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La incontinencia urinaria, conocida comtinmente como la pérdida involuntaria de orina,
es una enfermedad caracterizada por afectar a la poblaciéon masculina y femenina, siendo esta
ultima la méas perjudicada. Los pacientes con incontinencia urinaria ven afectada su calidad de
vida en multiples aspectos, los que van desde la necesidad de terapias psicologicas para tratar
cuadros de angustia y ansiedad hasta grandes gastos econdmicos asociados directamente e
indirectamente a la enfermedad. Debido a esto, un gran porcentaje de los afectados decide
no reconocer su dolencia ni acceder a tratamientos.

Actualmente, el tratamiento de esta condicién se basa en el uso complementario de terapia
conductual y farmacologica, donde esta ultima es la més recomendada por los especialistas
debido a la falta de informacién que corrobore la efectividad de los cambios conductuales. Pese
al importante desarrollo de nuevas drogas dado en los tltimos anos, los farmacos existentes
no pueden ser empleados en toda la poblaciéon a causa de los variados efectos secundarios
asociados a su uso, por lo que la mayoria de los pacientes deja el tratamiento antes de cumplir
los seis meses lo que se traduce en la vuelta de la sintomatologia completa. Frente a lo anterior,
se propone disenar un modelo empirico que permita analizar el potencial uso de un péptido
inhibidor del trafico del canal TRPM4 (péptido SWIP) como terapia farmacolégica para
pacientes con incontinencia urinaria.

En funcién de lo anterior, se realiza un analisis cualitativo de la penetracion del péptido
y las consecuencias morfologicas e histoldgicas del uso de este, ademas de cuantificar la razon
de células por unidad de area del tejido muscular de animales tratados con el péptido SWIP,
péptido SWIP modificado (ASWIP) y sin péptido. Al examinar los resultados obtenidos se
determina que dentro de los efectos del uso de la droga se encuentra la hiperplasia del te-
jido muscular vesical, ya que al emplear el péptido SWIP, la razén determinada disminuye;
siendo de 305, 270 y 174 células/mm? para tejidos musculares de animales tratados sin pép-
tido, con péptido ASWIP y con péptido SWIP, respectivamente. Ademas, se recomienda una
metodologia para el estudio de contractilidad muscular y del trafico del canal TRPM4; y se
recomiendan algunas herramientas para facilitar el analisis de los resultados a obtener en los
estudios futuros.

Posteriormente, se explicitan las fases a seguir y los andlisis a realizar para el correcto de-
sarrollo farmacolégico del péptido SWIP y su aprobacion por parte de la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Food and Drug Administration, FDA).
Finalmente se disena un sistema de produccién recombinante del péptido SWIP y se analiza
econémicamente el sistema productivo mencionado anteriormente para la sintesis del péptido
para a emplear en la fase clinica concluyendo que la sintesis recombinante es mas rentable
que la sintesis quimica (compra a empresas dedicadas a la sintesis quimica de péptidos) para
requerimientos superior a los 14 gramos de farmaco.
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Capitulo 1

Introduccion

La incontinencia urinaria (Urinary Incontinence, UT) corresponde a la pérdida involuntaria
de orina, siendo la poblacién femenina la mas afectada, ya que en paises en vias de desarrollo
esta condicion impacta al 26 % de la mujeres.[1] La UI suele impactar multiples aspectos
de la vida de los pacientes, debido a que aumenta la probabilidad de desarrollar cuadros
de angustia y ansiedad, ademéas de disminuir la calidad de vida y traer consigo importantes
gastos econdmicos. A pesar de que un gran porcentaje de la poblacion padece esta enfermedad,
solo un pequena fracciéon se somete a tratamiento, esto debido a la vergiienza, desconfianza
y/o temor asociado a las terapias actuales y sus efectos secundarios.

La Ul se subdivide en tres categorias: incontinencia urinaria de estrés (SUI), incontinencia
urinaria de urgencia (UUI) e incontinencia urinaria mixta (MUI). La primera corresponde
a la pérdida de orina provocada por el incremento en la presion abdominal debido a algtn
esfuerzo muscular. La segunda se debe a la hipercontractilidad de la vejiga y se caracteriza
por el constante deseo de orinar; y la incontinencia urinaria mixta corresponde a la mezcla
de ambas condiciones y usualmente los pacientes afectados con esta patologia son sometidos
al mismo tratamiento que los pacientes con SUIL. (Ver apartado 2.1 del documento).

La salida de orina de la vejiga se genera por la accién conjunta de la uretra y el musculo
detrusor, ya que durante el vaciado vesical, este musculo se contrae y el esfinter se relaja para
facilitar la salida de orina. Luego de multiples estudios, se logré determinar que la contraccién
del musculo liso, esta directamente relacionada con el incremento de la concentraciéon de
calcio intracelular. Debido a lo anterior, es de suma importancia estudiar los factores que
desencadenan el incremento en la concentracién de calcio intracelular, tanto por la entrada
directa de este o por la liberacion del ion desde sus organelos de almacenaje intracelular.

Actualmente, los médicos especialistas recomiendan dos tipos de tratamientos para dis-
minuir los sintomas de la incontinencia urinaria de urgencia: el cambio de hébitos de vida y
la terapia farmacologica. A pesar del masivo uso del cambio de habitos, no existe suficien-
te informacién sobre la efectividad de este, por lo que usualmente se emplea en conjunto a
la terapia farmacolégica. Lamentablemente, esta tltima posee miiltiples efectos secundarios
debido a que los farmacos empleados actiian de manera inespecifica sobre receptores que
estan presentes en varios tipos de tejidos, y no solo en el misculo detrusor. En la mayoria de
los pacientes, el uso de estas drogas provoca dolor de cabeza, sequedad ocular, sensacion de
mareo e insomnio, y es capaz de afectar la capacidad del paciente para conducir. Debido a



esto, la mayoria de las personas sometidas a terapia farmacolégica abandona el tratamiento
antes de los 6 meses.|2]

Los multiples efectos secundarios que poseen los medicamentos empleados actualmente
para tratar la UUI, y la falta de informacion respecto a las terapias alternativas, incentivo al
grupo investigador a llevar a cabo el estudio de un nuevo farmaco que permita disminuir la
hiperactividad del musculo detrusor y que genere un menor nimero de efectos secundarios.

Especificamente, en este documento se propondra una metodologia para analizar de ma-
nera empirica el efecto de un péptido (denominado SWIP, en adelante) como tratamiento
farmacoldgico en pacientes con incontinencia urinaria. Especificamente, y con el fin de eva-
luar las consecuencias morfologicas e histolégicas de la penetracion del péptido, se extrajeron
tejidos vesicales de animales tratados con péptido SWIP, péptido ASWIP y sin péptido; y
se analizaron mediante técnicas de inmunofluorescencia y la tincién de tejido. Asimismo, se
proponen estudios para determinar el efecto del péptido sobre la respuesta contractil dentro
de los cuales, destaca el analisis del comportamiento in vitro de tejidos vesicales frente esti-
mulos de acetilcolina (un inductor de la contraccién del detrusor). Se propone realizar esto en
tejidos vesicales pretratados con distintas concentraciones de péptido SWIP para determinar
las curvas dosis-respuesta del sistema y calcular la concentracion de farmaco que inhibe el
50 % de la contraccion vesical (ECjyg). Una vez determinado este pardametro, se plantea llevar
a cabo el estudio de farmacocinética y farmacodinamia del péptido por medio de estudios in
vitro. Ademas, se propone describir el mecanismo de transporte del canal TRPM4, desde el
reticulo endoplasmatico hasta la membrana plasmatica, mediante el uso de la técnica RUSH
en tres contextos diferentes: inhibiendo la proteina EB1, EB2 y EB3, respectivamente.

Puesto que el objetivo final de este proyecto corresponde a la creacién de un nuevo trata-
miento farmacologico para pacientes con incontinencia urinaria, se describen claramente las
fases del desarrollo farmacoldgico y los andlisis a realizar en cada una de estas para permitir
asi la aprobaciéon por parte de la FDA.

Finalmente, se presenta un sistema de produccién industrial del farmaco, basado en la
sintesis recombinante de este. Para esto se analizan las etapas de sintesis, concentracion,
purificacion y envasado del péptido. Ademas, de realizar un analisis de costos y evaluar la
rentabilidad del proceso.



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo general

» Formular un modelo empirico sobre el efecto inhibidor del péptido SWIP en la contrac-
cién del miusculo detrusor de la vejiga y los posibles costos asociados a la produccion.

1.1.2. Objetivos especificos

= Evaluar las caracteristicas morfologicas e histolégicas producidas por el péptido en el
tejido vesical.

= Establecer un modelo cuantitativo del efecto inhibitorio del péptido sobre la respuesta
contractil efectuada por la acetilcolina sobre el misculo detrusor.

= Realizar el diseio y la evaluacion econémica de un proceso de producciéon del péptido
para su estudio preclinico.



Capitulo 2

Marco teorico

2.1. Incontinencia Urinaria

La incontinencia urinaria corresponde a la pérdida involuntaria de orina y afecta tanto
en mujeres como hombres, siendo la poblacién femenina la mas afectada a nivel mundial.[3]
Lamentablemente, no es posible indicar con seguridad el niimero de personas que padecen
de esta enfermedad, ya que la mayoria de los afectados se sienten avergonzados y deciden
ocultarla. De hecho, un gran porcentaje de la sociedad cree que la incontinencia urinaria es
parte de envejecer y desconocen que esta puede ser tratada.

Con el fin de facilitar la comprensién por parte de la sociedad y oficializar la definicién
de incontinencia urinaria, en el ano 2002, la Sociedad Internacional de Continencia (ICS)
procedio a describir esta enfermedad como la “queja de cualquier pérdida involuntaria de
orina”. La formalizacién de esta dolencia aumenté el nimero de investigaciones en torno
a la incontinencia urinaria y la aceptacién social de esta. [1] Mdas atn, esta enfermedad ha
generado mucho revuelo tltimamente, ya que es una condicion que genera angustia y ansiedad
en los pacientes, y afecta la calidad de vida de forma psicoldgica como fisica, ademas de llevar
consigo gastos econémicos considerables. Estos tltimos seran descritos en mayor detalle en
la seccion 2.1.4.

2.1.1. Vejiga y miccion

La vejiga es un 6rgano hueco musculo-membranoso que forma parte del aparato urinario,
junto a los uréteres, la uretra y los rinones. Este érgano se encuentra en la parte central de
la pelvis y cumple la funcién de acumular la orina formada por los rifiones. El volumen de
almacenaje de orina de este érgano puede variar entre los 300 - 400 [mL] para un adulto;
y una de sus caracteristicas principales, corresponde a su capacidad de distenderse hasta su
volumen méximo, sin modificar su presién interna. [4] En la figura 2.1 se muestra la vejiga y
el conducto uretral, ademas de los principales misculos del aparato urinario inferior.



Uretra Musculos de

la vejiga
Misculos
Misculos del esfinteres
suelo pélvico

Figura 2.1: Sistema de control de la vejiga.
Presenta el sistema urinario inferior femenino y los musculos
asociados a la miccién. En color rojo se presenta la uretra, y los
musculos del suelo pélvico se detacan en color naranjo.
Extraido de [5].

La pared vesical estda compuesta por tres capas: peritoneal, muscular, y mucosa y sub-
mucosa; donde la primera de estas corresponde a la superficie exterior de la vejiga; y la
capa de mucosa y submucosa corresponden a las capas internas de la vejiga, que mantienen
contacto directo con la orina durante su almacenamiento. Por su parte, la ldmina muscular
esta formada por tres subcapas: la externa, compuesta por fibras musculares longitudinales,
la media, formada por fibras circulares y la capa interna, caracterizada por la presencia de

fibras longitudinales al igual que la externa. [6] Esta divisién estructural se presenta de ma-
nera detallada en la figura 2.2.
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Figura 2.2: Morfologia e histologia de la vejiga.
(A) representa la morfologia de la vejiga, (B) indica la histologia del
tejido de la vejiga, es posible vislumbrar las tres capas que la
componen. Modificado de [7].



La capa muscular externa de la vejiga también conocida como musculo detrusor, tiene
la capacidad de relajarse o contraerse segin la fase de miccién y las condiciones externas;
es decir, puede relajarse para permitir el llenado de la vejiga y contraerse para liberar su
contenido. La miccion posee dos etapas bien diferenciadas: el vaciado de la vejiga y el llenado
de esta. Durante la etapa de vaciado, el esfinter externo se relaja de forma voluntaria, la
uretra se abre y la musculatura de la vejiga se contrae al mismo tiempo que se relaja el cuello
vesical; por el contrario, en la etapa de llenado, la musculatura se encuentra relajada y el
esfinter externo esta contraido. [5]

Normalmente, el proceso de liberacion de orina se produce cada 3 o 4 horas dependiendo
del volumen de liquido ingerido y la capacidad de almacenamiento de la vejiga. Otro aspecto
importante que afecta el vaciado de la vejiga corresponde al ambiente, ya que este proceso
se caracteriza por llevarse a cabo solo cuando el contexto social y el lugar son adecuados.
Multiples estudios epidemiologicos indican que una tasa de miccion igual o superior a las 8
micciones diarias provoca un efecto negativo importante en la calidad de vida de las personas,
por lo que el desarrollo de nuevas investigaciones en torno a la busqueda de innovadoras
terapias ha cobrado un rol significativo en los dltimos anos. [8]

El musculo detrusor, presentado en la figura 2.2.A y detallado en la figura 2.2.B | es
controlado por el sistema nervioso auténomo (SNA), especificamente, por el sistema nervio-
so parasimpatico. Este tltimo actiia estimulando los receptores muscarinicos de la vejiga,
asi cuando la orina llena la vejiga, los receptores M3 localizados en la vejiga son activados,
generando la contraccién del detrusor. Por otra parte, la estimulacion de los receptores M2
produce una reduccién del adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) presente en las células mus-
culares, lo que previene la relajacién vesical. Una vez que la vejiga estd vacia y las fibras
contractiles se encuentran inactivas, el sistema nervioso simpatico estimula la activacion de
los receptores 3 — 3, mediante la liberacion de noradrenalina y el aumento del cAMP, lo que
desencadena la relajacion del detrusor y el inicio de un nuevo ciclo de miccion.

Por otro lado, la activacién de las proteinas quinasas dependientes de AMP ciclico (PKA)
atentan la excitabilidad y contractibilidad del musculo liso activando los canales de potasio
dependientes de calcio. Al activar este tipo de canales, el flujo de salida de potasio es mayor,
lo que genera la hiperpolarizacion de la membrana y el cierre de los canales de calcio, en
otras palabras, son capaces de cambiar el potencial de la membrana. El cierre de canales de
calcio provoca la disminucion del calcio intracelular y la consiguiente relajacion del musculo
liso. [9]

2.1.2. Tipos de incontinencia urinaria

Actualmente, la incontinencia urinaria se clasifica en tres grandes categorias: incontinen-
cia urinaria de esfuerzo (Stress Urinary Incontinence, SUI), incontinencia urinaria de urgencia
(Urgency Urinary Incontinence, UUI) e incontinencia urinaria mixta (Mixed Urinary Incon-
tinence, MUI). El primer tipo, corresponde a aquella pérdida involuntaria de orina provocada
por situaciones de esfuerzo muscular, tales como toser, saltar o reir, en las que se incrementa
la presion abdominal y, por ende, la presion en la vejiga. Usualmente, este tipo de inconti-
nencia se caracteriza por la presencia de dano en los esfinteres uretrales y/o de los musculos



pélvicos, lo que disminuye la capacidad de almacenaje de orina, provocando la liberacion
descontrolada de esta. Existen dos grandes causas para la incontinencia urinaria de esfuerzo,
las cuales pueden presentarse de forma conjunta o independiente. Concretamente, la primera
corresponde a la disfuncion intrinseca del esfinter provocada por la insuficiente coaptacion de
las paredes uretrales, dada la debilidad del musculo uretral. Por otro lado, la segunda causa,
corresponde a la hipermovilidad uretral que se caracteriza por la debilidad en las estructuras
que conforman el suelo de la pelvis y que sostienen la uretra, lo que ocasiona el exceso de
movilidad de esta y la pérdida de orina. [10][5]

El segundo tipo de incontinencia corresponde a la incontinencia urinaria de urgencia, y
se asocia al fuerte y constante deseo de orinar debido a la contractibilidad aumentada de la
vejiga por la contraccion involuntaria del misculo detrusor. Este tipo de incontinencia puede
clasificarse en incontinencia urinaria de urgencia sensitiva e incontinencia de urgencia moto-
ra. La primera corresponde a la deteccién de impulsos por parte de los receptores internos
de tensién/presién ubicados en la pared vesical. Frente a estos estimulos, se desencadena la
liberacion de neurotransmisores que envian la senal de vaciado de la vejiga, atin cuando el
volumen de orina almacenado es reducido. Por otra parte, la incontinencia de urgencia mo-
tora se debe a la hiperactividad del musculo detrusor, la cual es provocada por el incorrecto
funcionamiento de las vias de senalizaciéon que permiten la inhibicién motora del reflejo de
miccion.

El tercer tipo de incontinencia urinaria corresponde a la incontinencia mixta; esta enfer-
medad estd caracterizada por la pérdida de orina debido a la presencia conjunta de incom-
petencia esfinteriana e hiperactividad del misculo detrusor. [10] Los pacientes con este tipo
de incontinencia suelen presentar sintomas mas severos y tener una menor respuesta ante los
tratamientos farmacologicos que los pacientes con SUI y UUI; ademas, de presentar menores
tasas de éxito ante intervenciones quirdrgicas realizadas comtinmente en el tratamiento de la
incontinencia urinaria de estrés.

2.1.3. Hiperactividad vesical

Al observar de manera detallada el estimulo de miccion, este puede ser analizado como
un proceso en que el circuito nervioso, el cerebro y la médula espinal actiian de manera
conjunta y coordinada, para controlar la actividad del musculo liso en la vejiga y la uretra.
Este actuar es posible gracias a la presencia de células del sistema nervioso parasimpético
y del simpatico. Concretamente, los nervios pélvicos parasimpaticos estan involucrados en
la contraccién de la vejiga y la relajacion de la uretra. Por otra parte, los nervios lumbares
simpaticos estan vinculados con la relajacion del cuerpo de la vejiga, y el nervio pudendo,
ademas de la estimulacion del esfinter uretral externo. Durante la fase de llenado, el sistema
nervioso simpatico y el pudendo estan activados, para mantener la uretra cerrada, y el sistema
nervioso parasimpatico se encuentra inhibido para facilitar la relajacion de la vejiga. Por el
contrario, en la fase de evacuacion los roles se encuentran invertidos, ya que el sistema nervioso
parasimpético estd activo y el sistema nervioso simpatico y el pudendo estén inactivos. [11]

El principal neurotransmisor responsable de la senalizacion del impulso nervioso asociado
a la miccion, y la posterior contractibilidad vesical corresponde a la acetilcolina. Esta mo-
lécula activa los receptores muscarinicos presentes en los miocitos del detrusor y provoca el



incremento de la concentracién de calcio intracelular. Actualmente, se han identificado 5 tipos
distintos de receptores muscarinicos para acetilcolina, localizados en el urotelio, las células
intersticiales, las fibras nerviosas y el musculo detrusor. Particularmente en este tltimo, los
subtipos predominantes corresponden al tipo M2 y M3 con un porcentaje de dominancia de
aproximadamente 75% y 25 %, respectivamente. A pesar de que los receptores tipo M3 se
encuentran en menor proporcién en el detrusor, se cree que estos cumplen un rol principal
en la contraccién de la vejiga; puesto que en estudios realizados anteriormente se descubrio
que la unién entre acetilcolina y los receptores M2 genera la relajacién del muisculo detrusor,
proceso contrario a la contraccion muscular.

Existen dos grandes factores asociados a la hiperactividad vesical: el factor miogénico y el
neurogénico. Especificamente, en aquellos pacientes cuya enfermedad estd desencadenada por
un factor miogénico, la hiperactividad se caracteriza por la generacién de una mayor potencia
contractil frente a la activacién de las fibras musculares. Esto surge como consecuencia de
los potenciales auténomos espontaneos de actividad del Ca?* celular, y las oscilaciones de
membrana originadas a partir de la afluencia extracelular y la liberacién intracelular de Ca?*
en las células del musculo liso. Estos cambios morfologicos pueden estar relacionados con la
edad o ser resultado de dano nervioso y/o lesiones en estos. [12] Por otro lado, si la enfermedad
estd relacionada a factores neurogénicos, los danos en las vias inhibitorias del cerebro y la
médula espinal, o la sensibilizacién de terminales de la superficie de la vejiga pueden provocar
la hiperactividad del musculo liso.

2.1.4. Costos asociados a la Incontinencia Urinaria

La incontinencia urinaria de urgencia es uno de los sintomas principales del sindrome de
la vejiga hiperactiva (OAB), y debido a la dificultad existente para dividir estas poblaciones
en dos grupos aislados, la determinacion de datos estadisticos con respecto al ntimero de
afectados de UUI no es exacta, y la informaciéon publicada en las principales revistas de
urologia del mundo corresponde a datos del sindrome OAB y no de UUI en particular.

