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NOMENCLATURA

AAV Virus Adenoasociado

A549 Células humanas de epitelio alveolar basal
Ad2 Adenovirus tipo 2

Ad5 Adenovirus tipo 5

Ad5/WT Adenovirus tipo 5 silvestre

ADC Adenocarcinoma

Ad5/NPv30-3Vector adenoviral que expresa la proteina Nodulina 30-3
ADN Acido desoxirribonucleico

ALK Gen del receptor de la tirosina quinasa

ANOVA Andlisis de varianza

CAR Receptor Adenoviral Coxsackie

CDNA Acido desoxirribonucleico complementario

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DPI Dry Powder Inhaler, por sus siglas en inglés Inhalador de polvo seco
EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EGFR Factor de crecimiento epidérmico

EST Marcador de secuencia expresada

F3 Formulacion 3

F5 Formulacion 5

FDA Administracion de alimentos y medicamentos (Food and Drug
administration, por sus siglas en inglés)

FEUM Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos

HCI Acido clorhidrico

HEK 293 Células de rifidn de un embrion de humano (Human Embryonic Kidney
cell 293, por sus siglas en inglés).

IBT-UNAM Instituto de Biotecnologia, UNAM
IC indice de Carr




IH
INCan
LCso
LCC
mADbs

indice de Hausner

Instituto Nacional del Cancer
Concentracion letal media
Carcinoma de células grandes

Monoclonal antibodies, por sus siglas en inglés Anticuerpos

monoclonales

MCF-7
MCP
MDI
MOl
NSCLC

Células de Cancer de mama
Muerte celular programada
Inhalador de dosis medida
Multiplicidad de infeccion

Non-small cells lung cancer, por sus siglas en inglés Cancer de pulmon

de células no pequefas

NPv30
OMS
PCD
PCR
PD-1
PD-L1
Pfu
Pfu/mL
PSD
RNAI
RTK
RT-PCR
SCC
SCLS

Proteina Nodulina 30

Organizacion Mundial de la Salud

Muerte celular programada

Reaccion en cadena de la polimerasa
Muerte programada 1

Ligando de muerte programada 1
Unidades formadoras de placa

Unidades formadoras de placa por mililitro
Distribucién del tamafio de particula
Acido Ribonucleico Interferente

Receptor tirosina quinasa

Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
Carcinoma de células escamosas

Small cells lung cancer, por sus siglas en inglés cancer pulmonar de

células pequefias

TCIDso
TG

Dosis infecciosa 50

Terapia génica




UAEM Universidad Autbnoma del Estado de Morelos

UNAM Universidad Nacional Autbnoma de México
VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular
WT Adenovirus silvestre tipo 5
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RESUMEN

El cancer pulmonar es una de las enfermedades mas comunes en todo el mundo y
la principal causa de muerte relacionada con el cancer en todo el mundo, con un
estimado de 2 millones de casos nuevos y 1,76 millones de muertes por afio. Siendo
gue cerca de la mitad de casos son de proéstata, seno y pulmén. Los tratamientos
actuales para éste incluyen quimioterapias que son aplicadas por rutas invasivas
como la intravenosa, aplicando altas y frecuentes dosis que producen efectos
sistémicos que no han hecho eficiente el tratamiento, por lo que una ruta mas directa
seria ideal para colocar el farmaco en el sitio donde debe ejercer su accion; en este
sentido la via inhalatoria o pulmonar seria mas adecuada, debido a su facil acceso,
seguridad y la capacidad de dirigir la administracion hacia a una accion local.
Ademas, debido al dificil acceso al tejido y a los medicamentos poco beneficiosos
no se ha logrado desarrollar un tratamiento dirigido con alta eficiencia terapéutica y
reducidos efectos no deseados, por lo que es necesario continuar con el desarrollo
y busqueda de nuevas alternativas de tratamiento. Asi, la terapia génica es una de
las estrategias novedosas utilizadas para causar un efecto de muerte celular
programada haciendo uso de vectores virales que transfieran genes terapéuticos
hacia el interior de la célula cancerosa. Estudios previos en el grupo de investigacion
evidenciaron que la proteina Nodulina 30-3 (NPv30-3) en un sistema vector
adenoviral no replicativo induce muerte celular programada (MCP) in vitro en
cultivos de células animales, poniéndola en contexto como potencial biofarmaco
para terapia génica de cancer pulmonar.

Por ello, el objetivo de este trabajo es establecer una formulacién inhalable
mejorada para el vector adenoviral Ad5/Npv30-3 y evaluar su eficacia en cultivos in
vitro de células A549. Para su desarrollo, se realiz6 una busqueda bibliografica
exhaustiva sobre el uso de excipientes para formular productos para terapia génica
y sistemas para inhalacibn como polvos secos, capaces de acarrear vectores
virales. Se disefiaron y desarrollaron 6 formulaciones (F1 a F6) con el uso de
albumina, sacarosa, PEG 300, trehalosa, manitol, isoleucina y dextrosa. Dichas

formulaciones se liofilizaron y caracterizaron en sus propiedades tecnolégicas como
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apariencia, tiempos de reconstitucion, porcentaje de rendimiento y capacidad para
crear mezclas con la finalidad de determinar la formulacion con las mejores
propiedades. Una vez establecidas las posibles formulaciones, estas se escalaron
a un volumen mayor para desarrollar las pruebas de formulacion conteniendo el
Ad5/NPv30-3. Para la etapa | de formulacion se liofilizaron las formulaciones F3 y
F5, las cuales se mezclaron con diversas lactosas para inhalacion para determinar
las propiedades de aerolizacion y reolégicas adecuadas para la via pulmonar. Una
vez desarrolladas y bien caracterizadas, los polvos secos seleccionados se
cargaron con el sistema Ad5/NPv30-3 para lograr determinar la eficacia de las
formulaciones en cuanto a mantener a la particula viral estable durante el proceso
y asi poder evaluar el titulo viral y la infectividad in vitro en un modelo de cancer
pulmonar A549.

De las 6 formulaciones propuestas solo 3 lograron el estado sélido posterior a la
liofilizacion, con apariencia como polvo seco homogéneo y con buen
comportamiento de flujo, (F2, F3 y F5 sin glicerol) y con una alta capacidad para
crear mezclas con otros polvos. Solo F3 y F5 presentaron buen porcentaje de
rendimiento (del 85.5 y 90.9 % respectivamente), con tiempos de reconstitucién <10
segundos. Estas formulaciones ya liofilizadas (L3 y L5) y formuladas con la lactosa
LH201 (Lactohale ®), a proporcion 1:2 (polvos secos DPI3 y DPI5) mostraron un
comportamiento reolégico muy similar con excelentes propiedades de flujo en las 3
proporciones de mezclas utilizadas, con densidades <5 g/mL que son ideales para
un polvo para inhalacion. Posteriormente se desarrollo la prueba de aerolizaciéon y
didmetro de masa aerodinamica (MMAD) encontrando un promedio de 1.05 + 0.09
pum a la proporcion 1:2 con LH 201, por lo que ambas formulaciones, se utilizaron
para continuar con el estudio de carga del sistema Ad5/NPv30-3 y la evaluacién de
eficacia, donde se encontraron valores de titulo para DPI3 Y DPI5 de 1.26x10° +
1.69x10* y 5.72x10> + 1.67x10°, respectivamente. Los ensayos de infectividad in
vitro en A549 confirmaron la presencia de la proteina NPv30-3, la cual debido a su
expresion genera una reduccion de la viabilidad celular en este modelo de cancer

pulmonar, con valores porcentuales de viabilidad celular del 68 £ 3.1y 73+ 2.5 %
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para DPI 3 y DPI5, respectivamente, en comparacion con el control del sistema
Ad5/NPv30-3 sobre el mismo cultivo sin formular con un 62% de viabilidad.

Asi, se concluye que fue posible formular en estado sélido al sistema Ad5/NPv30-
3, el cual presentd propiedades tecnoldgicas adecuadas para la administracion
pulmonar, con la transduccién efectiva del transgene ya que fue capaz de inducir
muerte celular en las células A549, el cual se usé como modelo de cancer pulmonar
in vitro, por lo que la estrategia de formulacion aqui presentada en polvos secos
para inhalacién para un potencial producto de terapia génica puede ser utilizada

como una alternativa terapéutica para atender el problema de salud en cuestion.
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ABSTRACT

Lung cancer is one of the most frequently diagnosed cancers and the leading cause
of cancer-related deaths worldwide with an estimated 2 million new cases and 1-76
million deaths per year. Being that about half of cases are prostate, breast and lung.
Current treatments for this include chemotherapies that are applied by invasive
routes such as intravenous, applying high and frequent doses that produce systemic
effects that have not made the treatment efficient, so a more direct way would be
ideal to place the drug on the site where it must exercise its action; In this sense, the
inhalation or pulmonary route would be more appropriate, due to its easy access,

safety and the ability to direct the administration towards a local action.

In addition, due to the difficult access to the tissue and to the less beneficial drugs,
it has not been possible to develop a targeted treatment with high therapeutic
efficiency and reduced side effects, so it is necessary to continue with the
development and search for new treatment alternatives. Thus, gene therapy is one
of the novel strategies used to cause an effect of programmed cell death by making
use of viral vectors that transfer therapeutic genes into the interior of the cancer cell.
Previous studies in the research group showed that the Nodulin 30-3 protein (NPv30-
3) in a non-replicative adenoviral vector system induces programmed cell death
(PCM) in vitro in animal cell cultures, putting it in context as a potential
biopharmaceutical for therapy lung cancer gene. Therefore, the objective of this work
is to establish an improved inhalable formulation for the Ad5/Npv30-3 adenoviral
vector and to evaluate its efficacy on in vitro cultures of A549 cells. For its
development, an exhaustive bibliographic search was carried out on the use of
excipients to formulate products for gene therapy and systems for inhalation as dry
powders, capable of carrying viral vectors. Six formulations (F1 to F6) were designed
and developed with the use of albumin, sucrose, PEG 300, trehalose, mannitol,
isoleucine and dextrose. These formulations were lyophilized and characterized in
their technological properties such as appearance, reconstitution times, yield
percentage and ability to create mixtures in order to determine the formulation with

the best properties. Once the possible formulations were established, they were
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scaled to a larger volume to develop the formulation tests containing Ad5/NPv30 3.
For stage I, formulations F3 and F5 were lyophilized and mixed with various lactoses
for inhalation to determine the appropriate aerolization and rheological properties for
the pulmonary route. Once developed and well characterized, the selected dry
powders were loaded with the Ad5/NPv30-3 system to determine the effectiveness
of the formulations in terms of keeping the viral particle stable during the process
and thus be able to evaluate the viral titer and the in vitro infectivity in an A549 lung
cancer model. Of the 6 formulations proposed, only 3 achieved the solid state after
lyophilization, with the appearance of a homogeneous dry powder and with good
flow behavior (F2, F3 and F5 without glycerol) and with a high capacity to create
mixtures with other powders. Only F3 and F5 presented a good yield percentage
(85.5 and 90.9%, respectively), with reconstitution times <10 seconds. These
already lyophilized formulations (L3 and L5) and formulated with lactose LH201
(Lactohale ®), at a 1:2 ratio (DPI3 and DPI5 dry powders) showed a very similar
rheological behavior with excellent flow properties in the 3 mixture proportions used
with densities <5 g/mL which are ideal for an inhalation powder. Subsequently, the
aerolization and aerodynamic mass diameter (MMAD) test was developed, finding
an average of 1.05 + 0.09 um at a 1:2 ratio with LH 201, so both formulations were
used to continue with the system load study Ad5/NPv30-3 and efficacy evaluation,
where titer values for DPI3 and DPI5 of 1.26x10"5 = 1.69x10"4 and 5.72x10"5 +
1.67x10"5, respectively, were found. In vitro infectivity assays in A549 confirmed the
presence of the NPv30-3 protein, which, due to its expression, generates a reduction
in cell viability in this model of lung cancer, with cell viability percentage values of 68
+ 3.1 and 73 + 2.5% for DPI 3 and DPI5, respectively, compared to the Ad5/NPv30-
3 system control on the same unformulated culture with 62% viability.

Thus, it is concluded that it was possible to formulate the Ad5/NPv30-3 system in a
solid state, which presented adequate technological properties for pulmonary
administration, with effective transgene transduction since it was capable of inducing
cell death in A549 cells, the which was used as an in vitro lung cancer model, so the

formulation strategy presented here in dry powders for inhalation for a potential gene
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therapy product can be used as a therapeutic alternative to address the health

problem in question.
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1 INTRODUCCION

El cancer pulmonar es una de las enfermedades que ocupan los primeros lugares
a nivel mundial, con una incidencia anual de alrededor de 1.8 millones de muertes
por esta causa (Lancet, 2021). En México se han registrado mas de 7 mil 811 casos
nuevos y 6 mil 733 muertes por cancer de pulmoén segun estadisticas del 2020
(INCan, 2020). Se ha destacado la importancia de que los tratamientos actuales son
poco eficientes y los existentes presentan efectos adversos severos que afectan
significativamente a los pacientes, debido a su falta de especificidad. Es por ello por
lo que se ha hecho hincapié en generar nuevos tratamientos que de primera
instancia presenten efectividad y seguridad para el paciente y que ademas se tenga
la posibilidad del uso de las distintas vias de administracion con la finalidad de
reducir los efectos adversos generados, hacer una terapia mas dirigida y a su vez
mejorar las propiedades de los ingredientes farmacéuticos activos disponibles.
Entre los tratamientos actuales para el cancer pulmonar se tienen la cirugia,
radioterapia y quimioterapia, donde en algunos casos se usan terapias combinadas.
Dentro de la quimioterapia, se emplean medicamentos administrados por via oral o
intravenosa, los llamados antineoplasicos, que son moléculas pequefas que
impiden el desarrollo, crecimiento, o proliferacion de células tumorales malignas que
presentan tasas de reproduccion elevadas tal y como lo hacen las células de la piel,
uias, cabello y células sanguineas, por lo que se generan dafios severos a nivel
sistémico.

Ademas del uso de moléculas pequefas para el tratamiento de cancer pulmonar,
en los Ultimos afios se han desarrollado investigaciones sobre el uso de moléculas
grandes en la terapia como proteinas donde destacan algunas hormonas,
interferones, citoquinas y anticuerpos monoclonales, asi como acidos nucleicos en
los que destacan los oligonucleétidos antisentido (ASOs), aptdmeros de ADN,
distintos tipos de ARN vy la terapia génica. Esta ultima se basa en reemplazar genes
con funciones anormales o ausentes por una variante del gen que funciona
correctamente. El gen que se desea introducir es transportado por vectores de tipo

no viral o viral.

17

—
| —



Los avances en la terapia génica contra cancer se han desarrollado y concretado
desde hace poco mas de 30 afios con el uso de vectores virales, principalmente
adenovirus del tipo 2 y tipo 5, de la familia Adenoviridae, siendo estos los tipos
mayormente caracterizados, y una manera de introducir genoma exoégeno de una
forma natural hacia el nucleo de una diana. A partir de la primera patente de terapia
génica (Gendicine®) contra cancer de cabeza y cuello, aprobado en 2003 y de
donde surgieron diversas patentes posteriormente, se posicioné a la terapia génica
como una alternativa prometedora en la terapia de diversas enfermedades.

La via de administracién, en respuesta al tratamiento con adenovirus recombinante,
juega un papel muy importante. Segun ensayos clinicos, durante una inyeccion
intratumoral se induce una mayor inmunidad antitumoral y a su vez se genera una
menor toxicidad comparada con una administracion intravenosa utilizando
adenovirus en ambos casos. Por lo que, a pesar de los grandes resultados en la
eficacia y seguridad, dicha alternativa al momento de ser administrada tiende a ser
un tanto invasiva en la administracion in situ.

Es por lo que la tecnologia farmacéutica se ha enfocado en el desarrollo de nuevas
formulaciones, que para el caso de particulas virales se mezclen con excipientes
adecuados que protejan y estabilicen al propio activo, incluso con la finalidad de ser
administradas por vias alternas a las ya existentes, aquellas que estén destinadas
a generar un efecto local. Una de ellas, es la via inhalatoria dado el estudio a lo
largo de los afios del propio sistema respiratorio como una via de administracion
para generar efectos sistémicos o locales dada su estructura anatémicay fisiologica.
Es por ello que nace la importancia de utilizarla como una via de administracion
para la terapia génica gracias a sus propiedades.

Dentro del mismo ambito farmacéutico, el uso de las tecnologias existentes para la
administracion de biolégicos se basa en desarrollar formulaciones, que, con la
ayuda de excipientes aprobados para la via en cuestion, otorguen seguridad y
eficacia y que a su vez se puedan caracterizar ampliamente. Ha sido materia de
estudio tanto en modificar la forma farmacéutica, que para la terapia génica se
basan en sistemas inyectables en el estado liquido o en suspension, asi como

modificar la formulacion, para llegar, ya sea a un estado liquido estable o sélido, sin
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perder las propiedades del vector viral recombinante con potenciales y
prometedores resultados.

