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RESUMEN

En esta tesis se formularon y desarrollaron nanoparticulas poliméricas que fueron
cargadas con el péptido angiotensina Ang-(1-9) y nanoesferas de oro. Ang-(1-9)
corresponde a un péptido vasodilatador el cual contrarresta el efecto vasopresor de
la Ang Il, previene la hipertrofia cardiomiocitaria in vitro e in vivo, disminuye la

presion arterial y el remodelado cardiovascular patologico.

Ang-(1-9) presenta una reducida vida media en la circulacion por lo que su uso
terapéutico requiere de un vehiculo/vector. Para dar solucion a este problema se
protegié la Ang-(1-9) dentro de una nanoparticula polimérica y se incorporaron
nanoesferas de oro para que a través del estimulo fototérmico, gatillar la liberacion

temporalmente controlada de Ang-(1-9).

Las nanoparticulas fueron caracterizadas por dispersion dinamica de la luz,
potencial zeta, microscopia electrénica de barrido y de transmision, distribucion de
tamafio y concentracion por nanoparticle tracking analysis. La eficiencia de
asociacion de Ang-(1-9) y el perfil de liberacion se confirmé mediante HPLC. Se
determind la estabilidad de las nanoparticulas en diferentes medios de relevancia.
Las nanoparticulas de Ang-(1-9) no mostraron efectos citotoxicos a concentraciones
bajas e intermedias en una linea celular de cancer cérvicouterino y en cultivo
primario de cardiomiocitos de rata neonata. Las nanoparticulas de Ang-(1-9) fueron
eficaces en prevenir la hipertrofia cardiomiocitaria inducida por noreprinefrina en

cultivos primarios de cardiomiocitos de rata neonata.

Esta tesis muestra un promisorio nanosistema basado en nanoparticulas
poliméricas de Ang-(1-9) con potenciales aplicaciones para el tratamiento de la

hipertrofia cardiovascular.



ABSTRACT

In this doctoral thesis, polymeric nanoparticles were formulated and developed,
which were loaded with the angiotensin (Ang)-(1-9) peptide and gold nanospheres.
Ang- (1-9) corresponds to a vasodilator peptide which counteracts the vasopressor
effect of Ang Il, prevents cardiomyocyte hypertrophy in vitro and in vivo, decreases

blood pressure and, pathological cardiovascular remodeling.

Ang -(1-9) inside a polymeric nanoparticle and incorporated gold nanospheres that
through the photothermal effect, it triggers the controlled release temporarily through

the application of radiation.

The nanopatrticles were characterized by dynamic light scattering, zeta potential,
scanning electron microscopy and transmission electron microscopy, size
distribution and concentration by nanoparticle tracking analysis. The association
efficiency of Ang- (1-9) and the release profile was confirmed by HPLC. The stability
of the nanopatrticles in different relevant media was determined. Their safety was
evaluated, for which cytotoxicity and viability tests were carried out against the
cervical cancer cell line (HeLa) and neonatal rat cardiomyocyte primary culture.
Ang- (1-9) nanoparticles were effective in preventing cardiomyocyte hypertrophy

induced by norepinephrine in primary cultures of neonatal rat cardiomyocytes.

This thesis shows a promising nanosystem based on polymeric nanopatrticles of Ang

- (1- 9) with potential applications for the cardiovascular hypertrophy treatment.
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1. INTRODUCCION

1.1. Péptidos bioactivos como nuevos farmacos

Los péptidos bioactivos han emergido como nuevos y prometedores medicamentos
para el tratamiento de muchas patologias, incluyendo las enfermedades
cardiovasculares (CV) [1]. Muchos de estos péptidos han mostrado significativa
eficacia terapéutica, selectividad, especificidad, actividad, reducidas interacciones
entre farmacos y baja toxicidad [1,2]. Asi el afio 2012 fue todo un hito ya que 5y 6
péptidos recibieron aprobacion del mercado respectivamente en Europa y en los
Estados Unidos, constituyendose como el nimero mas alto de aprobaciones

logradas para nuevos péptidos biactivos [2,3].

La via de administracion oral de farmacos de uso CV sigue siendo la via de
eleccién. Sin embargo esta via no puede usarse para la administracion de péptidos
debido a: a) biodisponibilidad muy limitada, debido al mayor peso molecular (> 1000
Da) que limita el paso a través de membranas; b) labilidad a enzimas y medio acido
debido a, la exposicion extensa a través del area de superficie del tracto
gastrointestinal, y el efecto de primer paso por el higado [4]. Esto ha llevado a los
investigadores a acelerar el desarrollo de nuevos sistemas de administracién de
péptidos, que pueden mantener su estructura, eficacia, seguridad de
administracion y que liberen el agente terapéutico de manera predecible en el
tiempo y sean degradado a metabolitos que son absorbidos o excretados [5].

1.2. Sistemas de entrega de péptidos bioactivos

En los dltimos afios, prometedores sistemas de entrega basados en nanoparticulas
poliméricas han atraido significativa atencién y se pueden sintetizar a través de

varias técnicas que incluyen emulsificacion, microemulsion inversa, polimerizacion



de mondmeros biodegradables y no biodegradables como también la coacervacion
[6,7]. En particular, la coacervacion conduce a la formacion de un sistema de matriz
en medio acuoso, también conocido como complejo de polielectrolito (PEC),
formado entre al menos dos moléculas de carga opuesta, una de las cuales puede
ser un polication y otra polianion. Por lo tanto, esta combinacion se ha investigado
ampliamente para la formulacién de farmacos [6,7], probablemente debido al hecho
de que la asociacion espontanea de los polimeros cargados de forma opuesta
conduce a la formacion de PEC a través de enlaces electrostaticos fuertes y
reversibles [8]. Las propiedades de los PEC estan influenciadas por la composicion
quimica de los polimeros (su peso molecular, estereoquimica, densidades de carga,
etc.), también por condiciones experimentales como las concentraciones de los
polielectrolitos antes de la mezcla, su proporcion en mezcla, la fuerza ionica de la
solucion, orden en que son adicionados, etc. [9,10]. Polimero-polimero, polimero-
farmaco, polimero-farmaco-polimero y polimero-proteina son tipos de complejos de
polielectrolitos que se han estudiado con frecuencia para la administracion de

farmacos y aplicaciones biomédicas [11-15].

Las nanoparticulas de complejo polielectrolitos obtenidas por coacervacion
compleja, encapsulan péptidos bioactivos en la matriz del polimero a nivel
molecular. Esto ofrece mayores ventajas ya que mejoran la actividad farmacolégica
de los péptidos al aumentar su estabilidad, proteccién a la degradacion y controlan
su liberacion [16-17]. Ademas, son ampliamente utilizados debido a las mejores
propiedades funcionales que ofrecen en comparacion con el uso de polianiones y
policationes solos [18]. Por ejemplo, alginato/quitosano, dermatan sulfato/quitosano
polielectrolito complejo y Eudragit L100-55/quitosano, son algunas de las
nanoparticulas que se han descrito para el encapsulamiento de polipéptidos
hidrofilicos [19-21].

1.3. Nanoparticulas como vector de péptidos bioactivos

Las nanoparticulas (NPs) son un tipo de estructuras con formas, tamafios definidos

en el rango nanométrico que se describen como nuevos sistemas de entrega de

2



péptidos. A nivel celular, la entrega de péptidos in vivo puede verse obstaculizado
por su estructura tridimensional, naturaleza hidrofilica/hidrofobica, y estabilidad [22].
Estos factores hacen que los péptidos sean altamente vulnerables, con vida media
corta, debido a la degradacion por enzimas y proteasas, ya sea en el lugar de
administracion o en ruta al sitio de accion farmacologica, resultando en una pobre
biodisponibilidad [23,24].

Por estas razones, un vehiculo o sistema de suministro para péptidos bioactivos se
hace muy necesario. Estos sistemas de liberacidon controlada deben estar
constituidos por materiales biocompatibles, y en este sentido, los biopolimeros

tienen una amplia aplicacion en el desarrollo de estos sistemas.

1.4. Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas (pNPs), especialmente las compuestas por
polimeros biodegradables, representan una mejora sobre los métodos tradicionales
de administracion de farmacos [25] en términos de eficiencia y efectividad. Sus
ventajas son principalmente su alta compatibilidad al interactuar con células y tejidos
y buen perfil de biodegradacion. Ademas: i) sus métodos de formulacion son
altamente reproducibles, ii) los distintos tipos de pNPs permiten encapsular tanto
péptidos hidrofilicos como hidrofébicos, iii) permiten modificar la velocidad de
liberacion del farmaco, iv) presentan una baja toxicidad, v) estabilidad, vi) faciimente
modificables para presentar una gran variedad de ligandos adheridos a su
superficie, vii) baja respuesta inflamatoria, y viii) su tamafio permite que lleguen de

manera mas facil a distintos sitios del organismo [26,27].

El ingreso de las NPs a los distintos tipos de células y su velocidad de trancitosis
estdn mediados por sus propiedades fisicoquimicas, tales como tamarfio, carga
superficial e hidrofobicidad. En la sangre, las superficies no i6nicas e hidrofébicas
son rapidamente opsonizadas seguido del reconocimiento del sistema reticulo
endotelial (SRE). Las particulas cargadas positivamente presentan una mayor tasa

de internalizacion celular, debido a la carga negativa de las membranas celulares.



Sin embargo, nanoparticulas cargadas de manera negativa, también pueden
presentar una internalizacion eficiente, luego de los procesos de adsorcién o por

ligando adheridos a su superficie [28].

La velocidad de difusion de los farmacos desde las matrices, junto con su
incompatibilidad son, probablemente, los criterios mas importantes a la hora de
elegir o desarrollar una determinada matriz [22]. Los polimeros naturales que se
usan incluyen quitosano, gelatina y alginato de sodio [29]. Algunos ejemplos de
sustancias activas encapsuladas formuladas con nanomateriales poliméricos, son
principalmente contra el cancer como la adriamicina [30], paclitaxel [31] y la
doxorubicina [32,33], o proteinas y moléculas anti-sentido para la terapia génica
[34,35].

1.5. Nanoparticulas de oro para la entrega temporalmente controlada

Las NPs de oro (AuNp) han emergido como un atractivo candidato para la entrega
de farmacos. Al ser tan pequefias tienen la propiedad de difundir a través de
barreras bioldgicas, pudiendo llegar al sitio de interés [36] y su uso incluye diversas
formas como nanoesferas (NE) y nanovarillas (NV). Por otra parte, las AuNp
presentan resonancia de plasmon superficial localizada (LSPR), por efecto de la
interaccidn de la luz con los electrones en la superficie de la nanoparticulas [37]. El
plasmon superficial hace que la particula pueda absorber y disipar la luz de manera
muy eficiente en ciertas longitudes de onda; lo que también es responsable de las
distintas coloraciones de estas dispersiones de acuerdo al tamafio de particula.
Ademas, presentan un efecto fototérmico que esta asociado a que parte de la luz

absorbida se disipe como calor localizado (Figura.1) [38,39].



S, H~—

()

Fig 1. Resonancia de plasmén superficial localizada

Las AuNp pueden emplearse para la liberacion temporalmente controlada de
farmacos mediante la aplicacion de radiacion electromagnética. Pueden distinguirse
cuatro escenarios principales a nivel farmacéutico en que se ha empleado el efecto
fototérmico para activar la liberacion de farmacos desde nanoparticulas: i) el
farmaco esta embebido en una matriz polimérica que rodea a la nanoparticulas, y
el calor local cambia la estructura del polimero, lo que permite la liberacion del
farmaco, ii) el farmaco y la nanoparticulas se encuentran embebidos en liposomas
gue son desorganizados por el calor local, facilitando la liberacion del farmaco, iii)
el farmaco esta unido covalentemente a una molécula espaciadora que esta unido
a la nanoparticulas, y el calor local provoca la ruptura de la unién liberando asi el
farmaco, iv) similar al caso anterior, pero el farmaco no esta covalentemente unido
a la superficie de las nanoparticulas de oro, sino por lo general incrustado en una

matriz de silice, y el calentamiento local facilita la liberacion del farmaco [39].

La clase de estimulo externo para el efecto fototérmico, corresponde a luz infrarroja
cercana (650-900nm, NIR) que exhibe una maxima penetracion de los tejidos

debido a la minima absorcién Optica por los componentes fisiolégicos como la
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hemoglobina (<650 nm) y agua (> 900 nm). De este modo el tratamiento bajo la
radiacion infrarroja cercana (NIR) podria lograr un buen rendimiento sin efectos

secundarios [40].