La UUI es una patologia que afecta la calidad de vida de los pacientes en multiples ambi-
tos, restringiendo la realizacién de actividades cotidianas en base a la existencia y facilidad
de acceso a sanitarios. Las actividades e interacciones sociales, al igual que las interacciones
interpersonales, se ven afectadas debido a la constante sensacién de inseguridad y vergiien-
za. Esto disminuye el bienestar psicolégico, y aumenta las tasas de depresion y ansiedad en
individuos con UUI en comparacion con aquellos que no poseen esta enfermedad. Ademas
del alto efecto emocional, esta enfermedad trae consigo un importante impacto econémico.
De hecho, durante un estudio realizado en Estados Unidos en el afio 2007, se determiné que
el costo nacional del OAB fue de 66 billones de ddlares, lo que correspondia al 3% del gasto
nacional total en salud de ese anio (2007). De esos 66 billones, 52 billones de délares estaban
asociados a costos directos y los 14 billones restantes correspondian a gastos indirectos de la
enfermedad. [13]

Los costos vinculados a esta enfermedad se pueden separar en costos directos e indirectos,
como se menciona anteriormente; donde los primeros corresponden a los cuidados de rutina
tales como la compra de suplementos para la incontinencia, el costo en lavado y el secado,
y los costos relacionados al tratamiento farmacolégico de la enfermedad. Por otro lado, los



costos indirectos corresponden a aquellos atribuibles a la enfermedad pero no pertenecientes
al sindrome de OAB. Dentro de los costos indirectos mas comunes destacan las infecciones
del tracto urinario, infecciones en la piel y hospitalizaciones varias. En el estudio mencionado
anteriormente, se determiné que el costo anual promedio per capita de los gastos directos e
indirectos, correspondia a $1.477 y $426 délares americanos, respectivamente. [14] Al analizar
de manera especifica el origen de los costos per cépita, se observa que el 75 % de estos corres-
ponden a gastos médicos directos, el 22 % corresponde a la disminucién en la productividad
del paciente y el 4% restante a los costos indirectos no médicos. [15]

En base al estudio realizado en el ano 2007, y estimando los costos asociados al sindrome
OAB, se prevé que el gasto nacional por OAB de Estados Unidos para el ano 2020 correspon-
dera a 82,6 billones de dolares. Cabe destacar que se espera que el valor real sea mayor que
el pronosticado, ya que se considera que los gastos sufrirdn un incremento del 25 %, y que
aumentard la poblacién con UUI en un 25 %, en comparacién al afio 2007, debido al enve-
jecimiento de la sociedad. Otros factores capaces de alterar la prediccién del gasto nacional
corresponden al alto costo anual de cuidados especiales para un individuo perteneciente a la
poblaciéon mayor de 85 anos (aproximadamente US$5.780) y la omisién en el estudio de los
costos asociados a incontinencia urinaria de esfuerzo. [14]

2.1.5. Tratamiento actual

En los dltimos estudios realizados, se registra que para los adultos mayores de 18 anos, el
predominio de cualquier tipo de UUI varia entre el 1,5 % - 14,3 % para la poblacién masculina
y entre 1,6 % y 22,8 % para la poblacién femenina. Por otro lado, los estudios realizados en
adultos mayores de 30 afios indican que para este grupo en particular, el porcentaje varia de
1,7% a 13,3% en hombres, y entre 7% y 30,3 % en mujeres. [3]

Como se puede inferir del parrafo anterior, la UUI es una enfermedad comun en hombres
y mujeres de diversas edades. Lamentablemente, esta enfermedad puede afectar severamente
la calidad de vida de los pacientes y desencadenar enfermedades psicologicas graves. Con el
fin de disminuir estos efectos indeseados, se han desarrollado diversos tratamientos, dentro de
los cuales el mas empleado por los pacientes (pero menos recomendado por los especialistas),
corresponde al cambio en los habitos de vida en combinaciéon con una terapia farmacolo-
gica para controlar la contraccién del musculo detrusor y la actividad uroterial. [2] En el
tratamiento conductual, el principal cambio recomendado por profesionales corresponde a la
disminucién del consumo de liquidos, especificamente de bebidas carbonatadas y con altas
concentraciones de cafeina, ademas del entrenamiento diario de los muisculos pélvicos. A pesar
de ser una de las terapias mas aplicadas, no existe suficiente informacién sobre la efectividad
de este tratamiento y de los niveles de adherencia al tratamiento, por lo que suele usarse
como complemento de la terapia farmacolégica y no solo.

Con respecto a la terapia farmacologica, la mayoria de los tratamientos actiian bloqueando
los receptores muscarinicos encargados de detectar la acetilcolina y desencadenar el aumento
de calcio intracelular. Estos medicamentos, més conocidos como anticolinérgicos, correspon-
den a la primera opcién de tratamiento farmacolégico, sin embargo, debido a sus multiples
efectos secundarios, no pueden ser utilizados por toda la poblacién. Por esta razon, es nece-
sario realizar un balance previo entre los efectos adversos, los sintomas de la enfermedad y



la eficiencia clinica del farmaco antes de iniciar tratamiento con este tipo de drogas. [16]

Dentro de los medicamentos anticolinérgicos, la oxibutinina corresponde a la principal
droga recomendada por especialistas para el manejo de la UUI. Si bien este farmaco posee
mayor afinidad por los receptores M1y M3 que por los M2, sus efectos secundarios, tales como
la sequedad bucal, el incremento de accidentes y caidas en pacientes de edad, y las multiples
consecuencias cognitivos hacen que solo una minoria de los pacientes puedan mantener el
tratamiento por més de 6 meses. [17][2]

La tolterodina corresponde a otro de los medicamentos empleados en esta enfermedad.
Este farmaco presenta una mayor selectividad por los receptores muscarinicos presentes en
la vejiga que por aquellos ubicados en las glandulas salivales, sin embargo los pacientes han
presentado varios efectos secundarios, dentro de los cuales destacan la sensaciéon de mareo,
somnolencia, dolor de cabeza y sequedad ocular. [18]

Otros farmacos antimuscarinicos empleados en el tratamiento de la UII son el trospio, la
solifenacina y la darifenacina. A pesar de que estos medicamentos inhiben competitivamente
los receptores M3, estas proteinas de membrana se encuentran en varios tejidos como el tejido
glandular, muscular, endotelial y nervioso, lo que genera que los medicamentos mencionados
anteriormente tengan grandes efectos secundarios dentro de los cuales destacan las nauseas,
taquicardia, dolor abdominal, trastornos obstructivos gastrointestinales, sequedad ocular y
bucal e insomnio; ademds de afectar la capacidad de conducir del paciente. [19][20][21]

La ultima adicién al tratamiento farmacologico de la incontinencia urinaria de urgencia
corresponde al mirabegrén. Este es el primer farmaco comercializado que actiia como agonista
selectivo de los receptores beta 3 adrenérgicos de la vejiga, estimulando a estos receptores
y aumentando la concentraciéon de cAMP. Gracias a que estos receptores no se encuentran
en las glandulas salivales, este medicamento no posee los mismos efectos secundarios que los
farmacos muscarinicos. Sin embargo, esta droga no esta exenta de efectos indeseados, ya que
los receptores beta 1 y beta 2 se encuentran en el corazén y se ven afectados por el uso de
mirabegron, lo que prohibe su uso en pacientes hipertensos o con arritmias cardiacas. Esto
genera un gran problema, puesto que el 2015 existian aproximadamente 1.130 millones de
personas hipertensas en el mundo y se pronostica un aumento constante de individuos con
esta enfermedad. Ademas, los receptores beta 3 estan presentes en el tejido adiposo, en donde
estimulan la lipdlisis y provocan la pérdida de peso. Asimismo, este farmaco tampoco esta
recomendado para pacientes con insuficiencia renal ni insuficiencia hepatica, lo que disminuye
considerablemente el piblico objetivo. [22][23]

2.2. Contraccion muscular

El calcio intracelular actiia como segundo mensajero frente a estimulos externos e inter-
nos de la célula cumpliendo un rol fundamental en la contraccion muscular. En este caso
en particular, el ion Ca?" interacttia con proteinas reguladoras que en ausencia del catién
previenen la interaccién entre las fibras de actina y miosina. Al producirse un incremento en
la concentracién de calcio intracelular este forma un complejo con las proteinas inhibidoras,
lo que facilita la interaccion entre las fibras de actina y la miosina, permitiendo la formacion
de actomiosina y desencadenando la contraccién muscular.
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En el miusculo liso, a diferencia del musculo esquelético y cardiaco, el ciclo de con-
traccién y relajacion esta ligado a procesos de desfosforilazacion y fosforilacién regulados
por la concentracion de calcio intracelular, y mediados por enzimas fosfatasas y quinasas,
respectivamente.[24] El incremento de la concentracién de Ca*™ intracelular puede deberse
al ingreso del ion mediante canales dependientes de voltaje y/o la liberacién de este desde los
depositos intracelulares. Una vez que aumenta la concentracién de calcio intracelular, este
se une a la enzima calmodulia provocando el cambio conformacional de ella, lo que permi-
te que ahora pueda fosforilar otras proteinas y controlar la actividad de estas. El complejo
Ca?*-calmodulina activa la quinasa MLCK (por sus siglas en inglés, Quinasa de la Cadena
Ligera de la Miosina), que fosforila la cadena ligera de miosina localizada en la cabeza de
esta (region de unién a actina). La fosforilacién de miosina genera un cambio conformacional
en ella, el cual facilita la estimulacién de la actividad enzimatica de la miosina ATPasa por
parte de la actina, produciendo la contraccién muscular. [25]

La contracciéon muscular también puede ocurrir en ausencia de cambios en la concentracion
de calcio intracelular, mediante la via RhoA/Rho quinasa (ROCK). Esto se produce ya que,
en estado de relajacion, la proteina RhoA se encuentra unida a una GTPasa de manera
inactiva, y ante el estimulo externo de contracciéon se une a la enzima Rho quinasa de la
membrana celular activando la proteina Rho-GTP. Posteriormente, el complejo Rho-GTP
activo se asocia con ROCK en la membrana y la activa. Esta tltima, en su forma activa,
fosforila la enzima MLCP (por sus siglas en inglés, Fosfatasa de la Cadena Ligera de la
Miosina) inactivindola, favoreciendo la actividad de MLCK y permitiendo la contraccién
del musculo liso. [24] Este proceso se ve facilitado por la activacién de la enzima FAK (por
sus siglas en inglés, Quinasa de Adhesion Focal) que transmite la fuerza generada por la
activacion del miofilamento a la matriz extracelular y al resto del tejido muscular. El proceso
de contracciéon muscular mencionado anteriormente se expone en la figura 2.3.
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Figura 2.3: Mecanismo de contraccién muscular.
Representa el sistema de contracciéon producido ante el incremento de
calcio intracelular y/o frente a la activacion de Rho-GTP. Los canales

muscarinicos M2 y M3 estan identificados en color azul y
corresponden a los receptores de membrana Gq y Gi,
respectivamente. Modificado de [26].
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Otro mecanismo que estimula la contraccion del detrusor corresponde a la accién conjunta
de las enzimas FAK/Rac, ya que la proteina FAK activa a la proteina Rac 1, dénde Rac 1
es una de las proteinas pertenecientes a la familia de Rho-GTPasas. [27]

2.3. Canales de calcio

Muiltiples procesos celulares, tales como la secrecion de neurotransmisores, el crecimiento
celular y la migracion celular, asi como la ya mencionada contraccién muscular, estan ligados
directamente con la concentracion de calcio dentro de la célula. La concentracion de este ion
en el compartimiento intracelular depende directamente de la accién de canales de calcio que
transportan el cation Ca’t desde y hacia el interior de las células por medio de proteinas
integrales de membrana. Las proteinas de membrana capaces de transportar calcio se pueden
dividir segiin el mecanismo de excitacién, separandose en 4 tipos: canales activados por voltaje
(VOC), canales activados por receptores (ROC), canales activados por segundos mensajeros
(SMOC) y canales activados por depédsitos (SOC). Particularmente, el primer mecanismo
mencionado es dominante en células excitables y los tltimos 3 son dominantes en células no
excitables. [28]

2.3.1. Canales de calcio activados por voltaje

Los canales de calcio activados por voltaje se abren ante una brusca despolarizacion de
la membrana plasmatica, generando la rapida entrada de cationes a la célula a favor del
gradiente electroquimico. Este proceso se ve favorecido, ya que la concentracion intracelular
de calcio es aproximadamente 10.000 veces menor que la existente en el medio extracelular,
teniendo un valor aproximado de 100 nM y 100 mM, respectivamente. Como el flujo de iones
es un proceso ligado al voltaje, una vez que se repolariza la membrana plasmatica los canales
se cierran para impedir el paso del ion. [2§]

Los VOC pueden agruparse conforme a sus propiedades biofisicas y farmacologicas o
segin su umbral de activacion. Al clasificarlos segin el umbral de activacién, se pueden
obtener dos grande grupos: los canales de alto umbral (HVA) y los de bajo umbral (LVA).
La diferencia entre los canales LVA y los HVA radica en que estos tltimos forman complejos
heteromultiméricos asociando tres subunidades auxiliares (3, ay — 6,7) con la subunidad ay
para asegurar la activacién y desactivacion del canal, asi como la expresion e incorporacion

de este a la membrana del canal iénico. [29][30] En la figura 2.4 se presenta la estructura de
los canales VOC (HVA).
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Figura 2.4: Estructura canales de alto umbral (HVA) de
calcio.

Presenta los dominios y subunidades que componen este tipo de
canales. Los segmentos transmembrana de cada dominio estan
enumerados del 1 al 6, de izquierda a derecha. La cadena
aminoacidica que conforma el poro entre los segmentos 5 y 6 de cada
dominio se encuentra marcada en color verde y las subunidades
auxiliares, 3, as — 0 , v estdn representadas por los colores amarillo,
morado y verde, respectivamente. Extraido de [29].

2.3.2. Canales de calcio no activados por voltaje

Con respecto a los canales no activados por voltaje, la activacion de los ROC se debe a
la union de un agonista al receptor extracelular, lo que permite la apertura del canal, y la
entrada y/o salida de calcio. Asimismo, la actividad de los SOC depende de ciertas moléculas
que son liberadas al interior de la célula, y que actiian como segundos mensajeros iniciando la
reaccion en cadena y provocando transporte de calcio. Por otro lado, los canales activados por
deposito, se abren tras el vaciamiento de los acopios intracelulares de calcio; principalmente
por la liberacion del calcio almacenado en el reticulo endoplasmico. Este proceso inicia con
la sintesis y difusion de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) en el citoplasma como consecuencia de
una senal externa. Una vez que el IP5 llega a los canales de calcio ubicados en la membrana
del ER, esta molécula activa los canales y produce la liberacién del cation.[31]

La liberacién de Ca?" es un mecanismo de reacciéon celular denominado respuesta SOCE
(por sus siglas en inglés, Entrada de Calcio Dependiente de Depésito), y es particularmente
importante en células excitables, aunque también esta relacionado funcionalmente con orga-
nulos intracelulares que participan en la homeostasis del calcio intracelular. [28] Los diferentes
tipos de canales de calcio, se presentan en la figura 2.5.
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Figura 2.5: Mecanismos de activaciéon canales de calcio.
Expone los cuatro tipos de canales de calcio no activados por voltaje
y sus mecanismos de activacion. El reticulo endoplasmatico se
presenta en color café. Modificado de [32].

En la imagen presentada anteriormente, se indica (analizando la figura de izquierda a
derecha) que ante una despolarizacion de la membrana plasmatica, los canales VOC se ven
afectados, permitiendo el ingreso de calcio a la célula. Asimismo, se expone que ante la
interaccion de segundos mensajeros los canales tipo SMOC se activan. También, se indica
que frente a la liberacion de calcio de los depdsitos intracelulares, los canales SOC sufren
una modificacién la cual permite el ingreso de calcio. En el ultimo segmento se presenta el
mecanismo de activacion de los canales ROC, donde la interacciéon de una molécula agonista
del receptor con este permite el ingreso de calcio.

2.4. Proteinas transmembrana activadas por calcio

El ion calcio, ademas de participar en la contraccién muscular, juega un rol primordial
en la activacion de proteinas transmembrana que acttian de manera no selectiva, y que
transportan distintos iones desde y hacia el interior celular. Los canales que realizan esto
son conocidos como canales CAN por sus siglas en inglés, Calcium Activated Non-Selective
Cation Channel, y son de gran importancia en la regulacién celular. Actualmente, existe una
amplia investigacion entorno a estas proteinas. Dentro de esta clasificacion la familia de los
canales i6nicos TRP (por sus siglas en inglés, Transient Receptor Potencial Channels) es uno
de los mas estudiados, ya que se encuentran localizadas en la membrana plasmatica y poseen
diversas funciones entre las que se destacan la mediacién de procesos como: la vision, el tacto,
la audicién, y la deteccién de cambios de temperatura y sabores. [33]
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2.4.1. Canales TRP

La superfamilia de canales TRP es la familia de canales cationicos con mayor diversidad
de mecanismos de activacién y selectividades que cualquier otro grupo de canales idnicos.
Estos canales son permeables a distintos cationes, siendo principalmente permeables a calcio
y magnesio (Ca®™ y Mg?T). Los canales pertenecientes a esta familia poseen una estruc-
tura comun caracterizada por la presencia de seis dominios transmembrana donde la zona
permeable a cationes esta situada entre el quinto y sexto dominio. Ademas, los extremos N
y C- terminal corresponden a dominios intracelulares, creyéndose que los extremos amino y
carboxil estan encargados de la regulacion del canal y la disposicion de este. La estructura
de los canales se presenta en la figura 2.6. [34]
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Figura 2.6: Estructura canales TRP.

La abreviatura TM representa a las proteinas transmembrana que
conforman cada dominio. Ademas, se encuentra destacada en color
rojo la zona aminoacidica que interactiia con lipidos endégenos o
agentes farmacolégicos. Entre los dominios TM5 y TM6 se encuentra
el poro del canal. Modificado de [33].

Estos canales presentan un rol primordial en la deteccién por parte de las células de los
cambios producidos en el ambiente y la interpretacién de estos. Los canales TRP actiian como
transductores de senales alterando el potencial de membrana o la concentraciéon de calcio
intracelular. En relacién a esto ultimo, la familia de canales TRP es capaz de contribuir a los
cambios de calcio intracelular, anadiendo mecanismos de entrada del catién hacia la célula,
modificando el potencial de membrana e incrementando la fuerza que permite la entrada de
Ca?*, o facilitando la liberacién de este desde organelos intracelulares.

Dentro de los canales TRP existen 7 familias divididas segin la homologia estructu-
ral, clasificindose de la siguiente manera: TRPC (cldsicos o canénigos), TRPV (vainilloi-
des), TRPM (melastatina), TRPA (homélogos de la proteina ANKTM), TRPP (policistina),
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TRPML (mucolipina) y TRPN (homdlogos de la proteina NOMP-C). Estas familias no estan
completamente caracterizadas, pero han captado el interés de los cientificos por su relacion
con multiples enfermedades humanas. Las diferentes familias de canales TRP se presentan
en la figura 2.7. [35]

TRPC TRPV TRPM TRPA
+++ +++ 4+ +++
I‘I il C&oplasma rq
A
A 4+ NI 44+ e e+
A N
N N
c c C v \J Cc
TRPP TRPML TRPN
+4+ it 44
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44 N +4+4 C L
N
v C

Figura 2.7: Familia de canales TRP.
Las repeticiones de anquirina, el poro del canal y los cationes estan
representadas por la letra A, Py por el simbolo (+++),
respectivamente. Modificado de [34].

2.4.1.1. Canal TRPM4

Un subtipo de la familia TRPM corresponde a la proteina TRPM4 que transporta iones de
Na™, K*, Cs™ y Li*(en ese orden de afinidad) desde el espacio extracelular al citoplasma. La
importancia de esta proteina en las células excitables, radica en su capacidad de transformar
un cambio en la concentracién de calcio en un cambio en el potencial de membrana.En la
figura 2.8 el mecanismo de accién de este canal. [36][37][38]
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Figura 2.8: Efecto del canal TRPM4 sobre la concentracién
de calcio intracelular y cambio de potencial.
Se presenta el sistema en cascada que actiia desde la recepcion de un
agonista de los receptores asociados a proteinas G hasta la activacién
de los canales de calcio dependientes de voltaje. Estos canales se

indican en color verde y rojo; y el canal de TRPM4 se presenta en
color café. Modificado de [39].

Concretamente, en la figura 2.8, se presenta que ante la apertura de los canales de calcio
reticulares inducidos por la presencia de inositol trifosfato, las moléculas de calcio interactian
con el canal TRPM4, activandolo y permitiendo el ingreso de sodio al espacio citoplasmatico.
Si bien, la entrada de sodio no presenta un incremento en su concentracién intracelular, si
genera la despolarizacion de la membrana lo que incrementa el flujo de calcio por los canales
dependientes de voltaje.

Acorde con las nuevas investigaciones se ha determinado que este canal a su vez posee
efectos en la activacion de la proteina FAK, ya que participa en el desarmado de los complejos
proteicos. Asi, al incrementar el porcentaje de canales TRPM4 activos, la fuerza generada
ante la activaciéon de los miofilamentos se transmite al resto del tejido del musculo liso. [40]
Por otra parte, en un estudio realizado por (kullmann et. al, 2019) se ha demostrado que el
aumento de la expresion de canales TRPM4 esta relacionado con enfermedades del tracto
urinario inferior tales como la incontinencia urinaria.[41] La expresién superficial del canal en
la membrana plasmatica esta dado por el balance entre el trafico anterégrado y retrogrado
del canal. El trafico anterégrado, corresponde al paso desde el reticulo endoplasmatico hacia
el aparato de golgi y la realizacion de posteriores modificaciones que permiten la maduracion
del canal. Por el contrario, el trafico retrogrado corresponde al paso desde el aparato de golgi
hacia el reticulo endoplasmatico, luego de la endocitosis de la proteina desde la membrana
plasmatica.

Asimismo, gracias a la investigacién realizada por (Blanco et al., 2019) es posible concluir
que las proteinas End-Binding 1 (EB1), End-Binding 2 (EB2), End-Binding 3 (EB3) inter-
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actian con el canal TRPM4 y poseen un rol fundamental en la maduracion de este. [42] Las
tres proteinas EB estén relacionadas con la regulacion de la dindmica de los microtibulos, el
ciclo celular, la migracion y diferenciacion celular, ademas del trafico de proteinas. Especifica-
mente, estas proteinas se unen a los canales TRPM4 al reconocer una secuencia aminoacidica
especifica y altamente conservada denominada motivo SxIP. La secuencia caracteristica de
este motivo es: Serina-x-Isoleucina-Prolina, donde "x", puede ser cualquier aminoacido. El
péptido con esta secuencia se une a las proteinas EB dimerizadas. Su ubicacién en el canal

se presenta con mayor detalle en la figura 2.9.
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Figura 2.9: Motivo SWIP del canal TRPMA4.
Se muestra la disposicion espacial del canal TRPM4, sus dominios y
el motivo de interaccion con las proteinas EB. Se detalla la secuencia
correspondiente a SxIP. Modificado de [33].

Dentro de la informacién proporcionada por la investigacion de (Blanco et al., 2019),
destaca el hallazgo asociado la funcién de las proteinas EB1 y EB2 en el trafico y la activi-
dad de los canales, y la expresion de estos en la superficie celular. Otro descubrimiento de
esta publicacion radica en identificar que las funciones mencionadas anteriormente, no se ven
afectadas ante el silenciamiento de la proteina EB3, lo que podria indicar la baja interaccion
de esta proteina EB con el canal TRPM4. Estas propuestas nacen a partir del estudio de
la interaccién entre estas proteinas (EB1, EB2 y EB3) y las tres conformaciones distintas
del canal TRPM4: motivo SWIP eliminado, motivo SWIP alterado en sus dos ultimos ami-
noacidos y motivo normal. [42] En esta misma investigacion, se afirma que frente la delecién
del motivo SWIP de los canales, la interacciéon con la proteina EB1 se ve suprimida y que
ante la mutacién del motivo en sus dos tltimos aminoacidos (ASWIP), se elimina la inter-
accion con las proteinas EB1 y EB3, pero no asi con la proteina EB2. Asimismo, se sefiala
la importancia del motivo en el transporte del canal desde el reticulo endolplasmético (ER)
al aparato de golgi, pero no se detalla el mecanismo de transporte del canal ni las proteinas
EB relacionadas con cada etapa. El mecanismo de transporte se presenta en la figura 2.10,
donde EB representa a las proteinas End-Binding que permiten el transporte de canal hacia
la membrana.
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Figura 2.10: Transporte del canal TRPMA4.
Representa el trafico anterogrado del canal TRPM4, desde el reticulo
endoplasmatico a la membrana plasmatica. En color azul se
presentan las diferentes proteinas EB. Modificado de [42].

