utilizadas. Sin embargo,
una de sus limitaciones es su alta inespecificidad, el tratamiento no esté dirigido a las
células dianas, sino que se distribuye por la totalidad del organismo, produciendo
efectos adversos indeseables por la interaccion con células sanas. Ademas, la rapida
eliminacion y especifica distribucion a los drganos y tejidos diana requiere la
administracion de altas dosis de farmaco, lo que conlleva problemas econémicos y de
toxicidad (Prabhu et al., 2015).

La adecuada distribucion de un farmaco es una de las etapas claves en el éxito de un
tratamiento; es necesario que, para ejercer su efecto terapéutico, este farmaco alcance
las células diana a la dosis requerida y en su forma activa (Colley et al., 2014). La
vectorizacion de los distintos principios activos a sus células diana conlleva diversas
ventajas, por un lado, aumenta la concentracion de farmaco en las células, tejido u
organo diana, disminuyendo por tanto la concentracion en el resto, lo que reduce
considerablemente la aparicion de efectos adversos; ademas, el coste del farmaco y de la

terapia serd menor al emplearse menor cantidad de farmaco (Torchilin, 2010).
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Figura 1. Nanoparticulas utilizadas como sistemas de transporte de farmacos (Alexis et al.,
2010).




En las ultimas décadas se han desarrollado distintos sistemas de transporte de escala
nanometrica como los liposomas, conjugados polimero-farmaco, nanoparticulas
poliméricas, micelas, dendrimeros, polimersomas, nanoparticulas proteicas, bioldgicas,

inorganicas e hibridas (Figura 1) (Alexis et al., 2010).

1.1. Nanoparticulas

1.1.1. Historia
Las primeras nanoparticulas descritas como sistemas de administracion de farmacos, en
la década de 1960, fueron unas vesiculas lipidicas denominadas liposomas (Alexis et al.,
2010). Son estructuras vesiculares constituidas por bicapas lipidicas autoensambladas
dispuestas de forma concéntrica, que presentan claramente dos tipos de compartimentos,
hidrofilicos e hidrofobicos. Esta caracteristica es la que permite a los liposomas el

transporte de moléculas con distinta solubilidad (Su et al., 2014).

Afos mas tarde, en 1976, aparecieron los primeros sistemas poliméricos de liberacion
controlada de macromoléculas, a lo que le sucedio la primera aplicacion de sistemas
liposomales vectorizados en 1980. Posteriormente, en la decada de los 90, se procedi6 a
modificar la superficie de liposomas y nanoparticulas poliméricas con polietilenglicol,

lo que condujo al aumento del tiempo de circulacién de estas nanoparticulas.

A partir de entonces, el campo de la nanotecnologia siguié desarrollandose hasta
culminar con la aprobacion de Doxil, un sistema liposomal que encapsulaba
doxorrubicina, ampliamente utilizado en el tratamiento de distintos tipos de cancer.
Desde entonces, se ha llevado a cabo un gran progreso en el disefio y desarrollo de
nanoparticulas “inteligentes”, que presentan la capacidad de producir una respuesta al
entorno, lo que permite obtener estrategias de liberacién de farmacos mas efectivas
(Alexis et al., 2010).

En la actualidad, hay 29 ensayos clinicos activos, en distintas fases, en los que se
emplean nanoparticulas para el tratamiento de distintos tipos de cancer y otros 60
ensayos programados que se encuentran reclutando participantes (U.S. National Library
of Medicine, 2019).

1.1.2. Nanoparticulas como vehiculos de farmacos: Polimersomas.
Las nanoparticulas proporcionan muchas ventajas como sistemas de administracion de

farmacos: aumentan el tiempo de circulacién, permitiendo una acumulacién en el lugar




de accion; liberan el farmaco preferentemente en la célula/tejido diana, disminuyendo
los efectos adversos; mejoran la solubilidad de aquellos farmacos poco solubles en
sangre Yy los protegen del ambiente. Las nanoparticulas con tamafios comprendidos entre
30-200 nm se acumulan preferentemente en tejidos poco vascularizados, como los
tumores, mejorando asi la permeacion y retencion de las mismas. En definitiva, las
nanoparticulas permiten un mejor control temporal y espacial, lo que conlleva una

mejora de la eficacia y una reduccion de la toxicidad (Rwei et al., 2015).
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Figura 2. Representacion esquematica de la estructura basica de liposomas (izquierda) y

polimersomas (derecha) (Messager et al., 2014).

Los polimersomas, también denominados vesiculas poliméricas, son nanoparticulas
analogas estructurales de los liposomas (Su et al., 2014), como se puede observar en la
Figura 2. Estan constituidos por una estructura hueca cuyo interior es acuoso, lo que
permite la encapsulacién de moléculas hidrofilas; en lugar de la bicapa lipidica propia
de los liposomas, se rodean de una bicapa de copolimero anfifilico de bloque
biodegradable que permite encapsular moléculas hidréfobas (Hu et al., 2017). Presentan
ciertas ventajas con respecto a los liposomas, entre las que se incluyen una mayor
estabilidad, debido a que el copolimero presenta un mayor peso molecular, por lo que la
bicapa resultante es mas dura, menos permeable y fluida (Brinkhuis et al., 2011).

Ademas, muestran un aumento del tiempo de circulacion (hasta dos veces superior a los




liposomas unidos a moléculas de polietilenglicol) y caracteristicas superiores de

biodegradabilidad y liberacion controlada del farmaco (Mohammadi et al., 2017).

Los polimersomas presentan un gran nimero de aplicaciones biomédicas como sistemas
de transporte y vectorizacion de farmacos, de genes y como diagnostico por imagen
(Brinkuis et al., 2011; Hu et al., 2017; Xiong et al., 2012). La incorporacion de un
agente de contraste permite la monitorizaciéon de la ubicacién concreta de los
polimersomas durante la liberacion de los farmacos de forma no invasiva, sin necesidad
de sacrificar al animal, lo que supone una gran ventaja (Levine et al., 2008). Ademas,
pueden servir como compartimentos para llevar a cabo reacciones a nanoescala in situ.
Los dltimos avances en investigacion se han centrado en el disefio de polimersomas
“inteligentes”, con la capacidad para responder a determinados estimulos tales como

pH, potencial de 6xido-reduccion, temperatura o luz (Hu et al., 2017).

Esta revision bibliografica se centra en el uso de estas vesiculas poliméricas en la
terapia anticancerosa. Merece insistir en la necesidad de buscar nuevas estrategias que
eviten la aparicion de los efectos adversos propios de la quimioterapia, como en el caso
de la doxorrubicina, uno de los agentes quimioterapicos mas efectivos y con mayor uso
en la actualidad. La doxorrubicina se intercala en el ADN interponiéndose a la accion de
la topoisomerasa |1, que tiene mayor actividad en células tumorales y cuya funcion es
desenrollar el ADN en la transcripcion, por lo que este farmaco produce la detencion del
proceso de replicacion y, ademas, genera radicales libres de oxigeno. La principal
desventaja del uso de este farmaco es que produce una severa cardiotoxicidad, lo que
limita la dosis de farmaco que se puede administrar, siendo muchas veces insuficiente

para conseguir el efecto terapéutico (Colley et al., 2014; Zhu et al., 2017).