Una forma de aumentar la eficiencia de AuNp para la liberacién de farmacos es a
través de incorporaciéon de una corona termo-sensible de polimeros biocompatibles
tales como poli (acido lactico- co-glicélico) (PLGA), polietilenglicol (PEG) y otros
[41]. El uso de este tipo de polimeros permite ampliar el campo de aplicaciones de
AuNp. Como ejemplo, se sintetizd6 AuNp con una corona termosensible de poli (glicol
de etileno)-b-poli (N-vinilcaprolactama) (PEG-B-PNVCL), se aplicé la irradiacion con
laser (802nm, 805nm), la potencia de irradiacion también se exploré mediante
pruebas a diferente potencias de laser: 50, 100, 150, 200 y 250 mV. Esto generd un
calentamiento interno, y se indujo la transicidén de fase del polimero con liberacién
de la molécula de farmaco pre-cargado. Estos resultados evidencian la dependencia
de concentracion y potencia de irradiacién dependiente de la radiacion infrarroja
cercana inducida, como también la dependencia del calentamiento sobre la

morfologia de las AuNp [42].

1.6 Enfermedades cardiovasculares (ECV)

Las ECV son la primera causa de muerte en todo el mundo y corresponden a un
conjunto de trastornos del corazén y de los vasos sanguineos que comprende: la
enfermedad cardiaca coronaria, la enfermedad cerebro vascular, la hipertension
arterial, la enfermedad vascular periférica, la cardiopatia reumatica, la cardiopatia
congénita, y la falla cardiaca [43]. La mayoria de las ECV pueden prevenirse
actuando sobre los factores de riesgo, como el consumo de tabaco, malnutricién,

obesidad, inactividad fisica, hipertension arterial (HTA), diabetes, entre otros.

1.8 Hipertrofia cardiaca

La hipertrofia cardiaca (HC) es uno de los procesos que ocurren en el
remodelamiento cardiaco patoldgico presente en las enfermedades CV. La HC se



define macroscopicamente como un incremento del grosor de la pared y/o septo
interventricular [44]. A nivel celular y bioquimico, un corazén hipertréfico se
caracteriza por un incremento del tamafo de los cardiomiocitos, expresion de genes
silentes en la etapa adulta pero activos en la etapa fetal, mayor numero de

sarcomeros y aumento de la sintesis proteica total y de proteinas contractiles [45].

El estrés biomecanico estimula el desarrollo de HC del miocardio, y puede
producirse por dos tipos de factores: estiramiento mecanico o liberacién de factores
neurohumorales con un incremento en la sintesis de proteinas cardiacas [46,47].
Estudios realizados en modelos animales con HC patolégica han demostrado que
mayores niveles de noradrenalina, Ang Il, endotelina (ET), entre otros, producen HC
[48,49].

En lafase inicial de la HC, crecen los cardiomiocitos en longitud y/o ancho, aumenta
la funcion cardiaca disminuyendo la tensién de la pared ventricular, lo que se define
como HC compensatoria [50,51]. Se constituye por tanto una respuesta adaptativa
del corazon a una variedad de estimulos intrinsecos y extrinsecos, que normaliza
transitoriamente el estrés biomecénico y optimiza la funcién de la bomba cardiaca
[52,53]. Finalmente, la mantencion del estrés biomecanico conduce a HC patoldgica
[54].

1.9 Sistema Renina-Angiotensina (SRA)

En la etiologia de la HC se ha identificado como determinante la mayor activacion
del sistema renina-angiotensina (SRA), [55-57] especificamente la via clasica con
mayor actividad de la enzima convertidora de angiotensina-l (ECA) y mayores
niveles circulantes de Ang II.

El SRA responde a un conjunto de péptidos vasoactivos, que se compone de dos
ejes con acciones opuestas (Figura 2). La cascada del SRA se inicia con la accién
de la renina sobre el angiotensindgeno circulante de origen hepatico produciendo
Ang | que es transformada al octapéptido biolégicamente activo Ang Il, por accion
de la ECA [58-60]. La Ang Il ejerce su accion en células blanco a través de
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receptores acoplados a proteina G, subtipos 1y 2 (AT1 y ATZ2, respectivamente). Al
unirse a su receptor AT1, la Ang |l activa las vias de sefializacion que desencadenan
cambios celulares, no celulares y funcionales en los distintos tejidos blanco como
corazén y vasos, entre otros [61].

La via paralela del SRA iniciada por la enzima convertidora de angiotensina |
homéloga (ECA2), [62] metaloproteasa con considerable grado de homologia a
ECA [63,64] compite con la ECA por la hidrolisis de Ang | para formar Ang-(1-9) [64].
Ademas, ECA2 puede hidrolizar Ang 1l y producir Ang-(1-7) [65].

Classical RAS

Angiotensinogen

Non-Classical RAS

|
v

Angiotensin |
ACE

N

Angiotensin-(1-9)

|—
Angiotensin Il Angiotensin-(1-7)

PD123319

{1 Fibrosis

4 Hypertrophy

T vasodilation

T Cardiac output

T Fibrosis
T Hypertrophy
1 vasodilation

! Fibrosis
4 Hypertrophy
T vasodilation

Fig 2. Sistema Renina Angiotensina clésico y no clasico

1.10 Tratamiento de la hipertrofia cardiaca y limitaciones de la terapia actual

Actualmente la farmacologia para el tratamiento de la HC se basa ya sea en el
bloqueo del tono simpatico (B- bloqueadores), los diuréticos tiazidicos o tiazidas que
producen natriuresis [66,67], los bloqueadores de canales de calcio y los

bloqueadores del SRA gue actian en el eje renina angiotensina aldosterona (RAA):
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antireninas, inhibidores de la ECA y bloqueadores del receptor tipo 1 de Ang Il
(RAT1). Este ultimo grupo indicado en el tratamiento de la HTA esencial o asociada
a nefropatia diabética, infarto agudo al miocardio (IAM) e insuficiencia cardiaca (IC)
[68].

De estos farmacos antihipertensivos, se reporta en el meta-andlisis de Klingbeil,
Arnfried U et al., que ninguno de ellos muestra eficacia en el tratamiento de la
hipertrofia ventricular izquierda y en el mejor de los casos los antagonistas del
receptor de Ang Il logran disminuir solo en un 13%, mientras un 11% con
antagonistas del calcio, un 10% con inhibidores de IECA, 8% con diuréticos y 6%

con B- bloqueadores la hipertrofia ventricular izquierda [69,70].

Por estos motivos uno de los desafios actuales es el manejo de la HC, para prevenir
el remodelado CV patolégico. Para esto, la inhibicion de la via clasica del SRA y/o
favorecer via paralela del SRA, especificamente aumentando los niveles

terapéuticos de Ang-(1-9) podrian constituir una nueva forma de tratar la HC.

1.11 Angiotensina-(1-9)

Ang-(1-9) corresponde a un péptido derivado Ang | obtenido por protedlisis y es un
intermediario relativamente mas estable que luego es escindido por la ECA a Ang-

(1-7) [71], péptido vasodilatador que contrarresta el efecto vasopresor de la Ang Il.

Ang(1-9) esta presente en plasma humano y de rata en rangos de concentracion de
2 a 6 fmoles/mL [72, 73]. Su nivel circulante se incrementa en el remodelado
temprano post infarto agudo al miocardio (IAM) en animales [72]. Ademas, la
administracion de Ang- (1-9) durante 2 semanas posterior a un |IAM evita el
desarrollo de hipertrofia cardiomiocitaria in vivo [74].

El ultimo reporte que ha sido recientemente publicado corresponde a un estudio
piloto en pacientes con sindrome de dificultad respiratoria aguda que evidencio que
los pacientes que presentaban altos niveles de Ang-(1-9) sobrevivieron a la

enfermedad, versus pacientes con bajos niveles plasmaticos, ademas del posible



rol como biomarcador de Ang-(1-9) en la prognosis de la enfermedad de dificultad

respiratoria [75].

1.12 Angiotensina-(1-9) en la hipertrofia cardiaca

En relacion a su actividad biol6gica, estudios en ratas infartadas y en cardiomiocitos
estimulados con norepinefrina (NE) muestran que Ang-(1-9) previene la HC in vitro
e in vivo. El efecto anti-hipertrofico de Ang-(1-9) no es mediado por el receptor
asociado a proteina G (GPCR) Mas y tampoco se asocia a incremento en los niveles
de Ang-(1-7) [74]. Ademas, se ha observado una disminucion significativa de los
niveles de Ang-(1-9) y ECA2 en la pared adrtica de animales con HTA y remodelado

cardiovascular hipertensivo [76].

Resultados recientes han mostrado que el tratamiento con Ang-(1-9) a ratas
hipertensas por infusion de Ang Il, o por coartacion de la arteria renal (modelo
Goldblatt) disminuye la presion arterial sistélica (PAS), disminuye el RCV, mejora la
funcibn CV de animales hipertensos y disminuye los niveles de Ang Il, estrés
oxidativo CV y la actividad de la ECA. Por otra parte, Ang-(1-9) vasodilata anillos de
aorta pre-contraidos con NE de manera dosis —dependiente, efecto que es revertido
por la disminucion de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS). Todos estos efectos
son mediados por el receptor AT2. Los bajos niveles de Ang-(1-9) en modelos
experimentales de hipertension (Goldblatt e infusién de Ang 1), junto con el efecto
antihipertensivo de Ang-(1-9) sugieren que Ang-(1-9) se constituye como nuevo
blanco para el tratamiento de la HTA. Estos hallazgos junto con que Ang-(1-9) es
parte de un eje opuesto al SRA clasico, apoyan el concepto que este péptido

disminuye eficazmente el RCV [77].

Uno de los inconvenientes que presenta Ang-(1-9) es su reducida vida media, lo
que justifica el desarrollo de un vehiculo/vector que proporcione una mayor
estabilidad a este péptido. Ademas de incorporar en el vehiculo/vector
nanoparticulas de oro, de manera de proteger el péptido y gatillar la liberacion por

efecto de plasmédn, precisamente hasta el momento y lugar de accién. El disefio
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farmacéutico que contenga Ang-(1-9) deberia mantener y/o mejorar las propiedades
bioactivas de Ang-(1-9) en el tratamiento del RCV. Todo esto, con el objetivo de
elevar los niveles circulantes y/o en tejido del péptido Ang-(1-9).

2. HIPOTESIS

“La incorporacion de angiotensina-(1-9) con nanoesferas de oro en un sistema
polimérico nanoestructurado, permite su liberacion temporalmente controlada con

efecto cardioprotector en la hipertrofia cardiomiocitaria”.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo General

Producir la liberaciébn sostenida de angiotensina-(1-9) mediante una
formulacion nanoparticulada con efecto cardioprotector en la hipertrofia

cardiomiocitaria.

3.2 Objetivo Especificos

Objetivo especifico 1
Desarrollar y caracterizar la nanoestructura que contiene Angiotensina-(1-9) y
AuNE.

Objetivo especifico 2
Determinar in vitro la estabilidad y liberacion de Angiotensina-(1-9) desde pNPs
hibridas de EE/alginato con AuNE.

Objetivo especifico 3
Determinar eficacia anti-hipertrofica in vitro del sistema nanoparticulado hibrido
EE/alginato/Ang-(1-9)/AuNE de aqui en adelante pNPs, en cultivo primario de

cardiomiocitos de rata neonata sometido a estimulo con norepinefrina.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Reactivos

Los reactivos copolimero de metacrilato de dimetilaminoetilo Eudragit E (EE), fue
donado por Industrias Evonik (Germany). Alginato de bajo peso molecular (Alg),
lisozima de clara de huevo de gallina y Micrococcus lysodeikticus, suero fetal bovino
(FBS), soluciones de 1x trypsin—EDTA, penicilina-streptomicina, medio Hank’s,
medio DME, medio 199, pancreatina, gelatina, triton X-100, 5- bromo-2’-
deoxiuridina, HAuCl4, bromuro de cetiltrimetilamonio, borhidruro de sodio, acido
ascorbico vy filtros de jeringa 0,22 pm, fueron comprados en Sigma Chemical Co.
(St. Louis, Mo, USA). Todos los compuestos organicos e inorganicos, sales, acidos
y solventes se adquirieron en Merck (Darmstaddt, Alemania), a no ser que se
especifique lo contrario. La albumina de suero bovino (BSA) se adquirié en Winkler
Ltda. (Santiago, Chile). EI medio de montaje para fluorescencia DAKO se compro
en DAKO Corporation (Carpinteria, CA, EEUU).

El agua bidestilada usada para todos los experimentos fue producida en el
laboratorio (Milli-Q- Directed; Millipore, SAS- 67120, Molsheim, France).
SnakeSkin™ 3.5K MWCO Dialysis Tubing, Hyclone Penicilin-Streptomycin solution
(Thermo Scientific™, Waltham, MA, USA).

Los reactivos CellTiter 96® Aqueous ensayo de proliferacion cellular no radioactivo
y CytoTox 96® ensayo de citotoxicidad no radioactivo se adquirieron en Promega
(Madison, WI, USA). Las células HeLa (American Type Culture Collection CCL-2)
células derivadas de carcinoma cervical y tubos de centrifuga con filtros de Amicon
Ultra-4 Ultracel-100k se compré en Merck Millipore (Ireland, Cork). En BD
Biosciences Pharmigen (San Diego, CA, EEUU) se adquirié el kit de deteccion de

muerte celular por Anexina V.
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4.6 Formulacién y desarrollo de nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas se fabricaron mediante coacervacion de soluciones
acuosas de EE (polication) y alginato acuoso (polianion). La solucion de polianion
se afladid sobre la solucién de polication bajo condiciones controladas de pH (4.8),
a temperatura ambiente 25°C y con agitacion vigorosa. La formacion de pNPs es
impulsada por las interacciones electrostaticas entre los polimeros catidnicos y
amonicos bajo concentraciones y condiciones de mezcla controladas [18].