Para determinar el mecanismo de transporte se pueden utilizar péptidos especificos que
inhiben competitivamente la interaccion entre el canal y las proteinas EB, ya que poseen
una secuencia de union al sitio SWIP. Estas macromoléculas estan conformadas por la se-
cuencia de penetracion celular TAT (Twin-Arginine Translocation System), los primeros 21
aminodcidos del motivo de unién SWIP y el epitope de hemaglutinina (HA) para facilitar
su identificacién. A partir de lo anterior, se pueden sintetizar tres péptidos, donde el prime-
ro posee la secuencia SWIP completa, el segundo corresponde al péptido con la secuencia
SWNN (el cual denominaremos ASWIP en adelante) y el tercero es el péptido sin el motivo
SWIP, es decir, solo con la secuencia TAT y el epitope de reconocimiento de hemaglutinina.

Especificamente, en esta investigacion se sintetizara quimicamente el péptido con el mo-
tivo SWIP mencionado anteriormente y se analizara su eficiencia como inhibidor de la ma-
duracion del canal TRPM4. Ademaés, se estudiara su uso como potencial tratamiento farma-
cologico de la incontinencia urinaria. El mecanismo de accion del péptido SWIP se presenta
en la siguiente figura 2.11.
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Figura 2.11: Mecanismo de acciéon péptido SWIP.

Se presenta el efecto esperado del péptido SWIP como tratamiento
farmacoldgico para la incontinencia urinaria. El péptido SWIP se une
al motivo SWIP de las proteinas EB inhibiendo la interaccion entre
estas y el canal, impidiendo asi la maduracion del canal. Modificado

de [42].

De esta manera, se propone crear un nuevo farmaco que genere menos efectos secun-
darios que los producidos por la terapia farmacoldgica actual, basandose en tres principios
fundamentales: el rol del canal TRPM4 en la contractilidad del musculo detrusor, la dismi-
nuciéon de la contraccién del detrusor al inhibir la interaccién entre el canal TRPM4 y las
proteinas End-Binding; y la alta expresion del canal TRPM4 en pacientes con incontinencia
urinaria. Ademas, debido a que el sistema renal de un ser humano reabsorbe el 99 % del
fluido, se espera que la concentracion de péptido en la orina sea hasta 100 veces mayor que la
plasmatica, incrementando las posibilidades de emplear el péptido SWIP como tratamiento
farmacoldgico.
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Capitulo 3

Metodologia

La presente investigacion tiene como objetivo presentar un modelo de estudio de la apli-
cabilidad del péptido SWIP como inhibidor de la interacciéon entre las proteinas EB y el
canal TRPM4, y su posible uso como supresor de la contracciéon del musculo detrusor de
la vejiga. Ademads, se busca plantear una metodologia para el correcto desarrollo farmaco-
légico de la droga y su posterior aprobacion por la FDA. Para ello se separa el estudio en
una investigacion cuantitativa y una cualitativa, cuyos procedimientos son explicados en los
siguientes apartados. Particularmente, en la primera seccién de la metodologia se expone el
procedimiento realizado para llevar a cabo el primer objetivo del trabajo que busca evaluar
las caracteristicas de penetracién del péptido en la vejiga y las consecuencias morfoldgicas
en el tejido vesical (ver seccién 3.1). Para facilitar el entendimiento, y explicar el protocolo
realizado se presentan los diagramas de flujo de cada etapa del procedimiento y se explican
las acciones realizadas en cada fase.

Una vez explicitada la metodologia realizada para responder el primer objetivo, se expone
el procedimiento propuesto para determinar el efecto del péptido sobre la respuesta contractil
efectuada por la acetilcolina sobre el musculo detrusor, y el mecanismo de transporte y las
proteinas EB involucradas en cada etapa del trafico del canal TRPMA4.

En las secciones 3.2, 3.3 se presentan las recomendaciones metodolégicas propuestas. Los
procedimientos indicados en este apartado fueron formulados en base a la estrategia llevada
a cabo en otras investigaciones del mismo indole. Asimismo, en la seccién 3.4 se presenta el
procedimiento sugerido para desarrollar el estudio farmacoldgico del péptido. De este modo
se establece la base para la futura investigacion cuantitativa.

Finalmente, en el apartado 3.5 se explica el procedimiento realizado para disefiar el sistema
de productivo del péptido en estudio, y el analisis de los costos asociados a su produccion
recombinante y a la compra directa de este en el mercado.
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3.1. Penetracion del péptido y consecuencias morfolo6-
gicas

3.1.1. Inmunofluorescencia

Extraccion e Bloqueo de Tincion con

inclusion de los » Des:_zraflnaflon € » anticuerpos » anticuerpos
tejidos el rg endégenos primarios

Tincién con
anticuerpos
secundarios

permanente de
tejidos

Montaje Tincién de « Eliminacién de

nucleos autoflorescencia

Figura 3.1: Metodologia inmunofluorescencia.
Diagrama de la metodologia realizada para llevar a cabo la
inmunofluorescencia del tejido vesical para el estudio de la

penetraciéon y las consecuencias morfologicas del uso del péptido
SWIP. Fuente propia.

Se emplearon tejidos de vejigas previamente fijados en formaldehido e incluidos en pa-
rafina, y seccionados segin su disposicién espacial. Para desparafinar e hidratar los tejidos
estos fueron sumergidos en 3 soluciones distintas de xilol y en 5 soluciones de etanol. Con
el fin de favorecer la desparafinacion, se emplearon concentraciones descendientes de alcohol
etilico (100% - 70% v/v) y cada placa se sumergié por 5 minutos en cada soluciéon. Una
vez hidratados los tejidos, se extrajo el etanol remanente limpiando con agua destilada y se
suspendieron las placas en buffer TrissEDTA [100 mM, pH 9,(e-5134, Sigma)| a 80°C por
30 minutos. Las placas fueron limpiadas empleando agua destilada. Ademas, se delimité el
area alrededor de los tejidos usando un lapiz hidréfobo. El bloqueo de los anticuerpos en-
dbgenos (o inmunoglobulinas endégenas, Ig) de ratén se realizé diluyendo Ig-G Anti-Mouse
(H+L) hecho en cabra (1:500 v/v) en solucién de bloqueo [FBS 10 % v/v (SV30160.03; GE
Healthcare), DPBS 10% v/v, Tritén X-100 1% v/v (10789704001, MilliporeSigma)] por 1
hora a temperatura ambiente. Para favorecer la tincién homogéneo de los anticuerpos se
realiz6 la incubacién en el rocket. La tincién con anticuerpos primarios (excepto el control)
de Anti-TRPM4, Anti-actina de musculo liso («-SMA) y Anti-hemaglutinina tag (HA) se
realiz6 incubando los tejidos durante la noche a 4°C. Posteriormente se recuper6 la solucién
de anticuerpos primarios y se lavaron los tejidos 3 veces con una solucion de DPBS con Tritén
X-100 (DPBS-Tritén X-100) al 1 % v/v. Una vez pasados los 15 minutos de lavado (5 minutos
cada lavado), los anticuerpos secundarios fueron incubados durante 3 horas a temperatura
ambiente. Los anticuerpos secundarios fueron extraidos del tejido lavando con DPBS durante
5 minutos. Los anticuerpos empleados en este estudio se presentan a continuacién en la tabla
3.1.

Luego se prepararon los tejidos incubandolos con el kit de eliminacién de autoflorescencia
por 5 minutos a temperatura ambiente. La solucién remanente fue lavada usando DPBS.
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Tabla 3.1: Anticuerpos primarios y secundarios utilizados durante la
inmunofluorescencia del tejido vesical.

| Anticuerpo | Isotipo | Dilucion | Origen | N° catalogo
Rabbit anti-TRPM4 leG 1:100 Alomone ACC-044
(H+L)
Mouse anti-a-SMA IgG2a 1:200 Sigma Aldrich A2547
Mouse Anti-HA IgG2b 1:50 Roche 11 583 816 001
Goat F(ab) Anti-Mouse 18G 1:500 ABCAM ab6668
(H+L)
Alexa Fluor 647-conjugated ‘ Thermo Fisher
goat anti-mouse [gG1 i 1100 Scientific AZ1240
Alexa Fluor 555-conjugated ‘ Thermo Fisher
goat anti-mouse [gG2a i 1:100 Scientific A21137
Alexa Fluor 488-conjugated ‘ Thermo Fisher
goat anti-rabbit 1gG i 1:100 Scientific AL1034

Posteriormente se adicioné DAPT (H1399, Thermo Fisher Scientific) a dilucién de 1:5000
v/v durante 5 minutos y se lavé con DPBS. Finalmente, se montaron los tejidos adicionando
8 nL de agente sellante (Prolong Gold Antifade Reagent, P36930, Thermo Fisher Scientific).

3.1.2. Tincién hematoxilina-eosina (HE)

Extraccion e T finacid Incubacidn en
inclusion de los es:.:ra tmafwn € hematoxilina de
tejidos idratacion Harris

Ajuste de
contraste

Montaje
permanente de
tejidos

Deshidratacion Diferenciacion
de las muestras de ntcleos

Figura 3.2: Metodologia tincion HE.

Diagrama de la metodologia realizada para llevar a cabo la tincion
con hematoxilina - eosina del tejido vesical para el estudio de la
penetraciéon y las consecuencias morfologicas del uso del péptido

SWIP. Fuente propia.

Este método es uno de los mas empleados en el diagnostico médico, ya que permite
tenir estructuras de manera diferenciada segtin la carga neta de estas. La hematoxilina es
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un colorante catiénico afin a las estructuras negativas tales como el nticleo, mientras que la
eosina es un colorante aniénico que permite tenir el citoplasma celular. Mediante esta técnica,
se pueden diferenciar los nucleos, coloreados azul, del citoplasma tefiido de color rosado.

Con el propésito de realizar la tincién de hematoxilina-eosina, se emplearon tejidos de
vejigas previamente incluidos en parafina y seleccionados segiin su disposicion espacial; luego
de esta eleccidn, se inicié la desparafinacion de las muestras. Para esto se sumergieron las
muestras en 2 soluciones de xilol durante 10 minutos en cada una. Posteriormente se inici6
la rehidratacién de los tejidos sumiéndolos en dos soluciones de alcohol etilico al 100 % v/v
durante 5 minutos en cada una, una vez extraidos los tejidos estos fueron anadidos a soluciones
de alcohol etilico a 95 % v/v 'y 70 % v/v por dos minutos para finalmente ser lavados en agua
destilada. Luego se incubaron los tejidos en hematoxilina de Harris (hematoxilina 5% m/v,
etanol 100° 5% v/v, alumbre de potasio 10 % m/v y éxido de mercurio 0,25 % m/v) durante
8 minutos y se extrajo el tinte remanente lavando con agua por 5 minutos. Para acentuar el
contraste del colorante, se sumergieron los tejidos en alcohol-dcido (acido clorhidrico disuelto
en etanol al 1% v/v) por 30 segundos. Después se lavaron los tejidos con agua por 5 minutos
y posteriormente se sumergieron 10 veces en alcohol (95 % v/v). Con el fin de diferenciar los
nucleos de los otros componentes de la célula, se sumergieron las muestras en una solucion
de eosina-floxina durante 1 minuto. Finalmente, se procedié a la deshidratacion de los tejidos
sumergiendo las muestras en dos soluciones de alcohol al 95 % v /v durante 2 minutos en cada
una, y luego anadiéndolas en dos soluciones de xileno (5 minutos cada una). Las muestras
fueron protegidas con un cubreobjetos y el agente sellante para evitar la contaminacién y
descomposicion de los tejidos.

3.1.3. Analisis de resultados

3.1.3.1. Correlacion TRPM4-HA

La deteccion de la relacion existente entre el canal TRPM4 y el péptido SWIP, se realiza
mediante el microscopio de laboratorio ApoTome de la empresa Zeiss Microscopy con un au-
mento digital de 30X. El estudio de las imagenes se produce de manera cualitativa empleando
el programa de procesamiento de imagen digital de dominio publico, ImagelJ, creado por el
Instituto Nacional de Salud y de Instrumentaciéon éptica y computacional para Laboratorio
(National, Institute of Health, NIH). Asimismo, se utiliza el software de microscopio ZEN
lite, que controla las cAmaras de microscopio Axiocam, para mejorar la calidad de la imagen
y optimizar el contraste entre los distintos canales (colores).

3.1.3.2. Densidad celular

Se selecciono el area correspondiente al tejido muscular de las tinciones realizadas ante-
riormente y se cuantificé el area transformando la imagen de color a una imagen binaria.
Después, se realizé el conteo de los nicleos de manera visual. Al igual que el analisis ante-
rior, este se realiza empleando la herramienta ImageJ. Una vez obtenidos los valores, estos
son normalizados, dividiendo el nimero de niicleos por el area analizada. De este modo se
obtuvieron resultados més representativos que pueden ser comparados.
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3.2. Estudio de contractibilidad muscular

El protocolo experimental planteado, CBA-1122 FMUCH, fue aprobado el 17 de abril del
presente ano por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) y tiene
vigencia hasta abril del 2021 por lo que se debe llevar a cabo la siguiente metodologia para
estudiar la relajacién y contraccién muscular. Este protocolo, presentado en la seccién G,
fue creado a partir de los procedimientos realizados en publicaciones anteriores de la misma
naturaleza. [43] [44] En la figura 3.3 se presenta el diagrama del procedimiento sugerido.

Extraccion y corte

Montaje de Acondicionamiento Seleccion
de vejigas tejidos de muestras de muestras

Adicion
acumulativa de
carbacol

Pretratamiento
con péptido SWIP

Determinacion Normalizacién
de parametros de valores

Figura 3.3: Metodologia del estudio de contractilidad.
Diagrama de la metodologia realizada para llevar a cabo el estudio de
contractibilidad del tejido vesical. Fuente propia.

3.2.1. Pretratamiento

3.2.1.1. Cultivo organotipico

Una vez cortadas las vejigas en tiras de 2 x 8 mm estas deben ser montadas en una placa
Petri cubierta de Sylgard a aproximadamente 3 mm de la superficie del Sylgard. Para lograr
esto se emplearan alfileres de acero inoxidable de 0,2 mm. Las tiras montadas seran incubadas
en 5 mL de medio libre de suero (DMEM/F-12 (1:1), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
de estreptomicina, 250 ng/mL de anfotericina-B, 35 g/ml de acido L-ascérbico, 5 g/mL de
transferrina, 3,25 ng/mL de selenio, 2,85 g/mL de insulina y 200 g/mL de L-glutamina)
por 48 horas a una temperatura constante de 37 °© C y en una atmoésfera de 5 %CO,. Se
debe cambiar el medio diariamente y estimular la contraccién con 110 mM KCI-PSS (estéril)
durante 5 minutos para luego lavar con PSS (estéril).

3.2.1.2. Medicion de Tension Isométrica

Posteriormente, las secciones de vejiga seran montadas en el bafio termo-regulado con
buffer Krebs-Henseleit (118,5 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 1,2 mM MgSOy, 0,025 mM Nay,EDTA,
2,5 mM CaCly, 1,2 mM KHyPOy4, 25 mM NaHCO;3; y 5,6 mM glucosa). La temperatura y
la concentracién de potasio extracelular deben mantenerse constante a 37 °C y 5,9 mM,
respectivamente. Para fijar el tejido, este debe unirse en un extremo al sensor de fuerza, y el
otro borde debe sujetarse a la placa con una varilla de metal previamente esterilizada. Con el
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objetivo de mantener el pH neutro, se deben gasear constantemente los tejidos con un flujo de
oxigeno y diéxido de carbono al 95 % Oy v 5% COs. Posteriormente se debe aplicar fuerza al
tejido para lograr que la tensién se mantenga constante a 1 G (~10 mN). Esto debe realizarse
mientras se lavan los tejidos adicionando buffer a 37°C. Luego se debe acondicionar el tejido
entre 1-2 horas o hasta que la tensién se mantenga constante, realizando los lavados cada 15
minutos. Una vez adaptados los tejidos, se deben seleccionar las muestras viables anadiendo
KCl directamente al bano (80 mM), y desechando aquellos que muestren con tensién menor a
20 mN. Antes de iniciar el tratamiento con el agonista se deben lavar los tejidos seleccionados
entre 3 a 5 veces adicionando buffer al bafio. Para iniciar el estudio de contractibilidad, los
tejidos deben ser pre-tratados con péptido SWIP a distintas concentraciones (5 nM, 50 nM,
250 nM y 500 nM) durante 24 horas. La tensién debe ser ajustada nuevamente en cada
cambio de buffer hasta obtener una fuerza de 10 mN. Una vez finalizadas las 24 horas de
pre-tratamiento se extrae el péptido remanente lavando con buffer fresco sin agonista durante
5 minutos. Repitiéndose 3 veces.

3.2.2. Curva de dosis respuesta

Una vez finalizados los lavados se generan las curvas de concentracién-tension aiiadiendo
carbacol al bano de manera acumulativa (10 pM - 10 mM). Se debe repetir este procedimiento
para cada concentracién de péptido estudiada (5 nM, 50 nM, 250 nM y 500 nM).

Para trabajar con una muestra representativa, se deben repetir los experimentos con 5
tejidos distintos para cada concentracion de péptido analizada. De esta manera se asegura
un estudio estadisticamente significativo.

3.2.3. Andlisis de datos

Al finalizar los experimentos, y con el fin de analizar la informacién correspondiente a
cada condiciéon experimental, se deben estudiar las curvas de manera separada y seleccionar
los datos obtenidos entre 30-10 segundos antes del peak de la respuesta inducida. Una vez
seleccionados los valores, se debe medir la amplitud de la curva de tensién y normalizar el
valor, dividiéndolo por la maxima respuesta contractil obtenida al incubar los péptidos con
KCI (80 mM).

3.2.4. Calculo EC50

Una vez seleccionada la concentracion 6ptima de péptido, se procede a estudiar la cinética
del farmaco analizando la variacién del parametro ECsq para distintos tiempos de incubacién
(6, 12, 24 y 48 horas) con la concentracion de péptido SWIP 6ptima. Al graficar estos valores
se puede determinar la variacion de la concentracion de péptido que genera la mitad de la
respuesta contractil en funcién del tiempo.

3.3. Trafico del canal TRPM4

Para realizar este procedimiento se deben realizar las etapas indicadas en el siguiente

diagrama. El detalle de cada fase se encuentra en las siguientes secciones: 3.3.1,3.3.2, 3.3.3 y
3.3.4.
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Extraccién de Aislamiento Digestién Transfeccion
vejigas de células del tejido del cultivo

Adicién de biotina y Tincién con Fijacion Silenciamiento
toma de imagenes anticuerpos de células de genes

Figura 3.4: Metodologia propuesta trafico canal TPRM4.
Diagrama de la metodologia propuesta para llevar a cabo el estudio
del trafico del canal iénico. Fuente propia.

3.3.1. Preparaciéon del cultivo primario

Se deben extraer las vejigas de animales sin manipulacién previa, luego estas deben ser
tratadas para aislar las células del musculo detrusor y preparar el cultivo primario, evitando
que se mantengan mas de 2 horas en hielo. La separacion del tejido muscular comienza con
la diseccion de la mucosa del tejido muscular, empleando un bisturi y raspando suavemen-
te la superficie para evitar danar la muestra. Al apartar el detrusor este debe ser cortado
en trozos y sumergido por 30 minutos en la solucién de digestion (0,25 % Tripsina-EDTA y
0,15 % colagenasa) a 37°C. Al finalizar la digestion, el misculo debe ser triturado y filtrado
en un tamiz celular estéril de tamano de poro de 100 um. Posteriormente, se debe medir
el volumen de permeado obtenido y adicionar el mismo volumen de medio RPMI (medio
Roswell Park Memorial Institute) con 10 % de FBS, para inactivar la tripsina remanente. Es
necesario separar las células musculares, centrifugando la solucién por 10 minutos a 1600g,
para luego ser resuspendidas en RPMI con 10 % de FBS, antibiético y antimic6tico, ademas
de factor de crecimiento a una concentraciéon de 25 ng/mL. A continuacién se deben distri-
buir aproximadamente 10° células en cada pocillo de la placa de 48 pocillos para luego ser
incubadas a 37°C y mantenidas en una atmosfera de oxigeno y diéxido de carbono al 95 %
Oy v 5% COy hasta la produccién de una monocapa celular. [45]

3.3.2. Construccion sistema RUSH

El sistema RUSH (Retention Using Selective Hooks) se basa en la interaccion reversible
de la proteina gancho (hook) y el biosensor. El gancho corresponde a una proteina que
usualmente se encuentra en el organelo en cuestiéon unida a una molécula de estreptavidina.
Dependiendo de la proteina que se emplee, el gancho puede ser almacenado en cualquier
compartimiento celular, tales como el aparato de golgi y el reticulo endoplasmatico. Por otro
lado, el biosensor corresponde a la molécula de estudio unida a una proteina fluorescente verde
(GFP) y un motivo de union a estreptavidina (Streptavidin Binding Peptide, SBP). De esta
forma, el motivo SBP interactiia con la estreotavidina, lo que mantiene al biosensor unido
al gancho. Para debilitar esta interaccion, se adiciona biotina, ya que esta se une con gran
afinidad a la estreptavidina compitiendo con el SBP, lo que permite el trafico anterégrado de
la proteina de interés. Cabe mencionar que al unir la proteina de interés con GFP, se puede
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observar por microscopia la presencia y la distribucion subcelular del biosensor a diferentes
tiempos. Debido a lo anterior se propone emplear este sistema para analizar el trafico del
canal TRPMA4.

Una vez preparado el cultivo primario, se inicia la transfeccién de las células con Str-Li-
BFP-KDEL, mIFP-Golgi-7 y SBP-EGFP-TRPM4, donde el primer plasmidio contiene los
genes que codifican para estreptavidina con el motivo KDEL (plasmidio 65266, Addgene) lo
que genera una nueva linea celular que expresa el gancho (hook) del reticulo endoplasmatico
y que marca este organelo de color azul. El segundo plasmidio, permite marcar el aparato de
golgi con la proteina fluorescentes mIFP (plasmidio 56221, Addgene). Finalmente, el tercer
plasmidio posee los genes que codifican para el canal i6nico en estudio y para el sitio union a
estreptavidina, ademas de la proteina fluorescente verde. De forma paralela, se deben silen-
ciar los genes de sintesis de las proteinas EB1, EB2 y EB3 anadiendo los shRNA respectivos
(TL316980, TF311571 y TF311570, Origene). Las células deben seleccionarse mediante in-
munofluorescencia. [46][47]

3.3.3. Deteccion del trafico del canal TRPM4

Una vez detectadas las colonias recombinantes estas deben ser sembradas en placas de
poliestireno de 384 pocillos negras y para asegurar el silenciamiento correcto de las proteinas
EB, deben ser incubadas por 72 horas antes de iniciar el tratamiento con biotina. Para liberar
el biosensor se anade al cultivo biotina (40uM) y se emplean como control negativo aquellas
células con shRNA scramble. Una vez anadida la biotina se inicia la grabacion del tréafico
del canal TRPM4 desde el reticulo endoplasmatico hasta la membrana plasmatica mediante
el registro de lo detectado por el microscopio. El proceso se debe realizar a temperatura
constante (37°C).