Por lo tanto, es necesario el desarrollo de una estrategia que permita vehiculizar este
farmaco y su liberacion de manera selectiva en las células dianas, reduciendo asi la
aparicion de efectos adversos (Zhu et al., 2017). En determinados casos, se lleva a cabo
terapia combinada con otro farmaco cuyo mecanismo de accidén sea distinto (por
ejemplo, paclitaxel, que es un agente antimit6tico), ya que esto produce un aumento en
la tasa de regresion tumoral, asi como en la tasa de supervivencia de los pacientes en
comparacion con la monoterapia. Dado que el paclitaxel es menos soluble que la
doxorrubicina, se requiere un vehiculo que permita el transporte de los farmacos de

manera conjunta (Ahmed et al., 2006).




El nimero de articulos referidos a polimersomas en la ultima década ha ido aumentando

considerablemente, como se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Grafico que muestra el nimero de publicaciones sobre polimersomas en los Gltimos
10 afos (Elsevier, 2019).




2. OBJETIVOS

La creciente necesidad de establecer una terapia anticancerosa mas efectiva y segura
para los pacientes ha llevado al disefio y desarrollo de nuevos sistemas de
vehiculizacién de farmacos. La nanotecnologia permite el desarrollo de estos sistemas,
que presentan un gran potencial en lo referente a la mejora del tratamiento del cancer.

Entre estos sistemas, se encuentran los polimersomas.

Por ello, el objetivo general de este trabajo es revisar la utilidad de los polimersomas
como plataformas para la administracién de agentes antineoplasicos del tipo de la

doxorrubicina. Este objetivo general se concreta en una serie de objetivos especificos:

e Conocer los tipos de polimeros utilizados en la formulacién de polimersomas y
los distintos métodos de elaboracion.

e Analizar los ensayos de caracterizacion y controles que garantizan la calidad de
los sistemas elaborados.

e Evaluar el comportamiento de liberacién in vitro e in vivo de dichos sistemas y
su potencial aplicacion en el tipo de cancer mas prevalente en mujeres, el cancer

de mama.




3. METODOLOGIA
Para la elaboracion de esta revision bibliogréfica se han utilizado diferentes fuentes de

informacion:

e Scopus: base de datos multidisciplinar a través de la cual se ha tenido acceso a
diversos articulos cientificos con respecto al tema en estudio. Ha permitido
seleccionar los articulos de forma sencilla en funcion de las citas que han
recibido, lo que nos permite conocer su impacto.

e PubMed: motor de busqueda que permite el acceso a Medline, que es una base

de datos de bibliografia médica.

El acceso a estas fuentes de bibliografia se ha realizado a través de FAMA, el catalogo

de la biblioteca de la Universidad de Sevilla.

Ademas, se ha utilizado la aplicacion web Mendeley para archivar los articulos
consultados y como gestor de las referencias bibliograficas. También ha permitido
encontrar nuevos documentos de interés gracias a las sugerencias basadas en los

articulos archivados.

En primer lugar, se realizd una busqueda general utilizando las siguientes palabras
clave: polymersome y cancer therapy. Se seleccionaron articulos relevantes de los
ultimos 15 afios tomando como criterio fundamental el namero de citas. Posteriormente,
se realizaron bdsquedas mas concretas incluyendo también las palabras clave:

doxorubicin, polymer engineering, cancer targeting, drug delivery.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Polimeros empleados en la formulacion de polimersomas

Los polimersomas son vesiculas poliméricas autoensambladas cuya membrana esta
constituida por una bicapa de copolimeros de bloque anfifilicos que deben contener, al
menos, un bloque hidrofilico y otro hidrofébico (Xiong et al., 2012) (Figura 4). Cada
uno de los bloques puede estar formado por un mondémero especifico o por la
combinacion de mas de uno; esta variabilidad en la composicion y el peso molecular
final es lo que permite la elaboracion de polimersomas con diferentes propiedades,
espesor y permeabilidad de la membrana (Lee y Feijen, 2012). Ademas, esta membrana
puede ser funcionalizada con el objetivo de mejorar la vectorizacion y de producir una
respuesta a un estimulo concreto que permita la liberacion del farmaco encapsulado
(Gaitzsch et al., 2016).

Figura 4. llustracion de un polimersoma formado por copolimeros de bloque hidréfilos (color
rojo) e hidréfobos (color azul) (Martin et al., 2016).

Existe una gran cantidad de copolimeros de bloque empleados en la formulacion de
polimersomas (Tabla 1); todos ellos se caracterizan por ser biodegradables o, al menos,

biocompatibles.

11



Polimeros hidrdfilos Polimeros  hidrofobos
Polietilenglicol PEG Acido polilactico PLA
Polietilenimina PEI Policaprolactona PCL
Poli-2-dimetilaminoetil Poli 2-etil 2-
) PDMAEMA _ PEOz
metacrilato oxazolina
Polietiletileno fosfato PEEP Poli-L-lisina PLL
Tetraetenilpentamina TEPA Policarbonato PC
Polietilglicinatometacrilamida PEGMA Polipropilenglicol PPG
Polialilglicidileter PAGE Poliestireno PS
Acido hialurénico HYA Polibencilglutamato PBLG
Acido poliacrilico PAA Polietiletileno PEE
Poli (2-metacriloiloxi-etil _ _
o PMPC Polibutadieno PBd
fosforilcolina)
Acido poli-lactico-
Dextrano DEX o PGLA
co-glicolico
Poli-2-vinilpiridina P2VP
Poli-2-
diisopropilamino PDPA
metacrilato de etilo

Tabla 1. Polimeros hidréfilos (izquierda) y polimeros hidréfobos (derecha) empleados con

mayor frecuencia en la formulacién de polimersomas (Martin et al., 2016, adaptada).

El primer copolimero de bloque biocompatible utilizado en la formacién de
PEG,

denominado PEO (6xido de polietileno), es hidrosoluble y es el que proporciona a estos

polimersomas fue PEG-PEE (polietilenglicol y polietiletileno). también
polimersomas caracteristicas Utiles in vivo, a pesar de que PEE también es altamente
biocompatible. Ademas, la utilizacion de PEG proporciona mayor tiempo de circulaciéon

debido a que reduce la adsorcion a proteinas inespecificas.

Se han sintetizado otros copolimeros de blogue basados en PEG. El bloque de PEG

puede acoplarse a diversos bloques hidr6fobos, tanto biodegradables (policaprolactona
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(PCL) o é&cido polilactico (PLA)), como no biodegradables (poliestireno (PS) o
polibutadieno (PBd)).