Las cantidades y relacion de los polimeros mezclados se determinaron mediante la
cuantificacion de las contribuciones de carga de cada polimero en funcion de la
masa utilizada y la densidad de carga del monémero. La relacion de carga (RC) se
definié como el cociente de cargas positivas y negativas, mientras que la suma de
las cargas positivas y negativas se definié como carga total (CT) y se calcularon de

la siguiente manera:

_ cargagg (umol)
B cargayg(pmol)

Ecuacion 1

CT = cargagg (umol) + cargay;qs(umol)

Ecuacioén 2

Donde la cargace es la cantidad total de cargas positivas aportadas por EE (en umol)
y cargaaig es la cantidad total de cargas negativas contribuidas por Alg (en pmol)
[22].

Se evaluaron varias combinaciones de RC y CT para encontrar las condiciones

Optimas que permitan la formacion de nanoparticulas.
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4.7 Caracterizacion fisicoquimica de las NPs

Los parametros fisicoquimicos del tamafio promedio de las NPs, las distribuciones
de tamafio y la polidispersidad se determinaron mediante dispersion dinamica de la
luz y el potencial zeta se determind mediante electroforesis Doppler micro laser
usando un Malvern NanoZS (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido). El tamafio
promedio de las NPs se determiné calculando el didametro a partir de la funcion
acumulativa de la intensidad de dispersion de la luz por las NPs en triplicado. Una
alicuota de 1,0 mL de muestra fue colocada en una cubeta plastica de 1 cm de paso
optico (clear disposable zeta cell), para luego ser analizada. La medicion fue
realizada con un control preciso de la temperatura a 25°C o de acuerdo con el
estudio. Los analisis de los datos obtenidos, se llevaron a cabo usando una version

del programa Zetasizer facilitado por Malvern Instruments, England.

4.8 Sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de oro: nanoesferas de oro

Existen numerosos protocolos de obtencion de nanoparticulas de oro dependiendo
del tamafio y la forma que se pretenda obtener. Se sintetizaron nanoesferas de oro
(NE de oro), utilizando sintesis quimica mediante reducciéon de una sal &urica
(AuCl4-) con citrato de sodio en presencia de calor, descrito inicialmente por
Turkevich y cols [78]. Para esto, una solucién de 100 mL de acido tetracloroaurico
(HAuCl4, 1 mM) se depositd en un baldn de dos cuellos de 250 mL. El balén se dejé
sobre un manto calefactor y se calentd a reflujo constante por unos 5 a 10 minutos.
Posteriormente, se agregd rapidamente por el cuello lateral del balén una solucién
de citrato de sodio dihidratado (38.8 mM) calentada previamente por bafio maria a
50-60 °C. La mezcla se dejé con agitacion constante, manteniendo el reflujo durante
30 minutos exactos desde que se agregd el citrato. La solucién resultante se dejé
enfriar a temperatura ambiente. Finalmente, las nanoparticulas obtenidas fueron
filtradas con un filtro de PVDF (0.45 ym) y almacenadas a 4°C. Este método de
sintesis sigue siendo uno de los métodos mas utilizados para obtener AuNE

homogéneas en cuanto a tamafio y forma.

14



Para caracterizarlas, se determind su distribucion de tamafio e indice de
polidispersidad (PDI), mediante DLS. Se midi6 el potencial zeta mediante la técnica
de LDA. En ambos casos, se utilizd el equipo Zetasizer Nano ZS y una celda capilar

plegada desechable, las mediciones se realizaron por triplicado.

4.10 Espectrofotometria de absorcién molecular

Para observar las bandas caracteristicas de absorcion plasmonica superficial de las
AuUNE y su correlacion con tamafio, se llevo a cabo una caracterizacion mediante
espectrofotometria de absorcion UV-Visible. El espectro de absorcion UV-Vis de las
AuNE fue obtenido a temperatura ambiente, con un espectrometro Perkin Elmer
modelo Lambda 25 UV/Vis. Se realizd un barrido entre 400 y 800 nm, utilizando
cubetas de plastico desechable de 1 cm de paso 6ptico y empleandose citrato de
sodio 1,2 mM como blanco en el espectrofotometro de doble haz.

4.11 Formulacion y caracterizacion de pNPs EE/alginato cargadas con
lisozima

Las nanoparticulas poliméricas cargadas con lisozima se fabricaron mediante
coacervacion de soluciones acuosas de EE (polication) y alginato acuoso
(polianién). La solucién de polianion y lisozima se afadié sobre la solucion de
polication bajo condiciones controladas de pH (4.8), a temperatura de 25°C y bajo
agitacién vigorosa de 600 rpm por 25 minutos, (Figura 3). La formacion de pNPs es
impulsada por las interacciones electrostaticas entre los polimeros cationicos y
amonicos bajo concentraciones controladas y condiciones de mezcla.

La caracterizacién del tamario, PDI y PZ de las pNPs hibridas, se realizé mediante
DLS.
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Fig 3. Representacion esquematica de la formacion de pNPs de EE/Alg cargadas

con lisozima.

4.12 Formulacién y caracterizacion de pNPs EE/Alg cargadas con Ang-(1-
9)/AuNE de oro

Para la elaboracién de las pNPs EE/Alg cargadas con Ang-(1-9) y AuNE, también
llamadas nanoparticulas poliméricas hibridas se utilizé el método de la coacervacion
compleja que consiste en la mezcla de soluciones acuosas del polication (EE
Eudragit) y el polianion (alginato) a concentraciones de 1% m/v, adicionando
alginato (polianién) y las nanoesferas de oro sobre EE (polication) y Ang-(1-9) como
se aprecia (Figura 4) en condiciones controladas de pH (~4,8) y a temperatura de

25 °C, aplicando agitacién vigorosa de 600 rpm por 25 minutos.

La caracterizacién del tamafio, PDI y PZ de las pNPs hibridas, se realizé mediante
DLS.
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Fig 4. Representacion esquematica de la formacion de pNPs hibridas de
EE/alginato/Ang-(1-9)/AuNE

4.13 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Las formulaciones de NPs seleccionadas se liofilizaron, luego se colocaron sobre
superficie de montaje SEM, previamente la superficie de montaje fue cubierta con
una capa de adhesivo de carbono. Las muestras de NPs se recubrieron por
pulverizacion con oro paladio hasta un espesor de 10 a 12 nm durante 7 minutos a
maximo voltaje de 5 kV en un evaporador de alto vacio (108 Auto, Cressington
Scientific Instruments Ltd, Watford, Reino Unido). Posteriormente las muestras se
analizaron mediante SEM en un Inspector F50 (FEI, Hillsboro, OR, EE. UU.).

4.14 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Esta técnica se ha descrito para estudiar morfologia y homogeneidad del tamafio
de las nanoparticulas, usando un microscopio electrénico de barrido con médulo de
transmision electrénica (STEM) FEI Inspect F50. Las muestras fueron preparadas
depositando una gota de una suspension de nanoparticulas (17 pL) sobre grillas de
cobre 200 mesh recubiertas con polimero formvar carbén y dejadas secar por al

menos 30 minutos. Se retird el exceso con papel filtro y se procedi6 a adicionar 1
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gota de acido fosfotinsgtico 1% por 1 minuto y se dejo secando 24 horas a
temperatura ambiente. La muestra se observé por TEM en un microscopio FEI
Inspect F-50 empleando una aceleracion de los electrones desde 120 keV.

Para obtener datos poblacionales se midieron 100 particulas empleando el
programa ImageJ representandose los datos como histogramas de frecuencia

versus relacion de aspecto.

4.15 Estudio de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de FT-IR se tomaron en un espectrémetro Interspec 200-X FT-IR para
investigar la posible interaccion entre las pNPs de EE/alginato vacias y las cargadas
de lisozima (EE/alginato Lys). En resumen, 2 mg de las muestras en polvo se
mezclaron suavemente con KBr (en una proporcion de 1:10) de manera de obtener
pellets utilizando una prensa hidraulica. Los espectros FT-IR se escanearon en el
rango de 4000 y 500 cm-1 a una resolucién de 4 cm-1. Todos los datos se
recopilaron y extrajeron utilizando el software Essential FTIR® Spectroscopy

Toolbox.

4.16 Analisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

Un NS300 NanoSight (Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) equipado con un
NS300.

Todas las muestras se diluyeron 1:100 a una concentracion apropiada utilizando
agua bidestilada filtrada antes del analisis. Ademas, se analiz6 el medio de dilucién
en busca de particulas antes de diluir las muestras. Cada analisis se realizé por
triplicado para cada muestra, lo que dio como resultado capturas de video por
muestra a cada velocidad de flujo. La luz dispersada de las particulas fue capturada
por una camara sCMOS. Todas las mediciones se realizaron a 25°C. El tamafio
promedio, concentracion y los valores desviacion estandar obtenidos por el software
NTA corresponden a los valores aritméticos calculados con todas las particulas

analizadas por el software.
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4.17 Determinacion de la eficiencia de asociacién por HPLC de fase reversa

La eficiencia de asociacion (EA) se determiné indirectamente cuantificando Ang-(1-
9) o proteina (lisozima) en el sobrenadante después de la separacién por
centrifugacion de las pNPs y péptido/proteina no encapsulada (13.000 rpm, 20° C

durante 30 min). La siguiente ecuacion se utilizé para determinar EA:

(masa cargada en el inicio formulacién — masa en sobrenadante)
EA (%) = — — x 100
cargada en inicio formulacion

Ecuacioén 3

El contenido de péptido/proteina en las pNPs se cuantificO mediante un método
validado de HPLC de fase inversa (RP-HPLC). Se disolvié un peso conocido de
sélido seco en suficiente tampén fosfato de pH 7,0 y se filtr6 una alicuota de 500 pl
finalmente se almacend en viales para la cuantificacion por HPLC.

El contenido ya sea péptido/proteina de las muestras se determiné mediante HPLC
(Flexar Perkin Elmer, EE. UU), utilizando una columna Symmetry 300 C18 (3.5 p
4.6 x 150 mm).

La fase movil para lisozima consistid en un gradiente compuesto de 90% solvente
A (agua mili-Q, 5% v/v de acetonitrilo y 0.1% v/v de acido trifluoroacético) y 10%
solvente B (acetonitrilo, 5% v/v de agua y 0.085% v/v de acido trifluoroacético). La
fase movil descrita consistié de una gradiente de 60% v/v solvente B en 16 minutos
y luego nuevamente 10% v/v de solvente B en 4 minutos. El flujo se ajusté a 1
ml/min, la temperatura se mantuvo constante a 25°C y el volumen de inyeccion fue
de 50 uL. El limite de cuantificacion fue determinado a 12,5 pg/mL a 215 nm. Tiempo
de retencion 14,2 minutos.

La fase moévil para Ang-(1-9) consistid en un gradiente compuesto de solvente A
(0.1% v/v de acido trifluoroacético en 100% de acetonitrilo) y solvente B (0.1% de
acido trifluoroacético en 100% de agua mili-Q). La fase movil descrita consistid
inicialmente de 90% de solvente B y 10% de solvente A. Luego 70% solvente A 'y

30% solvente B durante 15 minutos. Para nuevamente subir a 100% solvente A por
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20 minutos. El flujo se ajustd a 1 ml/min, la temperatura se mantuvo constante a
25°C y el volumen de inyeccion fue de 50 uL. El limite de cuantificacién fue
determinado a 12,5 ug/mL a 220 nm. Tiempo de retencién 13 minutos. EI método
de HPLC se validoé con respecto a la linealidad, la repetibilidad, el limite de

cuantificacion y limites de deteccion.

4.18 Estabilidad coloidal de pNPs de EE/Alg vacias y cargadas con lisozima

Formulaciones seleccionadas de pNPs vacias y cargadas con lisozima se fabricaron
y se evalué su estabilidad. Para ello, las nanoparticulas recién preparadas se
dispusieron en viales de vidrio borosilicato, previamente fueron filtradas con filtros
de jeringa de 0.22 um y se almacenaron a temperatura ambiente (15° a 25°C) y
37°C (humedad relativa del 75%). A determinados tiempos, se tomd una alicuota
de 1 mL de las nanoparticulas se dispusieron en las celdas de medicion para
determinar la distribucibn de tamafio, potencial Z y polidispersidad de los

nanosistema mediante la técnica DLS usando Malvern NanoZS.