3.3.4. Analisis del trafico del canal

Una vez terminado el procedimiento, se propone analizar el video separando las imagenes
y calcular la distancia entre el canal y el reticulo endoplasmatico, y la distancia entre el
canal y el aparato de golgi por medio del c6digo MATLAB creado para este fin. Este cdigo
se presenta en la seccién A. Esta herramienta también se puede emplear para calcular la
velocidad del trafico del canal, ya que se tendra conocimiento del tiempo transcurrido y la
distancia recorrida. De esta forma se propone un mecanismo para determinar la velocidad
de trafico desde el reticulo endoplasmatico hasta el aparato de golgi, y desde el aparato
de golgi a la membrana plasmatica para las cuatro condiciones a estudiar (shRNA EBI,
shRNA EB2, sHRNA EB3 y shRNA scramble). Ademads, se plantea utilizar la herramienta
Matcol de Matlab para cuantificar la colocalizacion entre el canal TRPM4 y el reticulo
endoplasmatico o el aparato de golgi, ya que como se menciona anteriormente, se emplean
marcadores fluorescentes para destacar estos organelos. [48]
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3.4. Etapas del desarrollo farmacolégico

Para proponer un sistema de desarrollo farmacologico del péptido SWIP que permitiese
la aprobacién del uso de este como terapia farmacologica en pacientes con incontinencia
urinaria, se realiza una investigacion bibliografica en la que se analizan las etapas definidas
y los documentos solicitados por la FDA para este fin. También, se realiza una investigacion
bibliografica en torno a los estudios realizados por otros investigadores que permitieron la
aprobacion por parte de la FDA del farmaco que estudiaban y su posterior comercializacion
como tratamiento farmacolégico.

3.5. Diseno Productivo y analisis de costos

3.5.1. Sistema de produccién

Para proponer el disenio productivo preliminar del péptido lo primero que se hizo fue
investigar sobre las principales técnicas de sintesis industrial de proteinas farmacéuticas, y
luego de realizar una exhaustiva biisqueda bibliografica. En base a la estructura del péptido
SWIP y los costos asociados a la produccion, se escogié la sintesis recombinante por sobre
la sintesis quimica, ya que esta ultima no es rentable a gran escala. Una vez seleccionado
el sistema de produccion se determiné el organismo huésped. Para ello se escogieron los
principales organismos empleados en la industria y se seleccioné aquel que cumpliese con las
caracteristicas requeridas por el sistema. Dentro de las observaciones realizadas, se encuentra
la bisqueda de un organismo cuyo genoma sea conocido, que tenga la capacidad de producir
la proteina correctamente plegada y que posea una alta tasa de produccion.

Para escoger el mecanismo de filtracién de los microorganismos se analizaron diversos
sistemas, escogiendo el mas empleado en la industria y con menor costo econémico. De esta
forma se determina realizar la filtraciéon mediante una membrana de fibra hueca posicionada
a la salida del reactor, que permita concentrar la biomasa y reingresar parte del permeado al
reactor. Luego de separar la biomasa, esta debe ser triturada para facilitar la extraccion de
los cuerpos de inclusién. Para determinar el mecanismo de lisis se investigaron los principales
mecanismos de ruptura celular empleados en la industria y se seleccioné aquél con menor
costo y mayor eficiencia.

Por otro lado, para determinar el mecanismo de separacién de los cuerpos de inclusion del
resto de contaminantes, se determiné tedricamente el tamano promedio de estos cimulos y se
defini6 el tamano de poro de la membrana. Asimismo, se seleccioné el material mas empleado
a nivel industrial para la para la produccién de péptidos. Luego de determinar el mecanismo
de filtracion de los cuerpos de inclusion, se analizo el sistema de plegamiento mas simple y
econémico empleado en la industria farmacéutica y se seleccioné la columna de cromatografia
a emplear para obtener un alto porcentaje de pureza.

Finalmente, para determinar el mecanismo de almacenaje se realizé una busqueda biblio-
grafica sobre las principales técnicas usadas a nivel industrial para almacenar los productos
farmacéuticos y se escogié aquél con mayor eficiencia y durabilidad. Con respecto al meca-
nismo de administracién, se investigaron las principales dificultades asociadas a la adminis-
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tracion oral e intradérmica, determinando que esta tltima es aquella con mayores ventajas
y un menor nimero de dificultades. Con el objetivo mencionado anteriormente, se investi-
garon los ultimos avances en la industria biofarmacéutica y se escogieron aquellos sistemas
que aseguren un mayor rendimiento, menor costo econémico y menor niimero de operaciones
unitarias.

3.5.2. Calculo de costos asociados

Para determinar la masa de péptido a producir, se calcula la masa necesaria para el ensayo
de tensién y el estudio de seguridad a realizare en la fase preclinica del desarrollo del farmaco.
La estimacion de la cantidad de tejidos a estudiar en el ensayo de tension se realizé mediante
las ecuaciones B.1 y B.2, donde la primera indica el tamano de la muestra sin considerar
pérdidas por manejo inadecuado de los tejidos y la segunda férmula permite calcular el
tamano de la muestra real considerando la posibilidad de dafio. Los datos empleados para el
calculo, tales como la desviacion estandar y la contractilidad maxima de la muestra, fueron
extraidos de dos estudios donde se emplea un conocido inhibidor selectivo del canal TRPM4
(9-fenantrol) y se evalia la tensién para distintas concentraciones del inhibidor ante la adicién
acumulativa de carbacol. Especificamente, para la determinaciéon del tamano de la muestra
se emplea una contractilidad del control y de la muestra de 100 % y 80 %, respectivamente.
Asimismo, se emplea una desviacién estandar del 20 % para el control y la muestra. Ademas,
se fija la significancia en 5 % y el poder de estudio en 80 %. Con respecto al célculo del tamano
real de muestra, se considera el dafio del 20 % de las materias primas, ya que se espera que
la preparacion de tejidos sea realizado por expertos en el drea, por lo que el valor utilizado
esta sobreestimado.

Para el calculo de la masa de péptido a necesario para el ensayo de tension se utilizé la
ecuacion C.3, donde se indica que la masa total para este andlisis corresponde a la suma de las
masas necesarias para cada pretratamiento. En relacion al estudio de seguridad a realizarse
en modelo animal, se propone que este sera realizado en ratas cuyo peso promedio es de 25
gramos, y que el farmaco serd administrado por medio de una bomba osmoética implantado
en lomo del animal. Particularmente, se emplea la informacién correspondiente a la bomba
osmotica Alzet modelo 2002, ya que el equipo investigador desea realizar el estudio de segu-
ridad administrando el farmaco de manera continua por tres semanas. Ademas, este sistema
es de facil manejo, posee una baja tasa de infeccién y evita el estrés constante en el animal.
En este analisis se indica que se estudiara la evolucién de 56 animales, ya que se evaluaran
3 concentraciones distintas del péptido SWIP, ademéas de usar un control negativo. El estu-
dio del péptido SWIP se realizara en duplicado y para que el estudio sea estadisticamente
significativo se emplearan 8 animales por grupo. Luego de determinar la masa de péptido
requerido, se calcula el volumen de cultivo recombinante que asegura la produccién deseada
empleando la ecuacion D, y asumiendo un rendimiento de 0,65 mg de proteina recombinante
por litro de cultivo. Este valor fue extraido de una investigacion similar, en la cual se emplea
el mismo organismo de produccién y sistema de purificacion.

Finalmente, el costo de producciéon recombinante de péptido para el estudio preclinico es
determinado a partir del gasto asociado a la compra del equipamiento. Asimismo, y a modo
de comparacion, se realizaron dos cotizaciones del valor correspondiente a la compra directa
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del péptido a dos empresas expertas en el rubro. Los precios cotizados para los equipos y la
compra del inhibidor se presentan en las secciones E y F, respectivamente.
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Capitulo 4

Resultados y discusion

4.1. Penetraciéon del péptido y efectos en morfologia
vesical

Para determinar la capacidad de penetracién del péptido en el tejido vesical se analizan
vejigas de ratones que han sido tratados previamente con dosis constantes de péptido. Para
esto, se insertaron bombas osmoticas en los ratones, las cuales tenian una tasa de liberacion de
0,25 pl/h. En este estudio se analizé el comportamiento de tres grupos: ratones tratados con
péptido SWIP, ratones tratados con péptido ASWIP y ratones sin tratamiento farmacéutico
(grupo control negativo).

Al examinar los hallazgos morfolégicos producto de la exposicion al péptido en la vejiga,
se observa primeramente, la presencia del péptido a lo largo de todo el tejido vesical, encon-
trando serial HA (péptido) positiva tanto en la porcién epitelial como en la muscular para
las condiciones SWIP y ASWIP, ambas senales con un patrén de expresion citoplasmatica
y a nivel de membrana plasmética. Esto se puede evidenciar en la figura 4.1 presentada a
continuacion, ya que si se selecciona el area correspondiente al musculo (zona marcada de
color rojos en la segunda columna) y se sobrepone en la imagen que representa la senal
del péptido (tercera columna) se observa la clara colocalizacién de las sefiales tanto para
la muestra tratada con péptido SWIP, como para la tratada con ASWIP. Asi mismo, si se
selecciona el drea sin senal de a-SMA (segunda columna), correspondiente al tejido epitelial,
y se sobrepone en la imagen con la senal de HA (tercera columna), igualmente se observa
que la presencia de péptido en este tejido.
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Pep TAT-SWIP

Pep TAT-ASWIP

TRPM4

Control

Figura 4.1: Inmunofluorescencia del tejido vesical.

Se presenta la inmunologia de los tejidos de vejiga frente al uso del
péptido SWIP, ASWIP y control negativo. la primera columna
representa el marcaje especifico para el canal TRPM4, la segunda (en
color rojo) representa la tincion de las fibras musculares y la tercera
columna (color lila) representa el el marcaje especifico del péptido
SWIP y ASWIP. La barra posicionada en la figura representa una
distancia de 50 pym. Se emplea el microscopio con el lente objetivo de
30X.

Durante el estudio de las consecuencias morfolbgicas de la exposicién al péptido en ani-
males tratados con placebo, péptido ASWIP o péptido SWIP se analizo el niimero de nicleos
por milimetro cuadrado de cuatro tejidos musculares para cada condicion, determinando que
todas las muestras pertenecientes a animales tratados con péptido SWIP, poseen un menor
nimero de nicleos por unidad de area (ver tabla 4.3), lo indica el incremento del tamano de
las fibras musculares asociado probablemente a hiperplasia epitelial.
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Tabla 4.1: Datos obtenidos experimentalmente para los tejidos de
animales tratados sin péptido (control negativo).

Muestra Ntcleos Area Razén
[unidad] | [mm? | [nicleos/mm?]
1 251 0,886 283
2 364 1,166 312
3 331 1,077 331
4 316 1,003 316

Tabla 4.2: Datos obtenidos experimentalmente para los tejidos de
animales tratados con péptido ASWIP.

Muestra Ntcleos Area Razén
[unidad] | [mm?] | [ndcleos/mm?]|
1 244 1,632 150
2 401 1,547 260
3 253 0,945 268
4 247 0,611 404

Tabla 4.3: Datos obtenidos experimentalmente para los tejidos de
animales tratados con péptido SWIP.

Muestra Ntcleos Area Razon
[unidad] | [mm?] | [ntcleos/mm?]
1 177 1,165 152
2 259 1,325 195
3 136 0,780 174
4 15 0,195 195
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Al promediar los valores obtenidos de la cuantificacién del efecto del péptido en el musculo
detrusor mediante el calculo de la relaciéon entre nimero de niicleos por area de musculo, se
obtienen los siguientes resultados para cada grupo de estudio.

Tabla 4.4: Datos obtenidos para el analisis morfologico de los tejidos

vesicales.
Tratamiento Razén Desviacién estandar
[nticleos/mm?] [nticleos/mm?]
Control 305 14,5
ASWIP 270 10,4
SWIP 179 20,4

Los resultados presentados anteriormente indican que el tejido control presenta una den-
sidad celular mayor que los tejidos de animales tratados con péptido SWIP, siendo estas
de 305 células/mm? y 179 células/mm?, respectivamente. Asimismo, se presenta una menor
densidad celular en aquellas vejigas de ratones tratados con el péptido ASWIP, siendo la
densidad celular promedio de este grupo de 270 células/mm?. La diferencia de densidad ce-
lular para cada condicion se puede observar en la figura 4.2, donde se muestra que las fibras
musculares para los tejidos tratados con péptido SWIP y ASWIP son maés gruesas y menos
densas que las fibras del control a pesar de estar sometidos al mismo aumento (lente objetivo
de 20X). Debido a lo anterior, es posible afirmar que el péptido SWIP produce cambios a
nivel muscular los cuales estan asociados posiblemente a la hipertrofia celular. Se postula que
este efecto celular podria surgir como mecanismo compensatorio del tejido vesical frente a la
disminucién de la contractilidad del detrusor.

Control Pep TAT-SWIP Pep TAT-ASWIP

Figura 4.2: Histologia del tejido vesical.
Se presenta la histologia de los tejidos de vejiga frente al uso del
péptido SWIP, ASWIP y control negativo.

Cabe destacar que la relaciéon mencionada en el parrafo anterior corresponde a una rela-
cién semi-cuantitativa, ya que se realiza a partir del estudio visual de tejidos, por lo que es
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necesario automatizar el mecanismo de conteo de nicleos y determinacién del area muscu-
lar, mediante herramientas computacionales preexistentes, tales como interfases de Python,
Matlab, entre otras, para disminuir los errores aleatorios. Ademas, se propone calcular el
numero de muestras requeridas por cada grupo de estudio, para asegurar que el analisis sea
estadisticamente significativo.

4.2. Curva dosis-respuesta

El primer andlisis propuesto corresponde a la creaciéon de la curva de tensién producida por
el tejido muscular ante el incremento acumulativo de carbacol, un agonista de los receptores de
acetilcolina con mayor vida media que la acetilcolina. Se plantea observar la tension ejercida
por el sistema ante la adicién de carbacol en tejidos incubados previamente con diferentes
concentraciones del péptido SWIP. Para ello se examina el comportamiento de los tejidos
para cuatro concentraciones diferentes de péptido SWIP y un control negativo.

Dentro de los resultados esperados, se cree que a medida que se incrementa la concentra-
cién de péptido empleada durante el pretratamiento, las curvas caracteristicas de cada tejido
se iran desplazando hacia la derecha, en comparacion a la curva control, y que la magnitud
de la tension maxima generada ira disminuyendo conforme incrementamos la concentracién
de farmaco, siendo estos siempre menor a la tensiéon maxima obtenida en el analisis del tejido
control. Lo descrito anteriormente se presenta en la figura 4.3, donde se indica que para una
concentracion arbitraria de péptido SWIP, la curva se vera desplazada hacia la derecha en
comparacion de la curva control.
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Figura 4.3: Resultados esperados para la tension vesical.
Representa la grafica esperada de la tension producida frente a al
incremento en la concentracién de carbacol por la adicién
acumulativa de este. Modificado de [49].

Como se menciona anteriormente, se espera que al incrementar la concentracion de pép-
tido anadido al tejido, la curva se desplace a la derecha debido a la presencia de una menor
cantidad de canales TRPM4 maduros en la membrana plasmética, ya que la uniéon entre
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el péptido y las proteinas EB durante el pretratamiento, disminuye la velocidad del trafico
anterogrado del canal, y por ende la concentracion de canales activos en la membrana plas-
matica. La representacion grafica esto se expone en la figura 4.4, donde la concentracion de
péptido sigue un orden ascendente, siendo este el siguiente: C1<C2<C3.
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Figura 4.4: Resultados esperados curva dosis respuesta.
Representa la grafica esperada de la tension producida frente a un

incremento en la concentracion de carbacol para distintas
concentraciones de SWIP. Modificado de [49].

Cabe destacar que los resultados esperados mencionados anteriormente se condicen con
la informacién publicada por distintos investigadores sobre las curvas de dosis-respuesta para
los farmacos anticolinérgicos empleados en el tratamiento de la incontinencia urinaria.

En la imagen 4.5 se presentan las curvas caracteristicas de la darifenacina, oxibutinina,
soliferacina y trospio. En estas figuras se muestra un claro desplazamiento de las curvas hacia
la derecha a medida que se incrementa la concentracién de farmaco utilizado en el periodo de
incubacion, lo que concuerda con lo mencionado anteriormente. Asimismo, es posible detectar
que a altas concentraciones de carbacol, los fArmacos presentan un comportamiento diferente,
por ejemplo, al emplear darifenacina para el estudio de contractilidad, la tensién maxima
obtenida disminuye al incrementar la concentracién de farmaco, sin embargo esto no ocurre
al tratar los tejidos con trospio lo que indica que si bien ambos farmacos actiian sobre los
receptores muscarinicos, tienen afinidades diferentes por los tres tipos de receptores presentes
en el detrusor. A pesar de lo anterior, todos los medicamentos mantienen un comportamiento
similar, ya que las curvas se desplazan hacia la derecha al incrementar la concentracién de
farmaco, y muestran un bajo efecto inhibitorio a altas concentraciones de carbacol, lo que
indica que su mecanismo de accion se basa en la competencia con la acetilcolina por el sitio
de uniéon del receptor muscarinico.

Como el péptido SWIP trabaja inhibiendo la interacciéon entre el canal TRPM4 y las
proteinas EB, debido a su unién al motivo de interaccion de las proteinas EB, el mecanismo
de accién es diferente al de los farmacos empleados actualmente. Especificamente, se basa en
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la inhibicion de la maduracion del canal TRPM4 y la disminucién paulatina del transporte
anterégrado; debido a esto, se espera que la curva caracteristica del péptido SWIP tenga
un comportamiento distinto al de los fArmacos mostrados en la imagen 4.5 ante altas con-
centraciones de carbacol. Concretamente, se espera que el farmaco mantenga su potencial
de accion frente a altas concentraciones de neurotransmisor, ya que este afecta directamente
al nimero de canales presentes en la membrana y no compite por el sitio alostérico con el
neurotransmisor.
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Figura 4.5: Curvas de dosis-respuesta para distintos
farmacos.
Expone las curvas caracteristicas de los principales farmacos
empleados para en el tratamiento de la incontinencia urinaria de
urgencia. Modificado de [50].

4.3. Determinacion ECy,

Una vez determinadas las curvas de dosis-respuesta para cada concentracion de péptido
SWIP, y al graficarlas de manera conjunta se espera obtener un esquema similar al presentado
en la figura 4.6.A. En esta imagen se observa que al incrementar la concentracion de péptido
SWIP en la solucion de pretratamiento, las curvas de respuesta se desplazan hacia la derecha.
Esto se debe a que, durante la incubacién con péptido SWIP, esta molécula interacttia con
el motivo de unién SWIP de las proteinas EB formando el complejo EB-SWIP. Teniendo en
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cuenta que la cantidad de proteinas EB es mucho mayor que las moléculas de péptido SWIP
y asumiendo una cinética de primer orden, se espera que se produzcan tantos complejos EB-
SWIP como moléculas de péptido sean capaces de llegar al citoplasma celular y asociarse al
motivo SWIP. Este el mecanismo por el cual el péptido disminuye la cantidad de proteinas
EB disponibles para el trafico del canal y por ende se reduce el nimero de canales TRPM4
maduros en la membrana plasmatica. Al existir un menor nimero de canales TRPM4 en la
membrana, se genera una menor despolarizacion de esta, lo que disminuye el efecto activador
sobre los canales de calcio dependientes de voltaje; esto a su vez actia disminuyendo la
contraccion muscular del detrusor producida ante la adicién acumulativa de carbacol.
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Figura 4.6: Curva EC;, para péptido SWIP.

La seccién (A) representa las curvas de tensién para diferentes
concentraciones de péptido y el mecanismo de obtencion de ECsq. La
seccién (B) indica la curva esperada para el valor del ECsq en funcién

del logaritmo de la concentracion de farmaco. Modificado de [49].

Al determinar la concentraciéon de péptido que genera la mitad de la inhibicién para cada
una de las concentraciones del péptido y graficar estos valores en funcién de la concentracion
de péptido SWIP, se espera obtener una curva similar a la presentada en la figura 4.6.B. A
partir de esta curva se sugiere obtener el rango de concentracion de péptido que genera la
mitad de la contraccién muscular y que presente una mayor eficiencia por unidad de masa
de péptido. Cabe destacar que el la curva esta hecha para el logaritmo de la concentracion
de SWIP, por lo que los trazos superior e inferior de esta, son segmentos ineficientes que
requieren un gran cambio en la concentracién de farmaco para observar cambios minimos en
la contractilidad muscular.

Si bien no es posible obtener el rango de concentraciones de péptido SWIP que aseguran
la mitad de la contractilidad sin llevar a cabo el proceso experimental, se puede aproximar el
orden de magnitud que este valor podria tener. Para ello se puede utilizar como referencia el
ECsq de las diferentes moléculas inhibidoras del canal TRPM4; dentro de ellas el represor mas
empleado en investigaciones corresponde al 9-fenantrol. El comportamiento de esta molécula
ha sido caracterizado, obteniéndose que al emplear una concentracion de 3,3 uM, es posible
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inhibir el 50 % de la contraccién muscular del detrusor en ratas. Otra molécula conocida por
su capacidad inhibitoria del canal, corresponde al dcido flufendmico el cual posee un ECsq de
2,8 uM. [51][52]

Una vez finalizadas la pruebas preclinicas, se espera avanzar a la fase clinica del estudio;
etapa para la cual es necesario contar con la informacién de los medicamentos empleados
actualmente en el tratamiento de la incontinencia urinaria. En este contexto, los valores
de ECj59 para algunos farmacos anticolinérgicos empleados en la terapia de la UUI, son
64 nmol/kg, 410 nmol/kg y 200 nmol/kg para la darifenacina, solifenacina y oxibutinina,
respectivamente. [53]|[54] Con este mismo objetivo, se ha investigado el valor de este pardmetro
para el agonista de los receptores beta 3, conocido como mirabegréon. Luego de multiples
investigaciones se ha determinado que la concentracion de farmaco que produce este efecto
corresponde a 5,1 uM. [55] De este modo, se puede concluir que se prevé que la concentraciéon
de péptido que inhiba la contraccién muscular en un 50 % este entre 1 y 10 puM, y sea
farmacoldgicamente competitivo con los tratamientos actuales.

4.4. 'Trafico canal TRPM4

El analisis del trafico del canal TRPM4 es un estudio original y novedoso, que busca
determinar de manera precisa las proteinas EB involucradas en cada etapa del trafico antero-
grado. Lamentablemente, y debido a la falta de fundamento tedrico, no es posible proponer
un mecanismo para el trafico del canal TRPM4 en las células de musculo detrusor, sin em-
bargo, se pueden exponer algunos resultados esperados. Ultimas investigaciones han indicado
la existencia diferencial de las proteinas EB en el tejido vesical humano. Especificamente, se
plantea que ni la proteina EB2, ni la EB3 estan presentes en las células del urotelio humano,
lo que podria evidenciar la importancia de la proteina EB1 en el trafico del canal por sobre
las proteinas EB2 y EB3, esto debido a la presencia de esta macromolécula en ambos tejidos.
[56][57][58]

Para determinar la velocidad de trafico del canal, desde el reticulo endoplasmaético hasta el
aparato de golgi o desde este ultimo hasta la membrana plasmatica, de forma automatizada
se creo el codigo Matlab presentado en la secciéon A que le permite al usuario separar la
imagen a estudiar en los canales rojo, verde y azul, y demarcar manualmente las estructuras
a analizar en cada una de ellas. De esta forma el usuario puede obtener el valor de la distancia
entre estructuras destacadas con marcadores cuya emision sea de distinta longitud de onda.