La utilizacion de un polimero u otro proporciona distintas caracteristicas al
polimersoma. PS, al tener una temperatura de transicion vitrea muy alta, produce una
membrana semicristalina rigida; en cambio, PBd, al tener una temperatura de transicion
vitrea por debajo de la temperatura ambiente, da como resultado una membrana flexible
y fluida que permitiria la extrusion y, por tanto, el control del tamafio tras la formacion
de los polimersomas. La principal limitacion de la utilizacién de PBd para terapias in
vivo es que se trata de un polimero biocompatible pero no biodegradable, por lo que sus
residuos pueden producir toxicidad. Por ello, se suelen emplear otros polimeros
hidrofobos que si son biodegradables, como PCL, PLA o &cido poli-lactico-co-
glicélico) (PGLA) (Brinkhuis et al., 2011; Levine et al., 2008).

Por un lado, PLA y PGLA son altamente biocompatibles y ademés tienen buenas
propiedades mecénicas para su uso en la administracion de farmacos. Las vesiculas
poliméricas compuestas por estos polimeros biodegradables experimentan degradacion
hidrolitica intracelular catalizada por acidos, generando como productos acido lactico y
acido glicolico, que son solubles en agua y no téxicos. Por otro lado, aunque el
copolimero PCL también es biodegradable y no toxico, se suele emplear junto a otros
polimeros biodegradables, ya que su degradacion es lenta. La combinacion de este
polimero con otros permite adaptar la cinética de degradacion del polimersoma
(Danafar, 2016).

La utilizacion de copolimeros de bloque cuya solubilidad en soluciones acuosas
depende del pH permite que la liberacion del contenido sea méas rapida, como en el caso
de polimersomas compuestos de copolimeros de poli-2-vinilpiridina (P2VP), polimero
hidrofobo, y PEG; o poli-2-diisopropilamino metacrilato de etilo (PDPA), polimero
hidrofobo, y poli (2-metacriloiloxi-etil fosforilcolina) (PMPC), polimero hidrofilo. Esto
se debe a la protonacion de los bloques hidr6fobos en soluciones por debajo de un
determinado pH, volviéndose hidrofilos, lo que produce la transicion brusca de
polimersomas a copolimeros de bloque disueltos libres y, por tanto, la liberacion del
farmaco (Brinkhuis et al., 2011; Levine et al., 2008).

13



4.2. Métodos de elaboracion

A continuacion, se indican algunos de los métodos mas empleados en la elaboracion de

polimersomas.

4.2.1. Rehidratacion pelicular

Mediante esta técnica, los polimersomas se forman a partir de una fina pelicula
polimérica que posteriormente se rehidrata con el solvente adecuado. Para ello, el
copolimero de bloque y los compuestos hidr6fobos se disuelven en un disolvente
orgénico volatil adecuado, como el cloroformo, en un vial de vidrio y la solucion se
seca al reducir la presion para eliminar el solvente residual. Una vez se ha eliminado el
solvente, el polimero crea una pelicula fina en la pared del vial. A continuacion, con el
fin de hidratar la pelicula creada, se afiade la fase acuosa que contiene el agente
hidrofilico y cuya funcion es difundir a través de la pelicula haciendo que la parte
hidrofilica se hinche. Durante todo el proceso de hidratacion es muy importante
mantener la agitacion para que el polimero se mantenga como una fina pelicula (Figura
5).

Este método produce vesiculas de una amplia variedad de tamafio, desde 100 nm hasta
100 um dependiendo del polimero utilizado y de las condiciones especificas empleadas
en la elaboracion. Por lo tanto, tras el procedimiento, pueden llevarse a cabo distintos
tratamientos (extrusion a través de una membrana de policarbonato con poros definidos,
sonicacion o ciclos de congelacion y descongelacion) para obtener una adecuada
distribucién de tamafio (Gaitzsch et al., 2016; Letchford y Burt, 2007; Mohammadi et
al., 2017).
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Figura 5. Representacion esquematica del método de elaboracion de polimersomas por

rehidratacion pelicular (Mohammadi et al., 2017).
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Aunqgue se trata de una técnica simple, el principal inconveniente que presenta es la
reducida eficiencia (5-15%) en la encapsulacion de moléculas hidrofilas (Mohammadi
etal., 2017).

4.2.2. Hidratacion directa
Segun el tamafio y tipo de copolimeros de bloque empleados en la formacion de los
polimersomas, algunos se pueden formar directamente en un ambiente acuoso sin
necesidad de emplear ningln solvente organico. Los copolimeros se disuelven en una
solucion tampon que contiene las moléculas hidréfilas y rapidamente se forma la

estructura vesicular (Mohammadi et al., 2017).

4.2.3. Nanoprecipitacion
La nanoprecipitacion, también denominada intercambio de solvente, es una técnica
facil, poco compleja, ampliamente aplicable y eficiente energéticamente. Ademas, con
este método se pueden encapsular tanto moléculas hidréfilas (interior acuoso) como
hidrofobas (bicapa). El polimero disuelto en un solvente organico se afiade a una
solucion acuosa gota a gota manteniendo agitacién constante. A continuacion, los
polimersomas se forman instantaneamente a medida que el polimero va difundiendo
hacia la fase acuosa. La etapa final consiste en la eliminacion del solvente organico

utilizado previamente mediante un proceso de dialisis 0 a presion reducida si es volatil.

Los requisitos para llevar a cabo esta técnica son que los disolventes sean miscibles
entre si y den lugar a la formacién espontanea de las nanoparticulas en la separacién de
fases y la existencia de soluciones poliméricas diluidas. La velocidad de adicion del
polimero y la velocidad de agitacion también influyen en el tamafio de los
polimersomas y en su capacidad de encapsulacion (Mohammadi et al., 2017; Zhang et
al., 2013). La principal desventaja de la utilizacion de este método es la necesidad de
eliminar el disolvente orgéanico residual, que es peligroso tanto para el medio ambiente
como para los sistemas fisiologicos (Danafar et al., 2016; Mohammadi et al., 2017;
Zhang et al., 2013).

El tamafio de particula que se obtiene con este método es de aproximadamente 200 nm,

normalmente menor que los obtenidos con otros procesos (Zhang et al., 2013).
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4.2.4. Doble emulsion por extraccion-evaporacion del solvente
Este método es uno de los méas versatiles para la preparacion de polimersomas que

encapsulan agentes tanto hidrofilos como hidrofobos.

En primer lugar, el copolimero anfifilico se disuelve en una fase orgéanica (oleosa) que
ya incluye los agentes hidrdfobos. A continuacion, se emulsiona con una fase acuosa
junto con los agentes hidrofilos, utilizando para ello un agente tensioactivo. La
emulsificacién se lleva a cabo mediante ultrasonicacion, lo que permite la formacién de
gotas de polimero de tamafio nanométrico. La calidad de la emulsion formada
determinard tanto el tamafio como la distribucion de tamafio de las particulas, por ello se
requiere el uso de tensioactivos y/o homogeneizadores. La emulsion resultante se
transfiere a una fase acuosa mas grande y se mantiene en agitacion para que se produzca
la evaporacion del solvente. Por Gltimo, se recogen y lavan los polimersomas mediante

centrifugacion (Figura 6) (Mohammadi et al., 2017).