4.19 Estabilidad coloidal de las pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9)/AuNE en

diferentes medios de relevancia

Se evalud la influencia de las propiedades fisicoquimicas de las pNPs hibridas
cuando interactian con los componentes presentes en diferentes medios tampoén
fosfato pH 7.4 (PBS), DMEM suplementado con 10% FBS y plasma, incubadas a
temperatura 25°C y 37° C por tiempos de 0, 15, 60 y 120 minutos. Para ello pNPs
hibridas recién fabricadas fueron diluidas en H20 miliQ , a partir de esta dilucién se
tomd 1 mL y se incub6 en 500 uL de los diferentes medios y condiciones descritas
para finalmente obtener una concentraciéon de 34,4 ug/mL que corresponde a la
maxima concentracion evaluada de pNPs hibridas con buen perfil de seguridad. Las

pNPs hibridas fueron sonicadas durante 25 minutos y el promedio de tamaiio,
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potencial Z y polidispersion se determiné para todos los experimentos en triplicado,

utilizandose H20 ultra pura como control negativo.

4.20 Estudio de liberacion in vitro de lisozima

Las pNPs una vez que son fabricadas fueron separadas por centrifugacion y luego
se resuspendieron en 30 mL de medio de disolucion (agua miliQ). El estudio de
liberacion se ajusté a temperatura de 37°C, con agitacion constante, y se tomaron
muestras (300 pL) en tiempos especificos durante 72 horas para ser cuantificados
mediante HPLC UV-Vis a 280 nm. Los resultados se expresaron como el porcentaje

de incremento de la concentracion lisozima, como sigue:

[Lisozima]T, * 100
[Lisozima] Ty

lisozima % =

Ecuacién 4
Donde Tn es la muestra de lisozima a diferentes tiempos y Tx es el total de lisozima

gue puede ser liberada, respectivamente.

4.21 Estudio liberacién in vitro de Ang-(1-9)

Las pNPs una vez fabricadas se dispusieron en una membrana de dialisis con peso
molecular de corte 3.500 g/mol. Experimentalmente, se depositdé 1 mL de
formulacion EE/alginato/Ang-(1-9) dentro de bolsas de dialisis. Posteriormente se
sumergié en 30 mL de buffer fosfato pH 7,4 a 37°C y 100 rpm. Se extrajeron
alicuotas de 1 mL cada 1 hora hasta transcurridas 7 horas de tiempo, y luego a 24

y 48 horas. Finalmente se cuantifico por HPLC en un Flexar, Perkin Elmer.

4.22 Prueba de liberacion in vitro de Ang-(1-9) mediada por irradiacion

Las pNPs de EE/Alg/Ang-(1-9)/AuNE una vez fabricadas se dispusieron en una
membrana de didlisis con peso molecular de corte 3.500 g/mol la cual permite el
paso de Ang-(1-9) y fue adaptada como bolsa para contener 1 mL de la solucién de
pNPs hibridas. Esta bolsa fue dispuesta dentro de una cubeta de policarbonato
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desechable de volumen 50 mL, con un volumen de buffer PBS de 30 mL como
medio de liberacién, se muestra (Figura 5). La temperatura fue ajustada a 37°C,
para lograr esta temperatura, se calenté el agua del bafio termorregulado B-491
(Buchi) hasta 40°C y se mantuvo censada durante el ensayo con un termémetro de
inmersion (Figura 6).

Para irradiar la muestra se utiliz6 el laser modelo LDCUS5/9020 (Power Technology)
que emite un haz de luz con una longitud de onda de 532 nm y una potencia
aproximada de 2 mW, el que se coloco a una distancia de 30 cm de la cubeta
(Figura 7). La irradiacion laser fue continua durante 1 hora y se fueron obteniendo
200 uL desde el medio de liberacion durante 9 tiempos de muestreo, estos fueron:
0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105, 120 minutos. Finalmente se cuantificé por HPLC en

un Flexar, Perkin Elmer.

Fig 5. Representacion esquematica de la cubeta de policarbonato conteniendo la
bolsa de membrana de dialisis en que se irradiaron las pNPs hibridas
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Fig 6. Fotografia que representa el sistema de liberacion e irradiacion de las pNPs
hibridas

Fig 7. Fotografia del sistema dispuesto para la irradiacion de las pNPs hibridas y la
determinacion de la temperatura generada por el laser.
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4.2 Modelo experimental

Para la ejecucion de esta tesis se utilizO como modelo experimental cultivos
primarios de cardiomiocitos de ratas neonatas, los cuales se obtuvieron a partir de
ratas Sprague-Dawley de 2 a 3 dias de edad, provenientes del bioterio de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Todos
los animales se trataron siguiendo las recomendaciones para el manejo y cuidado
de animales de experimentacién: Guide for The Use of Laboratory Animals (NIH,
Publication No. 85-23, revised 1996), siendo los protocolos experimentales ademas
aprobados por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacéuticas de la Universidad de Chile.

4.3 Aislamiento y cultivo primario de cardiomiocitos de ratas neonatas

Para el aislamiento y cultivo de los cardiomiocitos, los corazones de ratas neonatas
se removieron y lavaron en medio Hank’s estéril a 37 °C. Las auriculas se eliminaron
y los ventriculos se disgregaron mecéanicamente para ser sometidos a digestiones
enzimaticas sucesivas con colagenasa tipo Il (0,02 gr/100 mL Hank’s) y pancreatina
(0,06 gr/100 mL Hank’s). Para obtener una fraccion enriquecida en cardiomiocitos
se aprovecho la adhesién diferencial a superficies plasticas que presentan los dos
tipos celulares presentes en el corazon (cardiomiocitos y fibroblastos). El producto
de la digestién enzimética se pre-plaqued en placas de 100 mm durante 2 h a 37 °C
en medio DME:M199 (4:1) (Medio de mantencion, MM) 10% FBS. Al cabo de ese
tiempo, las células se recolectaron, se centrifugaron a 1.000 r.p.m. durante 5 min 'y
se resuspendieron en 20 mL de MM 5% FBS y 10% FCS. La concentracion celular
se determiné mediante microscopia, usando como colorante azul de tripan, el cual
permite visualizar y contar las células vivas y muertas en una camara de Neubauer.
Conocida su concentracion, los cardiomiocitos se sembraron en MM 5% FBS-10%
FCS a distintas densidades, segun las necesidades experimentales, en presencia
de 5- bromo-2"-deoxiuridina 100 uM, sobre placas de cultivo cubiertas previamente
con una monocapa de gelatina (2% p/v). Las células se mantuvieron en incubadoras

termorregulados a 37°C, en una atmésfera humidificada con 5% de CO2 y 95% aire.

24



Luego de aproximadamente 24 h las células se lavaron para retirar los residuos
propios del cultivo primario y se mantuvieron en MM 5% FBS al menos por 24 h

antes de exponerlos a cualquier estimulo.

4.4 Ensayos de seguridad:

4.4.1 Modelos y cultivo celular en seguridad

Se realizaron ensayos de seguridad de las nanoparticulas en células HelLa y
cardiomiocitos de rata neonata mantenidos en medio DMEM alto en glucosa
suplementado con FBS al 10%, penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 ug/mL en

una atmosfera de aire al 95% y CO2 al 5% a 37 ° C.

4.4.2 Cultivo celular HeLa

Para los experimentos de seguridad, se utilizaron células HelLa provenientes de
ATCC entre los pasajes 10 y 30. Estas se mantuvieron en DMEM suplementado con
10% FBS en un incubador a 37°C y atmosfera humeda con 5% CO2. La
manipulacion de las células se realizé en una campana de flujo laminar. Las células
se sembraron en placas de 10 cm para permitir su proliferacién. Tras alcanzar una
confluencia del 90%, las células se desprendieron de la placa para su posterior
utilizacion. Para ello, el medio de cultivo se removi6 por aspiracion y la placa se lavo
dos veces con 1 mL de tampon fosfato salino (phosphate-buffered saline, PBS).
Luego, la placa se traté con 1 mL de solucion de tripsina/EDTA entre 5y 10 min a
37°C. La tripsinizacion se detuvo afiadiendo 5 mL de medio fresco. Distintas
porciones de la suspensién celular se sembraron en nuevas placas, de acuerdo con
el experimento, y otra porcién se sembré nuevamente a baja confluencia en placa

de 10 cm, para continuar con la proliferacion celular.
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4.4.3 Ensayo de MTS

El ensayo de proliferacion celular MTS se usa rutinariamente para determinar la
viabilidad celular basado en el metabolismo celular después de la exposicion a
nanoparticulas. Experimentalmente las células ya sea HelLa o cardiomiocitos se
sembraron a una densidad de 20 x 102 células/pocillo durante la noche y se trataron
con seleccionados controles y estimulos, para lo cual fueron diluidos en el medio de
cultivo en las concentraciones deseadas de pNPs para asi determinar los efectos
en la viabilidad celular. Se utilizaron DMEM/FBS al 10% (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium /suero fetal bovino) como control de vida, SDS al 10%
(dodecilsulfato s6dico) como control de muerte y vehiculo (agua mili-Q) a 37°C y 5%
CO2. El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos por triplicado a tiempos
determinados y luego se analiz6 con un lector de microplacas (BioTek's Synergy,
Mx) a 450 y 490 nm. La viabilidad celular se calcul6 comparando las muestras con
células incubadas en medio de cultivo normal con una tasa de supervivencia del
100% (control de vida). Cada muestra fue medida en triplicado y se obtuvieron
promedios y desviacion estandar de tres experimentos independientes.

4.4.4 Ensayo de LDH

El ensayo Cytotox96 de Promega es un ensayo de citotoxicidad basado en
colorimetria que mide cuantitativamente la liberacién de lactato deshidrogenasa
(LDH) de las células dafiadas. Las células se cultivaron y se trataron como se
describe para el ensayo MTS. Después del periodo de incubacion, las células no
tratadas de 3 pocillos se lisaron con 10 pl de Triton-X100 al 10% en agua Millipore
como control positivo. Después de 5 minutos de incubacién, las placas se
centrifugaron durante 5 minutos a 400 x g. El ensayo Cytotox96 se realizé como lo
describe el fabricante y se midi6 a 490 nm. La citotoxicidad celular se calculo
comparando las muestras con ceélulas incubadas con solucion de lisis como 100%

de liberacibn méaxima de LDH.
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4.4.5 Viabilidad celular por Citometria de flujo de Angiotensina-(1-9)

Para esto, se evalud si la exposicion a Ang-(1-9) afecta la viabilidad de los
cardiomiocitos, por lo cual las células se trataron a distintos tiempos (24, 48 'y 72h)
con Ang-(1-9) a concentraciones de 1, 10, 100 nM y 1 yM. Como control positivo de
muerte se utiliz6 H202 100 yM por 24h.

Experimentalmente, fueron sembradas 3x10° millones de cardiomiocitos de ratas
neonatas en placas de 12 pocillos. Luego de los tratamientos, se determiné el
porcentaje de células vivas y muertas midiendo la incorporaciéon de yoduro de
propidio (P1) a las células por citometria de flujo. Esta técnica se basa en el hecho
que las células no viables pierden integridad de membrana, permitiendo la

marcacion del ADN con PI.

4.4.6 Morfologia de la interaccion de las pNPs en linea celular HeLa

La morfologia de las células incubadas con pNPs de EE/alginato se observaron con
microscopio Nikon eclipse TE2000U (Tokio, Japon). Células HelLa a una densidad
de 20x10° células/ml (sembradas en placas de 12 pocillos) se trataron con las
suspensiones de vehiculo (agua Mili Q) y pNPs de EE/alginato con PZ negativo y
PZ positivo diluidas en medio de cultivo a concentraciones que van desde 0.06 a
1.5 uM durante 1y 24 h. Después de la incubacion, se observé la morfologia celular.
El ensayo se realizé por triplicado. Se observaron cinco campos por muestra y se
contaron 30 células por campo para evaluar los posibles dafios o cambios en la
morfologia celular en términos de aumento del volumen celular, rugosidad e

integridad de la membrana, entre otros.

4.5 Ensayos de eficacia en cardiomiocito de rata neonata:

4.5.1 Estimulo hipertréfico

Después de 24 h de sembrados 0.25 x 10° células por pocillo de cardiomiocitos de
rata neonata, las células fueron lavadas 3 veces con PBS estéril mantenido a 37°C,

para luego ser dejadas por 24 horas con medio DME:M199 (4:1) en ausencia de
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suero fetal. Transcurrido este tiempo los cardiomiocitos se estimularon con

norepinefrina 10 uM por 24 horas.

4.5.2 Muestras para microscopia de epifluorescencia

Los cardiomiocitos de rata neonata se sembraron en placas de 12 pocillos con
cubreobjetos de 18 mm, a una confluencia del 80%. Tras de someterlas a las
condiciones experimentales deseadas, las células se lavaron 2 veces con PBS a
4°C, se fijaron con PBS 4% paraformaldehido por 30 min y se permeabilizaron con
PBS 0,1% Triton X-100 por 10 min. Posteriormente, las células se bloquearon con
PBS 1% BSA durante 30 min, fueron tefiidas con rodamina-faloidina 1:500 y
Hoescht (1:1000) por 1 hora, para visualizar f-actina y nucleos respectivamente.
Finalmente se lavaron nuevamente con PBS para ser mantenidos a 4 °C. Las
células se montaron en los portaobjetos respectivos, utilizando medio de montaje
DAKO.