4.5. Desarrollo Farmacolégico

El desarrollo y la posterior aprobacién de un farmaco es un proceso largo y minucioso que
requiere de muchos estudios y andlisis. Particularmente, en este documento se propone iniciar
la investigacién estableciendo la concentracion de péptido SWIP que produce la inhibicién
del 50 % de la respuesta contrictil. Para ello se plantea realizar un estudio de tensién ez vivo,
empleando vejigas de ratones segtn la metodologia presentada en la seccion 3.2.

Una vez definido el EC5y del modelo ex vivo este valor debe ser validado en un modelo
animal (in vivo), y se debe analizar la cinética del farmaco por medio del estudio de las
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vias de absorcion, distribucion, metabolizacion y excrecion de este. Usualmente, los primeros
estudios asociados a estas vias se llevan a cabo en un modelo animal (in vivo), y pueden ser
realizados en ratones, ratas u otro animal cuyo genoma y sistema inmunolégico sea similar
al de los humanos. Concretamente, uno de los péptidos capaces de penetrar la membrana
celular estudiados hoy en dia, corresponde al péptido AM-111 que actiia como inhibidor de
las quinasas c-Jun N-terminal (JNK). Actualmente, esta droga se encuentra en la fase III
del desarrollo farmacologico, y se esta estudiando su potencial uso como tratamiento para la
pérdida de audicion. Justamente, el analisis cinético de este farmaco se realizé observando
un cultivo de explante del 6rgano de Corti extraido de ratones, y haciendo un estudio de
inmunocitoquimica de los tejidos. [59]

En cuanto al estudio de las vias de absorcion y distribucién del péptido, se propone ad-
ministrarlo por medio de un implante subcutaneo y analizar la evolucion en el tiempo de la
concentracion plasmatica de este; este andalisis debe repetirse a distintas concentraciones de
péptido para obtener la relacién entre concentracion de administracion y concentracién plas-
matica de la droga. De esta manera se puede determinar la fraccion de péptido administrado
que llega al torrente sanguineo, facilitando el calculo de la concentracion de administracién
requerida para obtener una concentracion plasmatica igual al ECsg. Particularmente, en este
estudio se propone administrar la droga mediante un dispositivo intradérmico denominado
bomba osmotica, ya que este sistema asegura el suministro continuo del farmaco a una tasa
constante, lo que permite estudiar el efecto del péptido en el estado estacionario.

Con respecto al estudio de las vias de metabolizacion y excrecion del péptido, se plantea
llevarlo a cabo analizando la concentracién del farmaco en la orina y el plasma sanguineo;
ademads de evaluar la diferencia existente entre la concentraciéon de droga que ingresa al higa-
do, mediante la arteria hepatica y la vena porta, y la concentracion del péptido en la via de
salida del higado (venas hepaticas). Realizando el procedimiento mencionado anteriormente,
se puede determinar la via de metabolizaciéon predominante y se pueden proponer modifi-
caciones estructurales a realizar en el péptido para disminuir su tasa de degradaciéon. Este
estudio también permite recabar informacién asociada el tiempo de vida media del farmaco y
el tiempo requerido para llegar a la concentracién plasmatica deseada en el sistema (tiempo
necesario para alcanzar el estado estacionario).

Tanto para los estudios de administracion y distribucion, como para la investigaciéon de las
vias de metabolizacion y excrecién se pueden analizar las muestras de sangre y orina, mediante
cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC) o por inmunofluorescencia, ya que el
péptido SWIP contiene un marcador de hemaglutinina que permite su cuantificacién. Cabe
destacar que se espera que la concentracion del péptido en la orina sea mayor que la del
plasma sanguineo debido al tamano del farmaco y sus propiedades fisicas.

Otro aspecto importante a estudiar corresponde a la seguridad, toxicidad, y la efectividad
de uso del péptido SWIP como tratamiento para la incontinencia urinaria. En particular, para
el analisis de la seguridad y la toxicidad se sugiere observar los cambios en la presion arterial
y el peso de los animales escogidos ante la infusion de farmaco por al menos tres semanas;
de este modo el equipo investigador se puede asegurar de la inexistencia de consecuencias
visibles e inmediatas del uso del péptido en animales. Ademas, se propone comparar la
masa de péptido en el detrusor con la masa en el urotelio y estudiar los niveles de TRPM4
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en la membrana plasméatica mediante biotinilacién de la superficie de la célula. Asimismo se
plantea determinar la dosis minima capaz de generar efectos secundarios indeseados mediante
la repeticion de los andlisis anteriores a concentraciones mayores de farmaco.

Por su parte, para estudiar la efectividad del péptido como tratamiento frente a la in-
continencia urinaria, se plantea analizar la frecuencia de miccion y la presién intravesical en
un modelo in vivo. Para ello se propone emplear animales sometidos a una lesion medular o
a los que se les haya inducido el sindrome de OAB por medio de la obstrucciéon parcial del
cuello o la base de la vejiga. Por ejemplo, el estudio de efectividad del péptido AM-111 se
realizé en conejillos de indias a los cuales se les produjo una infeccién en el oido denominada
laberintitis. Posteriormente, se les adicion6 durante 7 dias la droga usando una bomba os-
motica para ver el efecto del tratamiento con el péptido, y la mejora en la audiciéon ante la
exposicién a distintos sonidos. [60]

También, se deben observar los efectos conductuales, morfolégicos y funcionales genera-
dos en el modelo animal ante el tratamiento con distintas dosis del farmaco en estudio. Con
este fin, se propone estudiar por al menos seis meses el modelo animal, y evaluar los posibles
efectos secundarios que tendra el uso del péptido como terapia farmacologica de largo plazo
contra la incontinencia urinaria en seres humanos. Una vez finalizado el periodo de observa-
cién, se plantea inducir la eutanasia de los animales y observar los cambios en las diferentes
estructuras mediante la necropsia de los cuerpos de los animales fallecidos. En concreto, en
el estudio del péptido AM-111, se analizan por diferentes técnicas histologicas los tejidos de
los animales tratados con diferentes dosis de droga. [61]

Una vez que se estudian los pardmetros indicados anteriormente (en el modelo animal)
se concluye la efectividad del farmaco, y se garantiza la inexistencia de efectos secundarios
y de comportamientos anormales en el animal se inicia la fase I del estudio. Esta etapa se
caracteriza por la evaluacién de la farmacocinética y farmacodinamia del péptido en seres
humanos sanos. Para esta fase se propone reclutar entre 20 y 100 personas sanas para acceder
de manera voluntaria al estudio. El objetivo de esto, corresponde a escalar en un modelo
humano in vivo la dosis administrada en el modelo animal, evaluar nuevamente los efectos
secundarios y determinar el sistema de administracién del farmaco que permita la mejor
dosificacion para el paciente.

Se plantea calcular en el inicio de la etapa I la dosis equivalente en humanos (Human
Equivalent Dose, HED) de la masa de péptido a inyectar y el factor de seguridad segtn el
algoritmo presentado en (US Department of Health and Human Services, 2005). Luego de
determinar los elementos indicados anteriormente, se propone realizar el calculo de la dosis
inicial méxima recomendada (Maximum Recommended Starting Dose, MRSD) y comenzar

las pruebas en humanos empleando el MRSD como limite superior para primera dosis anali-
zada. [62]

Posteriormente se propone empezar la fase II del estudio, la cual tiene como objetivo
evaluar la seguridad y eficacia del péptido en un grupo de voluntarios diagnosticados con
incontinencia urinaria. Para este andlisis se propone separar a los voluntarios en tres o mas
grupos, dependiendo del niimero de concentraciones de péptido a estudiar. De este modo se
puede observar la inhibiciéon de la contraccion muscular ante diferentes dosis de péptido, al
mismo tiempo que se registran los efectos secundarios producidos por el uso de la droga.
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Adicionalmente, este estudio permite determinar la dosis méas alta que puede administrarse
en humanos sin que se produzcan efectos secundarios graves. Se propone llevar a cabo este
estudio con aproximadamente 300 voluntarios entre 18 y 70 anos, priorizando el ingreso de
voluntarios mayores de 50 anos, ya que este el principal grupo etario con problemas de in-
continencia urinaria. Lo anterior, es determinado en base al estudio de seguridad, eficiencia y
dosis-respuesta del farmaco AM-111, en el cual se observaron aproximadamente 210 pacientes
entre 18 y 61 anos con dafio auditivo, y se evalu6 su capacidad auditiva al séptimo dia luego
de inyectar entre 0.4 y 2.0 mg/mL de péptido o placebo.

Finalmente, y con el objetivo de lograr la aprobacién por la FDA, se debe llevar a cabo
la fase III del estudio en la cual se propone analizar el efecto del péptido SWIP en un gru-
po de voluntarios con incontinencia urinaria. De esta forma se evalia el funcionamiento del
farmaco y se compara su eficiencia con la terapia farmacologica actual, ademéas de examinar
los efectos secundarios a corto y largo plazo. Este periodo es el mas largo del estudio, ya
que se debe demostrar que la droga analizada es al menos igual de segura y efectiva que
las drogas empleadas hoy en dia para el mismo propdsito. Debido a lo anterior, se propone
realizar este estudio por al menos 6 meses con observacién constante de lo voluntarios. En
concreto, en el estudio del farmaco AM-111, esta fase consté de la observacién continua de
los pacientes hasta 13 semanas luego de la inyeccién de tratamiento. [63] Para demostrar la
seguridad y eficiencia de la droga, y evitar el juicio del investigador, se plantea realizar las
pruebas evitando que el voluntario y el investigador sepan las dosis de tratamiento o el tipo
de droga administrada (péptido SWIP o placebo). Asimismo, se propone calcular el niimero
de participantes de esta etapa empleando la ecuacién B.1, sin embargo se cree que el nimero
de participantes estard entre los 300 y 3.000 voluntarios. [64]

4.6. Diseno Productivo Preliminar

Actualmente existen dos formas de sintetizar proteinas de manera dirigida: sintesis qui-
mica y sintesis recombinante, donde ambas son capaces de producir proteinas activas y co-
rrectamente plegadas. El primer tipo de produccién corresponde a la adiciéon continua de
aminoacidos previamente tratados a la cadena peptidica mediante la induccién de enlaces
peptidicos. Esta técnica, cominmente usada a baja escala, se emplea en la sintesis de protei-
nas toxicas, proteinas con aminoacidos no proteinogénicos, con modificaciones postraduccio-
nales complejas o en aquellas proteinas cuya estructura terciaria y/o cuaternaria es compleja.
Este mecanismo de producciéon también es empleado para el estudiar la relacion entre la es-
tructura y la funcién de una proteina, o para analizar el efecto de la inserciéon de ciertos
enlaces de hidrégeno o disulfuro en posiciones especificas.

El método de sintesis quimica es usado en casos especiales y a bajas tasa de produccion,
ya que no es rentable a gran escala debido a la baja velocidad y eficiencia del proceso.
Cabe mencionar que la baja eficiencia del proceso esté asociada a la producciéon de péptidos
incompletos o con enlaces en posiciones inadecuadas. Otra de las desventajas de este proceso
corresponde al excesivo uso de solventes en las etapas de adicién y lavado, lo que lo cataloga
como un sistema de produccién no amigable con el medio ambiente. [65][66]
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Por el contrario, la sintesis recombinante de proteinas explota el conocimiento actual sobre
la traduccion y transcripcion de genes, el entendimiento de la fisiologia celular y los factores
involucrados en la expresion heterdloga de genes. Al emplear este tipo de sistemas se evitan
problemas tales como la disponibilidad de aminoacidos y la contaminacién ambiental, puesto
que la materia prima es sintetizada directamente por los organismos y sus subproductos no
son daninos para el ambiente. [67] A causa de lo anterior, y debido a que este péptido no
posee una estructura terciaria o cuaternaria que dificulte el correcto posicionamiento de los
aminoacidos, ni aminodcidos tipo D en su estructura, se propone producir el péptido SWIP
de manera recombinante. [68][69]

4.6.1. Proceso de producciéon de la proteina recombinante

Desde sus inicios, la biofarmacéutica se ha caracterizado por su constante desarrollo y bus-
queda de sistemas que permitan optimizar el proceso de produccion. Dentro de estos, destaca
el uso de bacterias, levaduras, células de insectos y células animales, donde estas ultimas son
las més empleadas para la produccién de farmacos con modificaciones postraduccionales. [65]
Al analizar la estructura del péptido SWIP se puede evidenciar que este no contiene puentes
disulfuro ni modificaciones postraduccionales, por lo que no se recomienda el uso de cultivos
animales debido a sus altos costos de produccion y la alta tasa de contaminacion del cultivo
asociada. [70]

Adicionalmente, en la actualidad un tercio de los productos recombinantes son sintetizados
en cultivos de F.coli debido al exhaustivo conocimiento de su genoma, fisiologia y sistemas
de expresion, ademas de la alta tasa de crecimiento bacteriano, y los bajos costos asociados
a su cultivo y a la operacion del proceso. El uso de este organismo como fabrica de proteinas
remonta al ano 1970 con la produccién recombinante de insulina humana y el nacimiento
oficial de la industria biofarmacéutica. Desde entonces se ha posicionado como el mayor
organismo productor debido a su alta versatilidad. A razén de los antecedentes presentados
anteriormente, se propone llevar a cabo la produccion del péptido, usando como organismo
recombinante la bacteria FE. coli.

Especificamente, en este estudio se plantea usar la cepa recombinante E. coli BL21(DE3),
ya que se encuentra optimizada para su uso cémo organismo huésped, y posee silenciados
los genes de la proteasa OmpT que se encuentra en la membrana externa de la bacteria
y escinde selectivamente los enlaces entre pares de aminoacidos alcalinos. De este modo,
esta cepa presenta un menor riesgo de degradacion del péptido objetivo durante el cultivo e
incrementa la productividad. [71]

También destacan dentro de las propiedades de la cepa, la baja produccion de acetato
como metabolito secundario y la alta tasa de sintesis del producto primario asociada a la
incorporacién en su genoma del operén Lac que contiene los genes codificantes para la polime-
rasa T7. En este organismo la polimerasa T7 es sintetizada una vez que se induce la expresién
mediante lactosa o isopropil-g-D-tiogalactopirano (IPTG). De esta forma se pueden trans-
cribir los genes de interés anadidos previamente al organismo huésped por la transformacién
con plasmidios pET que poseen el promotor T7. [71]

Adicionalmente, se propone optimizar el uso de codones escogiendo asi, los codones mas
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empleados en E.coli para facilitar la expresion del péptido, ademas de transformar las célu-
las con el plasmidio pTXB1. Se selecciona este vector, ya que cuenta con un promotor T7
inducible por IPTG y resistencia a ampicilina, los cuales facilitan la iniciacién de la trans-
cripciéon y seleccion de los organismos recombinantes, respectivamente. Por otro lado, este
plasmidio es uno de los vectores empleados en el sistema IMPACT (por sus siglas en inglés,
Intein Mediated Purification with an Affinity Chitin-binding Tag) que permite purificar en
una sola cromatografia la proteina de interés sin tener que utilizar proteasas; evitando asi,
poner en riesgo la integridad del péptido y disminuyendo los costos de las etapas siguientes.
La estructura del plasmidio pTXB1 se presenta en la siguiente figura (ver figura 4.7). El
sistema IMPACT se encuentra explicado en detalle en la seccién 4.6.4.

A B

00 pTXB1
E‘?‘“R p’°”’or . .
N-terminal C-terminal
\ ’
\ 7
Gen péptido
~ ~ 7’ 7
~ ~ 7”7
PROMOTOR
T7

Polilinker| Tag Inteina

Figura 4.7: Estructura plasmidio pTXB1.

La figura A presenta la estructura general del plasmidio pTXB,
donde se destaca el origen de replicacién (amarillo), el gen de
resistencia a ampicilina (verde) y el operador lac y la secuencia
codificante para la inteina (rosado). En la figura B se amplia un
segmento del plasmidio pTXB1 y se presenta la disposicién espacial

del gen codificante y la secuencia genética de la inteina necesaria para
el sistema IMPACT. Modificado de [72].

La produccion del péptido en este organismo se da en forma de cuerpos de inclusion, lo que
permite lograr altos valores de concentracion intracelular y obtener un alto nivel de pureza de
la proteina en los cuerpos de inclusion. Es mas, en multiples investigaciones ha indicado que
al producir la macromolécula en forma de cuerpos de inclusién, el 25 % las proteinas totales
producidas corresponden a la de interés y la pureza de esta en los cuerpos de inclusion puede
llegar al 95%. Asimismo, la formacién de cuerpos de inclusion facilita las siguientes etapas
de separacion y purificacion, puesto que presentan una mayor densidad y tamano que las
impurezas producidas en el cultivo, por lo que una simple etapa permite realizar una correcta
separaciéon entre el péptido de interés y los desechos. Ademads, al sintetizar los péptidos en
forma de cuerpos de inclusion y emplear cultivos de alta densidad celular se logra una mayor
productividad por volumen de cultivo.[73] [74]

45



Para la produccién industrial, se propone utilizar un sistema de cultivo fed-batch que
permita facilitar el crecimiento de biomasa e inducir la sintesis del péptido una vez alcanzada
la densidad celular deseada. De este modo se incrementa la masa celular para maximizar la
acumulacion de proteina en las bacterias y se logran mayores rendimientos por volumen de
cultivo. Ademads, se sugiere anadir glucosa al cultivo a una tasa igual a la tasa de consumo,
y mantener la concentraciéon de sustrato cercana a cero. Este sistema permite obtener una
concentracion de biomasa seca (Cell Dry Weight, CDW) de aproximadamente 54 g/L. [69][75]

Con respecto al medio de cultivo se propone evaluar el uso de glicerol como fuente de
carbono, ya que en el estudio realizado por (Kopp et. al, 2017) asociado al cultivo recom-
binantes de E.coli BL21(DE3) se registré un rendimiento de biomasa en glicerol (Yx/g) de
0,44 £+ 0,1 durante la fase de induccién. Mas aun, en estos estudios se concluye que su uso
genera mayores beneficios en la viabilidad celular y en la producciéon de proteinas recombi-
nantes en comparacion al uso de glucosa. [76] El uso de glicerol también permite disminuir
los costos de produccién, puesto que este posee un valor comercial de entre US$ 0,09 - 0,2 por
kilogramo, el cual es considerablemente menor que el de las fuentes de carbono comtinmente
empleadas en cultivos celulares. [77]

4.6.2. Separacion

Para separar las células del medio de cultivo a nivel industrial, se pueden realizar tres
operaciones diferentes: centrifugacién, filtraciéon o microfiltracién, donde la primera se basa
en la diferencia de densidades existente entre el organismo y el medio de cultivo, y la adicién
de un campo gravitacional externo; y las tltimas dos se valen de la diferencia de tamano
entre el organismo y las moléculas de desecho, y la aplicaciéon de una fuerza externa que
aumenta la energia del flujo a filtrar. Si bien se pueden emplear ambos sistemas, para este
caso se sugiere realizar la separacién por medio de una microfiltracion del medio de cultivo
debido a la facilidad de uso y a su menor costo econémico. [78]

En este proceso de separacion se recomienda utilizar una membrana de fibra hueca y
posicionarla a la salida del reactor. De este modo, la formacion de torta disminuye, y por ende,
la resistencia al paso del fluido lo que genera un menor costo de operacion. La disminucion
en la formacion de torta se debe a que el flujo es transversal al area de filtrado y por lo
tanto existe un barrido constante del material acumulado. Asimismo, al trabajar grandes
voliimenes de cultivo este sistema de separaciéon es el mas rentable del mercado.

En la figura 4.8 se presentan los flujos que intervienen en el proceso de filtracién celular.
La corriente denominada permeado corresponde al medio de cultivo y el flujo denominado
concentrado corresponde a la corriente con mayor biomasa (esta serd el flujo a tratar en las
siguientes etapas). Para aumentar la eficiencia y disminuir el consumo de reactivos se propone
que una fraccion del permeado sea reincorporado al proceso.

46



FLUJO DE

SALIDA REACTOR ‘ ‘ “‘ “‘ “‘ “ CONCENTRADO
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Figura 4.8: Membrana de microfiltraciéon de fibra hueca.
Los puntos amarillos representan las células recombinantes. Se indica
que la concentracion de células en la entrada del sistema es menor
que la del concentrado. El permeado corresponde al medio de cultivo.
Modificado de [79].

4.6.3. Lisis celular y separacion

Debido a la produccion de péptido recombinante en forma de cuerpos de inclusion, se debe
romper la pared celular de las bacterias para lograr la extraccion de este. Concretamente, en
este proyecto se sugiere llevar a cabo la lisis celular mediante la adicion de presiéon al cultivo
o tratandolo con una fuerza externa. La ruptura mecénica puede realizarse empleando un
homogeneizador de alta presion o un sonicador, ya que al estar trabajando con cuerpos de
inclusion, la denaturacion de la proteina de interés por incremento de temperatura no es un
inconveniente. Especificamente se sugiere realizar el proceso empleando el homogeneizador
de alta presion, ya que es uno de los sistemas mas empleados en la lisis de bacterias a nivel
industrial debido a su capacidad y menor costo energético, ademés se puede emplear en
un sistema continuo lo que disminuye el tiempo de tratamiento.[78] El equipo propuesto se
presenta en la figura 4.9.
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Flujo de
entrada

Producto con
tamano de
particula reducido

Figura 4.9: Homogeneizador de alta presion.
Representa la estructura del sistema de lisis celular propuesto, el flujo
de entrada corresponde al concentrado de la microfiltraciéon anterior y
el producto con tamano de particula reducido corresponde al flujo de

entrada para la siguiente separacién. Modificado de [80].

Una vez finalizada la lisis celular, y con el objetivo de separar los cuerpos de inclusiéon de
la debris celular, el ADN y las proteinas contaminantes, se plantea llevar a cabo una filtracién
de flujo cruzado, de este modo se evita la formacion de torta y se disminuye la resistencia
generada por esta. Por lo demads, en las tltimas investigaciones se ha logrado determinar que
este tipo de filtracién permite recuperar entre el 85 y 90 % de los cuerpos de inclusién totales,
lo que incrementa la eficiencia y rentabilidad del proceso. [81]

Especificamente, se propone emplear una membrana de poliéster sulfona (PES) de tamartio
de poro de 0,1 pum, puesto que este material posee una mayor permeabilidad al agua y es
capaz de retener un gran porcentaje del péptido. [82]

4.6.4. Replegamiento y purificacién del péptido

Una vez separados los cuerpos de inclusion del material de desecho, se recomienda llevar a
cabo el replegamiento de los péptidos adicionando urea al medio. Al agregar este compuesto
quimico a la solucién se incrementa la fuerza idnica del medio disminuyendo la interaccion
entre los grupos iénicos superficiales de los cuerpos de inclusiéon, y las moléculas de agua.
Posteriormente, se sugiere adicionar solvente al medio para diluirlo, evitar la interaccién entre
los péptidos y lograr su adecuado ensamblaje.

