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Resum: L'alliberament de farmacs per a us topic ha rebut una gran atencio pel fet que es tracta d'un alliberament localitzat,

per 'alta acceptacio per part del pacient i pel seu baix risc d'efectes secundaris. Aquest article descriu els avencos d'una plata-

forma innovadora d'alliberament de farmacs anomenada nanovesicules DELOS per a us topic. Concretament, aquestes nanove-

sicules s'han transformat en hidrogel d'una manera eficient i assequrant-ne la integritat, i s'han convertit aixi en una formu-

lacié avancgada per a Us topic.

Paraules clau: Nanovesicules, alliberament topic de farmacs, hidrogel, integritat de la vesicula.

Abstract: Topical delivery has received great attention due to its localized drug delivery effect, its patient compliance, and its
low risk of side effects. This article describes the advances in an innovative drug delivery platform called DELOS nanovesicles
for topical drug delivery. Specifically, these nanovesicles have been efficiently transformed into hydrogels, ensuring the integ-

rity of the vesicles and making them an advanced formulation for topical use.

Keywords: Nanovesicles, topical drug delivery, hydrogel, vesicle integrity.

Introduccio

a recerca en nanomedicina esta revolucionant tot
el mon amb I'oferta d'estratégies de diagnostic i
tractament més innovadores i millorades respec-
te a les convencionals. En aquest marc, actual-
ment existeixen moltes nanomedicines [1], pero
la transformacio d'una nanoformulacio promete-
dora des del laboratori al mercat sol ser un repte i
pot trigar diversos anys a arribar a comercialitzar-se. Un dels
reptes més dificils en aquest ambit és garantir la maxima
qualitat, eficacia i sequretat del producte farmaceutic en la
via d'administracio escollida [2].

Entre les diverses vies d'administracio de farmacs, cal desta-
car que I'administracio topica presenta diversos avantatges, ja
que la pell es considera I'organ de més facil accés i permet fa-
cilment l'alliberament localitzat del farmac, la qual cosa en
minimitza els efectes secundaris i millora I'eficacia del tracta-
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ment. A més, disposa de I'acceptacio del pacient, que és un
factor rellevant, en comparacio amb altres vies d'administra-
cio. Actualment, existeixen diferents formes farmacéutiques
per a Us topic, que es poden classificar segons el seu estat fi-
sic: liquides (locid), semisolides (pomades, cremes, gels) i soli-
des (pols). Tot i aixo, fins ara, les formulacions més habituals
per a Us topic es basen en productes farmaceutics de consis-
téncia semisolida, ja que es consideren gairebé no invasives i
facils d'aplicar.

Actualment s'estan desenvolupant noves formulacions
avancades d'administracio de farmacs per a us topic amb una
eficacia millorada o amb efectes secundaris reduits en com-
paracio amb els sistemes utilitzats fins ara. Per tal d'aconse-
guir-ho, s'estan avaluant, entre moltes altres estrategies,

I'is de nanoestructures [3, 4]. En I'actualitat, existeixen dife-
rents tipus de nanoestructures per millorar I'administracio
d'actius i biomolécules terapéuticament actives (drug delivery
systems), entre les quals podem trobar els sistemes nanovesi-
culars.

En aquest article, us presentem un nou sistema nanovesicular
gelificat altament estable per a us topic basat en les anomena-
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des nanovesicules DELOS. Aquestes vesicules, també cone-
gudes com a quatsomes, estan compostes per una barreja
d'esterols i tensioactius ionics, i son produides per la plataforma
DELOS-SUSP (Depressurization of an Expanded Liquid Organic
Solution-Suspension), un métode basat en fluids comprimits
(vegeu la figura 1). Cal ressaltar que la plataforma DELOS-
SUSP és un procés ecoeficient que utilitza CO, comprimit

i permet la produccid reproduible i escalable de sistemes nano-
vesiculars amb una estabilitat colloidal notable en termes de
mida, morfologia i lamelaritat en medis aquosos [5-7].