Es por lo anterior que en el presente proyecto se desarrollaron y caracterizaron
formulaciones en estado sélido, para producir un polvo seco para inhalacion de una
particula viral en suspension denominada como Ad5/NPv30-3, la cual es un vector
adenoviral recombinante con el transgén para producir la proteina NPv30-3 que se
ha estudiado y genera muerte celular programada en modelos in vitro en células
A549, e incluso modelos in vivo de cancer. Se obtuvieron dos formulaciones
mejoradas en el estado solido del sistema Ad5-NPv30-3 con propiedades
tecnoldgicas adecuadas para ser administradas por la via pulmonar, las cuales
mantienen su eficacia, de acuerdo con los ensayos in vitro en cultivo de células

animales realizados.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Aspectos generales del cancer.

Se denomina cancer al conjunto de enfermedades relacionadas en las que se
observa un proceso descontrolado en la division de las células del cuerpo. En
cualquier tipo de cancer, algunas de las células del cuerpo se dividen sin detenerse
y comienzan a diseminarse a los tejidos periféricos, proceso conocido como
metastasis (INCan, 2020).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estim6 que el cancer es la segunda
causa de muerte en todo el mundo, debido a que en 2018 se atribuyeron a dicha
enfermedad 9.6 millones de defunciones, determinando que los 5 tipos de cancer
gue causan un mayor numero de fallecimientos son el pulmonar con 1,76 millones
de defunciones, colorrectal con 862 mil, gastrico con 783 mil, hepético con 782 mil,
y mamario con 627 mil (INCan, 2020).

Ademas, datos recientes del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) indican que
el cancer de pulmén en México ocupa el séptimo lugar en frecuencia,
considerandose el tumor mas letal, ya que cerca de 8 mil mexicanos fallecen al afio
a causa de esta neoplasia. Se ha destacado que la probleméatica ha mostrado una
tendencia relacionada al diagnostico tardio y a la deficiencia de tratamientos
innovadores y/o abandono al apego terapéutico debido a las reacciones adversas
de los tratamientos ya existentes (Secretaria de Salud, 2018).

El crecimiento y division celular es un proceso normal que realizan las células para
formar nuevas a medida que el cuerpo las necesita. Células nuevas remplazan a
aguellas que envejecen o se dafian, mediante procesos de muerte celular
programada (Guerin, D.J., et al, 2021; Tang, D., et al, 2019; Noguchi M et al 1995).
En el cancer, este proceso ordenado se ve descontrolado. Donde las células viejas
o dafiadas sobreviven cuando deberian morir, formando células nuevas cuando no
se necesitan. De tal forma que dichas células pueden dividirse sin interrupcién
formando masas llamados tumores.

Las células cancerosas se diferencian de las células normales ya que son menos

especializadas y no maduran como las normales, lo que permite su continua divisién
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y crecimiento sin control, volviéndose invasivas, ademas de que estas células
evaden aquellas sefales para que dejen de dividirse o que entren a procesos de
muerte celular programada o apoptosis, el cual consiste en deshacerse de células
no necesarias o incluso inducir a que las células normales formen vasos sanguineos
para suministrar oxigeno y nutrientes para el crecimiento de los tumores. Las células
cancerosas, con frecuencia, son también capaces de evadir el sistema inmunitario,
una red de érganos, tejidos y células especializadas que protege al cuerpo contra
infecciones y otras enfermedades (Matthews, H.K., et al, 2022; Moulton JE 1998).
Aunque ordinariamente el sistema inmunitario elimina del cuerpo las células
dafiadas o anormales, algunas células cancerosas son capaces de "esconderse” de
este (Ok et al., 2017).

2.2 Cancer pulmonar.

El cAncer pulmonar es el cancer mas comun y la causa principal de muerte a nivel
mundial y no distingue género. Segun estadisticas en el 2019 este tipo de cancer
ocupa un 11.6% de todos los tipos existentes, con una tasa de mortalidad del 18.4%
(Wong M.C.S et al 2017).

Se le denomina al cancer de pulmén como una enfermedad heterogénea que
emana cuando ocurren alteraciones genéticas y epigenéticas en el epitelio
pulmonar (Amarararthna et al., 2019).

Uno de los principales factores asociados al desarrollo de tumores pulmonares es
la exposicion frecuente al humo del tabaco. Sin embargo, se han estimado otros
factores asociados que causan entre un 10 y 25% a personas no fumadoras como
la exposicion a carcinégenos exégenos, como productos del diésel, radén, humos
domésticos y algunos tipos de radiacién (Couraud S et al 2012; Kenfield SA et al
2008). El cancer pulmonar se puede clasificar segun las caracteristicas clinicas y
terapéuticas como: cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC, segun sus
siglas en inglés) también llamado cancer no microcitico y cancer de pulmoén de
células pequefias (SCLC, segun sus siglas en inglés), conocido como cancer
microcitico (Smolle, E., et al 2019; Zappa, C., & Mousa, S.A. 2016; Mulshine JL et
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al 1993). El primero se divide en carcinoma de células escamosas (SCC),
adenocarcinoma (ADC) y carcinoma de células grandes (LCC), segun sus siglas en
inglés (Petersen, | 2011; Brambilla, E et al 2004).

El cancer de pulmon microcitico generalmente se encuentra en el bronquio principal,
mientras que el SCC se inicia en los bronquios segmentarios del tallo principal.
Aquéllos que emergen en los tejidos pulmonares periféricos son el adenocarcinoma
y el carcinoma de células grandes como se muestra en la Figura 1 (Wong M.C.S et
al 2017; Curran, WJ 2001)

NSCLC
Adenocarcinoma
40% of lung cancer cases

Startin outer parts of the lung.

ow growth than other types of lung cancer
st common type of nonsmoking patient
Ipsum

Small cell lung cancer
10 to 15 % of lung cancer cases
Start in peripheral lesion
Very aggressive
Rapid growth
Highly smoking link

Lung carcinoid tumor

N
> 5% of lung cancer cases

Start in neuroendocrine cells.
Slow growth
Rarely spread I

NSCLC - NSCLC
Large-cell carcinoma Squamous-cell carcinoma
10% of lung cancer 25% of lung cancer cases
. Found in central part of lung
Found in any part of the lung. Start in early versions of squamous cells
Grow and spread quickly (flat cells that line the inside of the
Very aggressive airways in the lungs)

Highly smoking link

Figura 1. Diagrama esquemdtico que ilustra los diferentes tipos de cancer pulmonar (cancer
pulmonar de células no pequefias (CPCNP), cancer pulmonar de células pequefias (CPCP) y
tumores cancerigenos pulmonares, asi como el cancer de pulmén de células no pequefas
(Modificado de Essa, ML et al 2020).

2.3 Estrategias terapéuticas para el tratamiento de cancer.

De forma general, los tratamientos actuales para los diferentes tipos de cancer se
basan en funcion del estado general de salud del paciente, la etapa y las

preferencias de éste. La cirugia y la radioterapia forman parte de aquellos
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tratamientos utilizados cuando el cancer se localiza en un area o region especifica,
donde es comun observar ambas terapias en conjunto (Sun, H.R., et al 2019).

La quimioterapia es definida como el uso de medicamentos para tratar el cancer,
usualmente para aquellos que se han esparcido a otras partes del cuerpo (Sun,
H.R., et al 2019; Tamura 2001).

La accion de la radioterapia y muchos agentes quimioterapéuticos se basan en el
dafio al ADN, basado principalmente en la accion inhibitoria de procesos celulares,

tales como la transcripcion y replicacién (Hosoya y Miyagawa, 2014).

Desafortunadamente, las terapias existentes hasta este momento presentan efectos
secundarios graves, ya que no solo dafian a las células cancerigenas sino a las
células normales y a aquéllas que presentan alto y continuo crecimiento tales como
las células hematopoyéticas, foliculos pilosos, células del tracto digestivo y boca.
En particular algunos de estos tratamientos que se encuentran disponibles para
tratar el cancer pulmonar estan enlistados en la Tabla 1 (Lad, T et al 1994; American
Cancer Society, 2013; Amararathna et al., 2019)

Tabla 1. Terapéutica actual contra el cancer de pulmén, su mecanismo de accién y efectos

secundarios comunes (Amararathna et al., 2019).

E4rmaco Aprobacion Mecanismo de accidn en cancer Efectos
por la FDA pulmonar secundarios
Cisplatino 1978 Induccion del estrés oxidativo Nefrotoxicidad
Formacion de aductos de ADN Ototoxicidad
Induccion por apoptosis Neurotoxicidad
Carboplatino 1989 Formacién de entrecruces de Anemia
ADN entre hileras e intracapas Neutropenia
Inhibicion de la sintesis de DNA | Trombocitopenia
Crizotinib 2011 Inhibicién de ALK, receptor del Neumonitis
factor de crecimiento de Bradicardia
hepatocitos Trastornos de la
Inhibicién de ROS 1 vision
Supresion del crecimiento
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Induccion por apoptosis

nucleétidos de purina
Supresion de la sintesis de ADN
Inhibicién de la proliferacién de

células

Atezolizumab 2016 Inhibicion de la interaccion entre Fatiga
PD-L1y el receptor PD-1 Diarrea
Induccion de la actividad Nausea
antitumoral de células T
Bevacizumab 2006 Fusién con VEGF Hipertension
Inhibicion de la actividad de Complicaciones
VEGF enla
Prevencion de la proliferacion de | cicatrizacion de
células endoteliales la herida
Supresion de angiogenesis
Ceritinib 2006 Inhibicion de la autofosforilacion Dolor abdominal
de ALK, receptor del factor de Diarrea
crecimiento 1 similar a la insulina Hiperglicemia
yROS 1
Paclitaxel 2012 Fusion con B-tubulina Neutropenia
Estabilizacién de microtubulos Nausea y vomito
Inhibicion del ciclo celulary la Artralgia
fase mitética.
Metotrexato 2014 Inhibicién de la sintesis de Hepatotoxicidad

Osteonecrosis
Necrosis de

tejidos blandos

ALK, Receptor tirosina quinasa del linfoma anaplasico; PD-L1, ligando de muerte programada 1; PD-

1, muerte programada 1; VEGF, factor de crecimiento del endotelio vascular; ROS1, un gen que

codifica el receptor tirosina quinasa (RTK) de la familia de receptores de insulina.

Es por ello que se han desarrollado nuevas terapias. Tal es el caso de la

inmunoterapia, que ha propuesto el uso de citocinas tales como: interleucinas,

interferones, factores estimulantes de colonias, y anticuerpos monoclonales (mAbs,

Monoclonal Antibodies), siendo estos una version artificial de una proteina

especifica del sistema inmune, que ataca el factor de crecimiento del endotelio
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vascular (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor, proteina encargada de formar
nuevos vasos sanguineos). Cabe mencionar que en algun momento dichos
tratamientos dejan de funcionar debido a que las células del cancer generan
mutaciones en diversos genes, por ello existen medicamentos destinados a las
diversas mutaciones que se han encontrado como en el gen EGFR, T790M, ALK,

entre otros (American Cancer Society, 2018).

Dentro de la quimioterapia actual de esta enfermedad, las formas farmacéuticas
disponibles son por via oral (como tabletas y capsulas) y principalmente para la
administracion intravenosa (soluciones o suspensiones inyectables), las cuales no
han sido del todo eficientes para disponer el farmaco o activo en cantidad suficiente
en las células tumorales y comunmente su aplicacion estd asociada a diversos
efectos no deseados, relacionados con la dosis y la accion sistémica (Amjad, M.T.,
et al 2022)

2.3.1 Terapia génica, tecnologia prometedora.

La terapia génica (TG) se basa en la insercion de material genético hacia una célula
blanco, modificando la expresion de genes o llevando a cabo la correccion de genes
mutados que producen proteinas defectuosas y que en consecuencia causan el
desarrollo de ciertas enfermedades (Katz, MG et al 2019).

Ensayos clinicos reportados se han llevado a cabo desde hace mas de 30 afios con
resultados prometedores, pero algunas complicaciones han surgido como efectos
no deseados, por lo que hasta la fecha se continla investigando nuevos y
novedosos sistemas que mejoren dichas propiedades. Hasta el 2019 la terapia
génica habia mostrado una gran direccion en el tratamiento del cancer con un 66.8
%, como se muestra en la Figura 2 (Journal of Gene Medicine, 2019). Ademas,
otras enfermedades han sido consideradas para el uso de TG, con una distribucién
considerable para las enfermedades monogénicas, infecciosas, cardiovasculares y

desérdenes neuroldgicos.
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Enfermedad del cancer (66.6%)

Enfermedades monogénicas
(11.9%)
Enfermedades infecciosas (6.1%)

Enfermedades cardiovasculares
(6.1%)
Enfermedades neurolégicas (1.8%)

m Enfermedades oculares (1.2%)
Enfermedades inflamatorias (0.5%)

/ Otras enfermedades (2.1%)

Figura 2. Enfermedades blanco en terapia génica. La grafica muestra un conteo estadistico
distribuido de los padecimientos mas comunes donde se han realizado ensayos clinicos en terapia
génica. Adaptado de Journal of Gene Medicine, 2019.

Para conseguir el efecto terapéutico se requiere del uso de vectores que logren
transportar el o los genes de interés hacia el interior de las células. Con la finalidad
de lograr dicho transporte de genes y debido a la amplia variedad de enfermedades
a tratar, es importante elegir el vector que mas se adecue para el tratamiento
(Crystal RG 2014).

En los ultimos afios, se han desarrollado nuevos vectores y se han modificado
aquellos existentes para permitir una liberacion segura y eficiente del transgen. De
forma general y en funcién de su naturaleza, los vectores utilizados en TG se dividen
en dos grandes grupos: los vectores fisicos (no virales) y los vectores virales
mostrados en la Tabla 2 (Sung and Kim, 2019) (Ghosh, S et al 2020).
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Tabla 2. Tipos de vectores viales mas utilizados en terapia génica. Adaptado de (Hatefi 2009)

Vector Im;nunoglenlc Tropism Limitation Major Advantage
otential
o . Dividing Potential Long te”*.‘ gene
£ Retrovirus Low Cell I 0 o expression in
= elis only ncogenicity dividing cells
o Dividing and . Long term gene
w
c Lentivirus Low MNon- Df{gegﬂfﬂi expression in
- Dividing genicity most cells
Dividing and Small MNon-inflammatory
AAV* Low Non- packaging and non-
Dividing capacity pathogenic
m@
g Transient
n Herpes Simplex High High in gene Large packaging
Lﬁ' Virus 9 neurons expression in capacity
neurons
Dividing and ) :
Adenovirus High Dividing : transduction of
(CAR immune most cells
response
receptor)

(¥ AAVs genome exist in host as =00% episomal and <10% integrated )

El uso de vectores virales constituye la forma mas eficaz de transferir genes
terapéuticos y son los vectores mas utilizados en la terapia génica, ya que son
capaces de infectar una elevada proporcién de las células diana, es decir una
elevada eficacia de transfeccion, que en algunos casos llega a ser del 100%
(Lundstrom, 2018). Los adenovirus han sido extensamente usados como vectores
para la entrega de genes exégenos dentro de células animales debido a que poseen
ciertas caracteristicas como un alto tropismo celular, eficiencias de transduccién
muy altas, una baja inmunogenicidad (para la 3ra generaciéon llamados helper-
dependent): titulos de produccion altos con una orden de magnitud de 11 a 14, asi
como una alta seguridad que los hacen atractivos como vectores de transferencia
génica. En la Figura 3 se presentan los vectores mas usados en pruebas clinicas

para la terapia génica.
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Adenovirus (18.5%)
m Retrovirus (16.9%)
= ADN desnudo (15%)
= Lentivirus (10.1%)
Virus adenoasociados (8.1%)
m Lipofeccion (3.8%)

Virus como vacunas (6.8%)
Poxvirus (3.6%)

m Herpes virus simple (3.2%)
Otros vectores (7.1%)

m Desconocidos (6.9%)

Figura 3. Vectores mas utilizados en los ensayos clinicos de terapia génica. La grafica muestra un
conteo estadistico distribuido para el uso de vectores donde se han realizado ensayos clinicos en
terapia génica. Adaptado de Journal of Gene Medicine, 2019.

Ademas, a nivel tecnoldgico presentan ventajas como una relativa facilidad con la
gue el genoma adenoviral puede ser manipulado; la posibilidad de obtener un titulo
viral de hasta nueve o diez ordenes de magnitud en su produccion; la no integracion
al genoma celular permaneciendo de manera episomal y, que los usados en terapia

génica no presentan oncogenicidad como el Ad 5y Ad2 (Uribe, 2014).