4.5.3 Determinacion de area, perimetro y sarcomerizacion del cardiomiocito

Esta técnica se utilizO para detectar hipertrofia de los cardiomiocitos. Los
portaobjetos montados en DAKO con cardiomiocitos estimulados, se utilizaron para
obtener las imagenes utilizando un microscopio de epifluorescencia invertido Zeiss,

Axio vert.Al con iluminacion colibri y se analizaron con el software ImageJ.

4.5.4 Capturay procesamiento de imagenes

Las imagenes se obtuvieron utilizando microscopio de epifluorescencia invertido
Zeiss, Axio vert. A1 con iluminacion colibri y captura de imagenes con aumento 63x

procesadas con software Image J.

4.23 Tamafo muestral y analisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio = desviacion estandar. Se realizaron

3 experimentos independientes para cada condicidbn y se presenta una figura
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representativa de cada experimento. Las comparaciones entre los grupos
experimentales se realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism version
6 (La Jolla, CA, USA), utilizando ANOVA de una via o de dos vias para mas de dos
grupos seguido por post-analisis Tukey, Dunnett o Bonferroni. EI umbral de
significacion fue p = 0.05 y los valores de p < 0.05 (*), < 0.01 (**) y < 0.001 (***) se
consideraron con diferencia estadistica significativa. Para los experimentos de
caracterizacion fisico quimica de las nanoparticulas y seguridad, se proyectd una
capacidad de diferencia del 20% con una desviacion estandar convencional de la
técnica del 10% y para un valor de p= 0.05 lo que resulto en tres replicados. Y para
el estudio de eficacia en cultivo de cardiomiocito de rata neonata, se proyecté una
capacidad de diferencia del 25% con una desviacién estdndar convencional de la

técnica del 10% y para un valor p= 0.05 lo que resulto en tres replicados.
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Fig 8. Esquema que representa los estudios realizados para dar respuesta al
objetivo especifico 1a de este trabajo de tesis.
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5. RESULTADOS

5.1 Objetivo especifico la. Desarrollar y caracterizar la nanoestructura

polimérica cargada con proteina, modelo lisozima

Para dar respuesta al primer objetivo especifico, se procedié en una primera etapa
a seleccionar los polimeros candidatos para ser vehiculos de Ang-(1-9). Para ello,
se disefiaron, desarrollaron y evaluaron nanoparticulas poliméricas utilizando el
polication (polimero con carga positiva) Eudragit E, en combinacién con el polianion
(polimero con carga negativa) alginato. Estas nanoparticulas poliméricas fueron
cargadas con lisozima como un modelo de vehiculo y fueron caracterizadas sus
propiedades fisico-quimicas, eficiencia de encapsulacion, estabilidad en distintos
medios de relevancia y perfil de seguridad (Figura 8). Este trabajo fue publicado
en marzo 2019 y permitio sentar las bases de un sistema nanoparticulado polimérico
encapsulando lisozima como modelo de biolégico con buenas caracteristicas fisico-
quimicas, una alta eficiencia de encapsulacién y seguro como un efectivo y viable
vehiculo para aplicacion de entrega de farmacos [79]. De esta manera, el estudio
consecuente fue evaluar este sistema polimérico nanoparticulado seleccionado con

nuestro péptido de interés de esta tesis.

5.1.1 Preparacion de nanoparticulas poliméricas por coacervacion compleja

Para esto, se seleccionaron el alginato de sodio y un derivado de metacrilato
(Eudragit EE). El alginato de sodio [80] es un polimero obtenido de las algas pardas,
caracterizado por su alto peso molecular, su extension de cadenas en funcion de la
fuente de extraccion y variedad de la especie, ademas de poder ser biodegradado
[81].

La coacervacién compleja como método de produccion, necesita un polimero con

carga contraria para que interaccione con el alginato. Es por esto, que decidimos
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optar por el polimero Eudragit EE [82] de carga positiva, el cual en entorno neutro o
alcalino se hincha, y por esto se utiliza convencionalmente como peliculas de
revestimiento permeables al agua, que sufren una erosion lenta y posterior

disolucién dependiente de pH [83].

RazoOn de cargas y suma de cargas totales:

Razén de cargas (n+n-): la razén que hay entre los moles de carga positiva y
negativas del polielectrolito utilizado. Ej.: Razon de carga EE/alginato.

Suma de cargas totales (n++n-): es el total de moles de cargas, tanto positivas como
negativas de los polielectrolitos interactuando.

Se fabricaron nanoparticulas poliméricas mediante la mezcla de soluciones acuosas
del policatién (EE Eudragit) y el polianién alginato adicionando el polianién sobre el
polication en condiciones controladas de pH (~4,8) y a temperatura ambiente
(Figura 9). Alginato tiene un pKa 3.21 por lo que a pH ~4.8 se encuentra totalmente
desprotonado, carga negativa. Por otro lado Eudragit tiene pKa 10.0 por lo que al
pH de ~4.8 pierde el proton despues de 10 lo que confiere carga positiva. Por lo
tanto se estima un balance de cargas por la relacion 2:1 eudragita/alginato y por
tanto carga neta muy cercana a 0. Las formulaciones evaluadas tenian razones de
cargas eléctricas entre el polication y el polianiéon (n+/n-) entre 0.5; 1.33 y 10.0
(Tabla 1), lo que permiti6 comparar el efecto del alginato y eudragit EE en los
potenciales nanosistemas. Para controlar el nimero total de cargas, la suma de
cargas totales (n+ + n-) se evalto entre 10, 20 y 30 umol. El método de coacervacién
compleja se utiliz6 con éxito para fabricar las diferentes combinaciones de

nanoparticulas de alginato/EE vacias y cargadas con Lys segun correspondiera.
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Fig 9. Diagrama del proceso de fabricacién de pNPs EE/alginato y EE/ sulfobutil-3-
ciclodextrina por coacervacion compleja

5.1.2 Caracterizacion fisicoqguimica de las pNPs: Tamafo, potencial Z (PZ) y

polidispersion (PDI)

Las caracteristicas de las nanoparticulas vacias de EE/alginato y cargadas con Lys
de EE/ alginato se resumen en la (Tabla 1). Las nanoparticulas muestran tamafios
homogéneos, segun lo determinado mediante dispersion dinamica de la luz (DLS).
Los tamafios de pNPs se distribuyeron principalmente en un rango estrecho de 94.1
+11.7y 171.8 + 4.7 nm para EE/alginato vacia en comparacion con 112.1 + 1.1y
181.5 + 1.1 nm para las nanoparticulas de EE/alginato cargadas con Lys. No se
observé influencia de la carga de Lys sobre el tamafio de las nanoparticulas.
Ademas, la distribucion del tamafio fue estrecha, como lo muestra el PDI (de 0.100
a 0.321), lo que indica una dispersion homogénea tanto para las pNP vacias como

para las cargadas con Lys.

El potencial zeta muestra un cambio de negativo a positivo después del punto de
precipitacion (1.0 RC), que esta relacionado con el predominio de polimeros
cargados por encima o por debajo de este punto. Los resultados del PZ muestran 2

tipos de nanoparticulas. Las nanoparticulas que contienen predominio de polianién
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alginato con RC 0.5 mostraron un potencial zeta negativo y RC 1.33y 10 el potencial

zeta fue positivo, debido al predominio de polication EE.

Los mejores resultados en términos de tamafio y PDI fueron a RC de 0.5, 1.33y 10
para CT 20y 30 (Tabla 1). Por lo tanto, estas formulaciones se seleccionaron para
incorporar la lisozima como modelo biologico y para los siguientes estudios de

caracterizacion.

Formulacion Tamafio (nm) PDI PZ (mV)
oT - EE/Alginato EE/Alginato EE/Alginato EE/Alginato EE/Alginato EE/Alginato
vacia cargada lys vacia Cargada lys vacia cargada lys
10 0.5 110.4+1.6 112.1+1.1 0.100+0.002 0.224+0.016 -40.1+0.1 -50.4+5.0
10 1.33 130.3+18.7 161.3+67.8 0.144+0.075 0.321+0.035 39.3+1.2 50.6+3.7
10 10 122.7+1.7 121.1+£1.8 0.114+0.027 0.160%0.009 44.0+£3.1 25.5+1.2
20 0.5 171.8+4.7 181.5+1.1 0.153+0.130 0.193%0.016 -37.3+1.2 -30.6+0.4
20 1.33 132.2+0.6 118.5+0.0 0.150+0.004 0.145+0.001 27.6+3.6 35.3+0.0
20 10 94.1+11.7 133.9+1.2 0.233+0.046 0.212+0.006 44.7£4.7 43.910.2
30 0.5 154.5+5.7 158.8+1.1 0.176+£0.019 0.191+0.044 -42.4+1.2 -40.0£1.0
30 1.33 106.8+2.5 155.149.4  0.221+0.012 0.154+0.016 38.1+1.6 38.1+0.9
30 10 150.4+3.2 158.8+3.4  0.181+0.10 0.262+0.001 38.5+0.8 33.7£2.0

Tabla 1. Caracteristicas de la formulacién, en términos de tamafio, PDI y potencial

zeta. Datos expresados como promedio £ DS (n=3).

5.1.3 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para determinar la morfologia de las nanoparticulas, se realizaron estudios de SEM.
Las imagenes SEM revelaron la forma esférica de las nanoparticulas de EE/alginato

(Figura 10). Estas particulas no mostraron agregacion o adhesion entre las pNPs.
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Fig 10. Imagenes SEM representativas de (CT 20 RC 0.5) pNPs después del

método de coacervacion compleja. Las barras de escala representan 4 um.

5.1.4 Estudio de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-

IR)

La Figura 11 muestra los espectros FTIR de todos los materiales puros que
componen pNPs, a saber, alginato, EE y Lys que muestran sus respectivos peaks
caracteristicos. El alginato muestra sus peaks caracteristicos a aproximadamente
3300 cm™* (ancho de peak para el estiramiento -OH), 1640 cm™ (-COO asimétrico)
y 1420 cm (-COO simétrico) [84]. El polimero catiénico EE muestra sus maximas
caracteristicas en torno a 1720 cm™ (para el grupo éster) y leves crestas en
aproximadamente 2780 cm?® y 2850 cm' como evidencia de los grupos
dimetilamino [85, 86]. Mientras que Lys muestra sus peaks caracteristicos, que se
encuentran alrededor de 1630 cm™ y 1520 cm™* correspondientes a sus bandas de
las aminas [87-89]. El sistema combinado, ejemplificado por pNPs CT 20y RC 0.5
cargados con Lys, muestra peaks similares a los materiales puros sin evidencia de
nuevos grupos quimicos. Esto esté alineado con la naturaleza electrostatica de este
sistema polimérico, donde no se forman enlaces covalentes durante el ensamblaje

de particulas.
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Fig 11. Espectros FTIR de materiales puros y pNPs CT 20 y RC 0.5 cargados con
Lys que muestran peacks caracteristicos de cada material separado y no hay
evidencia de interacciones covalentes entre Lys y los materiales, o que respalda

las interacciones electrostaticas que sostienen el sistema polimérico.
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5.1.5 Andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

Al contrario de DLS, NTA permite la visualizacion de nanoparticulas y proporciona
las concentraciones de nanoparticulas aproximadas por mL (video
complementario). La concentracién para pNPs de EE/Alg vacias fue de 1.1x10!
particulas/mL mientras que 9.0x1011 particulas/mL corresponden a pNPs de
EE/alginato cargados con Lys (Figura 12).

Tanto el DLS como el NTA mostraron una buena precision de tamafo para el EE /
alginato vacias (DLS: 106.8 £ 2.5; NTA: 93.5 + 7.5) y el EE/alginato cargado de Lys
(DLS: 155.1 + 9.4; NTA: 91.6 £+ 2.1) pNPs. Sin embargo, es posible observar una
tendencia de todas las distribuciones de tamafio en DLS hacia tamafios mas
grandes, principalmente debido a la contribucion de unas pocas particulas grandes
a la dispersion general (Tabla 1 y Figura 12). Los valores de tamafio promedio,
obtenidos por NTA fueron ligeramente mas pequefios que los datos mostrados por
DLS (Tabla 1). Sin embargo, la desviacion estandar de la distribucion de tamafio
obtenida para cada muestra es menor con DLS (Tabla 1), lo cual es una
consecuencia de la gran cantidad de datos estadisticos recopilados por DLS en
comparacién con la NTA [90]. De hecho, estas desviaciones estandar en los
resultados de NTA son causadas principalmente por diferentes conteos de

particulas entre cada medicion (Figura 12) [91].

A B
1501 1.5%10114
°
£ = ——
< 1001 ——eye— ns £ 10x101- —
- —milinplis— ° ns
o ° a
£ =] %
o o
c _ ] 10
@© 50 5 5.0%10""
% a
'_
0 T T O-C T T
g 4 o 2
oﬁ,bo éfo\% & éﬁ\*\
©
& 3 3 3
N ]

37



Fig 12. Tamafo de particula (a) y concentracion de particulas (particulas / ml) (b)
pNPs EE /alginato vacias y pNPs EE/alginato cargadas con Lys (CT 30 RC 1.33y
30% p/ p Lys). Los datos representan el promedio + SD (n= 3) post-prueba t-student
ns = no estadisticamente significativo respecto pNPs vacia.