En estudis anteriors basats en el desenvolupament de nous
nanoconjugats de nanovesicules DELOS, es va integrar efi-
cientment un factor de creixement epidérmic huma recombi-
nant (rhEGF, human recombinant epidermal growth factor) que
va presentar una gran potencialitat per a la regeneracio epi-
dérmica. Aquesta nova nanoformulacio, basada en rhEGF inte-
grat en nanovesicules DELOS formades per colesterol i bromur
de cetiltrimetilamoni (CTAB), un tensioactiu d'amoni quater-
nari, va presentar una major eficacia en la reepitelitzacio de
ferides en comparacid amb la proteina Iliure per si sola i, per
tant, va donar lloc a una estrategia factible per a I'alliberament
de principis actius de manera topica que suposa una millora

del tractament de ferides complexes [8]. Es per aixd que
aquestes nanovesicules sén unes candidates molt atractives
per a Us topic, ja que per aquesta via, i en dispersid liquida, han
demostrat tenir una tolerabilitat correcta, tant en model de
pell sintética (EpiSkin) com en la cicatritzacio de ferides com-
plexes tractades en pacients que no tenen cap altre tipus de
tractament disponible (compassionate patients) [8, 9].

Objectius

L'objectiu d'aquest estudi és transformar la dispersio liquida
de nanovesicules DELOS en una forma de dosificacié semisoli-
da com a producte farmacéutic millorat per a I'alliberament
topic (vegeu la figura 2). Els hidrogels resultants es van carac-
teritzar per utilitzar técniques instrumentals efectives a I'hora
de demostrar la integritat de les nanovesicules en aquesta
forma farmaceutica final, ja que €s un aspecte de qualitat
crucial. Finalment, per generar una primera prova de concepte
d'un hidrogel enriquit amb nanovesicules DELOS que conte-
nen una biomolécula, es va realitzar una prova in vitro amb
nanovesicules DELOS que integraven rhEGF per avaluar I'im-
pacte de la gelificacid en I'activitat de la biomolecula.
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Ficura 1. Esquema del procés DELOS-SUSP per a la preparaci6 de nanovesicules DELOS: 1) carrega, a pressié atmosférica, del reactor amb una

soluci6 organica dels components hidrofobics de la membrana vesicular (colesterol); 2) addicié del CO, comprimit per produir una dissolucié

expandida de tots els components de membrana dissolts, a la pressid de treball (10 MPa); 3) despressuritzacié de la dissolucié expandida sobre
una dissolucié aquosa que conté els components hidrofilics (CTAB), a fi de produir nanovesicules DELOS. Adaptacié de [6].
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Ficura 2. Representacio grafica de la transformacio de les vesicules DELOS, en suspensid liquida i amb un actiu integrat fins a la seva gelificacid per ser aplicat topicament.

Elaboracio propia.

Resultats

Forma de dosificacio semisolida: hidrogels enriquits
amb nanovesicules DELOS

Una estrategia interessant per tal de transformar la dispersio
liquida de nanovesicules DELOS en una forma de dosificacid
semisolida és I'Us d'hidrogels, ja que ofereixen diversos avan-
tatges, com ara: a) un alliberament millorat del principi actiu,
b) una excellent biocompatibilitat i ¢) una contribucio a la ci-
catritzacid de les ferides proporcionant un ambient humit que
imita les propietats mecaniques de la granulacio del teixit
[10, 11].

Per desenvolupar un hidrogel basat en la formulacio de nano-
vesicules DELOS de colesterol i CTAB en aigua, es van gelificar
afegint hidroxipropil metilcellulosa, també anomenada
Methocel™ K4M. Aquest biopolimer, no ionic, és un agent ge-
lificant a base de cellulosa i soluble en aigua que s'utilitza en
formulacions injectables i pellicules o gels transdérmics, la
qual cosa dona un rang meés ampli d'aplicabilitat a les nano-
vesicules DELOS [12, 13]. Els hidrogels es van preparar fent
servir un 2% p/p de l'agent hidrogelificant. Es important re-
marcar que aquesta concentracio es va seleccionar després
d'avaluar el rang de concentracions que s'utilitza habitual-
ment per preparar formulacions per a aplicacid topica
(1%-4% p/p) [14].