2.4 Adenovirus como vectores virales

Los adenovirus fueron reconocidos y aislados en 1950, a partir de un cultivo primario
de células de adenoides humanas provenientes de una cepa de adenovirus humano
tipo 2 (Ad2) (Rowe et al., 1953).

Estos poseen un genoma de ADN de doble cadena lineal y de un tamafio que oscila
entre 30,000 y 45,000 pares de bases. Presentan una capside icosahédrica externa

de 20 caras y 12 vértices, un nucleo proteico central que cubre el ADN y varias
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proteinas accesorias. La capside esta conformada por tres proteinas principales:
hexon, pentdn y fibra, como se ilustra en la Figura 4 (A) (Yamamoto., Y et al 2017).
En estos dias, una cifra importante de estudios clinicos utiliza dichos vectores como
plataforma de transferencia génica; de forma particular como adyuvantes en la
terapia contra cancer. Los objetivos principales de esta terapia son suprimir el
crecimiento de células cancerosas induciendo apoptosis en ellas, inhibir la
metastasis y limitar los efectos de la terapia génica a dichas células. Ademas, los
mas utilizados en terapia génica han sido deletados en la region temprana E1, ver
Figura 4 (B), encargada de la replicacion, por lo que estos vectores son
considerados virus no replicativos en células humanas, aunque podria ser el caso
solo si son producidos en células que le brinden ciertas proteinas para su replicacion
como el caso de las células HEK293 (Meneses, 2008; Uribe, 2014).

A B
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Figura 4. Estructura del adenovirus y su organizacion gendmica. A. Representacion gréfica de la
estructura del adenovirus y sus proteinas integrales. B. Organizacién genémica del adenovirus con
transcritos tempranos y tardios y proteinas codificadas para cada uno. Las regiones en rojo con *
estan deletadas en varios vectores adenovirales. Las regiones E1 y E3 fueron deletadas en la
primera generacion, y las regiones E1, E2 y E3 fueron deletadas en la segunda generacién e
vectores adenovirales (Adaptado de Singh et al., 2018).

Dichos vectores defectivos fueron producidos hace ya algunos afios mediante la

inducciéon de transformacion de células embrionarias de rifidbn humano, donde la
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region E1 del genoma del Ad5 fue incluida al genoma de tales células, dando como
resultado el linaje celular HEK293 (Graham et al., 1977).

Actualmente esta linea celular se utliza para la produccion de productos
recombinantes como el caso de diversos tipos de adenovirus de primera, segunda
y tercera generacion o como hospedero para otro tipo de vectores como lentivirus,

retrovirus, usados en terapia génica (Uribe, 2014).

El mecanismo por el cual estas particulas adenovirales se replican dentro de un
hospedero es mediante la interaccion y unién de las fibras presentes en su
estructura con proteinas contenidas en las membranas celulares llamadas CAR (por
sus siglas en inglés, Receptor Adenoviral Coxsackie), donde se facilita la union de
la pentona con proteinas epiteliales del tipo integrinas av (avf5 y avB3) para que
posteriormente la particula se internalice via endocitosis. Una vez adentro, se
desensambla del endosoma para que las pentonas, proteinas llla 'y VIl se disocien
y la proteina VI se degrade por la proteasa virica y se liberen las nucleoproteinas
hacia el citosol y asi llegar al ndcleo para generar la expresion génica (Singh et al.,
2018).

2.5 Formulaciones en la terapia génica de cancer pulmonar.

Ademas de la administracion de moléculas pequefias en vectores no virales, varios
autores han propuesto el alto potencial de la liberacién pulmonar para la entrega de
genes terapéuticos mediante vectores virales con la finalidad de tratar y/o curar la
enfermedad de forma local, desde el tracto respiratorio hasta los pulmones
(Javadzadeh, Y., & Yaqoubi, S., 2017).

Dichos vectores han sido desarrollados y evaluados para formulaciones que
mejoran la estabilidad fisicoquimica de estos en la terapia génica. Donde se utilizan
distintas sustancias como soluciones amortiguadoras o0 excipientes farmaceuticos
gue coadyuvan al mantenimiento de este bajo ciertas condiciones al momento de
su formulacién. El objetivo de los sistemas de liberacidén para vectores adenovirales

en los ultimos afios se basan en producir una expresion transgénica con la maxima
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seguridad y eficacia. Ademas, los aspectos moleculares y bioldgicos del vector
pueden contribuir simultaneamente a dichos objetivos, asi como afectar
significativamente la estabilidad fisicoquimica, de tal forma que conforme el vector
se va degradando, la eficiencia de transduccion cae y la efectividad va
disminuyendo. De igual forma, si los productos de degradacion son téxicos e
inmunogénicos, la seguridad de la preparacion también se ve comprometida. Es por
lo anterior que, la preparacion de formulaciones éptimas que mejoren la estabilidad
fisicoguimica del vector se orienta a la prevencion de la degradacién, aseguren la

viabilidad y efectividad de la transduccion de estos (Barry 2020).

Hasta ahora, diversas formulaciones reportadas en la literatura se han enfocado en
la adicion de excipientes para mejorar la eficiencia de transduccion in vivo, basadas
en vectores adenovirales, formulados empleando el proceso de liofilizacion. En la
Tabla 3 se muestra una lista de excipientes que se han utilizado en formulaciones
adenovirales con la finalidad de otorgar estabilidad y seguridad a dicha formulacién.
Sin embargo, el desarrollo de novedosas estrategias de formulacién sigue siendo
materia de estudio (Croyle et al., 2008; Kamerzell et al., 2011).

Tabla 3. Lista de excipientes utilizados en formulaciones adenovirales.

Excipiente Funcién Concentracién Referencia
Estabilizante de la capside viral/
Sacarosa: ) " 1:4 %/ sacarosa
] almacén, osmolitico (PDI<0.5)
manitol ) 5% Evans RK,
(Crioprotector)
i i Nawrocki DK,
MgCl2 Cation divalente NA
i Isopi LA, et al.
Polisorbato 80 ) o
Tensoactivo no iénico 0.005-0.1% Development of
(Tween® 80) o
stable liquid

Agente quelante, estabilizante del )
EDTA ) 0.1 mM formulations for
DNA plasmidico

adenovirus-
Inhibidor de la oxidacién, eliminador
based
Etanol de radicales libres, inactivante 0.5% (v/v) ,
vaccines. J
adenoviral _
Pharm Sci.
Histidina Inhibidor de la oxidacion 10 mM
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Arginina (Arg) Aminoacido basico 0-30g/L 2004;93:2458-
Alanina (Ala) Osmolitico 0-20g/L 2475.
Glicina (Gly) Osmolitico 0-20g/L
Lisina (Lys) - o o Kamerzell T.

Aminoécido basico 0-30g/L .
HCI 2011. Protein—
o _ Aminoécido buffer, eliminador de excipient
Histidina (His) ] 3-30g/L . L
radicales, interactions:
Triptofano (Trp) Inhibidor de radicales libres 0-7glL Mechanisms
Glutamina (Glu) Osmolitico 0-10g/L and biophysical
Metionina characterization
(Met) Antioxidante 0-15g/L applied to
— protein
Trehalose Estabilizante 27 % wiv _
formulation
Glutamato -
o Estabilizante 0.05 % development.
sodico Advanced Drug
Delivery
Tris-HCI Estabilizante 20 mM Reviews 63;
1118-1159

Estas formulaciones tanto convencionales como no convencionales dirigidas hacia
el tratamiento del cancer, carecen de especificidad, atacando tanto a células
dafiadas como sanas, es decir estos tratamientos atacan a células con una alta tasa
de reproduccion, tal es el caso de las células dafadas “cancerigenas” al igual que
células de la piel, cabello, ufias, entre otras. Por lo que los efectos adversos
asociados al tratamiento no son nada favorables para el paciente e incluso va
degradando la salud de este a causa de estos efectos. Asi, el desarrollo de la terapia
génica como una alternativa a la sustitucion de la quimioterapia, ha dado una alta
expectativa con diversos estudios realizados haciendo uso de vectores virales para
la entrega de genes exdgenos. Sin embargo, las vias de administracion reportadas
en estudios son la intratumoral o la parenteral como infusiones intravenosas, por lo

gue no son muy aceptables y ademas de que son vias invasivas (Ura T, et al 2014).
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Recientemente se han observado mejoras significativas en la ingenieria,
administracion y seguridad de vectores virales, destacando a los vectores virales
recombinantes no replicativos como vanguardistas de la medicina moderna,
colocandolos en los pioneros para vacunas Yy terapia génica. Ademas, este tipo de
vectores se han utlizado recientemente para el tratamiento de diversas
enfermedades tales como enfermedades metabdlicas, cardiovasculares,
musculares, hematolégicas, oftalmoldgicas e infecciosas, asi como diferentes tipos
de canceres. Asi mismo se han desarrollado enfoques preventivos y terapéuticos
en el area de la inmunoterapia, mientras que los estudios preclinicos y clinicos
demostraron la eficacia terapéutica y profilactica de los vectores virales. Mientras
tanto, varios medicamentos basados en vectores han sido aprobados a nivel
mundial (Lundstrom K., 2018).

Segun lo revisado por Rollier et al., Lundstrom et al., y Ura et al., entre el 2018-2019
se han evaluado muchas especies virales como vehiculos de administracion de
genes recombinantes en los campos de vacunas y terapia génica, haciendo uso de
retrovirus, lentivirus, flavivirus, virus vaccinia (virus vaccinia Ankara modificado),
adenovirus (Ad), virus asociados (AAV), citomegalovirus, virus de Sendai, virus del
sarampion, virus del herpes simple, rabdovirus (virus de la estomatitis vesicular) y

picornavirus.(Ura 2014).

Sin embargo, hasta la fecha, los vectores mas evaluados son el adenovirus serotipo
5 (Adb), los serotipos AAV 2, 3, 5, 6, 8, 9 y miembros de la familia de los poxvirus,
por ejemplo, el virus vaccinia, particularmente el virus vaccinia Ankara modificado.
Un inconveniente asociado con la fabricacion, el almacenamiento y la distribucion
es que los vectores virales son conjuntos supramoleculares complejos de
macromoléculas que son propensas a una variedad de vias de degradacién quimica
y fisica. Un factor de riesgo importante para la estabilidad de las formulaciones de
vectores virales es la pérdida de la integridad de la particula viral y la infectividad
(Ura T, et al 2014; Mateu MG, 2011).

33

—
| —



2.6 Viainhalatoria o pulmonar como ruta de administracién.

La via pulmonar se define como aquella ruta por la cual se administran
medicamentos a través de los principales 6rganos (nariz y boca) para lograr llegar
a los pulmones y sus ramificaciones mediante inhalacién con la finalidad de generar
el efecto a lo largo de estos. Inicialmente esta via fue implementada para tratar
enfermedades respiratorias y actuar como efecto local. Ademas, la administracion
de medicamentos por esta via ofrece grandes ventajas en el tratamiento de
enfermedades respiratorias en comparacion de las deméas vias como evitar el
metabolismo de primer paso, una alta absorcion debido a la gran irrigacion
sanguineay la posibilidad de generar efectos locales y sistémicos (Joshi., M. D., et
al. 2019).

Desde el siglo XIX el uso de la via inhalatoria para la administracion de farmacos o
moléculas ha sido cada vez méas habitual, donde se ha observado que esta via se
emplea para tratar en su mayor parte, enfermedades del tracto respiratorio,
buscando comunmente un efecto local. Las ventajas que se tienen reportadas
cuando se aplican medicamentos por esta via son: una accion rapida del efecto en
el sitio de accién especifico, por lo que los efectos secundarios se minimizan debido
a que la concentracion del activo queda en el sitio local y por ende no va hacia
circulacion sanguinea. Esta via ha presentado un potencial elevado para la
administracion de diferentes tipos de farmacos, como los [ agonistas y
anticolinérgicos para la broncodilatacion en enfermedades tales como asma,
bronquiectasia, bronquiolitis; glucocorticoides en tratamiento de asma,
bronquiectasia, bronquiolitis; antibioticos para la prevencion del Pneumocystis
pneumonia y tratamiento de virus respiratorios sincitiales, fibrosis quistica,

bronquiectasia, diversos tipos de cancer, entre otros (Rubio, 2018).

Con la finalidad de conocer y controlar los procesos por los cuales las formulaciones
administradas por esta via se llevan a cabo, es importante identificar la anatomia

normal los pulmones. La funcién principal conocida del sistema respiratorio es
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coordinarse con el sistema circulatorio para suministrar el oxigeno del medio exterior
hacia las células del cuerpo, para lograr el intercambio gaseoso y expulsar el diéxido
de carbono del cuerpo (Amararathna et al., 2019). Los pulmones son 6rganos
pertenecientes al sistema respiratorio y pueden dividirse en dos componentes
principales: las vias aéreas conductoras, que consisten en la traquea, los bronquios
y bronquiolos para transportar aire del tracto respiratorio superior a la periferia del
pulmén y el parénquima, incluidos los alvéolos, donde se lleva a cabo el intercambio
gaseoso. A su vez, éste se puede dividir en dos secciones: el sistema respiratorio
superior que incluye la cavidad nasal, los senos paranasales y faringe, mientras que
la laringe, la trdquea, los bronquios y los bronquiolos comprenden el tracto

respiratorio inferior como se muestra en la Figura 5.

Tracto Cavidad nasal
respiratorio | Faringe
superior Laringe
Traquea

Tracto

y s Bronquio
respiratorio -
inferior

Figura 5. Anatomia del sistema respiratorio.

La primera linea de defensa de este sistema contra particulas que pueden ser
inhaladas son: la nariz y los senos paranasales a través de la filtracion, estructura
irregular de los huesos nasales y la mucosa. Posteriormente, en la parte terminal de

la trAquea se generan dos divisiones, los bronquios principales derecho e izquierdo.
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Cada uno de estos da lugar a I6bulos y bronquios segmentarios, donde la rama de
los bronquios se ramifica progresivamente en los bronquiolos. A su vez, estos
ultimos terminan en el acino, que es acompafiado por una red capilar responsable
del intercambio de gases y contiene conductos alveolares, sacos alveolares y los
alvéolos (Katz et al., 2019).

Ademas, el pulmén como 6érgano diana para diversos enfoques terapéuticos, ofrece
otras diversas caracteristicas beneficiosas como; un area superficial bastante
amplia con hasta cientos de metros cuadrados (aprox. 140 m?), una gran irrigacion
sanguinea de hasta 5 litros por minuto, con hasta 0.25 litros de sangre en los
capilares pulmonares, una longitud del epitelio extremadamente delgado de entre
0,1-0,2 um, también esta via se vuelve muy atractiva debido a una relativamente

baja actividad enzimética y aclaramiento superficial lento (Kandil y Merkel, 2019).

Con base en la ubicacion y funcién de esta via, la region pulmonar es bastante
susceptible a diversas enfermedades especificas, ya que ésta permite la entrada
directa a sustancias nocivas. Dichos trastornos contribuyen a la gran carga mundial
de morbilidad con respecto a la salud publica, en materia de patologias como el
asma, la fibrosis pulmonar idiopatica, el virus sincitial respiratorio y, ademas, el
cancer de pulmén como la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial, la

causa subyacente es la transcripcion elevada de ciertos genes (Bray et al., 2018)

La Figura 6 representa algunos métodos de administracion que pueden utilizarse
para administrar genes a los pulmones tales como; la inhalacion, la instilacion
intranasal, la instilacion intratraqueal y la intubacion intratraqueal (T. Wan., Y. Ping.,
2020). Entre ellos, la administracion de genes no invasivos a los pulmones mediante
complejos de vector/pADN en aerosol para inhalacién se considera la mejor opcién,
ya que permiten concentraciones locales elevadas en las vias respiratorias y
administracion sin dolor y sin aguja. No obstante, se ha demostrado que solo unos
pocos vectores virales y no virales protegen eficazmente el pDNA de las fuerzas de

cizallamiento generadas durante el proceso de aerolizacion (Villate et al., 2015).
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Figura 6. Administracion pulmonar de agentes terapéuticos de edicién del genoma mediada por
vectores virales o no virales. Existen 3 formatos disponibles para la entrega de Cas9 / sgRNA: ADN
plasmidico que codifica Cas9 / sgRNA, mRNA y sgRNA de expresion de Cas9, y proteina Cas9
complejada con sgRNA (ribonucleoproteina). El tamafio del plasmido Cas9 es tipicamente superior
a 7 kb con la adicion de la cadena principal del plasmido y otros elementos auxiliares de expresion.
Cas9mRNA y sgRNA generalmente se producen mediante transcripcion in vitro utilizando moldes de
ADN, que son impulsados por el promotor T7 para la transcripcion. Cas9 RNP es una complejacion
gue comprende una proteina Cas9 cargada positivamente y un sgRNA cargado negativamente.
Ademas, actualmente se encuentran disponibles dos tipos de vectores de administracién de genes
clinicamente relevantes para administrar agentes terapéuticos al pulmén, a saber, vectores virales y
vectores no virales. Puede usarse la ruta de instilacion e inhalacién intravenosa, intratraqueal /
intranasal para administrar agentes terapéuticos de edicién del genoma a los pulmones de un ser

humano (Modificado de T. Wan., Y. Ping., 2020).