Copolymer
hydrophobic agent +

solvent Surfactant + water

Ultrasonication » +

Added drop-wise

Stirring with high speed or homogenization . Larger amount of

water-surfactant

(\

‘ Solvent evaporation U
u » Polymersomes

mp

Figura 6. Representacion esquematica de la elaboracion de polimersomas mediante la técnica

de doble emulsion por extraccion-evaporacion del solvente (Mohammadi et al., 2017).

Las principales desventajas de este método son la produccion de polimersomas con un
amplio rango de tamafios, la pérdida del farmaco hidrofilo que causa baja eficiencia de
encapsulacion (Mohammadi et al., 2017) y la necesidad de usar disolventes organicos

peligrosos para el medio ambiente (Danafar et al., 2016).
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4.2.5. Formacién activada por estimulos
También se pueden formar polimersomas a partir de gotas de doble emulsién con
multiples ndcleos (A/O/A) y utilizando como estimulos externos la temperatura o la luz
UV. Tras la activacion por estos estimulos, estas gotas de doble emulsion con multiples
nlcleos se transforman en gotas de doble emulsién de un solo nlcleo. A continuacion,
se produce la evaporacién del solvente utilizado, obteniendo finalmente los

polimersomas, tal y como se muestra en la Figura 7 (Mohammadi et al., 2017).

Polystyrene (PS) Poly(NIPAAmM-co-5P0) P(NIPAAmM-co-5F0)

- A i block
Wm i

Dual-respo;sive Block Copolymer

Multi-core Double Single-core Double Dual-responsive
Emulsion Droplet Emulsion Droplet Polymersome

Figura 7. Representacion esquematica de la formacién de polimersomas mediante el empleo de

estimulos (Mohammadi et al., 2017).

Ademas de la temperatura y la luz, el cambio de pH también puede utilizarse como

estimulo para la formacidn de polimersomas (Gaitzsch et al., 2016).

4.2.6. Dispositivo microfluidico
Estos dispositivos normalmente estan fabricados de vidrio o polidimetilsiloxano
(PDMS) y compuestos por varias jeringas y bombas que permiten la inyeccion en el
sistema de los fluidos. En esta técnica, los volumenes de fluido utilizados son muy
pequefios, lo que permite una mejor mezcla agua/disolvente y la formacion de

polimersomas con alto rendimiento (Thiele et al., 2010; Zhang et al., 2013).

Para la elaboracion de los polimersomas se emplean dos jeringas que se acoplan al
dispositivo. Una de ellas contiene la solucién hidréfoba o del polimero en el solvente
organico a un caudal preseleccionado y ajustado mediante una bomba interna. A su vez,

la fase hidréfila se introduce en el dispositivo con ayuda de la segunda jeringa, también
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a un flujo determinado. La tension superficial provoca que el fluido se rompa formando
gotas de doble emulsion sin que se produzca la salida del fluido interno hacia el externo
(Lorenceau et al., 2005). Para recoger los polimersomas elaborados se emplea un tubo
que se coloca en el punto concreto del dispositivo donde se produce la mezcla (Figura
8).

Mediante esta técnica, se obtienen polimersomas con tamafio de particula de 40 nm a 2
pum, dependiendo de la relacion entre los flujos de las jeringas seleccionados. En
comparacion con las técnicas de emulsién convencionales, que generan polimersomas
con gran variabilidad de tamafos, esta técnica permite elaborar polimersomas con un
buen control tanto del diametro de la particula como de la eficiencia de encapsulacion
(Mohammadi et al., 2017; Zhang et al., 2013) y permite la eleccién de distintos
materiales para su formulacion (Lorenceau et al., 2005). Sin embargo, la principal
desventaja de este método es la velocidad lenta de produccion, lo que dificulta a su vez

la utilizacion a gran escala (Gaitzsch et al., 2016).

Insertion of separate solvents
. 4

Stable double
emulsion

Polymersomes

Figura 8. Representacion esquematica de la utilizacién del dispositivo microfluidico para la

elaboracidn de polimersomas (Mohammadi et al., 2017).

4.2.7. Utilizacion de fluidos supercriticos
En esta técnica, esquematizada en la Figura 9, se disuelven en un mismo codisolvente
tanto el farmaco como el polimero. EI empleo de un mismo codisolvente es importante

para conseguir una eficiencia de encapsulacion aceptable. A continuacion, esta solucion
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se pulveriza en un fluido supercritico, generalmente diéxido de carbono (CO2). Se
emplea este fluido debido a que presenta ciertas propiedades que resultan ideales, entre

las que se encuentran que no es inflamable, ni tdxico y, ademas, es econémico.

El polimero y el farmaco precipitan formando nanoparticulas debido a la transicion de
un sistema de dos fases (el codisolvente y CO2 como fluido supercritico) a un sistema

de fluido supercritico homogéneo de una sola fase.

A diferencia de otros métodos convencionales, la utilizacién de fluidos supercriticos no
deja ningun tipo de residuo téxico debido al solvente organico en las nanoparticulas.
Ademas, al ser una técnica econdémica, simple, adecuada y que permite la produccién de
polimersomas en masa, se establece como una técnica perfecta para ser utilizada por la

industria farmacéutica (Mohammadi et al., 2017).
Supercritical Assisted vesicular systems formation process

1 & 2

direct injection

Atomization of water+ Expanded Liquid
hydrophilic agent

Micelle W/CO2 Vesicle loaded

therapeutic/diagnostic agent

Figura 9. Representacion esquematica del proceso de formacion de polimersomas mediante la

utilizacién de fluidos supercriticos (Mohammadi et al., 2017).

4.3. Caracterizacion y controles

Para acercar la utilizacién de los polimersomas a la practica clinica, es necesario tener
una completa comprensién de su ensamblaje y desensamblaje, las interacciones
fisicoquimicas y la biofuncionalizacién de los polimersomas. Es necesario mantener un
control en la regulacion del tamafio, estructura y propiedades de la membrana y la forma
(Leong et al., 2018).
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Se requiere llevar a cabo una caracterizacion fiable y reproducible de las vesiculas
poliméricas para que estas puedan emplearse, llegando a un compromiso entre la
precision de las mediciones y la instrumentacion y preparacion mas adecuadas. Las
técnicas de caracterizacion utilizadas son compatibles con las que se aplican con
normalidad en la ciencia de los sistemas coloidales y las podemos clasificar en cinco
grupos: técnicas de dispersion, métodos de visualizacién o microscopia, manipulacién
fisica y electromagnética, métodos de separacion/purificacion y herramientas de
simulacién (Habel et al., 2015; Kita-Tokarczyk et al., 2005).

4.3.1. Propiedades

4.3.1.1. Tamafio

Las particulas con un diametro mayor a 12 nm no pueden alcanzar los drganos
normales, en cambio, los vasos sanguineos en el tumor son permeables, tortuosos y con
un drenaje linfatico deficiente. Esto permite el paso y la acumulacion de los
polimersomas de un tamafo inferior a 780 nm, que es la distancia maxima entre las
células endoteliales de la vasculatura tumoral. Esto se conoce como efecto de

permeabilidad y retencion aumentada (EPR) (Leong et al., 2018).