Un cop preparats els hidrogels enriquits amb nanovesicules
DELOS, es van examinar macroscopicament. El resultat va ser
una formulacié semisolida incolora i homogénia, amb la con-

sisténcia adequada i, per tant, amb excellents propietats or-
ganoléptiques. A més, a escala microscopica, tal com s'aprecia
a la figura 3, no es va observar cap alteracié de I'aspecte mi-
croscopic degut a la preséncia de les nanovesicules.
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Ficura 3. Imatge de I'aparenga macroscopica (cantonada superior dreta) i
microscopica de I'hidrogel de Methocel™ K4M enriquit amb nanovesicules DELOS.
Elaboracio propia.

Integritat de les nanovesicules DELOS en ser
gelificades

Val la pena assenyalar que el procés de gelificacid canvia les
caracteristiques del medi de les nanovesicules (és a dir, la vis-
cositat), de manera que la integritat de les vesicules durant i
després del procés es podria veure compromesa. Per estudiar
si les caracteristiques de les nanovesicules es conserven un
cop son al gel, es van integrar fluordfors en les nanovesicules
DELOS, una estrategia que ha estat ampliament estudiada per
la professora Nora Ventosa i per collaboradors i que ha donat
resultats molt prometedors [15]. Concretament, aquesta nano-
formulacié esta basada en vesicules amb els fluorofors per-
clorat d'1,1’-dioctadecil-3,3,3’,3’-tetrametil-indocarbocianina
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(Dil) i perclorat d'1,1"-dioctadecil-3,3,3",3’-tetrametil-indodi-
carbocianina (DiD) [16] (vegeu la figura 4q).

Es important destacar que els fluorofors Dil i DiD son cone-
guts com a parella de transferéncia d'energia per ressonancia
de fluorescencia (FRET, fluorescence resonance energy trans-
fer) [17-19]. Aquest fenomen permet avaluar interaccions
moleculars, ja que quan aquests fluordfors son a prop (< 10 nm)
experimenten transferéncia d'energia d'un fluorofor a I'altre,
la qual cosa proporciona informacié sobre la distancia entre
tots dos. D'altra banda, si les nanovesicules es dissocien o es
descomponen, la fluorescencia d'emissio de FRET s'esvaeix
(vegeu la figura 4b). Per tant, la técnica de FRET és una eina
molt util per determinar I'estabilitat i la integritat de les nano-
vesicules [20].

A més a més, és important destacar que el Dil i el DiD sén mo-
lécules amfipatiques; per tant, la seva incorporacio a la mem-
brana de les nanovesicules DELOS és impulsada per interac-
cions hidrofobiques i la seva fuita un cop atrapada a la
membrana és insignificant [15, 21]. Aixi doncs, un cop prepa-
rades les nanovesicules DELOS carregades amb el Dil i el DiD
(nanovesicules Dil/DiD-DELQS), les quals presentaven propie-

tats fisicoquimiques favorables, es van gelificar amb Metho-
cel™ K4M al 2% p/p per avaluar I'estabilitat i la integritat de
les nanovesicules mitjancant I'emissio de fluorescéncia del
parell de fluorofors.

En primer lloc, es van registrar espectres d'absorcid de les
nanovesicules carregades simultaniament amb el Dil i el DiD
en ambdues condicions, en dispersio liquida i en gel (vegeu la
figura 5a). Els espectres d'absorcio van revelar que les nano-
vesicules Dil/DiD-DELOS, sigui en dispersid liquida o en gel,
mantenen les dues molécules Dil i DiD a la nanoestructura de
les nanovesicules, ja que no s'observa cap canvi en les bandes
d'absorcio principals (Abs. (Dil) = 551 nm i Abs. (DiD) = 650 nm).