2.6.1 Deposicion pulmonar de particulas.

El uso de esta via en la terapia de diversas enfermedades continua en estudio y se
ha reportado que al momento de administrar medicamentos o formulaciones
multiparticuladas, debido a la dependencia del tamafio promedio de las particulas
inhaladas con la zona de los pulmones que se alcanza.

Las particulas que son suministradas por inhalaciébn pueden depositarse en las

diversas ramificaciones pulmonares en funcién de 5 mecanismos diferentes, los
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cuales son dependientes por el didametro de masa media aerodinamica (MMAD por
sus siglas en inglés; el cual es el diametro en el que el 50% de la masa del aerosol
es mas pequefia y el otro 50% es mas grande que el pardmetro mencionado), la
velocidad del flujo de aire y la ubicacién en el sistema respiratorio. Estos
mecanismos son impactacion, sedimentacion, intercepcion, fuerza electrostética o
difusién browniana, la Tabla 4 presenta los efectos del tamafio de particula en el
sitio de depodsito dentro del tracto respiratorio, descritos a continuaciéon
(Amararathna et al., 2019; Andrew et al., 2021):

Impactacién. Este mecanismo se observa generalmente para inhaladores de polvo
seco (PDI) e inhaladores de dosis medidas (MDI), con MMAD mayores a 5 um, en
donde las particulas de aerosol pasan a través de la orofaringe a alta velocidad y
con suficiente impulso que, cuando entra a las vias respiratorias se mantiene su
trayectoria sin importar como vaya cambiando la direccién de la corriente de aire,
chocando asi con la pared respiratoria y depositAndose en las regiones de la
orofaringe.

Sedimentacion. En este mecanismo la fuerza gravitacional es la responsable de la
deposicion de las particulas, ya que va a depender de las maniobras de respiracién
del paciente para que las particulas tengan mayor tiempo para sedimentarse, por
ejemplo, conteniendo la respiracion, esto ocurre principalmente en la regién de los
bronquiolos, aunque algunas veces también pueden llegar hasta los alvéolos, se da
principalmente con particulas con MMAD entre 0.5y 5 um (Ferndndez y Clara 2012;
Andrew, 2021).

Difusion. En este mecanismo los movimientos brownianos son los responsables de
la deposicidn de las particulas. Las moléculas que estan en el tensioactivo pulmonar
acuoso provocan un movimiento aleatorio de las particulas cuando entran en
contacto con dichas moléculas, dando lugar a la difusion de la particula en la regién
alveolar, esto ocurre a particulas con MMAD menores a 0.5 pm.

Fuerza electrostatica. Este mecanismo se da cuando las particulas poseen carga
opuesta a la que se presenta en las vias respiratorias

Intercepcion. Este mecanismo implica que la deposicion se da cuando una

particula presenta forma alargada o de fibra y uno de sus extremos toca la pared de
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las vias respiratorias, principalmente influenciado por la fuerza de gravedad

(Fernandez y Clara 2012; Andrew, 2021).

Tabla 4. Distribucion y deposicion de particulas en el sistema respiratorio basado en el tamafio de

particula MMAD (Amararathna et al., 2019).

Tamarfo de
Ubicacién Método de deposicién
particula (um)
>10 Region orofaringea Impactacion
5-10 Grandes vias aéreas Impactacion inercial
conductoras
Region orofaringea
1-5 Pequefas vias aéreas Sedimentacion gravitacional
Alveolos
<3 Vias aéreas inferiores Sedimentacion
Alveolos Difusién
0.1-1 Vias aéreas inferiores Difusion
Alveolos
<0.1 Vias aéreas periféricas Difusion
Alveolos
<0.01 Region respiratoria -
superior

El MMAD de las particulas inhaladas es de gran importancia dado que de esto
dependera la deposicion de estas al ingresar al organismo, en la Figura 7 se
observa donde se impactara la particula conforme al tamafio de la particula, asi

como su mecanismo de deposicion.
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Impactacion por inercia

DMMA >5um

Sedimentacion gravitacional

DMMA 2-5 pum

Difusion browniana

DMMA < 2 um

Figura 7. Tipos de deposicion de particulas mas comunes. Adaptado de Fisiologia pulmonar DMDR
M.D.

2.6.2 Formulaciones para la terapia por inhalacion.

Como se mencion6 anteriormente, para el cancer pulmonar y otras enfermedades
se ha observado que la administracion local de farmacos en el érgano objetivo
ofrece enormes beneficios, como la acumulacién preferencial en el tejido, érgano,
célula u organelo diana.

Para el problema de estudio de este proyecto, el cAncer pulmonar, la via inhalatoria
representaria la mejor opcién. Esta via no es invasiva, produce una alta
biodisponibilidad a una dosis baja y evita el metabolismo de primer paso (Nazrul &
Derek, 2019).
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La administracion pulmonar de medicamentos se ha dado a partir de formulaciones
como los polvos secos para inhalacién (DPI), los nebulizadores ultrasonicos y los
inhaladores de dosis medida (MDI). Entre ellos han destacado los polvos secos para
inhalacién debido a su estabilidad quimica, facil manejo, con alto grado de alcance
de la formulacion en los pulmones, con manufactura menos costosa y sin la
necesidad de propelentes o fuentes externas de energia. Los inhaladores de polvo
seco son dispositivos que permiten la aerolizacion y entrega de medicamentos hacia
los pulmones en forma de polvo seco. Se caracterizan por ser de facil manejo,
portatiles y duraderos, ademas este tipo de dispositivos requieren una minima
coordinacion entre la respiracion del paciente y la actuacion del inhalador, es por
ello que han sido seleccionados como forma farmacéutica para el desarrollo de este
proyecto. Por su parte, los MDI consisten en una formulacién que contiene el
farmaco disuelto o resuspendido en un propelente o una mezcla de diversos,
ademas, se incluyen agentes amortiguadores, conservadores, saborizantes y la
sustancia activa que se emplea, lo que comprende cerca del 1% del contenido total.
Dicha formulacién permite la entrega de dosis eficiente y consistente al paciente
(Jin, X., et al 2020).

Existen excipientes aprobados y utilizados para el desarrollo de formulaciones para
cada uno de los tipos antes mencionados, los cuales se presentaron anteriormente
en la Tabla 3 (Pilcer et al., 2010; Javadzadeh, Y., & Yaqoubi, S., 2017). Las
formulaciones se basan en sistemas multiparticulados con tallas micro-
nanomeétricas para alcanzar las zonas bajas aéreas como, por ejemplo, los vectores
no virales: nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas solidas lipidicas, liposomas,
dendrimeros, nanocapsulas, nanoemulsiones etc., destacando una selectividad por
el tejido diana y nuevas propiedades fisico quimicas y bioldégicas mejoradas (Alcala
et al., 2014; Javadzadeh, Y., & Yaqoubi, S., 2017).

Como se mencion6 al inicio, la funcidn principal de los pulmones es la respiracion.
Para cumplir con dicho propdsito, estos Organos tienen una gran superficie y

membranas delgadas. Al momento de llevar a cabo formulaciones para ser

41

—
| —



administradas por esta via, algunos excipientes utilizados pueden incluso llegar a
dafar los pulmones (Telko y Hickey, 2005; Metz et al., 2020; Lee et al., 2018). En
este sentido, algunos polimeros como la metilcelulosa, crospovidona o los
tensoactivos aniénicos que generalmente se usan en formulaciones orales, no
pueden administrarse a los pulmones debido a su naturaleza no degradante o
irritante. Cabe sefalar que los excipientes actuales aprobados por la FDA para la
administracion de medicamentos o moléculas por la via inhalatoria son muy
limitados en nimero y no se aceptan en todo el mundo. Los excipientes aceptados
en las formulaciones de nebulizacion e inhaladores de dosis medida (MDI por sus
siglas en inglés), tales como polisorbatos, trioleato de sorbitan o acido oleico no
estan muy extendidos en el desarrollo de inhaladores de polvo seco (DPI’s por sus

siglas en inglés) debido a su bajo punto de fusién y su estado semisdlido o liquido.

La Tabla 5 muestra un resumen de los excipientes ya aprobados para las
formulaciones de DPI con un alto impacto de uso. El conjunto de excipientes
potenciales esta limitado a compuestos que son biocompatibles o endégenos para
el pulmon y que pueden metabolizarse o eliminarse facilmente. Si las particulas se
depositan en las vias respiratorias conductoras, se eliminan mediante el barrido
mucociliar, donde las particulas se eliminan en 24—-48 h segun el numero de cilios y
su frecuencia de latido. En los bronquiolos y alvéolos, las particulas se eliminan por
absorcidn directa a través de las células epiteliales o por los macréfagos alveolares
(Dalby et al., 1996; Metz, et al, 2020).

Tabla 5. Lista de lactosas grado inhalacién disponible comercialmente (Plicer et al., 2010).

) D (0.5) [ D(0.9)
NOMBRE COMERCIAL DESCRIPCION
(um) (um)
Respitose MLO01 (DMV- Monohidrato de lactosa molido con PSD - 170
Fonterra) amplio
Respitose ML0O06 (DMV- Lactosa molida fina monohidratada con 17 45
Fonterra) PSD estrecha
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Respitose SV003 (DMV-

Tamizado lactosa monohidrato con PSD

60 100
Fonterra) estrecho
Respitose SV010 (DMV- Lactosa tamizada gruesa monohidratada 105 175
Fonterra) con PSD amplia
Lactosa monohidratada con PSD estrecho
) ] 125 - 200 -
Lactohale 100 (Domo) Sieved y particulas en forma de hacha de guerra 145 250
con superficie lisa
Lactosa monohidratada suavemente molido 50 - 120 -
Lactohale 200 (Domo) i ]
con particulas de forma irregular 100 160
Lactosa monohidratada apenas molido con 50 - 120 -
Lactohale 201 (Domo) i )
particulas de forma irregular 100 160
Lactosa monohidratada micronizada con
Lactohale 300 (Domo) <5 <10
PSD estrecha
Lactosa cristalina tamizada con PSD
Inhalac 70 (Meggle) 200 300
estrecha
Lactosa cristalina tamizada con PSD
Inhalac 120 (Meggle) 150 200
estrecha
Lactosa cristalina tamizada con PSD
Inhalac 230 (Meggle) 100 140

estrecha

Anhydrous 120 MS (Sheffield

Pharma Ingredients)

Lactosa anhidra tamizada

Monohydrate 120 MS
(Sheffield Pharma Ingredients)

Lactosa monohidratada tamizada

Anhydrous 40M (Sheffield

Pharma Ingredients)

Lactosa anhidra molida

Monohydrate 40M (Sheffield

Pharma Ingredients)

Lactosa monohidratada molida

Monohydrate 80M (Sheffield

Pharma Ingredients)

Lactosa monohidratada molida

Monohydrate 120M (Sheffield

Pharma Ingredients)

Lactosa monohidratada molida

D (0.5) es el tamafio de particula por debajo del cual se encuentra el 50% de la muestra (diametro

medio del volumen) y D (0.9) es el tamafio de particula por debajo del cual se encuentra el 90% de

la muestra. PSD: Distribucién del tamafio de particula.
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En la actualidad, la lactosa es el excipiente mas comunmente utilizado en DPI’s
comercializados como (Beclophar®, Flixotide®, Relenza®, Seretide®, Spiriva®,
Symbicort®). Ademas, ha mostrado un perfil de seguridad y estabilidad bien
caracterizado, con controles sobre la pureza y propiedades fisicas; este excipiente
se encuentra facilmente disponible en diferentes grados y es econémico (Smyth y
Hickey, 2005).

Desde hace ya varios afios, se ha reportado que particulas finas de lactosa que
llegan a los pulmones, son rapidamente absorbidas y metabolizadas por el epitelio
intestinal y se excretan principalmente en la orina (Clark et al., 1974; Obadi et al.,
2021).

Ademas, diferentes reportes establecen que, en contraste con la administracién
oral, es poco probable que la lactosa ingerida a los niveles presentes en las
preparaciones inhaladas de hasta 25 mg presente problemas incluso en pacientes
con intolerancia a la lactosa. Como se puede mostrar en la Tabla 5, la mayoria de
los medicamentos o moléculas formuladas en DPI's que se encuentran en el
mercado dependen de la lactosa como material portador, ademas de que los
fabricantes utilizan diferentes formas fisicas de lactosa para la inhalacion, como el
monohidrato de lactosa o la lactosa anhidra, obtenidas por diversas técnicas como
la molienda o el secado por pulverizacion y, las cuales presentan una amplia gama
de distribucién del tamafio de particula (Hebbink, G.A et al 2022; Plicer et al., 2010).

Ademas, se sabe que las terapias actuales para las enfermedades relacionadas al
cancer pulmonar implican tanto farmacos de molécula pequefia como
macromoléculas biol6gicas como péptidos, proteinas y vectores tanto virales como
no virales. Las vias de administracién convencionales incluyen principalmente las
vias oral y parenteral, que adolecen de limitaciones tales como una distribucién
terapéutica insuficiente en el sitio de destino y las toxicidades resultantes desde una
estrecha ventana terapéutica. Sabiendo que algunas enfermedades exigen la
administracion repetida durante un periodo relativamente largo, es importante el uso

de diversas estrategias con la finalidad de mejorar la eficacia del tratamiento
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aumentando la concentracion terapéutica en el sitio objetivo y disminuir la
exposicion sistémica, beneficiando el resultado terapéutico. Ademas, entregando
medicamentos por via pulmonar ofrece una oportunidad Unica de reutilizar
medicamentos para el tratamiento de enfermedades respiratorias. Newman SP
contribuyé con una revision exhaustiva sobre la historia de la reutilizacién de
farmacos en el tratamiento de enfermedades respiratorias por via pulmonar,
sefialando el papel fundamental de la reutilizacion en comparacion con el
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (Newman SP., et al 2018).

En la actualidad se utilizan diversos medicamentos por esta via para combatir
enfermedades infecciosas como el Zanamivir, un inhibidor de la neuraminidasa, que
se usa para tratar y prevenir la influenza A y B. Zanamivir (10 mg por inhalacién
usando Diskhaler® DPI dos veces al dia) es clinicamente bien tolerado y puede
acortar la duracion de las enfermedades sintomaticas (Cheer, S.M., et al 2002).

En un estudio reciente, Liao et al. formularon tamibaroteno en forma de polvo seco
inhalable que presentd una estrategia prometedora para combatir diversas
infecciones virales respiratorias, incluidos el SARS-CoV-2, la influenza y el MERS-
CoV (Liao QY., et al 2021).

Para los pacientes con alto riesgo de neumonia, se administré inhalacion de
pentamidina para prevenir la infeccion (Quinn M., et al 2018). Desde finales de la
década de 1990, se ha desarrollado la tobramicina inhalada para el tratamiento de
infecciones pulmonares en pacientes con fibrosis quistica (Ramsey, BW., et al 1999;
Geller, D.E., et al 2011).

Con los avances en los dispositivos inhaladores, se han desarrollado continuamente
formulaciones innovadoras, por ejemplo, solucion de tobramicina a través de un
nebulizador de malla vibratoria, formulacién de polvo seco a través de DPI de dosis
unitaria y particulas PulmoSphere® a través de un nebulizador de chorro (Griese
M., et al 2014).
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3 ANTECEDENTES

Determinacion de la LCso de Ad5/NPv30-3 en cultivos de A549.

Reportes hechos por Rodriguez- Maxines CA y Rodriguez Cruz, E., (2017, 2018) se
basaron en determinar la LCso del vector Ad5/NPv30-3 sobre la linea celular A549
con la finalidad de ser candidato a posible biofarmaco en terapia génica contra
cancer de pulmon. Por lo que es un estudio que ha venido marcando el camino en
cuanto al uso de este vector como posible tratamiento. Existen diversos métodos
para determinar la LCso basados en la forma de la distribucion de las tolerancias,
como el porcentaje de células afectadas bajo ciertas dosis. Algunos de los mas
comunes son; método Probit (paramétrico), método de Litchfield-Wilcoxon (grafico),
Spearman- Karber (no paramétrico) y el método grafico de Gamez Rojas, 2008. En
el presente estudio se realiz6 el método Probit, aplicando las correlaciones
estadisticas basado en una distribucion logaritmica de la relacion concentracion-
respuesta (MOI- mortalidad) sobre el modelo A549 in vitro.