5.1.6 Determinacién de la eficiencia de la asociacién

La eficiencia de asociacion (%EA) de la lisozima para las formulaciones ensayadas
fue alta y varié en el rango 65-89% (Figura 13). La eficiencia de la asociacion
siempre fue mayor para RC 0.5 e independiente del CT. La mayor eficiencia de
asociacion para estas nanoparticulas corresponde precisamente a aquellas con PZ
negativo. Por lo tanto, aquellos con un predominio del polimero alginato (carga
negativa) conducen a una mayor interaccion con la lisozima cargada positivamente,

permitiendo asi su mayor eficiencia de asociacion.

100+

804

Eficiencia de asociacion (%)

Fig 13. Eficiencia de asociacion de cuatro diferentes pNPs de EE/alginato cargadas
con 30% p/p Lys con varias cargas totales (CT) y razon de carga (RC). Los valores

son promedioxDS (n=3). El valor estadisticamente significativo se evalué mediante
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un analisis de varianza ANOVA, seguido de la prueba de Tukey. ** (p <0.001), ***
(p <0.0001).

5.1.7 Estabilidad de las pNPs de EE/Alg cargadas con Lys

Las propiedades fisicoquimicas de las pNPs de EE/Alg cargados con Lys se
evaluaron después del almacenamiento hasta 1 mes a 25y 37°C. Después de 4 y
30 dias de incubacion tanto a 25°C como a 37°C, se observo que el tamafio de los
pNPs de EE/Alg cargadas con Lys aumentaba y el PDI a 37°C se mantuvo dentro
de los rangos aceptables de distribucion homogénea. Las pNPs incubadas durante
4 dias a 25 °C muestran el mayor aumento de tamafo, lo que concuerda con un

aumento en la polidispersidad a un valor de 0.34 (Figura 14A).

Los tamafios de las pNPs de EE/Alg cargadas con Lys permanecen estables
durante el periodo de incubacion de 30 dias para ambas temperaturas evaluadas.
A una temperatura de incubacion de 37 ° C, el PDI de las pNPs se mantuvo estable
durante 30 dias. Mientras que, después de 4 dias de incubacion, el PDI de las pNPs
incubadas a 25 ° C aument6 de 0.12 a 0.25 y alcanzd 0.20 después de 30 dias
(Figura 14B). Por otro lado, después de 4 y 30 dias de incubacién a 37°C,
observamos una reduccién en el tamafio de los pNPs cargadas con Lys., pero la
polidispersidad se mantuvo dentro de rangos estables a lo largo del tiempo de

incubacion y para ambas temperaturas evaluadas (Figura 14C).

Es evidente que el tamafio de las pNPs incubadas a 25 y 37°C permanece estable
después de 30 dias. La polidispersién aumenta justo después de 4 y 30 dias de
incubacion para ambas temperaturas (Figura 14D). En general, estos resultados
sugieren que las pNPs tienen una estabilidad fisica relativamente buena durante el

almacenamiento y la temperatura probada.
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Fig 14. Tamafio de nanoparticulas y PDI de las formulaciones obtenidas por DLS a
25y 37 ° C durante 0, 4 y 30 dias. A: CT 20 RC 0.5; B: CT 20 RC 1.33; C: CT 30
RC 0.5; D: CT 30 RC 1.33. Datos expresados como promedio + DS (n=3).

5.1.8 Liberacion in vitro de lisozima

El perfil de liberacion de todos los sistemas fue bifasico y se caracterizdé por una
liberacion instantanea inicial rapida (<13%) seguido de una liberacion sostenida de
lisozima (<50%) durante un periodo de 72 horas. La cinética de liberacion inicial
mostrada por todas las formulaciones evaluadas se puede atribuir a la disociacion
de la lisozima que esta asociada fisicamente en la superficie de las nanoparticulas,

mientras que un segundo proceso mas lento correspondié a la liberacion de las
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moléculas de lisozima mas estrechamente asociada a las nanoparticulas de EE/Alg

como consecuencia de una fuerte interaccion electrostatica.

Ademas, las formulaciones de pNPs RC 0.5 CT 20 y RC 0.5 CT 30 mostraron una
cinética de liberaciébn similar, esto puede deberse al alto %EA de estas
formulaciones y la composicion de cada nanoparticula (Figura 15).

Liberacién Lisozima (%)

——
*
b

I
+—

[} 12 24 36 48 60 72
Tiempo (horas)

—4— RCO.5CT30 =—8— RC1.33CT20 ~"— RCO.5CT30 —s— RC133CT30

Fig 15. Lys liberada de las pNPs de EE/Alg cargadas a 30% p/p en varias RCy CT.
Los datos representan valores promedios £ SD (n= 3) p <0.05 de Tukey post-hoc.
La linea morada representa: A, celeste: B, verde: C y rojo: D. * diferencia significativa
desde tiempo de 0.5 horas hasta 72 horas del estudio de liberacion, comparando A
conB,CyD,

5.9 Ensayos de seguridad in vitro

5.9.1 Ensayo de MTS

Se usaron células HelLa para evaluar la citocompatibilidad de las diferentes pNPs
analizadas, utilizando concentraciones que oscilan entre 0.06 y 1.5 uM y para
dilucidar la mejor concentracibn no toxica que se usara mas adelante. La
proliferacion de células HeLa no se vio afectada en las concentraciones mas bajas

probadas de pNPs de EE/AIlg (0.06 y 0.1 uM). Nuestros resultados muestran que la
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viabilidad celular es superior al 90% después de la exposicidon a nanoparticulas de
EE/Alg durante 24 h. Por otro lado, se observé una disminucion en la viabilidad
celulara 1y 1.5 uM de pNPs de EE/Alg, tanto para nanoparticulas positivas como
negativas, después de la incubacion durante 1 y 24 horas. Esto fue especialmente
significativo para las células HelLa tratadas durante 24 h con nanoparticulas

positivas (Figura 16).
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Fig 16. Viabilidad expresada como porcentaje de viabilidad celular de células HeLa
tratadas con diferentes concentraciones de nanoparticulas de EE/Alg en
comparacion con el control de medio de cultivo. A: CT 30 RC 0.5/ 1 hora; B: CT 30
RC 0.5/24 horas; C: CT 30 RC 1.33/1 hora; D: CT 30 RC 1.33/ 24 horas. Control
vida: células HelLa en medio de cultivo DMEM, vehiculo: agua-mili-Q, muerte:
dodecilsulfato de sodico (SDS) al 10%. Los valores corresponden a promedioxDS
(n=3) de ANOVA- Dunnett’'s * = P <0.1, * = P <0.01, *** = P <0.001, ns = no

estadisticamente significativo respecto del control vida.

5.9.2 Ensayo de LDH

El efecto de las nanoparticulas de EE/Alg en la integridad de la membrana celular
se evalué mediante un ensayo LDH que proporciona una medida precisa de la
citotoxicidad. La liberacion total de LDH se midi6 a partir de células HeLa después
de la exposicion a diferentes concentraciones de nanoparticulas de EE/Alg. Como
podemos observar en (Fig. 7), las concentraciones mas bajas analizadas (0.06 y 0.1
pUM) tuvieron un porcentaje de citotoxicidad que oscil6 entre ~0.0 y 29%. Este
resultado muestra que estas concentraciones no causaron ningun dafio significativo
a la membrana plasmética de las células HeLa hasta 24 h. Células Hela tratadas
con concentraciones mas altas (1.0 y 1.5 pM) mostraron aumento significativo en la
liberacion de LDH, alcanzando valores de citotoxicidad del 50% a la hora de
incubacion. Los niveles de citotoxicidad solo alcanzaron el 100% para pNPs
negativas después de 24 horas de incubacién a una concentracion de 1.5 uM
(Figura 17).
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Fig 17. Liberacion total de LDH expresada como porcentaje de citotoxicidad de

células Hel a tratadas con diferentes concentraciones de nanoparticulas de EE/Alg
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en comparacion con el control del medio de cultivo. A: CT 30 RC 0.5/1 hora; B: CT
30 RC 0.5/ 24 horas; C: CT 30 RC 1.33/ 1 hora; D: CT 30 RC 1.33/ 24 horas. Los
valores corresponden a promediotDS (n=3) de ANOVA- Dunnett’s. * = P <0.1, ** =
P <0.01, *** = P <0.001 respecto de Max LDH.

5.9.3 Ensayo de morfologia celular

Se evaluo por microscopia de contraste de fase.; el cambio morfolégico celular en
respuesta a las pNPs de EE/Alg. Para esto, las células HeLa se incubaron con las
diferentes preparaciones o con el control del vehiculo (C.Ve), agua mili-Q. No se
observaron cambios en las células tratadas con el control de vehiculo en
comparacion con la morfologia normal de las células. La morfologia celular fue
normal a 0.1 uM para las diferentes pNPs de EE/Alg tanto para pNPs negativas
como para pNPs positivas. Ademas, se encontrd un ligero efecto sobre la adhesion
celular a concentraciones mas altas de nanoparticulas de EE/Alg (1.0 y 1.5 yM) con
potencial zeta negativo y positivo. Solo a una la concentracion de 1.5 uM post 24
horas encontramos a constriccién y redondeo de la morfologia celular de las células
HelLa (Figura 18).
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Fig 18. Resultados de la morfologia celular para varias pNPs de EE/Alg. Las células
HelLa se trataron con diferentes concentraciones de pNPs de EE/Alg. Control de

vehiculos (C.Ve) (40x) y regla de medicién 10 um.
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Fig 19. Esquema que representa los estudios realizados para dar respuesta al
objetivo especifico 1b.
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8. RESULTADOS CAPITULO 1
8.1 Desarrollo de pNPs EE/alginato y EE/sulfobutil-B-ciclodextrina por

coacervacion compleja

Se desarrollaron nanoparticulas seleccionando el polimero EE Eudragit como
polication y se probaron dos polianiones (alginato y sulfobutil-B-ciclodextrina), para
seleccionar el vehiculo polimérico con mejores propiedades de tamario,
polidispersion y potencial Z que seréa la nanoparticula con la cual continuaremos los
estudios para la vehiculizacion de Ang —(1-9).

Las nanoparticulas fueron preparadas mediante la mezcla de soluciones acuosas
del polication (EE Eudragit) y dos tipos de polianiones (alginato o sulfobutil-$-
ciclodextrina) adicionando el polianion sobre el polication en condiciones
controladas de pH (~4,8) y a temperatura 25 °C. Las formulaciones evaluadas
tenian razones de cargas eléctricas entre el polication y el polianion (n+/n- entre 0.1
y 10, Tabla 2) lo que permiti6 comparar el efecto del alginato y sulfobutil-B-
ciclodextrina en los potenciales nanosistemas. Ademas, para controlar el nimero

total de cargas, la suma de cargas n+y n- se mantuvo en 4.4 umol.

8.2 Caracterizacion de las pNPs: Tamafio, PZy PDI

Las formulaciones realizadas tenian razones de cargas eléctricas entre el polication
y el polianion n+/n- entre 0.25 y 2.0. Para controlar el numero total de cargas, la
suma de cargas n+y n- se mantuvo en 4.4 pymol. Estas mediciones fueron realizadas
por triplicado en un equipo Malvern Instrument Zetasizer Nano ZS en cubetas

plasticas de 1cm. Los resultados de tamafio, PDI, y PZ se muestran en la Tabla 2).
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Razén carga Tamafio PDI PZ (mV)
Polianién [EE (nm)
/polianion]
0.1 101.3+1.49 0.265 + 0.007 -36.8+2.5
0.25 113.3+1.53  0.176 £ 0.015 -28.0+£1.2
0.5 145.1 £1.7 0.136 +0.022 16.0 £ 0.6
Alginato 0.75 78.85+ 1.0 0.312 £ 0.333 26.1+1.8
1 67.69 £ 0.7 0.414 + 0.405 30.5+0.6
1.33 121.0£8.7 0.416 + 0.150 282+24
2.0 131.3+42.4  0.497 £ 0.205 27.3+5.0
4.0 174.8+34.0 0.634+0.169 27.2 7.6
10 238.8+35.1 0.596 + 0.154 28.3+3.6
0.1 544.4 +19.2 0.389 + 0.002 -17.1+0.8
0.25 498.1+1.0 0.103 + 0.009 -18.5+0.7
Sulfobutil-B- 0.5 pp* * pp*
ciclodextrina 0.75 165.8 £ 79.6 0.323 £ 0.050 148+ 3.3
1 272.5+85.8 0.449 £ 0.084 18.1+5.7
1.33 300.0 £ 32.5 0.451+0.014 44.4+1.0
2.0 351.3+£40.2 0.588 £ 0.156 445+29
4.0 309.6 +39.4 0.615+0.189 41.9+2.6
10 636.4+47.0 0.677 £0.226 34.4+3.9

Tabla 2. Efecto del tipo de polimero y de la relacion entre carga positiva y negativa
en el proceso de fabricacion de nanoparticulas por coacervacion compleja.
Resultados de tamafio, indice de polidispersion y potencial zeta. Datos expresados
como promedio + DS (n=3). *: Formulaciones que precipitaron.