Alhora, es va calcular I'eficiéncia de FRET entre el Dil i el DiD,
com a donador i acceptor respectivament, mitjancant espec-
troscopia de fluorescencia d'excitacid i emissio. Comparant
els grups gelificats i no gelificats es va observar similitud

en els espectres d'excitacio dels fluordfors entre els grups
(vegeu la figura 5b). Més important encara, els espectres d'ex-
citacio també van indicar la presencia de fenomens de FRET,
ja que el Dil (donador) s'excita quan es prova I'emissio del DiD
(acceptor) a una longitud d'ona d'emissié de 710 nm (vegeu,
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Ficura 4.  a) Imatge representativa de les nanovesicules DELOS amb els fluorofors Dil i DiD incorporats a la membrana i b) esquema

representatiu del fenomen FRET quan els dos fluorofors son a prop (vesicula sencera) o lluny (vesicula trencada). Elaboraci6 propia.



ala figura 5b, la banda d'excitacio destacada en gris). De fet,
I'eficiencia de FRET es va estimar mitjancant I'enfocament ra-
tiometric a partir d'espectres d'emissid fent servir una longi-
tud d'ona d'excitacio de 490 nm i utilitzant I'equacio seglient
(equacio 1) [22]:

Intensitat DiD
Intensitat Dil +Intensitat DiD

Eficiéncia de FRET =
(EFRH, 0/0)

Equacid 1

Van apareixer dues bandes d'emissio a ~569 i ~673 nm, corres-
ponents a I'emissio del Dil i del DiD, respectivament, la qual cosa
indica de nou que ambdds fluorofors estan atrapats de manera
estable a la membrana de la nanovesicula, indistintament del
seu medi. L'estimacio de I'eficiencia de FRET a les nanovesicules
Dil/DiD-DELOS no gelificades i gelificades va donar lloc a valors
similars de practicament el 70% (vegeu la figura 5¢).

Finalment, es va observar la morfologia dels hidrogels basats
en nanovesicules Dil/DiD-DELOS mitjancant la técnica de mi-
croscopia electronica de transmissio criogénica (crio-TEM).
Tal com s'observa a la figura 6, aquesta analisi indica que la
morfologia d'aquestes nanovesicules DELOS no es va alterar

Ficura 6. Imatges crio-TEM de nanovesicules Dil/DiD-DELOS a) no gelificades i

b) gelificades. Elaboracio propia.

quan es van gelificar amb Methocel™ K4M al 2% p/p, la qual
cosa suggereix novament la seva estabilitat a I'hidrogel.

Avaluant tots els resultats obtinguts fins al moment, és evi-
dent que el gelificant Methocel™ K4M al 2% p/p no afecta
I'estructura de les nanovesicules DELOS i, per tant, es manté la
integritat de les membranes vesiculars. A més, val la pena es-
mentar que tots aquests resultats experimentals van més enlla
de la literatura extensa, la qual cosa és una troballa important
per entendre el comportament d'aquestes nanoestructures.
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FiGura 5.

Espectres a) d'absorci6 i b) d'excitacié de nanovesicules Dil/DiD-DELOS gelificades i no

gelificades; c) espectres d'emissi6 de nanovesicules Dil/DiD-DELOS gelificades i no gelificades amb el

seu valor d'eficiéncia de FRET. Elaboracio propia.
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Activitat especifica in vitro de la biomolécula rhEGF
quan esta integrada en nanovesicules DELOS
gelificades

Com s'ha comentat a la introduccio, la produccié de nanocon-
jugats basats en la integracio de I'rhEGF en nanovesicules
DELOS (nanovesicules rhEGF-DELOS) ha demostrat potenciali-
tat per al tractament topic de ferides complexes i ha aconse-
guit dispersions liquides ben tolerades per aquesta via [8, 9].
Aixi doncs, per aconseguir una nova forma d'administracio en
format semisolid, les nanovesicules rhEGF-DELOS es van geli-
ficar amb éxit amb un 2% p/p de Methocel™ K4M. L'hidrogel
obtingut va presentar propietats coherents en comparacio
amb I'hidrogel descrit anteriorment mitjancant la mateixa
nanoformulacio pero sense la biomolécula (vegeu la figura 7a).