Previamente se evalud la viabilidad de las células A549 por el método de exclusion
con azul de tripano con la finalidad de determinar el efecto que produce la
transduccion con el vector Ad5/NPv30-3. En la Figura 8 se presentan los resultados,
donde se observa que conforme aumenta la MOI la viabilidad decae, es decir, se
observa una proporcionalidad inversa con estos dos parametros, con valores para
MOI de 10 con una viabilidad del 74% comparado con un 37% cuando se utiliza una
MOI de 50, siendo estadisticamente significativo considerando la viabilidad del
control 1.

Por lo que se confirma lo previsto por Sanchez, U.A en 2017., donde observa la
proporcionalidad directa entre la muerte celular y la MOI utilizada (Rodriguez, E., en
2018).
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Figura 8. Porcentaje de viabilidad de las células A549: con azul de tripano en cultivos sin infectar.
(control 72 horas) y post-transduccion con Ad5/NPv30-3 (MOI 10, 15, 30 Y 47) Andlisis estadistico
ANNOVA y Tukey, n=4 y p<0.05. Tomado de Cruz, E., 2017.

De acuerdo con los datos mostrados en la Tabla 6 donde se resumen los valores
de LCso seguin el método de determinacion de la viabilidad por azul de tripano cuyo
valor fue de 23.68 virus por célula mientras que por el método MTS se requiere de
una MOI de 23.77 virus/ célula.

De acuerdo con el estadistico Probit, se obtiene que los valores antes mencionados
son los determinados en cuanto a la elucidacion del comportamiento. Ademas, se
propone el primer mecanismo de MCP dado que tiene un patron mixto (apoptosis/
autofagia). Dicho lo anterior, se da el parteaguas al desarrollo continuo con respecto
al vector Ad5/NPv30-3 y la LCso, asi como una posibilidad de estudiar el mecanismo

de accién (Rodriguez, E., en 2018).

Tabla 6. Determinacion LC50 con el método estadistico Probit (adaptado de Cruz, E., 2017)

Método de determinacién de viabilidad LCso (virus/ célula)
MTS MOI 23.77
Azul de tripano MOI 23.68
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4 JUSTIFICACION

El desarrollo de nuevas formulaciones es actualmente un tema de interés para
proponer mejoras a los tratamientos de enfermedades de interés nacional e
internacional, como el cancer de pulmaén, en el que, por el tejido, su naturalezay el
dificil acceso, limita el establecimiento de tratamientos eficaces. Dado que el indice
de mortalidad de este padecimiento es muy alto y que se ha observado que los
tratamientos ya establecidos son poco beneficiosos, como la quimioterapia y
radioterapia, es necesario desarrollar tratamientos dirigidos de manera molecular
como la Terapia Génica, donde los vectores adenovirales han mostrado grandes
ventajas; ya que permiten hacer modificaciones genéticas en la célula dafiada y
reconstituir la funcion, potenciar la respuesta inmunolégica o inhibir a nivel de RNAI
la generacién de mensajeros peligrosos. Por otro lado, eleccién de la ruta de
administracion de un medicamento es esencial para determinar su eficacia,
lamentablemente, muchas enfermedades, incluido el cancer, cuentan con
formulaciones que son administradas por vias que generan un efecto sistémico y
con ello un gran numero de efectos no deseados. Esto hace necesario contar con
terapias mas dirigidas y localizadas, como, por ejemplo, para el cancer pulmonar,
una via de administracién por inhalacion representaria ventajas en la seguridad y
eficacia, menos costos, y una mejor calidad de vida para los pacientes que lo
padecen, ya que es una ruta no invasiva e indolora.

Es por lo anterior, que el uso de estrategias terapéuticas novedosas como la terapia
génica en conjunto con el desarrollo integral de una formulacion inhalable que puede
acarrear dicho biofarmaco, permitira llevar al vector adenoviral a la célula hospedera
blanco y ser introducido en ella para llevar a cabo su funcion. En este proyecto se
buscé desarrollar, obtener y caracterizar una formulacion inhalable de una particula
adenoviral que exprese la proteina NPv30-3, la cual ha demostrado tener efecto
citotoxico especifico in vitro contra células de cancer pulmonar, la cual pueda ser
administrada por la via pulmonar como estrategia génica potencial para el

tratamiento esta enfermedad.
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5 HIPOTESIS

La particula adenoviral que expresa NPv30-3 formulada como polvo seco para

inhalacion es infectiva, estable y presenta propiedades tecnoldgicas y

aerodinamicas adecuadas para la administracion pulmonar.

6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general.

Desarrollar, caracterizar y evaluar in vitro una formulacién como polvo seco para
inhalacidon del sistema Ad5-NPV30-3 como un potencial tratamiento de terapia

génica para cancer pulmonar.

6.2 Objetivos especificos

Llevar a cabo estudios de preformulacion a través de la seleccion de excipientes
adecuados para el proceso de liofilizacién del sistema Ad5-NPV30-3, que

permitan obtener el sistema en el estado sélido y con capacidad de infectividad.

Caracterizar los polvos liofilizados obtenidos mediante pruebas fisicas de
apariencia, resuspension y capacidad de generar mezclas para seleccionar
aquellos que cuenten con las propiedades adecuadas para ser formulados

como polvos secos para inhalacion.

Desarrollar estudios de formulacion de los polvos seleccionados con excipientes
para inhalacion, caracterizando sus propiedades reoldgicas y aerodindmicas
para definir las que presenten potencial deposicion pulmonar y ser utilizadas

para cargar el sistema Ad5-NPV30-3.

Cargar el sistema Ad5-NPV30-3 en los polvos secos para inhalacion
optimizados y evaluar su eficacia in vitro a través de la determinacién del titulo

viral y la viabilidad celular en cultivo de células A549.
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7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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8 MATERIALES Y METODOS
8.1 Estudios de preformulacion.

8.1.1 Obtencidn de las preparaciones para la liofilizacion.

Se realizé una busqueda exhaustiva en diversas fuentes de consulta sobre
procesos de liofilizaciébn en vectores adenovirales, donde se ha estudiado la
posibilidad de obtener una suspension de vectores virales en el estado solido

con la ayuda de ciertos excipientes que protegen de la degradacion.

A partir de la revision bibliografica, se prepararon 6 formulaciones, empleando 7
crioprotectores preseleccionados; albumina sérica bovina, sacarosa, PEG 300,
trehalosa, manitol, isoleucina y dextrosa, manteniendo constantes los valores de
los 2 primeros en concentracion de 0.3 y 2 % respectivamente. Seguido de dos
niveles de concentracion para el PEG 300, 25 y 40%, trehalosa al 2%, manitol al
4%, asi como isoleucina y dextrosa al 1%. Sirviendo como medio de disolucién
una solucién homogénea preparada a partir de TRIS 20mM, NaCl 25mM en agua

tipo 1.

8.1.2 Obtencidén de polvos liofilizados.

Con la finalidad de lograr desarrollar las formulaciones que favorecieran la
estabilidad de las particulas virales el medio de suspension de TRIS base 20mM
y NaCl 25mM, se prepar6 bajo 2 condiciones: a) con glicerol al 5% y b) sin
glicerol. Este agente se utiliza como ingrediente proveedor de estabilidad.

Se obtuvieron 10 mL de las formulaciones a las concentraciones que se

muestran en las Tablas 7 y 8.
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Tabla 7. Cantidades a adicionar de excipientes en formulaciones con un volumen de 10 mL.

Cantidad (mg)

F1 F2 F3 F4 F5 F6
Alblmina 0.3 30
Sacarosa 2 200
PEG300  40/25 4000 - - 2500 - ;
Trehalosa 2 - 200 - = - -
Manitol 4 - - 400 = - -
Isoleucina 1 - - - 100 -
Dextrosa 1 - - - - 100

Tabla 8. Cantidades a adicionar de soluciones de excipientes en formulaciones con un volumen de
500 ulL.

F1 F2 F3 F4 F5 F6
Albimina 1% 150
Sacarosa 10% 100
PEG 300 200 - - 125 - -
Trehalosa 5% - 200 - - - -
Manitol 5% - - 100 - - -
Isoleucina 5% - - - - 100 =
Dextrosa 5% - - - = = 100
Medio 50 50 150 125 150 150

Se prepararon 6 formulaciones (de F1 a F6), con volumenes de 500 pyL y de 10 mL.
Cada una de las muestras se liofilizaron a una temperatura de -80°C, durante 24
horas bajo las siguientes condiciones: -80°C de temperatura y 200 mT de presion,
empleando el equipo (Liofilizadora BenchTop Pro) que se observa en la Figura 9.
Una vez finalizado el tiempo de liofilizacién, se recuperaron las muestras y se

procedio a realizar la caracterizacion de los polvos (ver seccion 8.2).
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Figura 9. Formulaciones sometidas a proceso de liofilizacion (BenchTop Pro)

8.2 Caracterizacion fisica de los polvos liofilizados.

8.2.1 Aparienciay consistencia.

Una vez seleccionadas aquellas formulaciones con porcentajes de recuperacion
optimos, se llevd a cabo una revisidon de su apariencia y consistencia para
seleccionar las que pudieran obtenerse en estado solido, ya que es una parte de los
objetivos en la formulacion de polvos secos. Se hizo una visualizaciéon
macroscopica, determinando bajo qué condiciones se obtuvieron polvos totalmente

secos, libres de humedad, manipulables y con una consistencia desmoronable.

8.2.2 Capacidad para crear mezclas.

Para finalizar la caracterizacion y determinar si los polvos obtenidos por liofilizacion
eran viables para ser formulados con otros polvos, es decir, que cumplieran la
capacidad de crear mezclas fluidas con otros excipientes solidos, se crearon
mezclas binarias con lactosas grado inhalable, utilizando 4 tipos de lactosas: dos
desarrolladas por molienda; MLO0O1, MLOO6 (Respitose ®) y dos desarrolladas por
tamizado; LH200, LH201 (Lactohale®), en las siguientes proporciones; 1:1, 1:2 y

2:1 (lactosa: liofilizado).
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Los materiales se adicionaron a una bolsa de plastico, mezclando por 5 minutos,
determinando la apariencia macroscopica en relacion al flujo considerando como:
“alto” cuando la mezcla fluye sin interrupcion y se presenta un polvo seco, “medio”
si al momento de mezclar se presentan problemas como agregacién, obtencion de
una masa ligeramente humeda, y “bajo” al observar que las mezclas no se pueden
crear, hay segregacion o formacion de masas aglomeradas y/o humectadas.

A partir de los resultados de estos estudios de preformulacion, se seleccionaron dos
formulaciones, F3 y F5 como éptimas, las cuales se utilizaron para los estudios

posteriores.

8.2.3 Rendimiento de liofilizacion.

El porcentaje de recuperacion se consider6é un factor importante al momento de
caracterizar las formulaciones, esto debido a que, altos porcentajes de recuperacion
otorgarian una idea de la baja pérdida de masa y por ende una seguridad sobre el
mantenimiento tanto de la concentracion como del propio excipiente en cuestion.
Para determinar este parametro y estimar en términos de produccién inicial y final,
se obtuvo el peso de la masa liofilizada obtenida y se calculé la relacién con respecto
a la cantidad inicial de masa agregada. Una vez obtenidos dichos valores, se

procedié a determinar el cociente entre estos con base en la siguiente ecuacion 1.

» Masa recuperada
% de recuperacion = —— * 100
Masa inicial

Ecuacién 1.- Ecuacion para obtener el porcentaje de recuperacion de las formulaciones.

Esta determinacién se realizd para cada una de las formulaciones por triplicado y
calculando el valor promedio para cada una, lo que ayudaria a seleccionar cual de
las formulaciones propuestas presenta mayores rendimientos en términos
tecnoldgicos y de manufactura. Este parametro influye en la cantidad de insumos
invertidos contra lo recuperado después de un proceso, asi como la seguridad de

que se mantuvieron las cantidades iniciales de materias primas 0 en su caso, una
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estimacion de la pérdida de masa, es por ello que fue sumamente importante

realizar dicho ensayo para disminuir las pérdidas y lograr un mayor rendimiento.

8.2.4 Tiempo de reconstitucion.

Como resultado de las formulaciones donde se cumplieron las caracteristicas
deseadas en el producto, a decir, liofilizados secos y manipulables, con
porcentajes de rendimiento mayores al 80%, se evalud el tiempo que tarda en
reconstituirse cada muestra en una fraccion de volumen representativa a las
condiciones pulmonares. Eso se realiz6 tomando una cantidad de polvo
liofilizado, aproximadamente de 1-5 mg, los cuales se colocaron en una caja
Petri. Posterior a ello se adicionarian 2 mL del medio previamente descrito,
midiendo con un crondmetro el tiempo que tarda en reconstituirse (o disolverse)
la muestra. En los liofilizados en los que no se obtuvo un producto sélido, no se

aplico esta prueba.

8.3 Pruebas de Formulacién como polvos secos parainhalacién (DPI).

Los liofilizados Optimos se mezclaron con excipientes para inhalacion en
proporciones 1:1, 2:1 y 1:2 por triplicado, como se indica en la Tabla 9. Esto se
llevé a cabo realizando las mezclas con una muestra final de 1 gramo por
triplicado con los 4 tipos de lactosas grado inhalable; ML0O01, MLOO6 (Respitose
®) y LH200, LH201 (Lactohale ®) para cada una de las formulaciones, F3 y F5,
el mezclado se llevo en una bolsa, simulando un mezclador de pantalon por 3

minutos para cada réplica.
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Tabla 9. Desarrollo de las mezclas con respecto a las proporciones de lactosa-liofilizado
de las formulaciones 6ptimas (F3 y F5).

Proporcidn (Lactosa: Liofilizado)
Tipo de lactosa
F3 F5

MLOO1

1:1
MLO006

2:1
LHO06
LH201 1:2

8.4 Caracterizacion de los DPI.

A las mezclas anteriores, ya como formulaciones DPI, se determinaron las

propiedades reoldgicas y aerodinamicas como se indica a continuacion.

8.4.1 Propiedades reoldgicas.

Para realizar la reologia de polvos, se tomaron las mezclas previamente

desarrolladas y se calcularon las siguientes propiedades:

8.4.1.1. Densidad aparente.

Se realizé mediante el método de probeta graduada. Se pesaron 1.5 g de la
mezcla de polvos y se colocaron en una probeta de vidrio de 10 mL como se
observa en la Figura 10. Los polvos se nivelaron cuidadosamente sin
compactarlos y se procedié a tomar lectura del volumen aparente y con ello
determinar la densidad aparente (,), en gramos por mililitro (g/mL) empleando

la ecuacion mostrada en la ecuacién 2 (FEUM 2014).
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5 _m
a_VO

Ecuacidon 2.- Ecuacion para obtener la
densidad aparente (6,).

Figura 10. Determinacion de Ila
densidad aparente y compactada de las
formulaciones 6ptimas.

8.4.1.2. Densidad compactada.

Se procedié a emplear la misma muestra utilizada en la determinacion de la
densidad aparente sin retirarla de la probeta tal como se observa en la Figura
10. La boca de la probeta se cubridé con una tapa de plastico para posteriormente
elevarla a una altura de 10 £ 5 cm y proceder a impactarla sobre una superficie
plana a ritmo constante, 250 veces (250 apisonamientos). Finalmente, se tomo
lectura del volumen compactado y se calcul6 la densidad compactada en gramos
por mililitros (g/mL) utilizando la ecuacion 3 (FEUM, 2014).

6_m
=
Ve

Ecuacion 3.- Ecuacion para obtener la densidad
compactada (8,).
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8.4.1.3. Angulo de reposo.

Se colocd un embudo de vidrio sobre un aro fijado a un soporte universal a una
altura de 12.5 cm desde el borde inferior del embudo respecto a la superficie de
prueba, se fij6 de tal manera que quedara perpendicular a dicha superficie como
se observa en la Figura 11. Se colocd 1 g de la mezcla de polvos en el embudo
con el orificio inferior tapado, posteriormente se destapé el orificio y se dejo fluir
el polvo hasta la superficie plana para medir la base del cono formado con un
vernier correctamente calibrado. Esta determinacién se realizé por triplicado,

calculando el angulo de reposo mediante la ecuacion 4 (FEUM 2014).

2h
= -1
AR = tan (D )

Ecuacion 4.- Ecuacion para
obtener el angulo de reposo.

Donde:

AR= angulo de reposo

h= altura

D= diametro del lecho del polvo

Figura 11. Evaluacion del
angulo de reposo de las
formulaciones 6ptimas.
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8.4.1.4. Iindice de Carr.

Para determinar el indice de Carr se utilizaron los datos obtenidos de los
volumenes de densidad aparente y compactada anteriormente determinados,

siguiendo la ecuacion 5 (FEUM 2014).

1¢ =100(Vo — V¢) Vy

Ecuacidn 5.- Ecuacién para obtener el
indice de Carr (IC).

Donde:

IC= indice de Carr
Vo= volumen inicial
V¢= volumen final

8.4.1.5. indice de Hausner.