El tamafio de la vesicula polimérica puede modificarse en distintas etapas de su
elaboracion. Los parametros sobre los que se puede incidir para el control del tamafio
son la composicion del polimero, ya que existe una correlacion entre el peso molecular
de éste y el tamafio del polimersoma, la concentracion inicial del copolimero, la
naturaleza del solvente y el contenido de agua en la mezcla, la temperatura v,
posiblemente, la adicion de otros componentes o aditivos como iones, homopolimeros o
surfactantes (Bleul et al., 2015). Ademas, la polidispersidad del copolimero de bloque y
la proporcion entre los bloques puede influir en la distribucion del tamafio. También el
método de elaboracion utilizado puede determinar el tamafio de la vesicula polimérica.
Asi, mediante las técnicas de rehidratacion pelicular, intercambio de solvente y métodos

de inyeccion se obtienen vesiculas de entre 50 a 800 nm (Brinkhuis et al., 2011).

Se puede controlar el tamafio final de los polimersomas con el empleo de algunas

técnicas:

-Extrusién/sonicacion: Los polimersomas se redimensionan haciendo uso de las fuerzas

de cizalla que surgen en la extrusion. La muestra de polimersomas preformados se hace
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pasar por un filtro con nanoporos. La unica restriccion es que la membrana polimérica
debe permanecer fluida hasta el final del proceso, por lo que se requieren polimeros con
una temperatura de transicion vitrea baja. Alternativamente, la aplicacion de la energia
del sonido se emplea para romper las particulas en otras mas pequefias (Brinkhuis et al.,
2011; Leong et al., 2018).

-Velocidad de mezcla: Modificando la velocidad de mezclado del agua y la solucion

polimérica se puede controlar el tamafio de los polimersomas en un amplio rango. Un
aumento en la velocidad de la mezcla hace que los polimeros se autoensamblen en
polimersomas de menor tamaro; al contrario, si se reduce la velocidad de mezcla, las
moléculas de polimero se autoensamblan lentamente dando lugar a polimersomas de

mayor tamafo (Leong et al., 2018).

-Filtracién y centrifugacion: Para llevar a cabo la purificacion de los polimersomas,

éstos se hacen pasar a traves de una membrana semipermeable con un tamafio de poro
especifico, excluyendose asi los polimersomas de mayor tamafio mientras que las
vesiculas de menor tamafio (micelas) pasan a través de la membrana. EI empleo de la
filtracion tangencial (Figura 10) previene la colmatacion de la membrana, por lo que es
la técnica empleada (Robertson et al., 2016). A continuacion, se lleva a cabo una
centrifugacion diferencial, sedimentando los polimersomas mas grandes y quedando los
de menor tamafio en el sobrenadante. De esta forma, se pueden obtener distintas
poblaciones de tamafo mediante incrementos graduales de la fuerza centrifuga (Leong
et al., 2018).

A o Pol
Mixed @ Oge o 9-0° 00 0 o °ymgs°mes
polyme@omes OZ ° 2. 00 ik WS . %O 0% o
and micelles ™ :
Porous membrane e [':4/4

0% % °©

Micelles

Figura 10. Representacién del proceso de filtracién tangencial para la purificacion de

polimersomas (Robertson et al., 2016).

-Cromatografia de exclusién por tamafio (SEC): Separa las particulas en funcion de su

volumen hidrodinamico. La mezcla de particulas se hace pasar por una columna de

cromatografia formada por un material poroso, de forma que las particulas de mayor
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tamarfio no penetran en los poros de la columna, por lo que eluyen méas rapidamente que

las de menor tamafio, que quedan retenidas en los poros (Robertson et al., 2016).

-Quimica del polimero: Tanto la fraccion de volumen del bloque hidréfilo como el peso
molecular de los polimeros empleados modulan el diametro del polimersoma. Al
aumentar la fraccion de bloque hidréfilo y el peso molecular de los polimeros se

experimenta un incremento en el tamafio del polimersoma (Leong et al., 2018).

4.3.1.2. Propiedades fisicoquimicas de la membrana

Las propiedades fisicoquimicas de la membrana de la vesicula polimérica, tales como la
carga superficial y la permeabilidad, deben estar disefiadas de tal manera que aumenten
la eficacia diagndstica y terapéutica, ya que influyen tanto en la velocidad de
penetracion celular como en la orientacion espacial de la carga de farmaco (Leong et al.,
2018).

-Carga superficial: Modula la interaccion con las membranas celulares (negativamente

cargadas, potencial zeta -20 mV). Los polimersomas simétricos sufren un proceso de
endocitosis lento debido a las repulsiones electrostaticas. Por el contrario, los
polimersomas asimétricos (formados a partir de copolimeros tribloque con dos bloques
hidrofilicos diferentes flanqueando el bloque hidréfobo) permiten un mejor control de la
carga superficial y muestran un proceso de endocitosis mas rapido que los anteriores
(Leong et al., 2018).

Lee et al. (2011) demostraron que polimersomas con una carga superficial ligeramente
negativa (potencial zeta -7,6 mV) son estables en la circulacion y, ademas, presentan un
mayor tiempo de circulacién y una mayor acumulacion en tumores de ratones que los

polimersomas con potencial zeta mas negativo (-38,7 mV).

-Permeabilidad: Influye de forma importante en el movimiento de las moléculas a través
de la membrana del polimersoma. El polimero que conforma el bloque hidréfobo es el
que determina la fluidez y el espesor de la membrana. Una menor hidrofobicidad del
polimero se traduce en una mayor velocidad en el movimiento de las moléculas a través
de la membrana. Ademas, la temperatura de transicion vitrea de los polimeros determina
la fluidez de la membrana, por lo que se requieren polimeros con una temperatura de
transicién vitrea baja ya que, a temperaturas superiores a ésta, la velocidad del

movimiento de las moléculas se ve aumentada. Por otro lado, el coeficiente de difusién
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de las membranas del polimersoma se ve disminuido al aumentar el peso molecular del

copolimero, dado que se incrementa el espesor de la membrana (Leong et al., 2018).

4.3.1.3. Forma

La organizacion espacial de las cadenas de los copolimeros anfifilicos contribuye a la
forma final de los polimersomas, lo que determina su transporte. Por un lado, los
polimersomas esféricos son los mas estables termodinamicamente al tener la menor
relacion superficie/volumen y la energia superficial mas baja, en cambio presentan una
capacidad inferior para la adhesion celular o tisular que los polimersomas no esféricos
(Leong et al., 2018). Los polimersomas elipsoidales muestran una mejor adhesion a las
células diana en comparacion con los polimersomas esféricos, lo que se atribuye a un

area superficial mayor (Lai et al., 2012).