Para expandir el entendimiento de las variables que influyen en el proceso de
coacervacion, se estudiaron distintas sumas de cargas totales y razones de carga.
Soluciones acuosas del Eudragit® EE y alginato o sulfobutil-B-ciclodextrina fueron
mezclados en condiciones controladas de pH y temperatura. Se control6 las
relaciones estandares de cargas eléctricas entre polication y polianiéon (n+/n- entre
0.1 y 10.0) y el numero total de cargas (n+ + n-) se evalud entre 2.0 y 20.0 pymol
(Figuras 20-22).
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Fig 22. Influencia de la razéon de carga (n+/n-) y nimero total de cargas (n+ + n-). mm

EE/alginato y EE/sulfobutil-B- ciclodextrina sobre potencial zeta.

8.3 SEM de pNPs de EE/alginato y EE/sulfobutil-B- ciclodextrina

Para esta caracterizacion se escogié una formulaciéon de pNPs de EE/alginato y

EE/sulfobutil-B- ciclodextrina lo que puede apreciarse en la Figura 23.

Fig 23. Imagenes por SEM de formulaciones: A) EE/Alg (barra representa 4 um); y
B) EE/ sulfobutil-B-ciclodextrina (barra representa 2 um).
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De las correspondientes micrografias, se ve que en ambas formulaciones se
obtuvieron particulas esféricas. Al comparar el tamafio por microscopia Optica y
difraccion laser, se evidencia que las pNPs no presentan diferencias
estadisticamente importantes en cuanto a tamafo en la caracterizacion por ambas

técnicas.

Tamafio mediante  Tamarfo por
Muestra SEM dispersion de la
luz

EE/alginato 290,745,8 294,6 £5,6

EE/sulfobuti-§- 208,99,6 272,5+858
ciclodextrina

Tabla 3. Analisis de tamafio de las nanoparticulas EE/alginato y EE/sulfobutil-B-

ciclodextrina. Las Mediciones mediante SEM corresponden al promedio+ DS (n=3).

8.4 Sintesis de nanoesferas de oro (AuNE)

Se obtuvieron de forma exitosa como una solucidn rojiza oscura caracteristica,

indicando la formaciéon de las AuNE.

8.5 Caracterizacion de las AUNE de oro por absorcion atobmica

Las AuNE obtenidas, presentaron un maximo de absorcion cercano a los 519 nm
correspondiente a la banda del plasmoén de resonancia caracteristico para AuNE
con tamafios de entre 10 y 20 nm (Figura 24).
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Fig 24. Espectro de absorcion UV-Vis de AuNE. Se aprecia la absorbancia
caracteristica de las AUNE de un tamafio cercano a 12 nm.

8.6 Caracterizacion fisicoquimica de las AuNE: tamafo, PZ y PDI

Se determind que las AUNE poseen un tamafio promedio de 12.4+1.7nm (Tabla 4).
En cuanto al indice de polidispersion fue de 0.213 lo que indica un tipo de
distribucién polidispersa moderada [112] y un valor de PZ obtenido de —46.2+2.4mV.

AuNE Tamafo PDI PZ (mV)
(hm)
124+1,7 0,213+0,015 -46,2%+24

Tabla 4. Tamafios en diametro de AuNE, PDI y potencial zeta. Datos expresados
como promedio = DS (n=3).

8.7 Microscopia electronica de Transmision (TEM)

Para determinar el tamafio de las AuNE, se realizaron observaciones por TEM a
partir de un estudio poblacional de 300 particulas. Se determindé que poseen un
tamafio promedio de 12+1 nmy con una la distribucion de tamafios como se aprecia

en el inserto de la imagen (Figura 25).
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Fig 25. Microfotografia TEM de AuNE. En el inserto se muestra la distribucion de
tamafios.
Estos resultados junto con los obtenidos mediante DLS, corroboraron la existencia

de AUNE homogéneas en tamafio, forma y con un bajo grado de agregacion.

8.8 Encapsulacion de AuNE y Angiotensina-(1-9) en pNPs EE/Alg
8.8.1- Encapsulacion de AuNE en pNPs de EE/Alg

Como etapa intermedia, se procedio a la incorporacion de AUNE en pNPs de EE/Alg
por medio de la técnica de coacervacion compleja, lo cual resultd exitoso. Se decidio
continuar el estudio con la formulacion EE/Alg ya que la mayoria de las
formulaciones ensayadas para estos polimeros demostraron menor tamafio de
pNPs y menores valores de polidispersion en comparacion a EE/ sulfobutil-B-

ciclodextrina.

8.8.2 Caracterizacion de pNPs EE/Alg cargadas con AuNE por tamafio, PZy

PDI

Para esto se evaluaron pNPs de EE/Alg vacias y con inclusion de AuNE a distintas
razones de carga (n+/n-) y numero total de cargas (n+ + n-), obtenidos de
experimentos anteriores. Estas corresponden a AuUNE que presentan un tamafo
(~12 nm) y exhiben carga negativa. Los sistemas fueron caracterizados por DLS,

PDly PZ que se muestran en la Tabla 5.
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Formulacién Tamafio (nm) PDI PZ (mV)
or EE/Alg EE/Alg EE/Alg EE/Alg EE/Alg EE/Alg
vacia AuNE vacia AuNE vacia AuNE
10 0.25 137.6+3.0 119.0+0.6 0.112+0.001 0.155+0.013 -33.2+2.4 -35.6x1.2
10 0.5 119.5+2.0 301.8+11.0 0.149+0.008 0.325+0.014 40.0+1.2 22.3+1.5
10 0.75 140.9+3.4 140.9+0.5 0.291+0.034 0.160+0.009 37.8+2.6 32.846.1
10 1.0 56.8+1.1 132.1+3.0 0.283+0.023 0.233+0.013 36.1+3.0 41.1+1.4
10 1.33 59.1+0.8 116.4+1.7 0.216+0.007 0.196+0.021 27.5%£3.6 35.2+3.2
10 2.0 57.8+7.0 110.3+0.8  0.330+0.075 0.154+0.012 22.616.7 34.0+4.3
10 4.0 99.3+3.0 101.5+0.9 0.366+0.012 0.233+0.044 27.6x7.5 34.3+1.0
10 10.0 92.9+19.5 117.2¢9.4  0.639+0.046 0.391+0.015 20.9+4.7 23.0+4.3

Tabla 5. Sistemas de pNPs de EE/Alg vacia y con inclusién de AuNE y su
influencia en tamafio, PDI y PZ. Datos expresados como promedio £ DS (n=3).

8.8.3 Caracterizacion de pNPs EE/Alg con AuNE por TEM

Para esto se seleccion6 una de las formulaciones de pNPs EE/Alg con AuNE
evaluadas anteriormente (Tabla 6). El criterio que se utilizé6 para su seleccion se
basé en el tamafio en rango nanométrico obtenido y valor de polidispersion con

distribucion monodispersa [112].

Relacién Tamafio PDI PZ (mV)
carga (nm)
[EE /alginato]
1.33 116.4+£1.7  0.196 £ 0.021 35.2+3.2

Tabla 6. Sistema pNPs EE/Alg con AuNE. Resultados de tamafio, indice de
polidispersién y potencial zeta. Datos expresados como promedio + DS (n=3).

La Figura 26 muestra micrografias de trasmision electronica donde se observa la

incorporacion de AuNE en la matriz polimérica de pNPs de EE/Alg.

A B
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Fig 26. Imagenes por microscopia electrénica de transmision de formulaciones
EE/Alg cargadas con AuNE. Las barras representan 200nm (A) y 400nm (B).

8.8.4 Caracterizacion de pNPs EE/Alg cargadas con angiotensina-(1-9) por

tamafno, PZy PDI

Se evaluaron pNPs de EE/Alg cargadas con Ang-(1-9) 2% a distintas razones de

carga (n+/n-) y nimero total de cargas (n+ + n-) (Tabla 7).

Formulacién Tamafo (nm) PDI PZ (mV)
o B EE/Alg EE/Alg/ EE/Alg EE/Alg EE/Alg EE/Alg
vacia Ang-(1-9) vacia Ang-(1-9) vacia Ang-(1-9)
15 0.25 150.1+0.9 107.0+5.7 0.112+0.001 0.172+0.021 -33.16+0.6 -36.0+1.9
15 0.5 150.0+1.1 108.5+3.7 0.149+0.008 0.205+0.020 40.03+1.1 39.9+55
15 0.75 107.8+0.3 116.3+t7.6  0.291+0.034 0.186+0.015 37.8+2.6 38.2+0.2
15 1.0 93.5+1.8 130.0+3.4 0.283+0.023 0.153+0.031 36.1+3.0 33.1+0.1
15 1.33 95.9+1.1 142.2+1.1 0.216+0.007 0.130+0.021 27.5+13.6 39.0+0.3
15 2.0 82.39+1.3 113.7+1.1  0.3304+0.045 0.150+0.016 62.6+12.7 35.7+0.7
15 40 71.5+0.9 101.5+0.9 0.366+0.012 0.178+0.012  87.6+9.5 30.7+0.9
15 10.0 123.7+1.4 121.8+0.4 0.339+0.046 0.242+0.005 30.9+4.7 26.3£2.2

[]
ug/ulL
Ang-

(1-9)
0.0092

0.0096
0.0099
0.0102
0.0104
0.0107
0.0112

0.0116

Tabla 7. Sistemas de pNPs de EE/Alg vacia y cargadas con Ang-(1-9) y su influencia

en tamanfo, PDI y ZP. Datos expresados como promedio = DS (n=3).
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8.8.5 Caracterizacion de pNPs EE/Alg cargadas con distintas concentraciones
de angiotensina-(1-9) y AUNE por tamafio, PDly PZ.

A partir del estudio de caracterizacion de pNPs EE/Alg cargadas con Ang-(1-9) y
estudio con incorporacién de AuNE, se seleccioné la pNPs de EE/Alg cargadas con
Ang-(1-9) a 2% RC 0.5 y 10. Igualmente, se caracterizaron nanoparticulas con
porcentajes de incorporacion de Ang-(1-9) de 20% y 40%, con carga negativa,

carga positiva y numero total de cargas (n+ + n-) de 15 (Tabla 8).

Formulacién Tamafio (nm) PDI PZ (mV)
RC
EE/Alg/Ang-(1-9) 2% 0.5 108.1+2.4 0.203+0.0 -35.1+0.2
+AuUNE 2%
10 98.0+1.1 0.231+3.7 38.0+0.008
EE/Alg/Ang-(1-9) 20% 0.5 98.1+4.4 0.220+0.2 -34.8+0.700
+AuUNE 2%
10 86.1+1.1 0.251+0.0 37.3+2.5
EE/Alg/Ang-(1-9) 40% 0.5 85.9+1.1 0.404+1.1 -39.4+2.5
+AuNE 2%
10 86.3+1.3 0.450+1.7 46.6+3.5

Tabla 8. Sistemas de pNPs de EE/Alg/Ang-(1-9) 2, 20 y 40% y 2% AuNE a RC: 0.5
y 10 CT: 15 y u influencia en tamafio, PDI y ZP. Datos expresados como promedio
+ DS (n=3).

8.8.6 Andlisis de rastreo de nanoparticulas (NTA)

Se seleccioné la pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) 20% + AuNE 2%, RC 0.5 y se evalud la
concentracion y tamafio de distribucion de las pNPs vacias y pNPs EE/Alg/Ang-(1-
9) 20% +AuNE 2% (Figura 27).

A B
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Fig 27. Tamafio (a) y concentracion de las pNPs hibridas (particulas/mL) (b) pNPs
vacias y pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) 20%+AuNE 2%. Los datos representan el promedio
+ SD (n= 3) post-prueba t-student ns = no estadisticamente significativo respecto a
pNPs vacia.

8.8.7 Determinacién del %EA de Angiotensina-(1-9) en la pNPs EE/Alg

La eficiencia de encapsulacion del péptido Ang-(1-9) fue analizado indirectamente
por la diferencia entre la cantidad total tedrica de Ang-(1-9) cargada en las
formulaciones de pNPs y el péptido libre Ang-(1-9) que se encuentra en el
sobrenadante. Para ello la pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) 20% se evaluaron a distintas
razones de carga (n+/n-) y el numero total de cargas (n+ + n-) se fijo en 15. Se
selecciond la formulacién con alta eficiencia de asociacion de Ang-(1-9) y a la vez
con un PZ adecuado.

Se observa en la Figura 28 todas las formulaciones presentan un alto porcentaje

de eficiencia de encapsulaciéon que va desde un 68-95%.
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Fig 28. Eficiencia de encapsulacion de pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) a distintas RC. Se
realiz6 un ANOVA-TUKEY para comparar el % EA de Ang-(1-9) de las distintas RC.
Los resultados fueron expresados en % EA, representados como promedio + DS
(n=3). Grupo A: 0.1- 0.25- 0.5- 0.75 RC. Grupo B: 0.75- 1.0y 1.33. Grupo C: 1.0 —
1.33-2.0-4.0y 10.0.