Per tal d'estudiar I'impacte de la gelificacid en la bioactivitat
especifica de I'rhEGF, es van realitzar mesures in vitro compa-
rant I'rhEGF lliure i I'integrat en nanovesicules DELOS tant en
dispersio liquida com gelificada. D'una banda, tal com s'ob-
serva a la figura 706, I'rhEGF Iliure en el medi dispersant i la
seva formulacié en hidrogel no mostren diferéncies estadisti-
cament significatives i, per tant, l'activitat biologica de la
proteina quan és gelificada es conserva.

Tanmateix, la bioactivitat especifica de les nanovesicules
rhEGF-DELOS en suspensio liquida i en hidrogel va augmentar

en comparacié amb la de I'rhEGF Iliure en medi dispersant i en
forma d'hidrogel. Aquests resultats estan d'acord amb les na-
novesicules rhEGF-DELOS descrites anteriorment, on es va ob-
tenir una activitat de proliferacio cellular més alta que amb
I'thEGF Iliure a la mateixa concentracio [8].

D'altra banda, la bioactivitat especifica de I'hidrogel basat en
nanovesicules rhEGF-DELOS va augmentar de manera estadis-
ticament significativa en comparacié amb les mateixes nano-
vesicules rhEGF-DELOS en suspensid liquida (vegeu la figura
7b). Una ra¢ plausible per a I'augment de la bioactivitat espe-
cifica de les nanovesicules de DELOS amb rhEGF gelificades en
comparacié amb la solucio aquosa podria ser un augment de
I'estabilitat de la unio de I'rhEGF a la superficie de les nanove-
sicules en preséncia de Methocel™ K4M.

Conclusions

Tal com s'ha exposat, aquest estudi ha avaluat la idoneitat i la
viabilitat de la transformacio de la dispersio liquida de nano-
vesicules DELOS en hidrogel. Durant el desenvolupament
d'aquesta nova forma d'administracio de les vesicules DELOS,
s'han aconseguit gelificar per primera vegada afegint un 2%
p/p de Methocel™ K4M, i s'han obtingut hidrogels que incor-
poren nanovesicules DELOS amb bon aspecte macroscopic i
amb propietats reologiques adequades per a I'Us previst.

2,2x107

2,0x107 q
1,8x107
1,6x107 -
1,4x107 -
1,2x107
1,0x107
8,0x10° 4
6,0x10° 4

4,0x10° 4
2,0x10° 4
0,0

Activitat especifica rhEGF (Ul/mg)

*k

*k

NS

rhEGF

: T T i

rhEGF lliure  Nanovesicules Nanovesicules
gelificada DELOS que  DELOS que integren
integren I'’ThEGF I'rhEGF gelificades

lliure

Ficura 7.

a) Imatge macroscopica de I'hidrogel basat en nanovesicules DELOS que integren I'thEGF; b) Activitat biologica

especifica in vitro de nanovesicules lliures d'rhEGF i rhEGF-DELOS en un assaig de proliferacio cel-lular a la linia cel-lular de
fibroblasts murins 3T3 A431. Les analisis estadistiques es van fer mitjangant una ANOVA unidireccional seguida de la
comparacio per parelles de Tukey (* p< 0,05, * p<0,01, ** p<0,001 i NS: diferéncies no significatives). Elaboracid propia.



A més, s'ha demostrat la integritat d'aquestes vesicules en ser
gelificades mitjancant mesures de fluorescéncia de FRET i
mitjancant imatges crio-TEM, de manera que han mantingut
I'estabilitat en forma semisolida, la qual cosa és un factor re-
llevant no considerat ampliament en la literatura. També s'ha
demostrat que I'hidrogel de Methocel™ K4M basat en nano-
vesicules DELOS és un sistema prometedor per al tractament
de ferides complexes. De fet, |a bioactivitat especifica de
I'rhEGF ha augmentat considerablement quan esta integrat en
nanovesicules DELOS i gelificat alhora, probablement a causa
de I'estabilitzacio de la unié de I'rhEGF a la superficie de les
nanovesicules en preséncia del Methocel™ K4M.
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