Por otro lado, se plantea realizar la purificacion de los péptidos mediante una cromato-
grafia de afinidad y empleando el sistema IMPACT mencionado anteriormente. Esta técnica
se basa en los siguientes principios: la interaccion entre el sitio de unién a quitina del pép-
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tido y la matriz de quitina, y la actividad autoproteolitica de las inteinas. En este caso, el
plasmidio sugerido para la transformacién (pTXB1) posee una secuencia nucleotidica que
codifica para la sintesis de la inteina y para sitio de uniéon a quitina, ademéas de poseer un
sitio polilinker donde se puede adicionar la secuencia nucleotidica del péptido SWIP. Todos
los motivos indicados anteriormente, estan posicionadas luego del promotor T7, por lo que
la proteina de interés es transcrita junto a estos elementos.

Gracias a la presencia del sitio de unién a quitina en el trascripto, la secuencia proteica
completa (incluyendo el péptido de interés) queda retenida en la resina de quitina durante la
cromatografia de afinidad logrando una separacion eficiente. Para inducir el desprendimiento
del péptido SWIP y estimular la actividad proteolitica de la inteina, se propone adicionar
ditiotreitol durante la fase de elucién, puesto que la presencia del grupo funcional tiol induce
la actividad proteolitica de la inteina. Este proceso se presenta en el siguiente esquema (ver
figura 4.10) donde la secuencia del péptido SWIP es adicionada en el segmento marcado por
color morado mediante la incision con enzimas de restriccion.

fova

Matriz resina
de quitina

Péptido

o™

Figura 4.10: Esquema del sistema IMPACT.
Mecanismo de purificaciéon empleado en el sistema IMPACT. Se
indica la union la inteina y la matriz de resina de quitina, y la
posterior liberacion del péptido. Modificado de [72].

Otro mecanismo de purificacion posible corresponde a realizacién de una cromatografia
de intercambio iénico y luego una cromatografia de afinidad, de este modo se puede sintetizar
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el péptido sin el sistema IMPACT, disminuyendo costos de producciéon. Asimismo, en caso
de requerir una nueva etapa de purificacién que disminuya la presencia de contaminantes, es
posible realizar una cromatografia de filtracién en gel complementaria a las cromatografias
mencionadas anteriormente.

4.6.5. Liofilizacién y envasado

Luego del replegamiento y la purificacion del péptido, se propone realizar la liofilizacion
de este. Este proceso consiste en la extraccion del agua de una muestra bajo condiciones es-
pecificas, particularmente en presencia de vacio y a bajas temperaturas. Esta técnica permite
almacenar sustancias delicadas sin que se deterioren, lo que permite que sea ampliamente
utilizada en la industria farmacéutica en la produccién de antibidticos, sueros y vacunas,
entre otros productos biotecnoldogicos.

El proceso de liofilizacion cuenta con tres etapas: congelacién, secado primario y secado
secundario de la muestra. Durante la congelacién se enfria el péptido produciendo la nu-
cleacion del agua y generando cristales de distintas formas y tamanos. Existen multiples
parametros que afectan esta etapa, entre ellos destaca la presencia de sustancias no cristali-
zantes, el porcentaje de agua y la velocidad de congelacion, por lo que es necesario determinar
experimentalmente las condiciones y él método de congelacion a emplear para minimizar el
porcentaje de péptido denaturado. Con el fin de optimizar este proceso y elegir las condicio-
nes ideales de congelacion, se propone llevar a cabo de manera conjunta una espectroscopia
infrarroja y espectrometria de masas del péptido. [83]

Una vez congelada la muestra esta es sometida al proceso de sublimacion mediante la
adicion de calor. Es importante mantener la temperatura de sublimacion constante duran-
te todo el proceso para evitar el sobrecalentamiento de la zona exterior y el deterioro del
farmaco. Luego de sublimar completamente el hielo, se inicia el secado final que tiene como
objetivo extraer el agua remanente no congelada y disminuir la humedad para garantizar la
conservacion del péptido. [84]

Cabe senalar, que si bien tanto la etapa de congelacién como las etapas de secado producen
estrés en la muestra, debido a la exposicién a condiciones extremas, se propone realizar este
proceso puesto que es ampliamente utilizado en la industria farmacéutica, ademas de que la
estructura del péptido SWIP es simple, sin presencia de estructuras terciarias ni cuaternarias,
por lo que su uso no presenta mayores problemas. [83]

Finalmente, se propone envasar el péptido liofilizado y administrarlo en forma de implante
subcutaneo o de bomba osmotica para asegurar una tasa de liberacion constante, ademéas de
evitar la necesidad de administraciéon diaria mejorando el bienestar de los pacientes con
incontinencia urinaria. Entre las ventajas de este sistema, se encuentra que este mecanismo
no se ve afectado por factores externos tales como pH, presencia de alimentos o por las
condiciones hidrodindmicas y enziméticas del medio. Asimismo, este mecanismo posee una
mayor tasa de liberaciéon que los sistemas de difusién normales. Dependiendo del sistema a
utilizar, la duracion del farmaco sera entre 6 a 12 meses.

Cabe mencionar que se propone realizar este sistema de envasado para la sintesis del
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péptido para los estudios preclinicos, sin embargo también se propone analizar la compra del
servicio de liofilizado y envasado para facilitar el proceso y asegurar los estandares de calidad.

[85](86]
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4.7. Costos de produccion: Fase preclinica y clinica

Para determinar la masa aproximada de péptido a emplear en la fase preclinica, se calculd
la masa necesaria para llevar a cabo el ensayo de tension y el estudio de seguridad del
péptido en ratones. Las ecuaciones empleadas y la metodologia realizada para calcular la masa
necesaria se encuentran en las secciones B y C, respectivamente. De esta manera se determiné
que se debe producir 1,54 m? de cultivo celular recombinante para sintetizar aproximadamente
1 gramo de SWIP.

Por otro lado, se determinan los costos de inversion asociados a la produccién recom-
binante de péptido SWIP, obteniéndose que estos corresponden a aproximadamente 85.000
dolares, el cual estd sobreestimado, puesto que el rendimiento presentado en la investiga-
cién de (Rodriguez et. al, 2015) de 0,65-1072 g/L , es menor que el obtenido en las tltimas
publicaciones.

Los US $85.000 mencionados en el parrafo anterior equivalen al costo de adquirir en el
mercado 14 gramos de péptido producido por sintesis quimica en empresas expertas en el
rubro de la sintesis de macromoléculas tales como Genscript y Biomatik, ya que el valor de
compra de un gramo de péptido sintetizado quimicamente en estas empresas es de aproxima-
damente 6.000 délares. Debido a lo anterior, se estima que para los estudios preclinicos no es
recomendable sintetizar el péptido de manera recombinante, y que la adquisicion del farmaco
se deberia realizar directamente con una de las empresas mencionadas anteriormente. Las
cotizaciones realizadas en estas empresas se encuentran en la seccién F.

Si bien no es posible determinar la masa de péptido necesaria para la fase clinica, es
posible aproximar la HED usando la conversion presentada por la FDA. Suponiendo que la
concentracion plasmaética requerida serd de 50 nM (valor referencial empleado en los andlisis
de consecuencias morfoldgicas del uso del péptido), se obtiene el requerimiento por persona
de péptido SWIP por semana es 1,4 gramos. Mas atn, debido a que la masa de un ser humano
es aproximadamente 2.000 veces mayor que la de un ratén promedio, se espera que la sintesis
recombinante sea el sistema més eficiente y econémico para la produccion del péptido SWIP,
ya que el costo asociado a la sintesis quimica de 14 o mas gramos de péptido no es rentable
puesto que a partir de esa masa se iguala el precio de adquisicion con los costos relacionados
a la compra y uso de equipos en el proceso recombinante.
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Capitulo 5

Conclusion

Al observar las muestras de tejido vesical es posible concluir la correcta penetracién de
farmaco en el tejido epitelial y muscular; ademas de su correcta acumulacion en el citoplasma
y la membrana plasmatica de las células vesicales. Adicionalmente, se comprobd el incremento
del tamano de las fibras musculares, lo cual podria deberse a un efecto secundario del péptido
denominado hiperplasia epitelial. Mas atn, al cuantificar el nimero de nicleos existentes por
mm?, se observé la disminucién de la densidad celular, siendo de 305, 270 y 174 células/mm?
para tejidos musculares de animales tratados sin péptido, con péptido ASWIP y con péptido
SWIP, respectivamente.

Posteriormente se disendé un modelo cuantitativo que permitiese determinar el efecto
inhibitorio del péptido SWIP sobre el musculo detrusor de la vejiga. Para ello, se propuso
estudiar la contractibilidad muscular, y la farmacocinética y farmacodinamia del péptido.
Adicionalmente, se propone comparar los resultados obtenidos con los valores obtenidos para
la terapia farmacoldgica actual para determinar la eficiencia y competitividad de la droga
estudiada.

Para evaluar el trafico del canal TRPM4 desde el reticulo endoplasmatico hasta la mem-
brana plasmatica se propuso detectar el movimiento del canal mediante el sistema RUSH y
calcular la velocidad de trafico empleando el codigo Matlab presentado en anexos. Asimismo,
se propone emplear la interfaz de Matlab, Matcol, para evaluar el nivel de colocalizacion
entre el canal y las estructuras celulares.

Con respecto a la produccién del péptido a nivel industrial, se recomienda llevar a cabo
la sintesis recombinante empleando como organismo huésped la bacteria E.coli BL21(DE3)
y como vector de transformacion al plasmidio pTXB1. Asimismo, se recomendé realizar
un cultivo fed-batch que permita en un comienzo incrementar la biomasa y posteriormente
inducir la sintesis del péptido. Para la separacion de los contaminantes, se sugiri6 realizar una
cromatografia de afinidad mediante el sistema IMPACT. Finalmente, se propuso administrar
el péptido reconstituido en forma de implante intradérmico o bomba osmotica para permitir
la liberaciéon continua del farmaco.

Por tltimo se recabd informacion respecto a los costos asociados a la compra de equipos
para la produccién recombinante, obteniendo un gasto de aproximadamente 85.000 dolares.
Cabe mencionar que este valor esta sobreestimado, ya que el rendimiento de péptido por litro
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de cultivo es menor que lo mencionado en las tltimas investigaciones, por lo que se propone
optimizar el sistema de produccién y realizar una nueva evaluacion econémica posterior a la
optimizacién. Por otro lado se determind el valor de mercado de la compra directa del farmaco,
siendo este de aproximadamente 6.000 ddlares por gramo de péptido. Al comparar estos
valores se concluyd que, para masas superiores a los 14 gramos, la sintesis recombinante es la
opcion mas rentable. Mas atin, el laboratorio donde se realizé la investigacion se caracteriza
por desarrollar péptidos inhibidores de canales i6nicos, por lo que la compra de los equipos
permitiria el uso de estos para la sintesis de multiples macromoléculas recombinantes.
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Anexo A
Analisis del trafico del canal TRPM4

Para llevar a cabo la determinacién de la distancia entre dos puntos se emplean 5 coédigos
que trabajan de manera coordinada. Los c6digos se presentan en las siguientes secciones.

A.1. Cébdigo Matlab - Analisis.m

Este cédigo Matlab permite llamar a los otros 4 cédigos dependiendo de la necesidad.
Primero abre la imagen a analizar, luego permite abrir un archivo de texto y agregar la
informacion calculada respecto a la distancia en pixeles de los baricentros de cada zona
seleccionada.

1 clear all
2 clc
3 S(1:2) = struct('Image', [l, 'Label',
— '','ImageR',[], 'ImageG',[], 'ImageB',[], 'ImageRR',[],' ImageGG',[],'ImageBB',[1);
4+ for j = l:length(S);
5 S(j).Image = imread(sprintf('image %1.0f.tif',j));
¢ S(j).Label = 'image %1.0f.tif',j;
7 8(j).ImageR = S(j).Image(:,:,1);
s S(j).ImageG = S(j).Image(:,:,2);
9 8(j).ImageB = S(j).Image(:,:,3);

11 a = zeros(size (S(j).Image, 1), size(S(j).Image, 2));

12 S(j).ImageRR = cat(3, S(j).ImageR, a, a);

15 8(j).ImageGG = cat(3, a, S(j).ImageG, a);

11 S(j).ImageBB = cat(3, a, a, S(j).ImageB);

15 end

6 % Agrega la informacién recaudada en un documento txt

17 fileID = fopen(' textfile.txt ', 'a+');

15 fprintf (fileID , ' %10s \t %9s\t \t\t\t %15s\n','Imagen analizada','Tramo','Distancia . . .
— pixeles');

[un

19

20 for j = l:length(S);

21 %Usuario dibuja el drea de seleccidn en la imagen roja
22 figure, imshow(S(j).ImageRR), title('"Red channel')

23 [centroidR]=analise(S(j).ImageRR);
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40

42

%Usuario dibuja el area de seleccidn en la imagen verde
figure, imshow(S(j).ImageGG), title('Red channel')
[centroidG]l=analise(S(j).ImageGG);

%Usuario dibuja el area de seleccién en la imagen azul
figure, imshow(S(j).ImageBB), title('Red channel')
[centroidB]=analise(S(j).ImageBB);

%Determinacién de distancia en pixeles

distRtoG=sqrt((centroidR(1)-centroidG(1)) "2+ (centroidR(2)-centroidG(2))~2);
distRtoB=sqrt((centroidR(1)-centroidB(1)) 2+ (centroidR(2)-centroidB(2))"2);
distGtoB=sqrt((centroidG(1)-centroidB(1))~2+(centroidG(2)-centroidB(2))~2);

fprintf ( fileID , '\t\t %d\t\t\t Distancia R-G\t\t\t %3.5f \n', j,distRtoG);
fprintf (fileID , '\t\t %d\t\t\t Distancia R-B\t\t\t %3.5f \n', j, distRtoB);
fprintf (fileID , '\t\t %d\t\t\t Distancia G-B\t\t\t %3.5f \n', j, distGtoB);

end
fclose (fileID ) ;
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A.2. Cédigo Matlab - Analise.m

Este codigo tiene el objetivo de entregar las herramientas para que el usuario pueda
dibujar mediante el cursor el drea que desea seleccionar.

1
2 function [centroid]= analise(c);
3 [mask,centroid] = DrawFreehandRegion(c); % Dibujar con el cursor un area irregular.

5 % Muestra la imagen.

¢ maskedRImage = bsxfun(@times, c, cast(mask, class(c)));

7 imshow(maskedRImage);

8 fontSize = 14;

9 title (' Selection', 'FontSize', fontSize);

10 reply2=preguntar();

11 if strcmpi(reply2, 'Other') %Usuario dibuja el area de seleccién en la imagen

12 [mask,centroid] = DrawFreehandRegion(c); % Dibujar con el cursor un area . ..
— irregular.

13 maskedRImage = bsxfun(®@times, c, cast(mask, class(c)));

14 reply2=preguntar();

15 while strcmpi(reply2, 'Continue')~=1;

16 [mask,centroid] = DrawFreehandRegion(c); % Dibujar con el cursor un a. . .
<> rea irregular.

17 maskedRImage = bsxfun(®times, c, cast(mask, class(c)));

18 reply2=preguntar();

19 end

20 else

21 message = sprintf(' We will continue with this selection ');

22

23 end

»5  imshow(maskedRImage);

26 hold on

27 title (' Selection', 'FontSize', fontSize);

25 plot(centroid(1), centroid(2), 'y+', 'MarkerSize', 30);
29

30 end
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A.3. Coédigo Matlab - DrawFreehandRegion.m

2

3

19

20

21

22

23

24

26

27

28

29

30

41

42

43

44

Gracias a los siguientes comandos es posible dibujar y seleccionar un &rea ...
— especifica de la imagen usando el cursor.
function [mask,centroid] = DrawFreehandRegion(rgbImage)
try
fontSize = 14;
% Abre la ventana grande para facilitar el dibujo.
enlargeForDrawing = true;

imshow(rgbImage)

message = sprintf('Left click and hold to begin drawing.\nSimply lift the mouse ...
< button to finish');

text (10, 40, message, 'color', 'y', 'FontSize', fontSize);

uiwait (msgbox(message));

% Usuario dibuja el drea a mano.
hFH = imfreehand();

% Se crea la imagen binaria.
mask = hFH.createMask();
xy = hFH.getPosition;

% Ocultar la imagen.
maskedRgblmage = bsxfun(®@times, rgblmage, cast(mask,class(rgbImage)));

imshow(maskedRgblmage);

% Cerrar la figura maximizada.

measurements = regionprops(mask,'area’, 'Centroid', 'Perimeter');
area = measurements.Area;

centroid = measurements.Centroid;

perimeter = measurements.Perimeter;

% Calcular el area en pixeles de la zona dibujada.

numberOfPixelsl = sum(mask(:));

% Otra forma de calcular que emplea fracciones de pixeles.

numberOfPixels?2 = bwarea(mask);

%Coordenadas de la zona dibujada a mano.

structBoundaries = bwboundaries(mask);

xy=structBoundaries{1}; % Se obtiene un vector de n por 2 de las coordenadas Xx,y.
x = xy(:, 2); % Columnas

y =xy(, 1); % Filas
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46

47

catch ME

errorMessage = sprintf('Error running DrawFreehandRegion:\n\n\nThe error ...

— message is:\n %s', ...
ME.message);
WarnUser(errorMessage);
end
return;
end
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A.4. Cédigo Matlab - Preguntar al usuario.m

Este cédigo le da al usuario la posibilidad de eliminar su selecciéon y volver a hacerlo.
De este modo, se puede realizar multiples veces la seleccién del area sin arriesgarse a perder
informacion.

1 function [reply2]=preguntar()
2 %Le pregunta al usuario si estd contento con el area seleccionada o si desea ...
< volverlo a hacer
3 message = sprintf(' Do you want to do a new selection? ,\nor just keep this one');
4 reply2 = questdlg(message, 'Choose an option', 'Other',' Continue', 'Demo');

6 return
7 end

A.5. (Cdbdigo Matlab - Mensaje de precaucién.m

En caso de generarse algin problema durante el uso del programa, este cédigo emite un
mensaje de precaucion al usuario.

1 function WarnUser(warningMessage)
2 uiwait (warndlg(warningMessage));
3 return;

4 end
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Anexo B

Tamano de muestra y masa de
péptido a producir para llevar a cabo
el ensayo de tension.

B.1. Ecuaciones empleadas
Para determinar el tamafio de la muestra se emplea la siguiente ecuacion:

2-(SD?, 0 + SD? ) - (Z91% 4 ZP)?

contro muestra

TM =
(Mcontrol - Mmuestra)2

Donde,

TM = Corresponde al tamano de la muestra.

SDcontrot = Corresponde a la desviacién estandar del grupo control [ %].
SDsuestra = Corresponde a la desviacion estandar de la muestra | %)].

7, = Corresponde a una distribucién normal de media 1 y desviacion estandar 1.
«a = Corresponde al error tipo I.

[ = Corresponde al error tipo II.

M. ontrot = Corresponde al valor promedio del control [ %].

M pyestra = Corresponde al valor promedio de la muestra [ %)].

Una vez determinado el tamano de la muestra, se calcula la muestra real teniendo en
cuenta la pérdida de muestras por manejo inadecuado de estas. Para ello se emplea la ecuacion

B.2.

TMyew =14+ P)-TM (B.2)
Donde,
TM,..q; = Corresponde al tamano de la muestra real a emplear.
P = Corresponde al porcentaje estimado de pérdida de muestra [ %].

TM = Corresponde al tamaifio de la muestra calculado con la ecuacién B.1

Al determinar el tamano de la muestra se puede calcular la masa de péptido a sintetizar.

67



Para ello se emplea la siguiente ecuacion:

4
MP = ZNZ ) Cz Vi PMpéptido (B?))

=1

Donde,

MP = Corresponde a la masa de péptido a producir [g].

N, = Corresponde al nimero de muestras a analizar para la condicién i.

C; = Corresponde a la concentracién de péptido en la solucién i a analizar [nM].
V = Corresponde al volumen de la solucién para cada condicion i [L].

P M peptido = Corresponde al peso molecular del péptido [Dal.

B.2. Datos empleados

Para calcular la masa de péptido a sintetizar se emplean los siguientes datos obtenidos
de investigaciones anteriores:

Tabla B.1: Datos empleados para el calculo de la masa de péptido.

’ Parametro Valor ‘ Unidad ‘ Referencia ‘
SDcontrol 20 % [52; 87]
SDuestra 20 % [52; 87]

o 0,05 - -

6] 0,2 - -
Meontrol 100 % [52; 87]
Minuestra 80 % [52; 87]

Pérdida de muestra 20 % -

Cl 5 nM -

Cs 50 nM -

Cs 250 nM -

Cy 500 nM -

Volumen solucién 0,05 L -
PM,éptido 4.889,78 g/mol [88]

B.3. Memoria de calculo
Al reemplazar los datos mostrados en la tabla B.1, se obtiene la siguiente expresion:

2-(20% + 20 %) - (Z905/2 4 702)2
(100 % — 80 %)*

Al buscar los valores en la tabla de distribucién normal y reemplazarlos en la ecuacién B.4,

TM = (B.4)
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se obtiene lo siguiente:

2-(20% +20 %) - (1,96 + 0, 842)?
(100 % — 80 %)

TM = (B.5)

TM =16 (B.6)

Resolviendo la ecuacién anterior, se obtiene que el tamano de la muestra para cada grupo es

de 16 tejidos. Para determinar el numero real de tejidos que se deberan emplear se reemplaza
el valor calculado anteriormente en la ecuacion B.2 y se aproxima el resultado obtenido.

TMyea = (1 + 0, 2) - 16 (B7)

T M,eq = 20 (B.8)

De esta manera se obtiene que el numero de tejidos debe ser de 20 muestras por cada
grupo y por cada condicién de estudio (N;=20). Reemplazando este valor y asumiendo que
se debera sintetizar el mismo volumen de solucién para las tres condiciones (Vi 234=V=0,05
[L]), se obtiene la siguiente expresién:

4
MP = 20 [muestras] - 0,05 [L] - 4.889, 78 [g/mol] - > C;

i=1

MP = 4[mg] (B.10)
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Anexo C

Masa de péptido a producir para
llevar a cabo el estudio de seguridad

Este estudio, como se indica en la metodologia, corresponde al la administracion de pép-
tido a los animales en estudio (en este caso ratones) de forma constante mediante una bomba
osmotica la cual posee una velocidad de liberacion de sustrato constante. Especificamente,
para determinar la masa de péptido requerida para este andlisis, es necesario determinar
el volumen de almacenamiento de la bomba osmética y la concentraciéon de péptido en la
solucién a inyectar.

Una vez determinada la concentracion de péptido SWIP y el volumen de solucién, y multipli-
cando por la masa molecular del péptido es posible determinar la masa de péptido necesaria
para abastecer un ratén.

Finalmente, para determinar los gramos de proteina necesarios se debe multiplicar el valor
obtenido anteriormente, por el nimero de ratones totales a estudiar.

C.1. Ecuaciones empleadas

Para determinar la masa de péptido a sintetizar, es necesario calcular el volumen por
bomba osmética y la concentracién de la solucién. Para calcular el volumen a producir es
necesario determinar el volumen de solucion a inyectar por el periodo de estudio.

Vswip = Tliveracion * tE (C.1)

Donde,

Vswip = Corresponde al volumen de solucién por ratén [pll].
Tliveracion = Tasa de liberacién bomba osmética [uL/h].
ty = Duracion del estudio.

