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INTRODUCCION

La vacunacién transdermal surge como una alternativa de la inyeccién, ya que a pesar
de ser el método mas ampliamente utilizado cuenta con algunas limitaciones como
dolor, contagios derivados de accidentes con agujas, etc. La simple aplicacion tépica de
vacunas no conduce a una respuesta inmune adecuada, lo cual ha llevado al desarrollo
de sistemas capaces de entregar a eficientemente la vacuna a las células inmunoldgicas
presentes en la epidermis (Mitragotri S., 2005). Dentro de la gran variedad de sistemas
estudiados se encuentran los hidrogeles, estructuras poliméricas tridimensionales
altamente hidrofilicas, con gran capacidad de retencién de agua, y por lo tanto alta
biocompatibilidad y gran capacidad para el transporte de proteinas. Existe un conjunto
de hidrogeles que son capaces de responder frente a un cambio en la temperatura, los
cuales tienen la ventaja de transportar la vacuna dentro de su matriz y liberarla
selectivamente una vez superada la temperatura de transicion, de manera de controlar
el proceso de liberacién. En los udltimos afios se observé un notable incremento del
interés por el disefio de hidrogeles termosensibles de tamafio nanométrico, (Nanogeles,
NGSs). Estos presentan todas las propiedades beneficiosas de los hidrogeles, con las
ventajas de presentar mayor area expuesta que favorece la carga y liberacion de
analitos, y mayor velocidad de respuesta (Molina M., 2015). La aplicaciéon dermal de
nanogeles termosensibles en suspension, presentd la desventaja de secarse
rapidamente y no permitir la liberacion completa de la proteina. Por ese motivo
trabajamos en la sintesis de un parche compuesto por nanogeles termosensibles,
capaces de formar una pelicula. Estos NGs (NGs PVCL-Ac), estdn compuestos por un
polimero termosensible (poli N-vinilcaprolactama, PVCL) y un copolimero que permite
la coalescencia de los NGs en el proceso de formacion de pelicula (poli(acrilato de
butilo-co-acido acrilico)). Con este parche nanoestructurado buscamos combinar las
tecnologias de los hidrogeles y NGs, tratando de rescatar sus aspectos positivos,
dejando a un lado sus limitaciones previamente observadas. En este trabajo se enfrenta
al parche disefiado frente a un hidrogel y NGs sintetizados con el mismo polimero
termosensible (PVCL), para comparar el comportamiento de los distintos sistemas en
cuanto a su respuesta térmica, su biocompatibilidad, captura y liberacion de proteinas
in vitro y penetracion de proteina en piel humana ex vivo.

OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo es comparar la performance de un parche
nanoestructurado disefiado para vacunacion transdermal, con otras dos plataformas
previamente existentes (Hidrogel y NGs de PVCL). De este objetivo global se
desprenden los siguientes objetivos especificos:

a) Sintesis de las plataformas. b) Caracterizacion de sus propiedades. c¢) Estudio de la
aplicacion de los tres sistemas.

METODOLOGIA
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Polimerizaciones

Nanogeles: Las sintesis de los NGs se llevaron a cabo en un reactor de vidrio
encamisado de 200 ml. La temperatura de polimerizacion y el tiempo de reaccién para
todos los experimentos fueron de 70°C y 120 min, respectivamente. La formulacién de
las polimerizaciones realizadas se describe en la Tabla 1. La sintesis de NGs de PVCL
puros se llevo a cabo de la siguiente manera. Los mondémeros, buffer (NaHCO3) y
dodecil sulfato sddico (SDS) se mezclaron con agua en el reactor y se mantuvieron bajo
agitacion y burbujeo de nitrégeno a la temperatura de reaccion durante 60 min.
Persulfato de potasio (KPS), previamente disuelto en una pequefia cantidad de agua,
se inyecto en el reactor para iniciar la polimerizacion. La sintesis de los NGs de PVCL-
Ac se realiz6 cargando en el reactor 50% de la formulacion correspondiente al agua,
VCL, SDS, NaHCOg3; y la cantidad total de N,N-metilenbisacrilamida (BIS). Después de
alcanzar la temperatura de reaccién y purgar la dispersion con N2 durante 60 minutos,
se inyectd la solucion de KPS para iniciar la polimerizacion. El 50% restante de agua,
VCL, SDS, NaHCOs; se alimentdé a una velocidad constante durante 90 minutos desde
el comienzo de la polimerizacion, después de 50 min de polimerizacién, se aliment6 una
dispersién acuosa que contenia acrilato de butilo, &cido acrilico y SDS, a una velocidad
de alimentacién constante durante 40 min. Una vez terminado el periodo de
alimentacién, se mantuvieron las condiciones de polimerizacion durante 30 min
adicionales. Para preparar los parches se coloc6 0.4 ml de dispersion de NGs de PVCL-
Ac, obteniendo 40 mg de NGs, sobre moldes de 10 mm de didmetro y secando a
temperatura ambiente en un desecador con gel de silice hasta conseguir un peso
constante. Con un espesor final de aproximadamente 1 mm.