Con base en las determinaciones de densidad aparente y densidad compactada
se realizaron los calculos para determinar el indice de Hausner mediante la
ecuaciéon 6 (FEUM, 2014).

_Y

IH
Ve

Ecuacion 6.- Ecuacién para obtener el
indice de Hausner.

Donde:

IH= indice de Hausner
Vo= volumen inicial
V¢= volumen final

8.4.2 Aerolizacion; diametro de masa media aerodinamica (MMAD).

La evaluacion de la aerolizacion se llevé a cabo con un impactador de cascada
de Andersen, conformado de 8 estaciones, una boquilla donde la formulacion es

introducida, un conducto y un suministro de vacio. El disefio se muestra en la
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Figura 12 (USP)%. Para este estudio se pesaron 1.5 g de las formulaciones, se
colocaron en la boquilla del impactador y se emple6 un vacio de aire de 28.3
I/min, durante 15 min. Una vez terminado el tiempo, se retird la boquilla y la tapa
para poder cuantificar la cantidad depositada por platillo. Se tomé el primer
platillo y se pesd con su respectiva tapa. Los ocho platillos se pesaron de la
misma manera y posteriormente se resté el peso inicial de cada depdsito para

determinar la masa depositada.

/
[ PTTTTTTS

Formulacion

Conducto de

metal 0
1
I cse
J . -
. 4 .« core
Succion de 3 =
aire ¢
— —

Ir

Figura 12. Impactador de cascada de Andersen. Adaptado de Aerosol Delivery of siRNA to the
LungSystems Susanne R. Youngren-Ortiz et al.

Se prepar6 una capsula en donde se afnadié la formulacion antes mencionada y
posteriormente un DPI fue utilizado para introducir esta al equipo y proceder a la
liberacion del contenido mediante la ruptura de la capsula. Después se coloco en la
boquilla del impactador y con ayuda de vacio, la formulacion se aspiré a través del
mismo. Este método se llevé a cabo para determinar el diametro de masa media
aerodinamica (MMAD, segun sus siglas en inglés) y la desviacién estandar
geomeétrica (GSD, por sus siglas en inglés) utilizando los pesos obtenidos en cada
platillo. El calculo se realizé por 2 métodos diferentes. El primero por medio del
porcentaje en peso retenido en cada membrana y la segunda por el logaritmo del
diametro contra el porcentaje acumulado (como se sugiere en la USP)>®. De esta

forma se seleccionaria cual es la formulacion ideal para adicionar las particulas
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adenovirales y tener la formulacion final con un diametro de masa media
aerodinamica de 1 pum aproximadamente para lograr el objetivo del presente

proyecto.

8.5 Carga de particulas adenovirales en la formulacion éptima.

Con la finalidad de realizar la adicion de la suspension adenoviral a las
formulaciones para liofilizacion y determinar le eficacia de las mismas bajo las
medidas y condiciones de bioseguridad de manipulacién del propio virus, se llevo a
cabo lo siguiente con apoyo del cDr. Carlos Alberto Tavira Montalvan dentro de las
instalaciones BSL-2 de la Facultad de Farmacia en la UAEM. Se prepararon las
formulaciones éptimas desarrolladas en el estado liquido, es decir la F3 y F5. Estas,
junto con tubos eppendorf de 1.5 mL, micropipetas automaticas de plastico de 500
uL, puntas para micropipetas de 5, 10 y 500 uL, se sometieron a esterilizacion por
calor humedo durante 24 horas. Posterior a la preparacion del material estéril, este
y las suspensiones adenovirales Ad5/NPv30-3 preservadas a -80°C fueron llevados
a un laboratorio de bioseguridad nivel Il y bajo una campana de flujo laminar se
procedio a realizar las mezclas de las formulaciones de crioprotectores en los tubos
eppendorf. La suspension adenoviral stock presentaba un titulo viral de
1.09x10° pfu, debido a la cantidad de suspension y con la intencién de que se
tuvieran suficientes viales para los ensayos posteriores. Dicho titulo tuvo que ser
diluido 100 veces, obteniendo 18 viales con un titulo viral de 1.09x107 pfu/mL,
nueve viales de la formulacion para la F3 y los otros nueve viales para la F5. Por lo
que se tomaron 5uL de la suspensidn adenoviral stock adicionando 495 uL de
medio, con un volumen final de 500 uL, de tal manera que al final se tendria el titulo
viral de 1.09x107 pfu/mL.

Una vez preparadas, se destind una muestra para realizar la prueba de esterilidad
en caldo nutritivo con la intencion de asegurar que el procedimiento anteriormente
descrito se realizd bajo esas condiciones y evitar un falso positivo en los analisis
siguientes. Posteriormente los viales fueron etiquetados, sellados y almacenados a
-80°C durante 2 horas. Posterior al tiempo, estos fueron introducidos a la liofilizadora

BenchTop Pro de SP Scientific ®. Se preparo el equipo a una temperatura de -85°C,
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se introdujeron los 18 viales al interior de la camara del equipo, se sell6 y se
encendio el vacio con la finalidad de obtener una presién de 200 mT. Una vez
cumpliendo dichos parametros se tomd el tiempo hasta cumplir 24 horas de
proceso. Una vez transcurrido el tiempo, se retiré el vacio y se apagd el
condensador, las muestras liofilizadas se extrajeron, se destinaron 8 viales para

evaluacion de eficacia in vitro y 10 viales se almacenaron.

8.6 Evaluacidén de la eficacia in vitro de los polvos liofilizados cargados con
el sistema Ad5-NPV-30.

Este trabajo se realiz6 por parte del cDr. Carlos Tavira Montalvan del
laboratorio 7 dentro de la Facultad de Farmacia de la UAEM (FF-UAEM),
debido a la necesidad de manejar sistemas virales infectivos bajo condiciones

de bioseguridad controlada.

8.6.1 Titulo viral.

Se determind la eficacia in vitro calculando el titulo viral de las formulaciones F3
(DPI3) y F5 (DPI5) ya cargadas con sistema viral, comparando con un stock de
la misma suspensién haciendo uso de cultivo celular HEK 293. Para realizar
dicho ensayo, las formulaciones liofilizadas (Figura 13) se resuspendieron en
500 pL de buffer (Solucién amortiguadora) 20mM TRIS, 25 mM NaCl, 2.5%
glicerol, pH 8.0, debido a que es la solucion amortiguadora en la cual las
particulas adenovirales se encontraban estables aun sin formular. Posterior a
ello, se evaluo el titulo viral de DPI3 y DPI5 por triplicado cada muestra con 4
repeticiones con diluciones de 10 a 10-'2. Las condiciones de cultivo se llevaron
a cabo con medio DMEM/F12, deteniendo el proceso de infeccion con 10% de
suero fetal bovino (SFB). Una vez realizado lo anterior, el titulo viral se evalu6
mediante la técnica End Point Dilution (Ensayo de dilucion del punto final)la cual
se basa en infectar una poblacion celular con diluciones seriadas del stock viral

hasta obtener el nimero de particulas virales que infecte al 50% de la poblacion,
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por lo que se obtuvo un virus con la capacidad infecciosa por cada célula,
determinando asi la dosis infecciosa 50 (TCIDso, por sus siglas en inglés) y las
unidades formadoras de placa (pfu, por sus siglas en inglés) que indican el
numero de particulas virales infecciosas (Lacey 2012; Flickinger 2013; Ozturk &
Hu 2006).

Lo anterior se realizé en placas de 96 pozos (Figura 14) en el cultivo de células
mencionado anteriormente (HEK293) en un volumen final de 100 uL, las cuales
se observaron a los 9 dias post infeccidén. Una vez obtenidos los datos, estos se
graficaron, colocando el stock y las formulaciones DPI3 y DPI5 en el eje de las

abscisas y el titulo viral expresado como unidades formadoras de placa por

mililitro (pfu/mL) en el eje de las ordenadas.

Figura 13. Vial de la formulacién liofilizada Figura 14. Ensayo de titulo viral por el
con Ad/NPv30-3. método End Point Dilution.
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8.6.2 Ensayo de infectividad.

Con la finalidad de evaluar si las formulaciones seleccionadas de Ad/NPv30-3,
tanto DPI3 como DPI5 mantenian la propiedad de induccion de muerte celular in
vitro en A549 (demostrado por Rodriguez, C en 2016), una vez liofilizadas, se
llevd a cabo el ensayo de infectividad bajo las mismas condiciones que en el
apartado 7.5.1., de medio DMEM/F12.

Para esta evaluacion se determiné la transduccion del vector adenoviral AdS/
NPv30-3 contenido en F3 y F5 en la linea celular A549 en placa de 6 pozos a
una Multiplicidad de infeccién (MOI) (virus/célula) de 30 para cada formulacion
por triplicado denominadas como sigue: F3a, F3b, F3c, F5a, F5b y F5¢c. Como
se sabe, la transduccion es el proceso por el cual genes exdégenos son
transferidos a una célula por accién de un virus no infectivo (Kim & Eberwine
2010). Se utilizaron como controles positivos células HEK293 infectadas con
Ad5-NPv30-3 MOI 30 y células A549 transducidas con Ad5-NPv30-3 MOI 30 y
como controles negativos, es decir, sin infectar, cultivo de células HEK 293 y
células A549. Los cultivos transducidos se fijaron y tifieron con cristal violeta, se
procedid a calcular el porcentaje de viabilidad celular y se visualizaron al
microscopio bajo un objetivo 10x. Con base en lo anterior, se realizo el analisis
de los datos comparando la magnitud de la viabilidad de las formulaciones F3 y
F5 con respecto a los controles positivos. La significancia estadistica en la
determinacién de la viabilidad celular se determind por la prueba ANOVA vy la
prueba HSD de Tukey. Las células se dejaron fijadas en buffer de cocodilatos

para realizar micrografias de transmision para las formulaciones F3 y F5.

Posterior a ello, se determiné la viabilidad celular en cultivos de células A549
transducidos con el vector Ad5-NPv30-3 por el método colorimétrico MTS. Dicho
ensayo usando el reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution, se basa en la
conversion celular de la sal tetrazaolium en un formazan, el cual es un producto

de facil deteccidn utilizando un lector de placas de 96 pocillos. Con la ayuda de
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dicho reactivo, permite medir (a una longitud de onda de 490nm) la cantidad de
formazan producido como indicador del numero de células viables en cultivo.
Debido a que el producto de formazan MTS es soluble en cultivo celular y tiene
una coloracién que puede medirse por espectrofotometria UV a la longitud de
onda mencionada anteriormente. La cantidad de células metabdlicamente
viables sera proporcional a la coloracion que presente el medio de cultivo,
haciendo posible que este ensayo se utilice para la determinacién de viabilidad
celular (Promega, 2021).

Se adicionaron a cada pozo 100 pL de las formulaciones F3 y F5, a tres
concentraciones; 2x10* PFU/mL, 5x10% PFU/mL y 5x10? PFU/mL, asi como un
control positivo con células A549 transducidas con el Ad5-NPv30-3 a una MOI-
30 como ya se ha mencionado anteriormente y un control negativo sin
tratamiento con 8 repeticiones, se adicionaron 20 uL del reactivo y se incubo la
placa a 37°C por 1-4 horas a 5% de CO2.Una vez concluido, se leyé a 490 nm
utilizando un espectrofotometro. Se graficaron los resultados promedio + su

respectiva desviacion estandar.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Preformulacion parte I.- Obtencion de las formulaciones para la
liofilizacion.

A partir de la busqueda bibliografica, se seleccionaron 7 excipientes
crioprotectores a una concentracion especifica: albumina al 0.3%, sacarosa y
trehalosa al 2% ya que segun los estudios reportados por Zhang y colaboradores
en el 2009, estos excipientes mostraron mejorar la estabilidad de adenovirus
recombinantes reduciendo la pérdida del titulo viral hasta en una orden de
magnitud lo que permitiria mantener las propiedades del vector incluso despueés
de la manipulacion en el proceso de liofilizacion. Ademas se seleccioné PEG 300
al 25 y 40% dado que en el 2020 Chen, Y, Liao, Q y colaboradores demostraron
que al utilizar este excipiente como crioprotector, ademas de dextrosa e
isoleucina a concentraciones bajas, le otorga a ciertos vectores como
adenovirus y poxvirus formulados una cierta estabilidad al mantener el titulo viral
con respecto al tiempo, incluso en periodos de almacenamiento de hasta 25 dias
tanto a 4 0 25 °C, esto comparandolo con una formulacion en suero fetal bovino
observando la pérdida del titulo viral de éste desde los primeros 7 dias, por lo
que se demuestra la efectividad en el uso de dichos crioprotectores al momento
de liofilizar. Asi mismo, se seleccion6 manitol al 4% debido a que segun un
estudio en el 2012 por Chen, S y colaboradores, este excipiente utilizado en
concentraciones entre un 4 y 5 % le otorgdé a formulaciones adenovirales una
reduccion en la pérdida estadisticamente significativa del titulo viral comparado
con un grupo control que solo contenia Tris 10 mM, NaCl 100mM y MgCl2 1mM
como aditivos que estabilizan al propio virus en suspension, incluso en el
presente trabajo, Tris base 20mM y NaCl 25mM fueron utilizados como medio
de disolucion debido a la propia estabilidad intrinseca (Chen, S., et al 2012).

Con base en lo descrito anteriormente, se propusieron 6 formulaciones
denominadas como F1 a la F6, donde las concentraciones de albumina vy
sacarosa se mantuvieron constantes para las 6 formulaciones, el resto de los

excipientes se fueron aleatorizando (Tabla 10) con base en formulaciones ya
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probadas para algunos vectores virales segun los estudios previamente

descritos.

Tabla 10. Formulaciones propuestas de crioprotectores para Ad5/NPv30-3, enumeradas de F1-F6.

Porcentajes [ p/v]

Crioprotectores

F1 F2 F3 F4 F5 F6
Albumina 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3
Sacarosa 2 2 2 2 2 2
PEG 300 40 - - 25 - -
Trehalosa - 2 - - - -
Manitol - - 4 - - -
Isoleucina - - - 1 -
Dextrosa - - - - 1

Medio: TRIS 20mM + NaCl 25 mM

9.2

Preformulacion parte Il.- Desarrollo y caracterizacion de las
formulaciones de crioprotectores.

"

Una vez preparados los medios de disolucién con y sin glicerol, condicion “a” y
“b” respectivamente, asi como las soluciones porcentuales de crioprotectores,
se desarrollaron las formulaciones a un volumen de 500 pLy 10 mL, estas fueron
sometidas a liofilizacion bajo las condiciones mencionadas en el apartado 7.2.
Las muestras obtenidas se muestran en las Figuras 15y 16, segun el volumen
de produccion respectivamente. Es importante mencionar que la condicién “a” y
‘b” fue un parametro importante a evaluar ya que como se describio
anteriormente, esta condicion es con base en la presencia o ausencia de glicerol
5% respectivamente, por lo que las formulaciones obtenidas presentaron las
mismas caracteristicas macroscoépicas.

Como se puede observar, las formulaciones F1, F4 y F6 no alcanzaron un estado
solido durante el proceso de liofilizacion. Por su parte, las F2, F3 y F5 si lograron

obtener el estado sdlido. De las muestras no secas, F1 y F4 en particular,
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contenian PEG 300 al 40 y 25% respectivamente, un excipiente para el que no
se obtiene un estado sélido a las condiciones ambientales, lo que podria explicar
en la rehidratacion de las muestras. La dextrosa, monosacarido mas conocido
como glucosa, fue probado en la F6 debido a que, en un estudio del 2020, se
utilizé dextrano como crioprotector, siendo este ultimo un polisacarido complejo
de glucosa, que por tener caracteristicas particulares funcionaria, sin embargo,
esta formulacion no logré obtener el estado sdlido. Las F2, F3 y F5 fueron
recuperadas en su estado sdlido, gracias a los excipientes ya mencionados
donde en diversos estudios han demostrado dicho estado por sus caracteristicas
de criopreservacion, por lo que fueron seleccionadas como éptimas en términos

de llevar a cabo las siguientes etapas de caracterizacion (Chen et al 2020).

Figura 16. Formulaciones en 10 mL (F1-F6) obtenidas posterior al proceso de liofilizacion.
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Las caracteristicas fisicas observadas en las muestras liofilizadas fueron
observadas tanto en los viales de 500 uL, como en las muestras de 10 mL, de tal
manera que el escalamiento es posible y adecuado; las formulaciones con carga de
virus se realizaron a volumenes de 500 uL, pero se deja establecido que el

escalamiento a mayores volumenes puede ser factible.

9.2.1 Aparienciay consistencia.

Para las muestras liofilizadas se caracteriz6 su apariencia y consistencia,
contemplando las condiciones “a” y “b”; presencia y ausencia de glicerol 5%,
respectivamente. Los resultados se muestran en la Tabla 11, donde se destacan
las formulaciones F2, F3 y F5 con la condicion “b”, que con el analisis del punto
anterior fueron seleccionadas para continuar con los estudios de

preformulacion.