Por otro lado, los polimersomas esfericos presentan una endocitosis mas rapida y
requieren menos energia para llevar a cabo este proceso que los polimersomas
elipsoidales (Chen et al., 2016). Se puede inducir tanto fisica como quimicamente la

transicion de polimersomas esféricos a no esféricos (Leong et al., 2018).

4.3.2. Técnicas de caracterizacion

4.3.2.1. Métodos de dispersion

-Dispersién dinamica de la luz

Para la realizacion de mediciones de tamafio, distribucion de tamafio (indice de
polidispersidad) y morfologia, la técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS) es la
mas conveniente y rutinaria (Habel et al., 2015; Lee y Feijen, 2012). Esta técnica se
basa en la dispersion de la luz laser a distintas intensidades que se produce debido al
movimiento browniano de las particulas cuando se encuentran en solucién. Permite la
deteccidn de particulas de hasta 2 nm. Se trata de una técnica rapida, simple, sensible y
para la que se requiere un minimo volumen de muestra. Sin embargo, presenta algunas
desventajas, ya que las muestras polidispersas son dificiles de interpretar, la
comparacion entre distintos instrumentos es dificil y se pueden realizar interpretaciones

erroneas en caso de agregados (Habel et al., 2015).
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Por otro lado, el potencial zeta (£) también se puede determinar a través del uso de esta
técnica (DLS), mediante la medicion de la movilidad electroforética del polimersoma en

un capilar de electroforesis (Aghajanzadeh et al., 2018; Lee y Feijen, 2012).

-Dispersion de rayos X o de neutrones

La principal ventaja de estas técnicas es que permiten detectar particulas de hasta 0,5
nm y proporcionan informacién detallada sobre la bicapa del polimersoma. Sin
embargo, su uso se ve limitado debido a la necesidad de contar con instalaciones de

radiacion a gran escala (Habel et al., 2015).

-Dispersién de luz de flujo interrumpido o stopped-flow (SFLS)

Es una técnica simple Gnicamente valida para muestras monodispersas. Permite medir la
permeabilidad de los polimersomas. La solucion de polimersomas se mezcla
rapidamente con una sustancia osmdticamente activa, lo que provoca un cambio de
volumen en los polimersomas que, a su vez, produce cambios en la dispersion de la luz
(Habel et al., 2015).

4.3.2.2. Métodos de visualizacion
La microscopia Gptica y electronica son las técnicas que mas frecuentemente se emplean
para la visualizacion directa de los polimersomas. Permiten la caracterizacion del

tamafo, morfologia y homogeneidad.

La microscopia dptica presenta la ventaja de ser una técnica sencilla y con una facil
preparacion de las muestras. Sin embargo, s6lo se puede utilizar para particulas mayores
de 1 um de diametro, y la resolucion, el aumento y el contraste de las muestras son

bastante limitados (Lee y Feijen, 2012).

La microscopia electrénica de barrido (SEM) o la microscopia electronica de
transmision (TEM) permiten la caracterizacion con una alta resolucién de particulas con
un tamafio mayor a 1 nm aunque, para mejorar el contraste, se recomienda secar y tefiir
las muestras con atomos de metales pesados ricos en electrones. La gran desventaja del
uso de la microscopia electronica es la necesidad de crear condiciones de vacio, lo que
puede producir una deformacion de la muestra. Para solventar este inconveniente, los
polimersomas hidratados se pueden estudiar mediante el uso de TEM criogénico, tras la

congelacion rapida de la muestra. Opcionalmente, la muestra puede fracturarse para
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evaluar la estructura interna del polimersoma. En la Figura 11 se muestran imagenes de

estos tres tipos de microscopia electronica (Habel et al., 2015; Lee y Feijen, 2012).

Figura 11. Imagenes de polimersomas (forma de estomatocito) tomadas con distintos tipos de
microscopia: TEM (izquierda), TEM criogénico (centro) y SEM criogénico (derecha)
(Meeuwissen et al., 2011).

Por otro lado, la microscopia de fluorescencia presenta ventajas con respecto a la
microscopia electrénica. ElI marcaje especifico de partes del polimersoma mediante
fluorocromos permite obtener informacion acerca de su posicion, ademas, la tincion
multiple permite detectar la presencia de moléculas individuales en los distintos
compartimentos de la vesicula polimérica. Sin embargo, la necesidad de usar
fluorocromos también presenta inconvenientes, ya que es necesario realizar los pasos
adicionales de mezcla y purificacion, lo que puede limitar la utilizacion de este tipo de
microscopia en la caracterizacion rutinaria de las vesiculas poliméricas. Una técnica de
microscopia oOptica por fluorescencia es la microscopia confocal laser de barrido
(CLSM) (Figura 12), que permite obtener cortes dpticos de la particula, que pueden
combinarse para obtener una imagen de la vesicula en 3D (Habel et al., 2015; Lee y
Feijen, 2012).

Figura 12. Imagenes de polimersomas observados mediante CLSM. Se observa en la imagen de
la izquierda el polimersoma cargado con cumarina, en la imagen central el polimersoma cargado
con el farmaco doxorrubicina y, por altimo, en la imagen derecha el polimersoma cargado con

la mezcla de ambas sustancias tras 120 minutos de incubacion (Zhu et al., 2017).
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4.3.2.3. Manipulacion electromagnética y mecanica

Se emplean diversas técnicas de manipulacion para la caracterizacion de polimersomas.
Por un lado, una de las técnicas mas empleadas rutinariamente en cuanto a la
manipulacién electromagnética es la microscopia de fuerza atdmica (AFM), que permite
detectar particulas de hasta 1 nm. Proporciona informacion sobre el tamafo, las

propiedades elasticas y la topografia del polimersoma.
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Figura 13. Representacion esquematica del sistema de microscopia de fuerza atémica (Reséndiz
y Castrellon-Uribe, 2005).

La AFM (Figura 13) utiliza un brazo de elevacién elastico con una punta microscopica
que permite el escaneo de la muestra a una corta distancia utilizando un sensor
piezoeléctrico. Al interactuar la punta microscopica con la muestra, el brazo elevadizo
se curva y se produce un cambio en la reflexion del laser, lo que permite obtener
informacion topografica de la muestra. La alta sensibilidad en la punta microscopica
permite obtener imagenes de resolucion atdémica, pero suelen aparecer ruidos de

vibracion e interacciones no deseadas (Figura 14) (Habel et al., 2015).
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Figura 14. Imagen topografica de AFM en la que se puede observar que la mayoria de los

polimersomas son esféricos (Habel et al., 2015).
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Otras técnicas de manipulacién electromagnéticas son la resonancia paramagnética
electrénica (EPR), resonancia magnética nuclear (RMN) y electroforesis con laser
Doppler (LDE), que permiten determinar propiedades de la bicapa tales como
laminaridad, polaridad y potencial zeta.

Por otro lado, las técnicas de manipulacion mecanica, entre las que podemos destacar el
limite elastico o de traccion, aspiracién por micropipeta y viscosimetria de esfera
descendente, se emplean de manera complementaria a la AFM, pero normalmente estan

limitadas a polimersomas de tamafio en torno a la micra (Habel et al., 2015).