Hidrogeles: Se llevaron a cabo en jeringas de 5 ml (10 mm de didmetro). Se disolvié la
VCL, la BIS y el Azobisisobutironitrilo (AIBN) en una mezcla de etanol-agua (70-30) y se
cargl la mezcla reaccionante en la jeringa. Se burbujed nitrégeno durante 15 minutos y
se sumergié en un bafio de ultrasonido para eliminar las burbujas que puedan estar
presentes, durante 5 min. Se llevo el sistema a 70°C durante 4 hs. La barra de gel
obtenida se cortd con un bisturi en cilindros de igual altura y se lavaron reiteradas veces
en agua desionizada, hasta extraer los residuos de la polimerizacion.

Tablal. Formulacion de las polimerizaciones.

VCL/H,O BIS/VCL NaHCOs/VCL SDS/VCL Iniciador/VCL
NGs PVCL 5% 4% 1% 4% 1%
NGs/acrilicos 10% 4% 1% 4% 1%
Hidrogel 50% 4% - - 1%

Caracterizacion

Respuesta térmica: La respuesta térmica del parche y el hidrogel se determiné
sumergiendo las muestras en agua desionizada a diferentes temperaturas (20, 30, 35,
40, 50 y 55 °C). A cada temperatura, las muestras se mantuvieron una hora para
alcanzar el equilibrio y se determiné el peso de la muestra. La respuesta térmica de los
NGs fue determinada por DLS, midiendo el diametro medio de las particulas (D) de
muestras diluidas (1 mg/mL) a temperaturas crecientes (de 20 °C a 55 °C a intervalos
de 2,5 °C, con 20 min de estabilizacion). El D se midi6 por dispersion dindmica de la luz
(DLS) con un angulo de deteccion de 90°, en un fotdbmetro Brookhaven BI-9000 AT.

Citotoxicidad: La citotoxicidad de los NGs se determiné por contacto directo de
diferentes concentraciones de NGs incubados por 48 hs con fibroblastos dermales
humanos. La citotoxicidad del parche y el hidrogel fueron determinadas por contacto
indirecto con fibroblastos dermales humanos. Se prepararon extractos de parche e
hidrogel, incubando muestras en medio de cultivo durante 3 dias. Dichos extractos se
utilizaron para reemplazar el medio de los fibroblastos en diferentes proporciones. Para




determinar la viabilidad celular en todos los casos, se realiz6 el ensayo de deteccion de
ATP CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La luminiscencia se determiné con el lector de microplacas
Tecan Infinite M200Pro. La viabilidad relativa se calcul6 dividiendo los valores de
luminiscencia de las células tratadas, por los valores de las células no tratadas.