Tabla 11. Evaluacién de apariencia y consistencia de las preparaciones liofilizadas; a: con glicerol al
5%, b: sin glicerol.

Condicién Formulacién Consistencia/ apariencia

F1 Mezcla heterogénea
F2 Mezcla heterogénea
F3 Polvo humectado

2 F4 Soluciéon heterogénea
F5 Polvo humectado
F6 Gelificacion
F1 Mezcla heterogénea
F2 Polvo seco homogéneo
F3 Polvo seco homogéneo

° F4 Mezcla heterogénea
F5 Polvo seco homogéneo
F6 Polvo seco heterogéneo
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Se observo que las formulaciones liofilizadas bajo la condicion “a@” presentaron
una consistencia y apariencia humeda (polvos humectados), pegajosa
(gelificacion), no propia de un estado sdélido como polvo seco y algunas
caracterizadas como soluciones heterogéneas para el caso de F1, F2 y F4, las
cuales no lograron dicho estado debido a la presencia del glicerol que, por sus
propiedades humectantes, rehidrata el polvo una vez obtenido el sélido durante
el proceso.

Para la condicion “b”, es decir sin presencia de glicerol, si se logré obtener el
estado solido como un polvo seco para el caso de las formulaciones F2, F3, F5
y F6; sin embargo, para la F6 se encontré una cantidad casi nula, como polvo
seco de apariencia de algodoncillo o “telarafa” caracterizado como polvo
heterogéneo sin ninguna propiedad de flujo o manipulacion, por lo que fue
descartada. Para las formulaciones F2, F3 y F5 se consideraron otras
propiedades como la obtencion de un polvo homogéneo y aparentemente con

buen flujo, asi como el buen rendimiento del proceso que prosigue.

9.2.2 Capacidad para crear mezclas.

Con la finalidad de evaluar las propiedades reoldgicas de los polvos secos para
inhalaciéon se determind la habilidad de los polvos liofilizados para mezclarse
con otros polvos, principalmente con algunos excipientes para inhalacion debido
a que se pretende mezclar con estos para lograr la formulacion final. En la Tabla
12 se resumen los resultados de dicha evaluacion para las preparaciones donde

se obtuvo un sdlido liofilizado; bajo condiciones “a” y “b”.
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Tabla 12. Capacidad de las preparaciones liofilizadas para crear mezclas con polvos farmacéuticos

Condicion Formulacién Capacidad p/ crear mezclas

F3 Baja

a
F5 Baja
F2 Alta

. F3 Alta
F5 Alta
F6 Media

Las formulaciones que se obtuvieron en la condicion “a” presentaron una
capacidad baja para crear mezclas sélidas debido a que, por la presencia del
glicerol. Estas no fluyen libremente como un polvo seco por la presencia de
humedad. Sin embargo, aquellas bajo condicion “b” de liofilizacién presentaron
altas capacidades de crear mezclas para la F2, F3 y F5 con otros polvos sin
interrupcién de flujo ni presencia de humedad. Lo anterior representa gran
importancia para polvos farmacéuticos para inhalacion debido a que se busca
una mezcla homogénea que fluya, que no forme aglomeraciones y a su vez que
no presente ningun tipo de presencia de humedad dada la complejidad

anatomofisiolégica de los pulmones.

9.2.3 Rendimiento del proceso de liofilizacion.

En esta etapa, las muestras fueron recuperadas del recipiente con ayuda de
una espatula, para unos casos con un vaciado y en otros con raspado en las
paredes del mismo, determinando el peso de sélidos para las preparaciones F2,
F3 y F5. En la Tabla 13 se muestran las 3 formulaciones con los excipientes
correspondientes, asi como la masa total tedrica inicial, la masa recuperada y

el rendimiento expresado como porcentaje de recuperacion.
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Tabla 13. Célculo de los porcentajes de recuperacion para las formulaciones recuperadas.

Cantidad (g)
Crioprotectores

F2 F3 F5
Alblmina 0.03
Sacarosa 0.2
Trehalosa 0.2 - -
Manitol - 0.4 -
Leucina - - 0.1
TRIS + NaCl 0.0242 + 0.0146
Sélido tedrico (g) 0.4688 0.6688 0.3688
Sdlido recuperado (g) 0.3224 0.5987 0.3351
Rendimiento (%) 68.8 89.5 90.9

Observando porcentajes de recuperacién para F2, F3 y F5 de 68.8, 89.5 y
90.9% respectivamente, los cuales se consideran rendimientos relativamente
ideales debido a que la pérdida de muestra durante del proceso de liofilizacién
para dichos casos es menor al 30%. Cabe mencionar que estos valores se ven
influenciados por la técnica de manipulacién al momento de recuperar la
muestra; los cuales pueden ser cercanos al 100% siempre y cuando el proceso
se optimice en conjunto con el envase que se utilizaria para la liofilizacion y asi,
poder evaluar con mas precision la masa perdida, conocida como merma. La
F2 ademas de presentar el rendimiento menor, el polvo observado presentaba
una consistencia espesa, adhesion a las paredes del recipiente, no presentaba
fisicamente un flujo, por lo que, con base en lo anterior, se eligieron como
formulaciones éptimas la F3 y F5, que adicionalmente presentan valores de

rendimiento mayores al 85 %.
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9.2.4 Tiempo de reconstitucion.

Hasta el momento se tuvieron como formulaciones con propiedades fisicas y de
rendimiento optimas la F3 y F5, que se distinguen por la presencia de manitol
4% e isoleucina 1%, como crioprotectores respectivamente, con buenas
propiedades para mezclarse con otros polvos, asi como altos porcentajes de
recuperacion.

Los tiempos de reconstitucion se evaluaron para las formulaciones obtenidas

en el estado soélido, como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Tiempo de reconstitucion de las formulaciones obtenidas en estado sélido.

Condicién Formulacién TiempO(Sd:gLencdoonSs)titucién
F2 <10
b F3 <10
F5 <10

En todos los casos se presentaron tiempos de reconstitucion menores a los 10
segundos, una vez que se adicionaron 2 mL de medio TRIS/NaCl.
Especificamente, la observacion del proceso de reconstitucion se muestra en
las Figuras 17 y 18 para las formulaciones F3 y F5. Se considera que los
tiempos de reconstitucidn son adecuados en términos de no comprometer a la
particula viral al estrés fisicoquimico, y a la velocidad con que esta es puesta
sobre el 6rgano objetivo y generar la respuesta terapéutica. De igual manera es
importante considerar la formulacion final, asi como la via de administracion
debido a que estos sistemas son considerados altamente higroscopicos,
algunos autores al momento de realizar estudios con adenovirus y

formulaciones en criopreservacion han demostrado que no es facil elegir la
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formulacion final y por ende la via de administracion que hasta hace unos afios
se consideraban vias invasivas para que posteriormente con ayuda de la
liofilizacién, logrando una estabilidad fisicoquimica y bioldgica poder pre-
seleccionar vias alternas y no invasivas para administrar dichas formulaciones
con ventajas superiores a las previas.

Asi, con las formulaciones F3 y F5 en condicién de liofilizacién “b”, se tienen
dos propuestas potenciales para ser acarreadas en excipientes para inhalacion

que garanticen la entrega de las particulas en niveles profundos de los

pulmones.

Figura 18. Proceso de reconstitucion de la formulacién 5.
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9.3 Estudios de Formulacion.
9.3.1 Obtencién de los DPIs.

Con base en la caracterizacion previa se seleccionaron las preparaciones
liofilizadas F3 y F5. Estas formulaciones fueron desarrolladas bajo los
procedimientos antes mencionados obteniendo cantidades suficientes para la
obtencion de polvos secos para inhalacion (DPIs) y la caracterizacion de las
propiedades reoldgicas, obteniendo al menos 5 gramos de cada una. Se
obtuvieron mezclas fisicas en proporciones 1:1, 1:2 y 2:1 (lactosa: liofilizado),
las muestras liofilizadas por triplicado se observan en las Figuras 19 y 20,
donde estas presentaron excelentes propiedades fisicas, buen comportamiento

en cuanto a manipulacion, tal como se han descrito con anterioridad estas dos

formulaciones.

Figura 20. Polvo liofilizado optimizado de

Figura 19. Polvo liofilizado optimizado de la o
la formulacion 5.

formulacion 3.
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9.4 Caracterizacién de los DPIs.

9.4.1 Propiedades reoldgicas

En cuanto a la reologia de las formulaciones DPI3 y DPI5 se observé lo

siguiente. Para los estudios de formulacion se utilizaron dos lactosas grado

inhalable (Respitose® y Lactohale®); dos de ellas elaboradas por molienda
(MLOO1 y MLOO0G) y dos elaboradas por tamizado (LH200 y LH201). Una vez

obtenidas las mezclas de estos excipientes con los liofilizados L3 y L5 a las

proporciones antes indicadas, se determinaron las propiedades de flujo y

compresibilidad de los polvos, ya como DPls. Los resultados se muestran a

continuacion, representando en la Tabla 15 los estudios realizados con lactosas

a una proporcion 1:1.

Tabla 15. Determinacién de la reologia de las mezclas en proporcion 1:1 (lactosa: liofilizado).

Tipo de I I indice indice | Angulo o

e, aparente | compactada | de Carr de bis FITEpIEuED) Campresllell e
Mezcla (1:1) (g/mL) (g/mL) (%) Haursne reposo( de flujo d

MLOO1 0.28 0.32 12.04 | 1.14 14.87 Bueno Mala

MLOO06 0.25 0.31 16.95 | 1.20 16.71 Bueno Mala

LH 200 0.20 0.24 16.67 | 1.20 13.38 Bueno Mala

LH201 0.29 0.32 1143 | 1.13 18.08 | Excelente Mala

En el presente ensayo se observo que, para la densidad aparente y compactada,

en las 3 proporciones utilizadas (1:1, 2:1 y 1:2), se obtuvieron valores menores a

0.5 g/mL, lo que de acuerdo con la literatura cientifica presentan buenas

propiedades para aerolizacion. Este es un criterio que debe presentar un DPI, ya

que se tiene menos resistencia con respecto a la fuerza de gravedad, ademas de

un material poroso donde el aire puede introducirse para general el aerosol. En las

mismas tablas se resumen los valores obtenidos de indice de Carr (IC) e indice de

Hausner (IH), la relacion entre estos parametros segun la literatura, determinan las

propiedades de flujo de polvos y su comportamiento reolégico, los datos se

muestran en la Tabla 16 y 17 para las proporciones 2:1 y 1:2 respectivamente.

—
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De acuerdo con la FEUM, valores entre 5y 12% para el IC es caracteristico de un

tipo de flujo excelente y una mala compresibilidad, como sucede en el uso de LH201

con las 3 proporciones y la MLO01 para las proporciones 2:1.

Tabla 16. Determinacion de la reologia de las mezclas en proporcién 2:1 (lactosa: liofilizado).

Tipo de

lactosa F’m m Jt q indice de | indice de | Angulo de | Propiedad C ibilidad
Mezcla a?gr:}n?L)e co (gF;;CL? al carr (%) | Hausner | reposo(®) de flujo ompresioiiida
(2:1)

MLOO1 0.32 0.34 8.42 1.09 16.67 |Excelente Mala

MLOO6 0.29 0.36 17.65 1.21 15.63 |Aceptable Mala

LH 200 0.27 0.31 13.27 1.15 22.16 Bueno Mala

LH201 0.33 0.35 6.52 1.07 20.97 |Excelente Mala

Por otro lado, las otras mezclas presentaron un tipo de flujo bueno encontrandose
valores entre 12y 17% de IC; MLOO1 y MLOO6 en proporcion 1:1 y para LH200 en

proporciones 1:1 y 2:1. Bajo la misma fuente de consulta, se observaron

propiedades de flujo aceptables las mezclas con ML0O0O6 en proporcion 2:1y LH200

en 1:2, con un IC entre un 18 al 22%. Siendo que para las mezclas con lactosas

MLOO1 y MLOOG6 en proporcion 2:1 se obtuvieron pobres propiedades de flujo debido

a que los valores de IC obtenidos se encuentran entre el 26 y el 31%. Una discusién

en este mismo sentido y con los mismos resultados se presenta para el indice de

Hausner (IH) y el angulo de reposo.

Tabla 17. Determinacion de la reologia de las mezclas en proporcion 1:2 (lactosa: liofilizacion).

Tipo de

J P - - :
lactosa Indice de | Indice de | Angulo de | Propiedad "
Mezcla a?ga}rr:]ef;e cor}wgp/;cl_t?da Carr (%) | Hausner | reposo(°) | de flujo Compresibilidad
(1:2)

MLOO1 0.25 0.34 27.50 1.38 17.41 Pobre Mala
MLOO6 0.29 0.39 25.96 1.35 16.05 Pobre Mala

LH 200 0.25 0.32 22.50 1.29 16.90 |Aceptable Mala
LH201 0.34 0.37 7.95 1.09 19.60 | Excelente Mala

[ 7))




Con base en los resultados se puede observar una proporcionalidad directa entre la
cantidad de lactosa con respecto al incremento en las propiedades de flujo; algo
esperado para los polvos liofilizados que en esencia presentaron problema de
fluidez desde su obtencion. Sin embargo, al contrastar estas propiedades para todas
las mezclas o DPIs, la literatura marca que este tipo de formulaciones presentan
malas propiedades de flujo y latos niveles de compresibilidad, debido a que no son
poco densos (<0.5 g/mL), baja relacién masa/volumen, alta porosidad y por ende

facilmente aerolizables.

Asi, con base en la descripcion reoldgica se seleccioné la lactosa LH201
(Lactohale®) como el excipiente ideal para el desarrollo de DPIs para las muestras
liofilizadas F3 y F5, mismas que fueron retadas al proceso de aerolizacion en

impactador de cascada.

9.4.2 Aerolizacion y diametro de masa media aerodinamica.

En la elaboracion de un DPI se requiere de la incorporacion de excipientes
aprobados y adecuados con particulas con un didmetro mayor que el vector
adenoviral liofilizado para mejorar la dispersién. En la actualidad el mas utilizado es
la lactosa monohidratada (Da Silva et al, 2017). Con la intencion de lograr la
administracion de la formulacion y posterior deposicion de las particulas en el
epitelio alveolar del pulmén de manera efectiva y dirigida, es necesario desarrollar
una formulacién pulmonar con un didmetro de masa media aerodinamica (MMAD)
menor a 1 ym, mientras que para regiones de broncos y bronquiolos se requiere un
MMAD entre 1 y 5 um. El desarrollo de formulaciones de polvo seco para inhalacion
de vectores virales es una propuesta atractiva porque evita en primera instancia la
via invasiva en la administracién de estos, ademas de lograr una terapia dirigida
mejorando la eficacia del mismo e incluso la baja susceptibilidad al crecimiento
microbiano (Healy et al 2013).

Ya definido el excipiente para inhalacion (Lactohale®), a las formulaciones DPI3 y

DPI5 se les evalud la deposicion pulmonar de particulas in vitro, empleando el
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método de cascada de Andersen, y con ello la determinacion del MMAD; el cual
también se puede estimar con la ecuacion 7, donde d es el diametro de la particula
previamente calculado, “p” es la densidad compactada, “po” es la densidad aparente
y “X” es el factor de superficie, que para sistemas esféricos el valor es igual a 1. El

objetivo es obtener un MMAD de entre 0.1-1um.

p 1
MMAD = d(—)2 Donde
poX d: diametro de la particula
p: densidad compactada
po: densidad aparente
X: factor de superficie

Ecuacién 7.- Ecuacion
para obtener el
diametro masa media
aerodinamica (MMAD).

Enla Tabla 5 se muestran los valores de la do.s de las diversas lactosas comerciales,
donde para el caso de las utilizadas en la reologia de polvos, la LH 201 es aquella
que presenta el diametro de particula mas pequefo (25 pym), incluso fue la que, en
cualquier proporcion evaluada, presentd excelentes propiedades de flujo y con
densidades cercanas a 0.3 g/mL. Se llevo a cabo la aerolizacion por triplicado las
DPI3 y DPI5. En la Tabla 18 se presentan los valores obtenidos de MMAD vy la
desviacion estandar, siendo ideales en todos los casos para el desarrollo de una
formulacién que va dirigida hacia el epitelio alveolar, sitio donde se desea que el

vector Ad5/NPv30-3 se internalice y realice el efecto citotoxico.

Tabla 18. Didmetro de masa media aerodindmico (MMAD) para las formulaciones DPI3 y DPI5 con
Lactohale® 201 (LH201).

DPI 3y DPI 5 con LH201 MMAD promedio (um) DE (um)
laz2 1.05 0.09
2al 1.34 0.04
lal 1.55 0.23
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9.5 Cargadel sistema Ad5-NPV-30 en los polvos liofilizados.