4.3.2.4. Métodos de separacion
En primer lugar, la citometria de flujo (FCM) se emplea para el analisis del tamafio,
pero la principal restriccion es que la deteccion de polimersomas con un didmetro

inferior a 300 nm es dificil.

En segundo lugar, la cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) es, de entre estas
técnicas, la que se encuentra mejor establecida y su limite de deteccion es de 17 nm,
aungue su principal inconveniente es que se produce la adsorcion del material anfifilico

en la columna de cromatografia.

En tercer lugar, el fraccionamiento en flujo mediante campo de flujo asimétrico (A4F)
permite la separacion de particulas de un amplio rango de tamafio, pero requiere una
preparacion elaborada, la instalacion es costosa, se requiere calibracion y se produce la

adsorcion de la muestra (Habel et al., 2015).

Todas las técnicas anteriores suelen emplearse en combinacion con las técnicas de

dispersion de la luz (apartado 4.3.2.1.)

4.3.2.5. Métodos de simulacion

Las técnicas de dindmica molecular proporcionan informacion estructural de la vesicula
polimérica, aunque requieren la resolucion de calculos muy elaborados (Habel et al.,
2015).

4.3.3. Estudios in vitro e in vivo

4.3.3.1. Liberacion in vitro
Los estudios de liberacién in vitro se suelen llevar a cabo mediante el método de

dialisis. Para ello, soluciones del farmaco libre y dispersiones del polimersoma cargado
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con el farmaco se introducen en una bolsa de dialisis que se sumerge en soluciones
tampon a uno o varios valores de pH. A diferentes intervalos de tiempo se toman
muestras del medio de disolucion para medir la cantidad de farmaco liberado,
habitualmente mediante HPLC o espectrofotometria UV-visible (Nosrati et al., 2019;
Zhao et al., 2017).

Como se ha comentado en la introduccién, las membranas de los polimersomas pueden
responder a diversos estimulos en funcién de las caracteristicas de los polimeros que lo
conforman. En el caso de polimeros sensibles a pH, los farmacos permanecen
encapsulados en los polimersomas durante su circulacion en sangre a pH fisiolégico
(pH 7,4) y se liberan rapidamente al alcanzar el sitio diana, las células cancerosas,
debido al caracter acido (pH 6,5-7,2) del ambiente tumoral (Lee y Feijen, 2012). De ahi
el interés de ensayar in vitro el comportamiento de liberacion de los polimersomas en

medios de distinto pH.

En la Figura 15 se puede observar una liberacion prolongada del farmaco en la
formulacion de polimersomas, en comparacion con el farmaco libre, y una mayor

velocidad de liberacion a pH 5, caracteristico del tejido tumoral.
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Figura 15. Perfil de liberacion in vitro de doxorrubicina (DOX) libre y encapsulada en

polimersomas, a diferentes valores de pH (Zhao et al., 2017).

Otros estimulos que pueden influir en el proceso de liberacion del farmaco son, por
ejemplo, la temperatura o el potencial de 6xido-reduccion. Asi, algunos polimersomas
se mantienen estables a temperatura corporal, pero, al enfriarse, se desensamblan debido

a que los polimeros termo-sensibles se vuelven solubles a bajas temperaturas (Lee y
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Feijen, 2012). Para evaluar este comportamiento se incuban las soluciones a distintos

valores de temperatura (25-37°C) bajo suave agitacién (Oroojalian et al., 2018).

En lo que se refiere a las reacciones de oOxido-reduccion, tanto en los fluidos
extracelulares como en los tejidos tumorales se dan condiciones oxidativas, mientras
que en los compartimentos intracelulares se dan condiciones reductoras. Los
polimersomas elaborados con polimeros sensibles a las condiciones reductoras pueden
proteger los farmacos en el entorno extracelular, y liberar su contenido en el interior
celular, al ser captados por las células (Lee y Feijen, 2012), este comportamiento de
liberacion se evalla mediante el empleo de distintas concentraciones del tripéptido
reductor glutation (GSH) (Anajafi et al., 2016).

4.3.3.2. Citotoxicidad in vitro

Para la realizacion de este tipo de estudios in vitro se emplean distintas lineas celulares
(HeLa, HUVEC, BxPC-3, MCF-7, A549), que se siembran e incuban a 37°C (5% de
COy). Posteriormente, se afiaden las dispersiones de los polimersomas a estudiar y se
vuelven a incubar durante un periodo determinado de tiempo. Por ultimo, se lleva a
cabo la determinacion del nimero de células viables utilizando un ensayo colorimétrico,
como el ensayo de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) (Aibani et al., 2018; Lee et al., 2011; Zhao et al., 2017).

4.3.3.3. Farmacocinética y biodistribucion in vivo

La dispersion de polimersomas se inyecta en animales de experimentacion
(normalmente, ratones) a los que previamente se induce una clase de tumor. Tras la
administracion, se toman muestras de sangre a intervalos definidos de tiempo y se
analizan parametros farmacocinéticos como la semivida biologica (t1), el area bajo la
curva (AUC), volumen de distribucion y aclaramiento (Lee et al., 2011; Zhao et al.,
2017).

Ademas, los animales se pueden observar mediante diversos sistemas de analisis de
imagen que permiten registrar la biodistribucién in vivo a tiempo real (Aibani et al.,
2018; Quadir et al., 2017).

4.3.3.4. Actividad antitumoral in vivo

Tras inducir la formacién de un tumor en animales de experimentacion, normalmente

ratones, éstos se dividen en varios grupos. Se procede a la inyeccion de distintas
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soluciones segun el grupo de ratones: se requiere un grupo control al que se le
administra solucion salina; varios grupos a los que se le administra el farmaco libre a
distintas dosificaciones y otros grupos a los que se administra el farmaco encapsulado
en la vesicula polimérica, también a distintas concentraciones. A continuacion, se
registra el peso corporal de cada raton y el tamafio del tumor durante varios dias. Por
ualtimo, se sacrifican los ratones, se extraen los tumores y se estudia el volumen de los

mismos Y la inhibicién del crecimiento tumoral (Quadir et al., 2017; Xu et al., 2014).

4.4. Aplicaciones
En la actualidad, existen numerosos estudios sobre el interés de los polimersomas como

sistemas de administracion de farmacos en la terapia contra el cancer (Guan et al.,
2015). Se han escogido ejemplos caracteristicos de estos estudios aplicados al cancer de
mama ya que es el tipo de cancer mas prevalente entre las mujeres de todo el mundo,
diagnosticandose alrededor de 1,7 millones de casos nuevos cada afio. Ademas, presenta

una alta tasa de mortalidad (Aghajanzadeh et al., 2018).