Una vez determinado el volumen de soluciéon por animal, es necesario calcular la concen-
tracion del péptido. Para ello se emplea la ecuacion C.2.

T MR
Cowrp = —VIP 770 (C.2)

ﬂiberacién

Donde,
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Cswip = Corresponde a la concentracién de la soluciéon [mM].

Tswip= Corresponde a la velocidad de infusién de péptido por masa de ratéon [nM /h-
kg].

MR = Corresponde al peso promedio de un ratén [g].

Tliveracion = Tasa de liberacién bomba osmética [uL/h].

Al determinar el volumen de solucién por ratéon y la concentracion de esta, se puede
calcular los gramos a sintetizar de péptido SWIP por raton. Para ello se emplea la siguiente
formula:

MP = Cswip - Vswip - PMpeptido (C.3)
Donde,
MP = Corresponde a la masa de péptido a producir [g].
Cswrp = Corresponde a la concentracion de la solucién calculada anteriormente C.2
mM].

Vswip = Corresponde al volumen de solucién por ratén calculado en C.1 [ul)] .
P M peptido = Corresponde al peso molecular del péptido [Dal.
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C.2. Datos empleados

Para calcular la masa de péptido a sintetizar se emplean los siguientes datos obtenidos
de investigaciones anteriores:

Tabla C.1: Datos empleados para determinar masa de SWIP a utilizar
en estudio de seguridad.

Parametro ‘ Valor ‘ Unidad ‘ Referencia ‘
Tiiveracion 0,5 pL/h 89]
tiempo de estudio (tg) 504 h -
Tswip 276 nM/h-kg -
Masa ratén promedio (MR) 25 g [90]
PM,eprido 188078 | g/mol 88]
N© animales a estudiar 56 -

C.3. Memoria de calculo

Al reemplazar los datos indicados en la tabla C.1 en la ecuacién C.1 se obtiene la siguiente
expresion:

Para determinar la concentracion de la solucién a introducir se utilizan los datos mencio-
nados en la tabla C.1 y la ecuacion C.2. Al reemplazar los datos se obtiene lo siguiente:
276 [nM/h - kg] - 0,025[kg]
0,5 [nL/h]

(C.6)

C’SWIP =

CSW]P =14mM (C7)

Empleando los valores calculados anteriormente, es posible determinar la masa necesaria
por raton para el estudio de seguridad.

MP = 14[mM] - 252[uL] - 4.889, 78 [g/mol] (C.8)
MP = 17,26 [mg] (C.9)

Al multiplicar el valor anterior por el numero de ratones a estudiar, correspondiente a 56
animales, se obtiene que la masa de péptido total a sintetizar para el estudio de seguridad es
de 966,56 [mg].
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Anexo D

Calculo del volumen de cultivo

D.1. Ecuacién empleada

MP

‘/culti'uo =
Rendimiento

Donde,

MP = Corresponde a la masa de péptido a producir [g].
Rendimiento = Corresponde a la masa de péptido producido por volumen de cultivo [g/L].

D.2. Datos empleados

Tabla D.1: Datos empleados para el calculo del volumen de cultivo.

Parametro ‘ Valor ‘ Unidad ‘ Referencia ‘
Masa de péptido (estudio de tension) 0,004 g Calculado en B.10
Masa de péptido (estudio de seguridad) 0,967 g Calculado en C.9
Rendimiento 0,65-1073 g/L 91]

D.3. Memoria de calculo

Al reemplazar los datos indicados en la tabla D.1 en la ecuacion D.1, y aproximando la
masa de péptido a producir desde 0,971 gramos a 1 gramo y empleando el rendimiento de
gramos de proteina recombinante por litro de cultivo presentado anteriormente, se obtiene la
siguiente expresion:

1[g]
‘/cu o — D.2
o 0,65 - 1073 [g/ L] (D-2)

‘/cultivo = 17 54 m3 (DS)
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Anexo E

Costos de inversion

Con el fin de calcular el costo de produccion del farmaco, se buscan los valores de los
equipos requeridos para la sintesis, separacion, purificacion y tratamiento del péptido. De
esta forma se determina que el costo de inversién corresponde a 84.500 délares. Las precios
cotizados se presentan a continuacion.

Tabla E.1: Datos andlisis econdémico fermentacion.

’ Equipo ‘ Capacidad ‘ Costo [USD] ‘ Referencia ‘
Bioreactor 3000 L 29.000 [92]
Filtracién 1000 L/h 2.500 [93]
Sonicador 800 L/h 30.000 [94]

HPLC 600 L/h 19.500 [95]
Liofilizacién 2 kg 3.500 [96]
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Anexo F
Produccion quimica péptido SWIP

Para comparar los costos asociados a la produccion recombinante con el costo de la
produccion quimica del péptido se cotizo el precio de compra de 1 gramo de péptido en dos
empresas de renombre internacional.

Al solicitar la produccién de 1 gramo de péptido con una pureza mayor al 95 %, se que el
costo en ambas empresas bordea a los 6.000 dolares. Especificamente, el valor de la compra
es de 6.159 dolares en Biomatik y 5.820 en GenScript. Las cotizaciones realizadas en ambas
empresas se presentan a en las siguientes figuras.

Product Description Qty Unit Price Line Total
#SP0002, Custom Peptide Synthesis - psd 1 8,112.00 8,112.00
Peptide # 1

Peptide Name: SWIP (40)

Sequence: YGRKKRRQRRRMVVPEKEQSWIPKIFKKKTCYPYDVPDYA
Gross Weight: 1g

Purity: >99%

TFA Removal: Not Required

Solubility Test (Free of Charge): Required

QC Data: CoA, MS spectra, HPLC chromatograms.
Estimated Turnaround Time: 4-5 weeks

Best Price Guarantee: We will match or beat any reputable competitor's prices by 5%.

How to Order? Order with PO#, email or fax us your purchase order; Order with credit Subtotal 8,112.00
card, please fax us your credit card authorization form or click Quote-to-Order Discount -2,028.00
Sales Tax 0.00
S&H 75.00
TOTAL USD 6,159.00

Figura F.1: Cotizaciéon asociada a la produccién quimica de
péptido SWIP en Biomatik.
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Quotation Details

Estimated Turnaround

Quote No. Currency Terms Incoterm

Time

U2259F1030 United States Dollar ($) 23-28 business day(s) Net 30 FOB/FCA

Item No Quantity Description Shippable Unit Price

1

1 SC1208 Chemical Peptide Synthesis:peptide Y $5,820.00
Weight: Gross
Quantity: 1000 mg
Purity: 295%
Length: 40
Aliquoting To: 1(vials)
Delivery Format: Lyophilized
Sequence:
YGRKKRRQRRRMVVPEKEQSWIPKIFKKKTCYPYDVP
DYA

1 SC1634:AccuPep- Solubility Test:peptide N $0.00
Solubility Test: Ultrapure water,1 x DPBS(pH
7.110.1),DMSO

Subtotal(United States Dollar)

Estimated Shipping(United States Dollar)
Estimated Handling(United States Dollar)
Taxes

Total Amount(United States Dollar)

Ship Via

FedEx International
Export Priority

Amount

$5,820.00

$0.00

$5,820.00
$61.11
$11.00
$0.00
$5,892.11

Figura F.2: Cotizacion asociada a la produccién quimica de

péptido SWIP en GenScript.
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Anexo G

Protocolo enviado al Comité

Institucional de Cuidado y Uso de
Animales (CICUA)
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UNIVERSIDAD DE CHILE
COMITE INSTITUCIONAL de CUIDADO y USO de ANIMALES (CICUA)

PROTOCOLO DE MANEJO Y CUIDADO DE ANIMALES
(Debe ser presentado en espanol)

Uso interno
Investigador:

Codigo Comité Facultad:
Cadigo CICUA:
Evaluadores:

Fecha de recepcion:
Fecha certificacion:

A. ANTECEDENTES ADMINISTRATIVOS

A.l. Titulo del proyecto presentado:
“Efecto de un péptido inhibidor del canal TRPM4 sobre la contractilidad de musculo detrusor de vejiga”

Fecha de inicio y término del proyecto (indique mes y afio):
Inicio: Mayo 2020
Término: Abril 2021

Fecha de inicio y término de uso de los animales (indique mes y afio):
Inicio: Mayo 2020
Término: Abril 2021

A.2. Tipo de proyecto y actividad (marque con una cruz, si es Tesis indique de que Programa)
INVESTIGACION: DOCENCIA: TESIS: X OTRO:

Fernanda Soto, Tesis de Pregrado Ingenieria Civil Quimica e Ingenieria Civil en Biotecnologia de la Universidad
de Chile

Fuente Financiamiento y vigencia (Nombre y n°):

- Nucleo Milenio de Enfermedades Asociadas a Canales [6nicos (MiNICAD, 2018-2021).

A.3. Nombre del Investigador Responsable y nombramiento institucional (cargo):

Académico Responsable: Dr. Oscar Cerda Arancibia

Jerarquia Académica: Profesor Asociado

Facultad o Instituto: Facultad de Medicina — Instituto de Ciencias Biomédicas.
Departamento: Programa de Biologia Molecular y Celular.




Nombre Patrocinado, si existiese (Investigador externo, Postdoctorante, Tesista):

Tesista: Fernanda Soto Montandon (Tesista de Pregrado Ingenieria Civil Quimica e Ingenieria Civil en
Biotecnologia de la Universidad de Chile)

1§.4. Teléfono(s) de contacto:
Oscar Cerda Arancibia: (2) 2978 86909 (oficina), +56 9 6687 8768 (celular) Fax:
e-mail: oscarcerda@uchile.cl

Rodrigo Alzamora Miranda (2) 2978 89533 (oficina), +56 9 964 59992 (celular) Fax:
e-mail: alzamorar@uchile.cl, alzamorar@gmail.com

A.5. Mencione el Laboratorio y Departamento de la Facultad en la que se desarrollara el trabajo con
animales (si el trabajo lo realizarad en mas de un Laboratorio o Unidad debe especificarlo)

Laboratorio de Fisiologia Renal, Programa de Fisiologia y Biofisica, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad
de Medicina: Pabellon B — Primer Piso.

Programa de Biologia Molecular y Celular, Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina: Pabellon E
— Zocalo.

A.6. Contacto en caso de una emergencia con los animales en horario no laboral (al menos 2 personas).

Nombre: Raquel Pinto (Veterinaria) Teléfono: +56 9 7877 1765
Nombre: Rodrigo Alzamora Miranda Teléfono: +56 9 9645 9992
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A.7. Listado de personas autorizadas para el manejo de los animales. Indique su capacitacion (técnico,
bioterista, tesista, postdoctorante, investigador, académico, etc.) y la funcion directa que realizara en el
manejo de los animales (ej. Aseo, inoculacion de animales, cirugias, etc) y vinculo con el Laboratorio.
Incorpore las filas que sean necesarias. NO OLVIDE que debe comunicar oportunamente si se produce un

cambio en el listado presentado a continuacion (agregue cuantas filas sean necesarias).

NOMBRE CAPACITACION | FUNCION enel | FILIACION | VINCULO conla
Proyecto Institucional Unidad
Rodrigo Alzamora Miranda | Bioquimico, Supervision Profesor Asistente | Investigador
Doctor en Fisiologia. Principal

Raquel Pinto Meédico Veterinario | Anestesia Asistente de Meédico Veterinario
Eutanasia Investigacion
Oscar Cerda Arancibia Ing. Biotecnologia Supervision Profesor Asociado | Investigador
Molecular, Principal
Doctor en Cs
Biomédicas.

B. ANTECEDENTES DE LOS ANIMALES A UTILIZAR

B.1. Especie(s), raza, cepa, y linea transgénica (si aplica) utilizada(s):

Ratones C57BL/6 (Mus musculus).

B.2. Edad/Estado de desarrollo:

10-14 semanas.

B.3. Peso:

25-30 gramos.

B.4. Sexo:
Masculino.

Justificacion: Para este estudio solo se utilizaran ratones machos debido a que diversos estudios han demostrado
que existen diferencias significativas en la fisiologia de la vejiga (Patra PB, Patra S, 2012). Existen diferencias
significativas en la respuesta contractil del musculo detrusor de la vejiga a sustancias colinérgicas tales como
acetilcolina o carbacol (Longhurst PA, Levendusky M, 2000). Este fenomeno se deberia a differencias en los
niveles de expresion expresion de receptores muscarinicos en el musculo detrusor de vejiga. La expresion de los
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receptores muscarinicos M1 y M3 es menor en hembras en comparacion a los machos que expressan mas
receptores M2 y M5 (Sigala S et al, 2002). Dado que el estudio a realizar requiere medir el efecto de un farmaco
inhibidor del canal ionico TRPM4 sobre la respuesta contractil del musculo detrusor de la vejiga al ser
estimulado con acetilcolina hemos decidido solo usar animales de este sexo.

Patra PB, Patra S. (2012) Sex differences in the physiology and pharmacology of the lower urinary tract. Curr
Urol 6:179-88.

Longhurst PA, Levendusky M. (2000) Influence of gender and the oestrous cycle on in vitro contractile
responses of the rat urinary bladder to cholinergic stimulation. Br J Pharmacol 131:177-84.

Sigala S, Mirabella G, Peroni A, Pezzotti G, Simeone C, Spano PF, Cunico SC. (2002) Differential gene
expression of cholinergic muscarinic receptor subtypes in male and female normal human urinary bladder.
Urology 60:719-25.

B.S. Indique el origen de los animales (lugar de procedencia)

Bioterio Central, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

B.6. Indique el lugar donde se realizaran los procedimientos y la superficie disponible para que los
animales vivos permanezcan (ya sea en el bioterio o fuera de él):

Lugar de procedimientos: Sala de Procedimientos, Lab. de Fisiologia Integrativa (Pabellon B, Primer Piso). No
ser realizard mantencién de animales, solo eutanasia. La sala tiene un area de aproximadamente 16 m’ se
encuentra aislada con su propia entrada y con acceso restringido a personal autorizado. La sala posee un sistema
de ventilacion independiente con filtros HEPA que permiten la extraccion de gases como isofluorano. La sala
posee un area limpia para diseccion y estd equipada con maquina de anestesia y lupas de diseccion. La obtencion
de certificacion por el CBA se encuentra en tramite por el Dr. Luis Michea que es el académico a cargo.

B.7. Seiiale el niumero total de animales a utilizar en el proyecto (Sefiale ademas si se compartiran
animales con otro proyecto. El desglose por objetivos se debe incluir en la seccion C.4):

30 animales (no compartidos).

B.8. Seiiale el método(s) de identificacion de los animales.

Los animales se mantendran en jaulas individuales identificadas debidamente segtn el grupo experimental al que
pertenezcan.

B.9. Describa detalladamente las condiciones de traslado de los animales y la(s) persona(s) responsable(s) |
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del traslado.

Los ratones seran transportados desde el lugar de obtencion (Bioterio Central Facultad de Medicina) en jaulas de
policarbonato (Nalgene) con cama de mazorca de maiz. La distancia de traslado sera menor a 500 metros con un
tiempo de traslado inferior a los 15 minutos. Los animales seran transportados por las personas sefaladas
anteriormente, manteniendo condiciones adecuadas para la movilizacion de los animales, hasta llegar al lugar de
experimentaciéon, donde se tendran en condiciones adecuadas para la mantencion y uso de animales de
laboratorio (NIH Committee for the Update of the Guide for the Care and Use of Laboratory Animales, 2011).
Los animales seran usados inmediatamente para la extraccion de las vejigas.

B.10. Si procede, remita el certificado de SAG o institucion que autoriza el uso (en caso de animales
silvestres).

No Aplica.

C. PROPOSITOS DE LA INVESTIGACION

C.1. Seiiale el o los propésito(s) principal(es) del Proyecto en un parrafo no superior a 12 lineas. Estos
deben ser explicados de manera que sean comprensibles para el ciudadano comin. Ademas, la relevancia
del proyecto debe quedar claramente sefialada para cualquier evaluador eticista.

La incontinencia urinaria es la pérdida del control de la vejiga. Los sintomas pueden variar desde una filtracion
de orina leve hasta la salida abundante e incontrolable de ésta. La mayoria de los problemas de control de la
vejiga ocurren cuando los musculos estan demasiado débiles o demasiado activos. Si los musculos de la vejiga
estan demasiado activos, es posible que sienta una fuerte urgencia por ir al bafio cuando tenga poca orina en la
vejiga. Esto se conoce como incontinencia de urgencia o vejiga hiperactiva. Existen otras causas de
incontinencia, tales como problemas con la prostata y lesiones neurologicas. El tratamiento depende del tipo de
problema que tenga el paciente y puede incluir ejercicios simples, medicinas, el uso de dispositivos especiales o
procedimientos quirdrgicos. Sin embargo, en muchos casos ninguno de estos tratamientos produce resultados
satisfactorios. Debido a esto es de interés el desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de esta condicion.
Este proyecto busca evaluar la efectividad de un nuevo farmaco para reducir la actividad contractil del musculo
de la vejiga. Para ello, se extraeran las vejigas de ratones y segmentos de musculo seran tratados in vitro con el
farmaco para determinar su efecto.

C.2. Justifique el uso de ANIMALES, en vez de usar modelos alternativos. Por modelos alternativos se
entienden aquellos que reemplacen la utilizacion de animales vertebrados. Indique los motivos por los
cuales no se plantea aplicar un método alternativo al procedimiento propuesto.

El estudio de los mecanismos que controlan la capacidad contractil de la vejiga requiere del uso del tejido
completo. No existen lineas celulares de musculo liso de vejiga adecuadas para el estudio de contractilidad.
Debido a esto, para realizar un estudio farmacologico adecuado, se requiere del tejido muscular de vejiga. El
raton es un modelo ampliamente usado y aceptado para el estudio de la funcion contractil del musculo detrusor.
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C.3. Explique las caracteristicas que justifiquen el uso de esta(s) ESPECIE(s).
Indique la especie y raza (o cepa) que se propone utilizar y los motivos de esta seleccion.

El ratén (Mus musculus, C57BL/6) es un animal que presenta una fisiologia de alta similitud con la humana,
usado ampliamente en la literatura para el estudio de la fisiopatologia de la incontinencia urinaria (1, 2).
Ademas, nuestro laboratorio tiene experiencia en el uso de tejidos de ratones para las mediciones que se
realizaran (3).

Kullmann FA, Daugherty SL, de Groat WC, Birder LA. (2014) Bladder smooth muscle strip contractility as a
method to evaluate lower urinary tract pharmacology. J Vis Exp 90:e51807.

Kullmann FA, Beckel JM, McDonnell B, Gauthier C, Lynn AM, Wolf-Johnston A, Kanai A, Zabbarova IV,
Ikeda Y, de Groat WC, Birder LA. (2018) Involvement of TRPM4 in detrusor overactivity following spinal cord
transection in mice. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 391(11):1191-1202.

Ocaranza MP, Moya J, Barrientos V, Alzamora R, Hevia D, Morales C, Pinto M, Escudero N, Garcia L, Novoa
U, Ayala P, Diaz-Araya G, Godoy I, Chiong M, Lavandero S, Jalil JE, Michea L. (2014) Angiotensin-(1-9)
reverses experimental hypertension and cardiovascular damage by inhibition of the angiotensin converting
enzyme/Ang Il axis. J Hypertens 32(4):771-83.

C.4. Justifique estadistica y/o bibliograficamente el nimero de animales a utilizar por cada uno de los
objetivos del estudio. Recuerde que de acuerdo a las normas internacionales de bioética animal, se debe
utilizar el minimo de animales necesario para obtener resultados validos Aplicar el principio de las 3 Rs:
Reemplazar animales por otro sistema (ej. in vitro); Reducir numero de animales; Refinar los
procedimientos realizados.

El nimero de animales a usar fue determinado para el desarrollo del total de los experimentos, descritos
a continuacion. Para el calculo de tamafio de muestra se asumird como diferencia estadisticamente significativa
un cambio de al menos 20% respecto al grupo control, con una desviacion estandar del 10% de la media
poblacional, y una pérdida de 10% de las muestras. Para ello, requeriremos un minimo de 5 ratones en cada
grupo experimental. Para los experimentos se usaran 6 grupos experimentales (control + 5 dosis distintas de
farmaco) para un total de 30 animales.

Para el analisis de 2 grupos con variables continuas se empleara prueba ¢ de Student para muestras
pareadas. Para el analisis de mas de 2 grupos, se empleara prueba de ANOVA con andlisis post-hoc de
Bonferroni. Las variables continuas se expresaran como media aritmética + error estandar. Todos los analisis
seran hechos de 2 colas. Se definird como diferencia estadisticamente significativa un valor P menor al 5%
(P<0,05).

D. DESCRIPCION GENERAL DEL EXPERIMENTO

Actualizado Octubre 2017




D.1. Enumere la secuencia de TODOS los procedimientos a seguir con los animales. Explicite el curso
temporal en los procedimientos cronicos. El detalle de procedimientos no quirirgicos (manipulacion y
administracion de sustancias) debe incluirse en la Seccion E. El detalle de los procedimientos quirtrgicos
debe incluirse en la Seccion F.

Para el estudio a realizar se extraerdn las vejigas de ratones C57BL/6 machos. La eutanasia se realizara
mediante sobredosis de anestesia con isofluorano (5%). Las vejigas seran disecadas libres de tejido adiposo y
adventicia. Segmentos longitudinales de 1 x 6 mm seran usados para cultivos organotropicos durante 48 horas.

D.2. Describa el o los criterios de interrupcion del trabajo con los animales durante el experimento.
Incluya en su descripcion el procedimiento esperado de finalizaciéon y las circunstancias en que el
experimento sera interrumpido para evitar sufrimientos innecesarios al animal. Si su protocolo incluye
experimentos crénicos con induccién de patologias, indique explicitamente en qué momento se
eutanasiaran los animales y el grado de compromiso de bienestar general, que se espera en esas
condiciones, en base a los protocolos de supervision modificados de Morton y Griffiths (Veterinary Record,
116: 431-36, 1985) segun corresponda, establecidos en los Anexos II y III. Puede modificarlo segun las
condiciones del estudio y las caracteristicas de su modelo animal.

Los animales solo seran usados para la extraccion de tejido de vejiga.
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E. PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS
(MANIPULACION DEL ANIMAL Y ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS)

E.1. Identifique y describa el o los procedimiento(s) no quirtrgicos(s) a realizar. Incluya en su
descripcion: administracion de substancias, via, sitio de inoculacion, forma de administracién, volumen y
frecuencia de administracion, métodos de sujecion o inmovilizaciéon del animal, uso de radiacion (dosis y
frecuencia), otros procedimientos: estudios de supervivencia, biopsias, entre otros.

Eutanasia: cutanasia farmacologica mediante la administracion de una sobredosis de isofluorano (5%). Se
confirmard la muerte del animal por ausencia de latidos cardiacos y movimientos respiratorios.

E.2. Indique el nombre y experiencia de la(s) personas que efectuara(n) los procedimientos no quirurgicos.
Dr. Rodrigo Alzamora (Bioquimico y Doctor ): Experiencia en manimulacion y cuidados de roedores.

Raquel Pinto (Médico Veterinario): Experiencia en manimulacion y cuidados de roedores.