Una vez realizada la carga de las particulas adenovirales en los polvos
liofilizados L3 y L5 se realizd la prueba de esterilidad, observandose que
posterior a las 24 horas de incubacion no hubo crecimiento bacteriano por lo
que se asegurd la esterilidad de éstas para poder proceder a realizar el proceso

de liofilizacion (ver Figuras 21 y 22).

Figura 22. Prueba de
esterilidad de L3 y L5+
Ad5/NPv30-3 en caldo
nutritivo.

Figura 21. Prueba de
esterilidad de L3 y L5 en
caldo nutritivo.

Los viales fueron sometidos a liofilizacion bajo las condiciones mencionadas en el
apartado 8.4. La incorporacion de la cantidad de vector adenoviral no se consideré
significativa en masa (5uL), respecto al total de excipientes, por lo que las
propiedades reoldgicas y aerolizables de los DPIs no se verian modificada. Los
resultados del proceso de liofilizacion fueron exitosos obteniendo un polvo seco bajo
las condiciones llevadas a cabo, pero ya con la carga viral. Estos polvos se

destinaron a los estudios de titulo viral y eficacia in vitro.
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9.6 Evaluacion de la eficacia in vitro.

La determinacion de la eficacia in vitro de las formulaciones DPI3 y DPI5 cargadas
con las particulas adenovirales (Ad5/NPv30-3) se realizé6 mediante la determinacién
de la infectividad en cultivo celular, con el objetivo de garantizar que todo el proceso
de formulacion fuese exitoso y, que las particulas virales continuaran activas. Los
resultados obtenidos confirman que es posible obtener vectores virales en el estado
sélido bajo un proceso conocido como liofilizacibn empleando excipientes
crioprotectores que le otorgan estabilidad a los mismos, manteniendo titulos virales
con pérdidas estadisticamente no significativas y que permiten la manipulacion de

éste, en concordancia con lo reportado por Zhang, Y., Chen, S., Liao, Q.

9.6.1 Titulo viral

En la Tabla 19 se presentan los promedios de los valores para el titulo viral de las
formulaciones liofilizadas, teniéndose que, para la DPI3, el titulo viral fue de
1.26x10° pfu/mL + 1.69x10%, y para la DPI5 de 5.72x10° pfu/mL + 1.67x10%.
Ademas, se evalué un control (stock) que presenté un titulo viral de
1.53x107 pfu/mL + 6.19x10°, el cual era el titulo del stock antes de liofilizar.
Sabiendo que se partid de un titulo viral teérico de 1.09x107 pfu/mL para cada
formulacidén, entonces la pérdida de estas fue de dos érdenes de magnitud, tal como
se observa en la Figura 23. Cabe mencionar que, en estudios ya realizados por
otros autores, no se han observado cambios mayores a dos 6rdenes de magnitud,
por lo que no implica un cambio significativo y los resultados obtenidos
corresponden a lo reportado. Sin embargo, partiendo de los resultados observados
en las formulaciones con respecto a proteger el sistema Ad5/NpV30-3, podria
desarrollarse una formulacién combinando los excipientes crioprotectores de ambas

formulaciones con la finalidad de mejorar la eficacia y mejorar su estabilidad.
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Tabla 19. Evaluacién de los titulos virales promedio del stock Ad5/NPv30-3, DPI3 y
DPI5 en cultivo celular HEK 293 + desviacion estandar.

stock 1.53x107 6.19x10°

DPI3 1.26x10° 1.69x10%

DPI5 5.72x10° 1.67x10°

1.00E+08
1.00E+07 I
1.00E+06 .
1.00E+05
1.00E+04
1.00E+03
2 1.00E+02
1.00E+01
1.00E+00

itulo viral (pfu/mL)

T

stock F3 F5
Ad5-NPv30-3

Figura 23. Titulo viral promedio de la suspension stock sin liofilizar, F3/ Ad5/NPv30-3. y F5/
Ad5/NPv30-3 liofilizadas.
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9.6.2 Ensayo de infectividad (eficacia in vitro).

Asimismo, para las formulaciones DPI3 Y DPI5 se determind la infectividad al
transducir en cultivo celular A549 (modelo in vitro de cancer pulmonar). Como se
observa en la Figura 24, las placas tefnidas con cristal violeta muestran la formacion
de placas liticas en las tres réplicas de las formulaciones DPI3 y DPI5, en
comparacion al control negativo mostrado en la Figura 25; sin embargo, en
comparacion con el control positivo de transduccion (Ad5/NpV30-3) mostrado en la
misma figura, se observa que el efecto de las formulaciones en la formacién de las
placas liticas es menor. Los resultados evidenciaron una reduccion de la viabilidad
del 32 y 27 % para DPI3 y DPI5 respectivamente, ver Tabla 20. Este analisis se
realiz6 usando los controles positivos y negativos, como se ha mencionado
anteriormente usando cultivo de células HEK293 (con un 98% de viabilidad) y el
cultivo de células A549 (con un 95% de viabilidad). Siendo que al infectar el cultivo
celular HEK293 como control positivo de produccidén de particulas virales con el
vector Ad5/NPv30-3 (sin formular), se presenta una reduccién de la viabilidad celular
de hasta el 67%, lo que es esperado debido a que éste es el sistema en el que se
producen los vectores adenovirales y por tanto se presenta un efecto litico en las
placas. En el cultivo de células A549 con Ad5/NPv30-3 sin formular, se da una
reduccion de la viabilidad celular del 38% (control positivo de transduccion
A549/Ad5NpV30). Observando que esta reduccion de la viabilidad celular es similar
a DPI3 y DPI5 con un 6 y 11 % de diferencia respectivamente contra el control.
Dicha diferencia es debido a que él titulo viral bajo y no es comparable a los usados
en trabajos anteriores. A pesar de la reduccion del titulo viral en el ensayo previo
para las formulaciones, no se observé una pérdida en infectividad estadisticamente
significativa, por lo que se puede sugerir que ambas formulaciones son adecuadas

para integrarse como DPIs.
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Formulacién

Células A549 transducidas con 100 pul de la formulaciéna las 96 h

Replicas
1 2 3

Figura 24. Células A549 transducidas con 100 pl de las formulaciones DPI3 y
DPI5 a las 96 h por triplicado tefiidas con cristal violeta vistas a un objetivo 10x.

Tabla 20. Porcentaje de viabilidad de cultivos celulares transducidos con DPI3 y
DPI5 + controles positivos y negativos.

Condicién %Viabilidad
HEK293(-) 98
HEK293/Ad5-NPv30-3 33
A549(-) 95
A549/Ad5-NPv30-3 62
A549+DPI3 68
A549+DPI5 73
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Control (-) Control (+)
Sin infectar Ad5-NOD30

HEK293
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Figura 25. Células A549 infectadas con Ad5-NPv30-3- MOI 30 a las
72h tefiidas con cristal violeta vistas en un objetivo 10x.

Asimismo, se realiz6 la determinacion de la viabilidad celular por el método MTS
para las 2 formulaciones (DPI 3 y DPI5) a 3 concentraciones diferentes de titulo
viral; 2X10%, 5X10° y 5X10? PFU/mL para cada una, mas el control positivo Ad5-
NPv30-3 a una MOI de 30 y un control negativo sin infectar (-).

Los resultados de viabilidad se muestran en la Figura 26. Se observa que el control
positivo, es decir el vector que expresa NPv30-3 reduce la viabilidad hasta en un
60% en modelo de cancer pulmonar A549 in vitro. Se obtuvo una reduccién de la
viabilidad celular del 40% para el caso de DPI3 y del 30 % a un titulo de 2X10*
PFU/mL comparado con un 80 y 90 % para las dos concentraciones probadas de
DPI3y una reduccion de tan solo el 10% de la viabilidad para DPI5. Estos resultados
demuestran que DPI3 a una concentracion de 2X10* PFU/mL mantiene la propiedad
infectiva en cultivo A549 mostrada previamente en la Tabla 22, donde se obtuvo
una reducciéon de la viabilidad en modelo de cancer pulmonar de hasta un 32%
comparado con el ensayo por MTS de hasta un 35% en la reduccion de la viabilidad,

sin embargo, para la DPI5 a la misma concentracion en PFU/mL se obtuvo un valor
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promedio en la reduccion de viabilidad celular del 28% correlacionando con los
resultados obtenidos en la Tabla 22, que fue de un 27%. Ambas formulaciones a
dicha concentracion son efectivas en cuanto a mantener la eficacia in vitro a pesar

del proceso de liofilizacién, la manipulacion de las particulas adenovirales y el estrés

térmico.
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Figura 26. Cultivo A549 transducido con Ad5-Npv30-3- MOI 30 y con DPI3
y DPI5.

10 CONCLUSIONES

En este proyecto se lograron obtener 2 formulaciones como DPIs cargados con el
sistema Ad5/NPv30-3 en estado solido (DPI3 y DPI5) las cuales presentaron
propiedades tecnoldgicas y aerolizables adecuadas para ser administrado por la via
inhalatoria, con un MMAD de 1.05 = 0.09 um, manteniendo concentraciones de titulo
viral de 5.72x10° + 1.67X10% para DPI 5 y de de 1.26x10° + 1.69X10*, para DPI3
con una capacidad para ser infectivas en un modelo in vitro de cancer pulmonar en
cultivo de células A549. Con porcentajes de reduccion de la viabilidad del 32 y 27
% para DPI3 y DPI5 respectivamente. Este desarrollo puede ser presentado como

un potencial tratamiento de terapia génica para dicha enfermedad.
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10.1 Conclusiones particulares

Se disefaron 6 formulaciones a partir de la literatura cientifica, con base en

formulaciones de vectores adenovirales bajo procesos de liofilizacion.

Se desarrollaron y caracterizaron los polvos liofilizados a partir de las

formulaciones propuestas.

La optimizacién se logro obteniendo 2 formulaciones liofilizadas como polvo
seco potenciales con excelentes propiedades reoldgicas y de aerolizacion

con un MMAD de aproximadamente 1.05 = 0.09 pum.

Las formulaciones L3y L5 lograron proteger al Ad5/NPv30-3 con una pérdida
de dos o6rdenes de magnitud del titulo viral post- liofilizacion.

Los ensayos de infectividad in vitro en cultivo de células A549 de las
formulaciones DPI 3 y DPI 5 lograron reducir el porcentaje de viabilidad

celular hasta un 32%.

87

—
| —



11 PERSPECTIVAS

Desarrollar una formulacién a partir de los excipientes de F3 y F5 con la

finalidad de mejorar la crioproteccién del sistema Ad5/NPv30-3.

Cargar con el sistema Ad5/NPv30-3 a la formulacion resultante entre F3 'y F5

y someter a liofilizacion.

Evaluar in vitro el titulo viral en células HEK 293 y la viabilidad en células

A549 de la formulacién resultante entre F3'y F5.

Llevar a cabo pruebas de estabilidad acelerada a 3 meses de las

formulaciones F3, F5 y de la formulacion resultante del primer punto.

Desarrollar un ensayo de inmunogenicidad con la finalidad de simular y

observar la respuesta inmunoldgica generada por las formulaciones.
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13 ANEXOS

13.1 Ensayo de viabilidad celular

Tabla 21. Porcentaje de viabilidad de cultivos celulares transducidos con DPI 3 y DPI 5 +
control positivo y negativo por MTS a 3 concentraciones

Ad5- PFU/mL
Control (-) NMP‘g;% 3 F3 F5

(+) 2X104 5X103 5X10? 2X10* 5X10° 5X102
94 36 55 79 89 72 92 92
99 36 62 75 85 82 84 91
100 33 68 76 84 74 89 87
101 32 69 82 91 68 93 97
102 36 69 80 85 70 91 89
102 36 71 82 90 72 91 87
102 35 59 81 90 65 89 89
100 40 69 81 88 75 91 91

(o]
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N\ / Xy de Posgrado en Farmacia NP5 csliad

La Facultad de Farmacia.de la UAEM a traves de su Secretaria de Investigacion, Jefatura de
Posgrado y Consejo Estudiantil de Posgrado en Farmacia

Otorga la presente

CONSTANCIA

A: Galindo Gonzalez Antonio Jese, Alcala Alcala Sergio, Meneses
Acosta Angelica.

Por la PRESENTACION DEL TRABAJO LIBRE titulado:

“Preformulacion de un polvo seco inhalable para Ad5/NPv30-3; estrategia génica para el cancer
pulmonar”

en el 15v° Encuentro de Estudiantes de Posgrado en Farmacia

Celebrado de forma virtual el 29 de noviembre del 2021, Cuernavaca, Morelos

Dr. Efrén Hernandez Baltazar Dra. Dea Herrera Ruiz Dr. Sergio Alcala Alcala
Director Secrataria de Investigacidn lefe de Posgrado
Facultad de Farmada Facultad de Farmacia Facultad de Famacia
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Sergio Alcala Alcala

Por la presentaciéon del Trabajo Libre:
Preformulacion de un polvo seco inhalable para Ad5/NPv30-3;
estrategia génica para el cancer pulmonar

Segundo Congreso Virtual, LIV Nacional y IX Internacional,
"Por la superacion Técnica y Cientifica, hoy y siempre”
Celebrado del 18 al 22 de octubre de 2021.
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L.F. Antonio Jesé Galindo Gonzalez
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“Desarrollo de una formulacién inhalable del Ad5 como estrategia

génica para el tratamiento de cancer pulmonar mediante la
expresion de la proteina NPv30-3”
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Nombre del alumno: Antonio Jesé Galindo Gonzalez

Titulo de la tesis: “Desarrollo de una formulacion inhalable del sistema de AdS-

NPv30-3 como potencial estrategia génica para el tratamiento cancer pulmonar”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado:  cDr. Carlos Alberto Tavira Montalvan

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:
La tesis:

X  Sise aprueba tal como se presenta
_ Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):
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UNIVERSIDAD AUTONDMA DEL
ESTADD DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL
PARA LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2
(COVID-19) emitido el 27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionano universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electronico

CARLOS ALBERTO TAVIRA MONTALVAN | Fecha:2022-10-31 10:21:40 | Firmante
T 3eLIKKHIPruUptyn\WifRoC JkS Y QBRT 1hZFOB g2 n/B LuibvMxS X kect+ HOji S350 X BFhBjvbe DB WXL 2nlg 1 98w Jepb Qo 1WRKOrDyr V OzoB Xr1 COSowZ Mk W5Ens
y4H yewul dpiF GOIhFMBAGCMNCVSMC ThOYEBR+ Ruim4MHLSLEHT/PdrRIjkIhECEH0dZ 27 grOVBj 1 KNyBKe8 +wZBGIDTv.gfGr dBmKimij0vZLSBDMMUTPEY +pt+e7
LaBEQJO3hhr1 AWWP+ZjEkgz8+ D4IFx Cz0 e XoizHT ReiVTBIp SW2I PesrR/ lowngy THVyg 3pt==

Puede wverificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

jepNing5q

httpsfefirma.uzem.m’noRepudio/EnHIMTOIRsMOQVIB3ISn3BMNK O DsuzUher

UA
EM
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Nombre del alumno: Antonio Jesé Galindo Gonzalez

Titulo de la tesis: “Desarrollo de una formulacion inhalable del sistema de AdS-

NPv30-3 como potencial estrategia génica para el tratamiento cancer pulmonar”

Grado a obtener:

X Maestria en Farmacia
Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Angélica Meneses Acosta

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision
es:
La tesis:

X Si se aprueba tal como se presenta
_ Serechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

e-firma UAEM 27-10-2022
Firma del miembro del jurado Fecha

116

—
| —



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL
PARA LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE
MORELOS DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2
(COVID-19) emitido el 27 de abril del 2020

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ANGELICA MENESES ACOSTA | Fechai2022-10-28 19:3%:23 | Firmante

YumG4Jelt31501 YELIEnKwpl+emphgnLBUIpSYwUxoGPnveGw TvazLINGepJ B X el SUZRhFHBY 14nzMN ApHNRz+ Ui+ Di4wdo YHK DLWV SGn TwiNTWMS KT D38 0WusPOTY 3/
Sclf7+3Y/+ahQVBdDLD3WtghnkR2ku3v2 1izexhKSEsz2 Ve YRIDIsg X DBEUMRbA 20 7Y +clU3eHbrwWdpoceZJurfimWiinkzDd/ BimG2 G4 lyBOsiJOTPvibe 3+RSdTuNP2iFSx0
D+alzqRPOVF403fHM+CzowB GJUHNDCZK 2 SQdREAIGERBenxQPUIMZ 1 RnXwoUWII29uldQTvCovjg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electronica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

TRgeFUXjP

-- L w
hitps:fefima. uaem.mxneRepudio xHozz TB nlyeSZONMBASsbhL CmiPtaU

UA
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