Ahmed et al. (2006) administraron una dosis unica de polimersomas biodegradables
(PEG-PLA mezclado con PEG-PBD) cargados con doxorrubicina (DOX) y paclitaxel
(TAX) a la dosis maxima tolerada, para el tratamiento de tumores de mama agresivos y
con metastasis. Se obtuvieron vesiculas poliméricas con un tamafio de hasta 100 nm
(medido por TEM criogeénico) tras la aplicacion de ciclos de sonicacién, congelacion-
descongelacion y extrusion. Los polimersomas mostraron una potente actividad
antitumoral de forma rapida y sostenida sin ningun efecto toxico y un mayor efecto
anticanceroso debido a la sinergia de ambos farmacos. Esta terapia de combinacion
desencadena en la masa tumoral una apoptosis masiva y una mayor supresion del tumor

en comparacion con el efecto de los farmacos libres, como se muestra en la Figura 16.
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Figura 16. Grafica que muestra la diferencia entre la utilizacion de los farmacos libres (color
negro) y el empleo de polimersomas (color rojo) en relacion con la reduccion de la masa

tumoral en ratones (Ahmed et al., 2006).

Por su parte, Upadhyay et al. (2010) realizaron un estudio para demostrar la eficacia in
vitro e in vivo de una formulacion de polimersomas formados por poli-(y-bencil-L-
glutamato) y acido hialuronico (PBLG-HYA) y cargados con doxorrubicina. EI empleo
del &cido hialurénico no es solo como polimero hidrofilo, sino que se emplea como
ligando para el receptor CD44, que se encuentra sobreexpresado en células cancerosas.
Los polimersomas se obtuvieron por nanoprecipitacion con un tamafio aproximado de
220 nm (determinado por DLS) y una eficacia de encapsulacion del 50%. Ademas,

fueron estables en un amplio rango de pH (3-9).

El perfil de liberacién in vitro se evalué a pH 7.4 y pH 5.5, observandose un perfil
bifasico, con una liberacion inicial de farmaco del 50% en 24h, seguida de una
liberacion controlada mediante la difusion a través de la bicapa del polimersoma. La
eficacia in vivo se evalud en ratas, mostrando los polimersomas una eficacia antitumoral
superior a la doxorrubicina libre, debido fundamentalmente a su elevada acumulacion

en las células cancerosas y a la liberacion controlada del farmaco (Figura 17).

Por altimo, se evalud la cardiotoxicidad, uno de los principales efectos adversos de la
DOX, mediante la medicion de la produccion de enzimas especificas (lactato
deshidrogenasa y creatinfosfoquinasa), mostrando un nivel reducido de ambas enzimas
con el empleo del farmaco encapsulado en los polimersomas en comparacion con el

farmaco libre.
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Figura 17. Grafica que muestra la progresion del volumen del tumor tras la administracion del

farmaco libre y el polimersoma cargado (Upadhyay et al., 2010).

Alibolandi et al. (2016) también elaboraron, mediante nanoprecipitacion, polimersomas
formados por un copolimero de dextrano-acido polilactico-co-glicélico (DEX-PLGA) y
cargados con docetaxel, un agente antineoplasico capaz de producir efectos adversos
graves debido a su baja especificidad tisular, lo que dificulta su aplicacion en la clinica.
Por ello, los polimersomas se conjugaron con folato, lo que aumenta la especificidad
hacia las células cancerosas, que sobreexpresan receptores de folato. Mediante DLS y
TEM se llevo a cabo la caracterizacion del tamafio, la distribucion de tamafio y la
morfologia de los polimersomas, observandose particulas esféricas individuales de un
tamafo aproximado de 170 nm y con una distribucion homogénea. Se obtuvo una alta
eficacia de encapsulacion del farmaco (79%). Ademas, la conjugacion con folato no
supuso una variacion significativa en el tamafio, potencial zeta, morfologia ni eficacia

de encapsulacion de los polimersomas.

Los estudios de liberacion in vitro se llevaron a cabo a pH 7.4, observandose un perfil
bifasico, con una liberacion brusca, correspondiente al farmaco adsorbido o encapsulado
cerca de la superficie del polimersoma, seguida de una liberacion continua del farmaco
durante 6 dias controlada por los mecanismos de difusion y erosién. Los estudios in
vitro en lineas celulares de cancer de mama mostraron una mayor acumulacion de los
polimersomas conjugados con folato, debido a que la endocitosis esta favorecida, siendo

ademas estos polimersomas los que demostraron una mayor actividad citotdxica.

32



Los estudios in vivo en ratas demostraron que el empleo de polimersomas conjugados
proporciona una mayor potencia terapéutica que aquellos no conjugados o el farmaco

libre.

Nosrati et al. (2019) elaboraron, mediante la técnica de doble emulsién por extraccion-
evaporacion del solvente, polimersomas cargados con el farmaco metotrexato (MTX),
utilizando para ello un copolimero de polietilenglicol-policaprolactona (PEG-PCL). El
tamafio de los polimersomas se midi6 mediante DLS y fue de, aproximadamente, 47
nm. La técnica AFM permitié observar la morfologia esférica y homogénea de estas

vesiculas (Figura 18).
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Figura 18. Imagen obtenida mediante AFM (microscopia de fuerza atémica) en la que se

observa la morfologia de los polimersomas (Nosrati et al., 2019).

Los polimersomas mostraron una liberacién mas rapida a pH acido que neutro, debido a
que el copolimero se degrada en condiciones acidas por hidrélisis. Estos polimersomas
cargados muestran un perfil trifasico de liberacion: se observa una liberacion inicial del
farmaco contenido en la cubierta de la vesicula, una fase de meseta en la que se produce
la migracién del farmaco desde el interior de la vesicula a la superficie, y, por ultimo,
una tercera fase de liberacion sostenida del farmaco. Los ensayos de actividad
metabolica in vitro mostraron que los polimersomas presentan mayor efecto citotoxico

sobre las células cancerosas que el MTX libre.
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5. CONCLUSIONES

Los polimeros empleados en la formulacion de polimersomas deben ser
biocompatibles y su composicién determina las caracteristicas de la membrana
del polimersoma que, a su vez, juega un papel fundamental en el control de la
liberacion del farmaco.

La seleccion del método de elaboracion condiciona propiedades como el tamafio
y eficacia de encapsulacion de los polimersomas. La técnica de
nanoprecipitacion es una de las mas empleadas por su simplicidad, pero la
utilizacion de dispositivos microfluidicos se revela como una técnica
prometedora, debido a sus ventajas en el control del tamario.

La caracterizacion del tamafio, forma y propiedades fisicoquimicas de la
membrana de los polimersomas es fundamental por su influencia en los
mecanismos de transporte al interior celular. Estos parametros se suelen evaluar
a través de una combinacion de técnicas, de las cuales las mas utilizadas son la
dispersion de luz dindmica (DLS), la microscopia electronica de transmision
(TEM) y la microscopia de fuerza atomica (AFM).

El comportamiento in vitro e in vivo de los polimersomas demuestra su utilidad
como vehiculo de farmacos con potencial en la clinica anticancerosa. Esto se
debe principalmente a una mayor regresion tumoral en comparacion con la
administracion del farmaco libre y a una mayor selectividad por el tejido

canceroso, lo que conlleva una reduccion de los efectos adversos.
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