E.3. Indique las condiciones en que se mantendran los animales en los periodos de tiempo entre las
distintas intervenciones.

Los animales solo seran usados para la extraccion de tejido de vejiga.

F. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

F.1. Identifique y describa el o los procedimiento(s) quirurgico(s) a realizar. Incluya métodos de asepsia
que utilizara.

No se realizaran procedimientos quirirgicos que requieran la sobrevivencia del animal.

F.2. Indique nombre y experiencia de la(s) persona(s) que efectuara(n) procedimientos quirdrgicos.

Raquel Pinto (Médico Veterinario): Experiencia en manimulacion y cuidados de roedores.

F.3. Condiciones e infraestructura del lugar donde se efectuaran los procedimientos quiruargicos.

El procedimiento quirtrgico se realizard en la zona estéril de la sala de Cirugia del Laboratorio de Fisiologia
Integrativa. Esta instalacién cumple con los requisitos sefialados en el Manual de Bioseguridad CONICYT.
Maiquina de anestesia, lupa de diseccion.
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F.4. Si el o los procedimiento(s) quirtrgico(s) incluyen supervivencia del animal, sefiale el cuidado
postoperatorio requerido e identifique a la persona responsable.

No Aplica.

F.5. Si corresponde justifique si un mismo animal sera sometido a procedimientos quirirgicos mas de una
vez e indique el procedimiento previo.

No Aplica.
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G.DOLOR Y AFLICCION

Es imperativo observar el principio fundamental de evitar todo dolor y sufrimiento innecesario en cada
animal que participa en un estudio cientifico. Toda manipulacién que provoque dolor o afliccion del o de los
animal(es), debe justificarse en forma sélida y detallada.

G.1. Indique en la siguiente Tabla, el nivel de dolor segiin el grado de estrés o discomfort producido en
los animales a manipular cada afio. Los diferentes niveles de dolor o aflicciéon en el manejo de animales
se explican en el Anexo IV. * Es obligatorio completar esta Tabla.

Indique Niimero de Animales por Aiio

Nivel de Dolor Aino 1 Afo 2 Ao 3 Ao 4 Ao 5

A. Minimo dolor y estrés 30

B. Dolor asistido por medidas apropiadas
(analgésico u otro)

C. Dolor no asistido por medidas apropiadas

G.2. Anestesia, Analgesia y Tranquilizantes. Para los animales indicados en la Tabla anterior (G1),
categorias B, especifique los anestésicos, analgésicos, sedantes o tranquilizantes que seran utilizados.
Indique el o los nombre(s) de(los) agente(s) usado(s), la dosis, ruta, frecuencia y duraciéon de
administracion, asi como la(s) persona(s) encargada(s) del tratamiento y supervisar su efecto.

Se realizara eutanasia farmacoldgica mediante la administracion de una sobredosis de isofluorano (5%). Se
confirmara la muerte de animal por ausencia de latidos cardiacos y movimientos respiratorios. Estos
procedimientos seran realizados por: Rodrigo Alzamora y Raquel Pinto.

G.3. Si hay animales indicados en la categoria C de la Tabla G.1., se debe justificar por qué esta
contraindicado el uso de anestésicos, analgésicos, sedantes o tranquilizantes durante, o después de los
procedimientos que causan dolor o afliccion (incluya referencias).

No Aplica.
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H. DISPOSICION FINAL DE LOS ANIMALES

H.1. Eutanasia. Describa detalladamente el método de eutanasia. Si se usa un agente quimico, especifique,
dosis y ruta de administracion. Si su método es fisico o mecanico, describa y justifique el método a utilizar.
Indique la(s) persona(s) encargada(s) de esta funcion (Se sugiere revisar The AVMA Guidelines for the
Euthanasia of Animals: 2013 Edition, American Veterinary Medical Association, USA).

El procedimiento de eutanasia se realizard bajo anestesia por isofluorano (Forane®, Abbott). Para la induccion,
los animales seran puestos en una camara de induccion (15 cm ancho x 10 cm alto x 15 cm profundidad, 2,2 L de
volumen) provista de inlet y oulet para el flujo continuo del isofluorano. El isofluorano serd administrado a una
concentraciéon del 5% usando una maquina de anestesia clinica. Una vez inducidos, los animales seran
mantenidos con isofluorano a una concentracion del 1-2% administrado a través de una mascara de anestesia. El
efecto del isofluorano se evaluaré usando la respuesta refleja al aplicar presion en una pata usando un forceps. La
eutanasia se realizara mediante dislocacion cervical, la muerte de animal se confirmaré por ausencia de latidos
cardiacos y movimientos respiratorios. La diseccion de la vejiga se realizard usando material quirargico
esterilizado por autoclave. Estos procedimientos seran realizados por Raquel Pinto (Veterinaria).

H.2. Eliminacién de desechos. Describa brevemente el proceso de eliminacion de los cadaveres de acuerdo
con las normas de Bioseguridad de su Unidad. Si la eliminacion es diferente a lo establecido, debe explicar
el procedimiento en detalle y justificarlo.

Los desechos seran eliminados de acuerdo a las normas de Bioseguridad de la Facultad de Medicina. Los
cadaveres se almacenaran en un freezer destinado a este uso en bolsas plasticas selladas y debidamente
etiquetadas para su posterior eliminacion.

H.3. Mantencion de especimenes muertos. Describa la finalidad y las normas establecidas en cada caso
(conservacion en museos, docencia, otros).

No Aplica.

H.4. Supervivencia. Describa y justifique la disposicion y destino de los animales en caso de experimentos
o actividades docentes en que los animales no son eutanasiados al término del procedimiento.

No Aplica.
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I. SUBSTANCIAS ADMINISTRADAS A LOS ANIMALES QUE REQUIERAN
CERTIFICACION ESPECIAL

L1 El uso de farmacos o substancias peligrosas en la investigacion con animales requiere de una
aprobacion separada. Es su responsabilidad contar con la(s) autorizacidon(es) correspondiente(s). Si es
relevante, adjunte las autorizaciones a este documento.

Nota: Si en su proyecto considera la utilizacion de agentes psicotrdpicos, debe llevar un control y
registro del uso de éstos. Ademas, todo excedente debera ser comunicado a Unidad de Prevencion de
Riesgos y Bioseguridad de su unidad para su resguardo o eliminacion.

Sefiale a continuacion en las siguientes Tablas aquellas substancias que utilizara.

SUSTANCIAS QUE NO REQUIEREN | Lista de substancias
APROBACION
Agentes Bioldgicos No Aplica
Farmacos No Aplica
Otros No Aplica

SUSTANCIAS DANINAS PARA LOS Lista de substancias y documentacion, si
ANIMALES O HUMANOS QUE corresponde
REQUIEREN APROBACION
Radionuclidos No Aplica
Agentes Bioldgicos No Aplica
Drogas o quimicos peligrosos No Aplica
ADN Recombinante No Aplica
Féarmacos No Aplica
Otros No Aplica
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J. CERTIFICACIONES DEL ACADEMICO Y/O INVESTIGADOR RESPONSABLE DE LOS
PROCEDIMIENTOS DESCRITOS EN ESTE PROTOCOLO

J.1. Certifico que, a mi juicio, la investigacion propuesta no constituye una duplicacion innecesaria de
investigaciones previas.

J.2. Certifico que todas las personas bajo mi supervision y responsabilidad que participan en los procedimientos
con los animales, trabajaran de acuerdo con las normas y reglas éticas vigentes nacionales e internacionales.

J.3. Certifico que he revisado la literatura cientifica y base de datos pertinentes sin encontrar procedimientos
validos alternativos, o no estoy en condiciones de desarrollarlos.

J.4. Confirmo que he completado la Tabla en el item G.1

J.5. Certifico que los antecedentes presentados en este Protocolo incluyen la totalidad de los procedimientos
con animales propuestos en el Proyecto.

J.6. Me comprometo a solicitar y obtener la aprobacion del CICUA de la Universidad de Chile antes de iniciar
CUALQUIER cambio al Protocolo aprobado, sea de procedimientos como de personal.

J.7. Certifico que el personal que estard a cargo del manejo y o manipulacion de los animales cuenta con
experiencia, certificacion o algun tipo de calificacion que evite exponer a los animales a situaciones que
ponen en riesgo su bienestar.

J.8. Declaro estar en conocimiento que se realizarda SEGUIMIENTO por parte del CICUA para confirmar el

cumplimiento de este Protocolo.

J.9. Certifico que las personas involucradas en este protocolo han leido y aprobado la version definitiva de este
documento.

J.10. Investigador Patrocinado del protocolo (si lo hubiese):

Firma:

J.11. Académico Responsable del Protocolo y los procedimientos planteados:

Firma:

J.12. V°B° Director de la Unidad Académica:

Firma:

(Importante: las firmas en los puntos J.10, J.11 y J.12 deben ir s6lo en el protocolo final aprobado, no son necesarias ni en
la primera presentacion digital, ni en las enmiendas posteriores a la certificacion si las hubiere)

Fecha envio del protocolo:
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Check List

Seifior Académico: Con el fin de evitar rechazo por parte del CICUA de su Protocolo de Manejo y Cuidado de
Animales de Laboratorio por razones formales, por favor verifique que:

Cuenta con las respectivas firmas del Investigador, Director de la unidad y Académico
responsable de los procedimientos (éste ultimo si corresponde segun el punto M)

Respondi6 el B.5 y B.6 (indicar bioterio y lugar de los procedimientos con los animales)

Ha especificado el calculo del nimero total de animales a utilizar (punto B.7)

Se ajusto a las indicaciones del punto C.1 (descripcion breve y comprensible
para el ciudadano comtn de los propdsitos de la investigacion).

Ha justificado y especificado el calculo del numero de animales a utilizar por objetivo
(punto C.4)

Indicé “no aplica“ en todos los items en que no corresponde responder
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ANEXO I - GLOSARIO
Afliccidn: dolor o molestia.
Analgésico: farmaco utilizado para reducir la percepcion central de los estimulos dolorosos.
Anestésico: farmaco que bloquean la sensibilidad tactil y dolorosa de un individuo generando un estado de
inconsciencia en el animal. Puede utilizarse de manera parcial sobre el cuerpo (local) o general. Se caracteriza por
generar analgesia, amnesia, e inmovilidad. Se utiliza en procedimientos quirdrgicos, en procedimientos poco
invasivos pero muy dolorosos, y también para la exploracion fisica o toma de muestras.
Angustia: emocidn negativa, se caracteriza por ser una emocion compleja, puede ocurrir sin presencia del estimulo.
Criterio de punto final: Punto determinado de manera cientifica, donde el dolor o distrés del animal es terminado,
minimizado o reducido a través de acciones a través de la eutanasia, tratamiento o terminando el procedimiento.
Criterio de interrupcion: Punto en el cual se decide poner término de manera anticipada a la investigacion, ya sea
porque el andlisis preliminar de resultados lo permite o porque hay problemas metodolégicos que asi lo requieren.
Disconfort: situacién no confortable, que causa incomodidad en el animal.
Distrés: se refiere al contenido emocional de experiencias nocivas que provocan una respuesta de estrés fisiologico
en los animales. La experiencia nociva puede ser predominantemente emocional, fisica, o una combinacién de
ambos. Generalmente ocurre cuando la respuesta de estrés es muy aguda o cuando se hace cronica, sobrepasando la
capacidad de adaptacion del individuo.
Dolor: experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafio tisular real o potencial o descrito en
términos de dicho dafio. Para cuantificarlo se utilizan signos indirectos de dolor, como por ejemplo expresion facial,
cambios posturales y conductuales. Siempre que exista el riesgo de que se produzca dolor se debe usar un
analgésico. Si no existe evidencia cientifica de que el procedimiento cause dolor, se asume que si es doloroso para el
humano lo es para el animal.
Estrés: Se refiere al amplio rango de respuestas fisioloégicas y conductuales aun cierto estimulo, desde las pequenas
desviaciones de los ajustes homeostaticos diarios que se dan bajo circunstancias benignas, hasta los cambios
fisioldgicos maximos de los sistemas del individuo.
Eutanasia: Del griego eu (bueno) y thanatos (muerte). Describe el término de la vida de un individuo de una forma
que minimice o elimine el dolor y distrés. Es deber del Médico Veterinario llevar a cabo la eutanasia a través de
criterios acordes a los intereses del animal y/o debido a principios de bienestar animal. Deben utilizarse técnicas que
induzcan la muerte de una forma rapida, sin dolor ni distrés (AVMA, 2013).
Modelos alternativos: aquellos que reemplazan la utilizacion de animales vertebrados.
Principio de las 3 Rs: principio formulado en la década de los 60 por los bidlogos ingleses, Russel y Burch, en su
libro “The Principle of Humane Experimental Technique”. Hacen referencia a Reemplazar, Reducir y Refinar.
Reemplazo: Preferir el uso de modelos no-animales sobre modelos animales cuando sea posible y permitan alcanzar
los objetivos cientificos (modelos virtuales, métodos in vitro). Otra alternativa e utilizar animales que estén mas
abajo en la escala filogenética (reemplazo relativo) que tienen menor capacidad de experimentar sufrimiento (ej.
Reemplazar modelo vertebrado por invertebrado).
Reduccién: Utilizar métodos que permitan obtener niveles de informacién comparables reduciendo al maximo la
cantidad de animales utilizados, u obtener mayor informacién desde el mismo nimero. Estos métodos incluyen
disefios experimentales apropiados, determinacién de tamafio muestral, y analisis estadistico apropiado.
Refinamiento: Utilizar métodos que alivien o minimicen el potencial dolor, sufrimiento o distrés, aumentando el
bienestar animal desde su nacimiento hasta su muerte, por ejemplo a través del enriquecimiento ambiental.
Procedimientos no quiridrgicos: procedimientos que incluyen manipulacion (métodos de sujecién o
inmovilizacién) y administraciéon de sustancias (vias, uso de radiacién) de manera no instrumental para el
diagnostico, tratamiento o rehabilitaciéon que no involucran incisién de los tejidos.
Procedimientos quirurgicos: manejos o intervenciones en animales que involucren incisién de tejidos u érganos.
Todo procedimiento quirurgico debe realizarse bajo estrictas medidas de asepsia y protocolos anestésicos/sedantes
y/o analgésicos apropiados para la intervencion.
Sedantes: fairmaco que produce una depresién central acompafiada por somnolencia, el individuo puede o no estar
consciente de lo que ocurre a su alrededor, pero si responde a estimulos dolorosos. Pueden utilizarse para
procedimientos poco o no invasivos, que requieren de cooperacion del animal. Puede ir acompafiada de anestesia
local.
Tranquilizante: farmaco que posee un efecto calmante, sin alteracién de la consciencia. Genera modificacién de la
conducta, por lo que el individuo estara relajado, pero consciente; puede no responder a estimulos dolorosos de muy
baja intensidad. Ayudan a reducir el estrés del animal, puede utilizarse para exploracién fisica o toma de muestras en
animales nerviosos.
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ANEXO 11

Protocolo de supervision para Roedores modificado del protocolo propuesto por Morton y Griffiths
(1985) (Veterinary Record, 116: 431-36, 1985).

Protocolo de supervision para roedores de laboratorio

Variable Rangos Puntuacién

e Normal (no hay pérdida de peso o el animal crece 0
normalmente).
Pérdida de peso e Pérdida de peso inferior al 10%. 1
(de 0a3) e Pérdida de peso entre el 10% y 20%. Posible 2
alteracion en el aspecto o cantidad de heces.
e Pérdida de peso superior al 20%, el animal con 3
consume agua ni alimento.

e Normal. 0
Aspecto e Pelo en mal estado.

(de 0 a3) Pelo en mal estado y/o presencia de secreciones
oculares o nasales.

Postura anormal.

N R

Normal.

Pequenos cambios.

Inactividad

Automutilaciéon, vocalizacion anormales, animales
muy inquieto o inmdviles.

Comportamiento
espontaneo
(de 0 a3)

WNR—ROWw

Comportamiento en
respuesta a manipulacién
(de 0 a3)

Normal.
Pequenios cambios.
Cambios moderados

Animales agresivo o comatoso

Normal.

Pequefios cambios.

Cambios en la temperatura corporal de 1-2°C,
incremento del 30% en frecuencia Cardiaca o
respiratoria.

e (Cambios en la temperatura corporal de >2°C, 3
incremento del 50% en frecuencia Cardiaca o
respiratoria.

NP, OWNREO

Constantes Vitales
(de 0 a3)

Puntuacion Total

Nota: cuando un animal obtiene una puntuacién de 3 en mas de un parametro todas las 3 pasan a 4.
Las medidas correctoras sugeridas en funcién de la puntuacién obtenida para cada animal son las
siguientes:

Puntuacioén:

Desde 0-4 normal

Desde 5-9 supervisar cuidadosamente considerar el uso de analgésicos
Desde 10-14 sufrimiento intenso: administrar analgésicos (;eutanasia?)
Desde 15-20 eutanasia
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Protocolo de supervision para Peces modificado del protocolo propuesto por Morton y Griffiths (1985) (Veterinary

Protocolo de supervision para peces

Variable Rangos Puntuacién
Normal (nada en forma continua, describiendo circulos, utilizando todo el estanque y 0
manteniendo verticalidad)

Sub-normal 1 (nada en forma continua, con trayectoria clara, mantiene verticalidad, no 1
Nado regular | utiliza todo el espacio del tanque)
Sub-normal 2 (nada en forma continua, mantiene verticalidad, sin trayectoria clara, no 2
utiliza todo el espacio del tanque)
Sub-normal 3 (el pez nada en forma erratica, sin trayectoria clara, pierde verticalidad) 3
Normal (responde de forma inmediata a la presencia de alimento luego de un periodo de 0
ayuno nocturno)
Sub-normal 1 (después de un periodo de ayuno nocturno el pez demora mas de 5 1
Respuesta a segundos en responder a la presencia de alimento)
la
alimentacién Sub-normal 2 (después de un periodo de ayuno nocturno el pez responde de forma 2
erratica a la presencia de alimento)
Sub-normal 3 (después de un periodo de ayuno nocturno el pez no responde a la 3
presencia de alimento, el alimento cae al fondo del estanque y permanece sin ser
consumido)
Normal (atento al medio, responde a la presencia de personal de laboratorio, interactia 0
con sus pares)
Sub-normal 1 (Atento al medio, responde a la presencia de personal de laboratorio, 1
Comportamie interactta en forma erratica o agresiva con sus pares)
nto
. Sub-normal 2 (Responde con demora a estimulos externos, no interactia con los pares 2
espontaneo , p p
separandose del grupo)
Sub-normal 3 (no responde a estimulos del medio y permanece en el fondo del estanque) 3
Normal (sin erosion ni anormalidad evidente de aletas) 0
Sub-normal 1 (Erosion leve de aletas, borde exterior partido, sin exposicion de los radios 1
Estado de las | de las aletas)
aletas ., . , . C
Sub-normal 2 (Erosion evidente de aletas, se agrega a los sintomas anteriores: exposicion 2
de los radios de las aletas, hemorragia e inflamacion leve)
Sub-normal 3 (Erosién severa, todos los sintomas anteriormente descritos presentes) 3
Puntuacién
Total

Nota: Cuando un estanque obtiene un puntaje de 3 en mas de una variable, todos los “3” pasan a “4”. Las medidas correctivas de acuerdo a la puntuacién
para cada estanque son las siguientes:

Puntuacién:
Desde 0-3:
Desde 4-7:
Desde 8-11:
Desde 12-16:

Normal

Supervisar cuidadosamente (considerar cambio en manejo)
Sufrimiento intenso, administrar analgésicos (considerar eutanasia)
Eutanasia

La evaluacion sera realizada por personal que conoce el comportamiento de los peces incluyendo al investigador responsable del proyecto y al personal técnico
entrenado para el monitoreo de los estanques experimentales. El protocolo debe ser visado por un Médico Veterinario con experiencia en peces.

Actualizado Octubre 2017




18

ANEXO IV

Niveles de Dolor o Afliccion

A.

Minimo dolor y estrés: Minima molestia de los animales durante procedimientos NO
QUIRURGICOS. Ejemplos: sujeciéon para observacién o examenes fisicos, toma de muestras de
sangre, inoculaciéon de sustancias en pequefias cantidades por via subcutdnea, intramuscular,
intravenosa, intraperitoneal u oral, pero no intratoracica o intracardiaca (Categoria B), estudios
agudos sin supervivencia en los cuales los animales son completamente anestesiados y no
recobran la conciencia, periodos cortos de privacion de agua y comida (equivalentes a los que
podrian ocurrir en condiciones naturales) o modificaciones ambientales leves, métodos de
eutanasia con rapida pérdida de conciencia (sobredosis de anestésicos, decapitacion luego de
sedacion o anestesia).

Dolor asistido por medidas apropiadas: Minima dolor o afliccion debido al uso de
medicamentos apropiados para disminuir o eliminar las molestias de los animales. Es el caso de la
mayoria de los procedimientos QUIRURGICOS asociados a protocolos anestésicos y analgésicos
apropiados. Ejemplos: canulacién o cateterizacion de vasos sanguineos o cavidades corporales
bajo anestesia; cirugias menores bajo anestesia general o local tales como biopsias, laparoscopia;
cirugias mayores bajo anestesia general con recuperacidn subsiguiente; sujecion o inmovilizacion
por tiempos cortos pero que por observacidon evidencian leve discomfort o stress del animal;
tiempo prolongado (varias horas) de inmovilizacién; induccién de conductas estresantes;
induccion de anormalidades anatémicas, fisiol6gicas o enfermedades que ocasionan dolor o stress
pero que esta aliviado por medidas apropiadas. Procedimientos en esta categoria no deberian
causar cambios significativos en la apariencia general del animal ni en pardmetros tales como
frecuencia cardiaca, respiratoria, excrecion urinaria y fecal, o comportamiento social.

Dolor no asistido por medidas apropiadas: Dolor o afliccién sin el uso de medicamentos para
disminuir o eliminar las molestias de los animales. Si existen animales en esta categoria, el
investigador debe tener una clara y sélida justificacion. Ejemplos: exposiciéon a noxas o agentes
cuyos efectos son desconocidos; exposicion a drogas o quimicos en niveles que pueden causar la
muerte, dolor severo o gran stress; estudios de comportamiento en los cuales el nivel de stress
producido se desconoce; uso de relajantes musculares o drogas que producen paralisis sin usar
previa anestesia; quemaduras o traumas dolorosos en animales conscientes; y todo otro
procedimiento que pueda ocasionar stress severo u ocasione dolor intenso que no pueda ser
aliviado por analgésicos (por ejemplo ensayos de toxicidad o infecciones experimentales en los
cuales el final del experimento es la muerte del animal). Exposicién a drogas o quimicos en niveles
incompatibles con los sistemas fisiolégicos y que induzcan un malestar créonico sin medidas
paliativas. Los estudios asociados a esta categoria no debiesen ser muy prolongados o de
severo dafio clinico para disminuir al maximo el tiempo de exposicion al dolor y afliccién. El
malestar puede detectarse por marcada anormalidad en los patrones de comportamiento,
ausencia de “acicalamiento”, deshidratacién, “vocalizaciéon” anormal, anorexia prolongada;
letargia; trastornos al caminar y moverse, o signos clinicos severos de infeccidn local o sistémica.
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