Liberacién in vitro: Se cargdé 3 mg de ovoalblmina en cada uno de los sistemas (parche
de 40 mg, hidrogel de 40 mg y 1 ml de una suspensién de 5 mg/ml de NGs). Se estudio
la liberacion en PBS (pH=7.4) a 25y 37°C durante una semana. Para ello, a cada tiempo
de muestreo se reemplazé completamente el medio y se midié por UV a 280 nm la
concentracion de OVA en cada muestra, mediante una curva de calibrado previamente
realizada. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Penetracién en piel: La piel utilizada fue extraida en una reduccion de busto de una
mujer de 47 afos, en el Hospital Universitario de la Universidad Libre de Berlin. Para
realizar los ensayos se aplicaron parches de 40 mg, hidrogeles de 40 mg y 50ul de
solucién de 10 mg/ml de NGs sobre la piel, todos cargados con 0.125 mg de OVA. Una
vez aplicadas las plataformas sobre la piel, se incub6 por 6 hs aplicando un gradiente
de temperatura de 30 a 37 °C. Luego se retiraron las plataformas y se realizé un corte
transversal en el medio de liberacién. Para la visualizacion de la penetracion de proteina
y su distribucion en las diferentes capas de la piel, se observé con tefiido histoquimico
utilizando un anti-OVA marcado fluorescentemente, mediante el uso de un microscopio
confocal. El ensayo se realizé por triplicado.

RESULTADOS

Respuesta térmica

Para estudiar la respuesta térmica en el parche y el hidrogel se analiz6 la evolucion del
peso de una muestra hidratada en funcion de la temperatura, mientras que para los NGs
se analiz6 la evolucion del diametro de particula con la temperatura. Los resultados
expuestos en la Figura 1 permiten observar una temperatura de transicion de 32.5°C en
hidrogel y NGs, y de 35°C en el parche. Mientras que la capacidad de hinchamiento fue
de 475% en el hidrogel 250% en los NGs y 446% en el parche.
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Figura 1. Respuesta térmica del hidrogel (A), de los NGs (B) y del parche (C).
Citotoxicidad

Los resultados de tolerabilidad de los sistemas en la piel, expuestos en la Figura 2
revelan indicios de reduccion de la viabilidad celular Unicamente a muy altas
concentraciones del extracto del parche (reemplazando el 100% del medio de cultivo).

Liberacion de OVA in vitro

En los perfiles de liberacion de OVA expuestos en la Figura 3, puede observarse que
para todos los sistemas a 37°C la liberacion se produce de manera mas rapida y la
cantidad de proteina final liberada es mayor que a 25°C. Esta diferencia se debe a la
fuerza impulsora de la difusion, creada por el colapso de la PVCL, que en todos los
sistemas es menor a 37°C. Cabe destacar que los NGs son el sistema que presenta
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mejor efecto ON-OFF, lo que permite asegurar la permanencia de la proteina en el
interior del sistema hasta ser expuesto a las condiciones de liberacion. Mientras que en
el hidrogel no puede observarse este efecto y en el parche se alcanza una condicién
intermedia entre ambos sistemas. También puede observarse que el maximo de
liberacion con el hidrogel se obtiene a los 7 minutos del ensayo, mientras que para los
NGs y el parche se obtiene a los 52 min, indicando que estos dos Ultimos permiten
liberar de manera mas controlada.
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Figura 2. Viabilidad relativa de fibroblastos dermales humanos después de 48hs de exposicién
indirecta al parche e hidrogel (A), y directa a los NGs (B).
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Figura 3. Perfil de liberacion de OVA en PBS, desde el hidrogel (A), NGs (B) y parche (C).
Penetracién de OVA en piel humana

En la Figura 4 se observa la distribucion de la OVA en las distintas capas de la piel luego
de 6 hs de liberacion. Se puede observar que la OVA en PBS aplicada sin ningan
sistema y aplicada con el hidrogel, no penetra el estrato corneo (SC). En los NGs se
observa una alteracion en el SC, producto de la alta hidratacion local que promueve la
penetracién de una alta cantidad de proteina, hasta llegar a la epidermis. Similar
penetracion se observa para el parche, pero sin la disrupcion del SC. Teniendo en
cuenta que las células inmunoldgicas se encuentran en la epidermis, y que la alteracion
del SC es no deseada, estos resultados muestran al parche como el sistema mas
adecuado para la liberacion dermal de esta proteina.
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Figura 4. Penetracion de OVA en piel humana ex vivo.
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