8.8.8 Evaluacion del %EA de Angiotensina-(1-9) en las pNPs hibridas EE/Alg
con AuNE

Se evaluod la eficiencia de encapsulacién (%EA) de Ang-(1-9) en pNPs de EE/Alg
cargadas con Ang-(1-9) 2, 10 y 20% m/my 2% de AuNE (del contenido de polimeros
solidos (Tabla 9).

Formulacion Eficiencia Asociacion (%EA)
EE/Alg/Ang-(1-9) 2% + AUNE 2% 65.19 + 14.11
EE/Alg/Ang-(1-9) 20% +AuNE 2% 68.39 + 4.13
EE/Alg/Ang-(1-9) 40% +AuNE 2% 63.71 + 0.55
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Tabla 9. Eficiencia de encapsulacion de Ang-(1-9) en pNPs hibridas. Ang-(1-9) fue
cargada en diferentes % m/m del contenido de polimeros sdlidos. Los valores son
expresados como promedio DS (n=3).

La eficiencia de asociacion de las pNPs hibridas para las tres formulaciones
evaluadas fue de 63-68 %.

8.8.97 Estudio de liberacion in vitro de Ang-(1-9) desde pNPs EE/Alg

La liberacion de Ang-(1-9) se evalu6 a partir de pNPs de EE/Alg/Ang-(1-9) 2% y RC
de 0.5y 10 a intervalos de tiempo de 1-7 horas y posteriormente a las 24 y 48 horas.
Como control se evalud la liberacion de Ang-(1-9) desde membrana de dialisis como
se describe en métodos (Figura 29).
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Fig 29. Perfil de liberacién de Ang-(1-9) no encapsulada, (corresponde al control de
liberacion desde la membrana de dialisis), en un sistema de didlisis suspendida en

PBS (pH 7.4) a 37°C por intervalos de tiempo. Los valores son expresados como
promedio DS (n=3).
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Fig 30. Perfil de liberacién de Ang-(1-9) desde pNPs EE/Alg RC: 0.5y 10, en un
sistema de dialisis suspendido en PBS (pH 7.4) a 37°C por intervalos de tiempo.
Los valores son expresados como promedio DS (n=3).

La liberacién de Ang-(1-9) desde pNPs EE/Alg a pH 7.4 en PBS y 37°C mostré ser
para RC: 0.5y 10 de 20y 25%, respectivamente a las 48 horas, (Figura 30).

También se calculo el perfil de liberacion a través del factor similitud para ambas
formulaciones: pNPs EE/Alg RC: 0.5 y 10 (Figura 31), aplicando la prueba
estadistica factor similitud f2, el cual compara el porcentaje disuelto en funcién del
tiempo; evidenciando si ambas formulaciones son o no capaces de aportar la
misma cantidad de Ang-(1-9) bajo las mismas condiciones experimentales
ensayadas. El valor f2 obtenido para las formulaciones de pNPs EE/Alginato RC:
0.5y 10 fue de 61.2 lo que indica que ambas curvas se consideran similares, esto

ya que valores de f2 mayor a 50 aseguran equivalencia de las curvas.
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Fig 31. Gréfico del porcentaje factor similitud a tiempos 1-7, 24 y 48 horas. pNPs
EE/alginato-Ang-(1-9) RC: 0.5 (azul) versus pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) RC: 10 (rojo).

8.8.10 Determinacién in vitro de la seguridad de administracion de pNPs
EE/Alg/Ang-(1-9) y AuNE

Para sustentar el uso de nanoparticulas en el campo de la biomedicina, como una
posible herramienta terapéutica y/o de diagndstico de ciertas patologias, es de gran

importancia evaluar sus posibles efectos toxicos.

8.8.10.1 Ensayos de viabilidad celular: MTS

Los ensayos de viabilidad celular de pNPs de EE/Alg/Ang-(1-9) 20% con AuNE 2%
sin aplicar estimulo de irradiacién RC 0.5 y CT 15 no mostré diferencia significativa
a las distintas concentraciones evaluadas de nanoparticulas (Figura 32). La
viabilidad de los cardiomiocitos, con pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) 20% con AuNE 2% mas
aplicacion de irradiacion laser por 1 hora, mostro reduccion significativa de su
viabilidad a un 59.7%. (Figura 32).
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Fig 32. Viabilidad expresada como porcentaje de viabilidad celular de
cardiomiocitos de rata neonata tratados con diferentes concentraciones de pNPs
de EE/Alg en comparacion con el control de medio de cultivo. Control de vida:
DMEM/FBS al 10%, muerte celular: SDS al 10%, vehiculo: agua mili-Q,
nanoesferas de oro: AUNE 2% y mantenidos a 37°C y 5% CO:2 por 1 hora. Los datos
representan valores promedios + DS (n= 3), ** = P <0.001, ns = no

estadisticamente significativo respecto del control de vida de ANOVA- Dunnett’s

8.19.1 Evaluacién del efecto de la irradiacion en la viabilidad de los
cardiomiocitos de rata neonata

Se evaluaron distintos tiempos de irradiacion (0.5, 1 y 24 horas) sobre la viabilidad
del cardiomiocito. Se encontré que a 24 horas de irradiacién se redujo la viabilidad
en un 89% (Figura 33).
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Fig 33. Viabilidad celular de cardiomiocitos de rata neonata sometidos a distintos
tiempos de irradiacion laser: 0.5, 1 y 24 horas. Los datos representan valores
promedios £ DS (n = 3), ** = p <0.01, ns = no estadisticamente significativo

respecto al control sin irradiar de ANOVA- Dunnett’s.

8.19.2 Citotoxicidad de Ang-(1-9) en cultivo primario de cardiomiocito por
citometria de flujo

Estos resultados fueron generados previamente en el marco de un proyecto Fondef
de I+D de la Dra. Ocaranza y son aportados con el objetivo de complementar los
ensayos de seguridad de la nanoestructura y sus componentes. Ang-(1-9) no afecta
la viabilidad de los cardiomiocitos tratados a distintos tiempos (24, 48 y 72h) con
Ang-(1-9) a concentraciones de 1, 10, 100 nM y 1 yM. Como control positivo de

muerte se utilizé H202 100 uyM por 24h.
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En la Figura 34 se muestran los histogramas representativos de la distribucién de
la poblacion de células respecto a su fluorescencia por la incorporacion de P,
determinada mediante citometria de flujo. En las figuras 1 B, C y D, se presenta la
cuantificacion del porcentaje de células que incorporaron Pl. La exposicion a
Angiotensina-(1-9) no produce cambios en la viabilidad del cardiomiocito a ninguna

de las concentraciones ni tiempos de exposicion evaluadas.

A Control B Viabilidad ANG 1-9 24h
Pz
: e A w
L TR W g
108 0° 0* 10 g
H,0, 100uM 24h E
g
E
@
(&}
=
ANG 1-9 nM
ANG 1-9 1uM 72h
S 24
(& }
"
L S
C Viabilidad ANG 1-9 48h D Viabilidad ANG 1-9 72h
80 80
* *
w w
= g
@ [}
e 3
E E
w w
o ©
E E]
3 3
2 2

ANG 1-9 nM ANG 1-9 nM

R

65



Fig 34. (A) Histogramas representativos de la medicion de incorporacion de Pl por
citometria de flujo. Se determino la viabilidad de cardiomiocitos incubados con Ang-
(1-9) a concentraciones 0, 1, 10, 100 nM y 1 uyM, durante (B) 24 h, (C) 48 hy (D) 72
h, Los datos corresponden al promedio + SEM de cinco experimentos
independientes. Analisis mediante ANOVA de una via, con post-test de Dunnett.
*p<0,05 ns= no significativo.

9. RESULTADOS CAPITULO Il

OBJETIVO 2: Estabilidad vy liberacién in vitro de Angiotensina-(1-9) desde

nanoparticulas hibridas: con vy sin irradiacion laser:

9.1 Estabilidad coloidal de las pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9)/AuNE en
diferentes medios de relevancia

Se caracterizaron a las pNPs hibridas midiendo el tamafio de particula, PZy PDI en
diferentes medios, como: PBS, DMEM suplementado con 10% FBS y plasma,
comparando con el control de pNPs hibridas en H20 miliQ para estudiar asi su
estabilidad coloidal.

El didmetro hidrodinamico y el PZ de las pNPs hibridas fue medio (H20, PBS, DMEM
y plasma), temperatura y tiempo dependiente (Figura 35A). Al compararse el control
con todos los medios ensayados a tiempos 0, 15 y 60 minutos para ambas
temperaturas de 25 y 37°C se evidencié un cambio significativo en el didmetro
hidrodindmico de las pNPs hibridas. Ademas, puede observarse que los mayores
diametros hidrodinamicos se obtuvieron para el caso de pNPs hibridas incubadas
con DMEM y plasma (Figura 35A).

Como se muestra en la Figura 35B, los valores de PDI fueron adecuados (cercanos
a 0.3) in H20 miliQ, mientras que se obtuvieron valores de 0.4 o mayor para pNPs

hibridas en algunos casos al ser incubadas con PBS y para todas las incubaciones
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con DMEM y plasma lo que es indicativo de agregacion y un alto grado de dispersion

de las nanoparticulas en suspension.

Respecto del valor PZ, se observé una leve disminucién en el valor (-23.0, -23.8, -
20.8, y -26.0 mV) lo cual fue obtenido para pNPs hibridas en PBS, a 25°Cy 37°C
respectivamente, lo que de igual manera tuvo significancia estadistica (Figura 35C).
Mientras tanto, en medio DMEM suplementado con 10% FBS y plasma las pNPs

hibridas mostraron una significativa disminucién en el valor del PZ.
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Fig 35. Parametros de estabilidad de las pNPs hibridas a temperatura ambiente 25°
Cya37°C, medios (tampdn fosfato pH 7.4 (PBS), DMEM suplementado con 10%
FBS y plasma) y a 0, 15 y 60 minutos. Los valores corresponden al promedio + DS
(n=3). Se utiliz6 H20 miliQ como control. ANOVA doble via, post test Bonferroni, *
p <0.05 v/s nanohibridos en H20 miliQ a los 0 min, #p <0.05 nanohibridos en H20
miliQ a los 15 min y &p <0.05 nanohibridos en H20 miliQ a los 60 min.

9.2 Liberacion de Ang-(1-9) desde las pNPs hibridas EE/Alg/Ang-(1-9)/AuNE

mediada por irradiacion laser

Al encapsular Ang-(1-9) y AUNE en pNPs EE/Alg, se buscé estudiar la liberacion de
Ang-(1-9) al medio de liberacion. La utilizacion de las propiedades Opticas de las
AuNE, conocida como resonancia de plasmén superficial, indica que al ser
irradiadas con un laser a longitud de onda 532 nm y potencia de 2 mV (Figura 36),
se produce aumento de temperatura y, eventualmente, permitiria la liberacion de
Ang-(1-9) desde el interior de la pNPs hibrida debido a un cambio en la estructura

de la matriz polimérica.

Para ello se seleccioné la formulacion de pNPs hibridas EE/Alg: 20% Ang-(1-9) y
2% de AuNE, obteniéndose un perfil de liberacién con curvas similares entre si, ya
sea sin aplicacion de radiacion laser y con aplicacion de irradiacion (Figura 37).
Ademas, a los 15 minutos para ambas condiciones se observa una liberacién de
estallido de Ang-(1-9) de 75.1+8.1% (sin laser) y 76.849.3% (con laser)
respectivamente. Finalmente, transcurrida 1 hora se observa liberacion de 91.4+8.2
% y 84.5+3.9 respectivamente. Esta liberacion se mantiene sostenida en el tiempo
hasta completarse el 100% de liberacién a los 105 min sin laser versus 75 min con

aplicacion de laser.
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Fig 36. Fotografia que da cuenta del proceso de irradiacion de las pNPs hibridas
EE/Alg/Ang-(1-9)/AuNE.
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Fig 37. Grafica de liberaciéon de Ang-(1-9) desde pNPs EE/Alg con AuNE. C/L:
liberacion con irradiacion laser, S/L: liberacion sin aplicar irradiacion laser. Los datos
representan valores promedios + SD (n= 3) p <0,05 de Bonferronis post-test. * ns:
no se observaron diferencias significativas entre C/L y S/L durante todo el tiempo

del estudio de liberacion.

Ademas, se comparo el factor de similitud f2 en ambas condiciones: sin irradiar y
con irradiacion laser. Las curvas se consideran similares ya que valores de f2 mayor

de 50 asegura similitud o equivalencia de ambas curvas.

9.3 Determinacion de la liberacion producida por irradiacion de pNPs

EE/Alg/Ang-(1-9) que contienen diferentes porcentajes de AuNE.

Para determinar si la concentracién de las AuNE influye en el perfil de liberacion de
Ang-(1-9), se formularon sistemas de pNPs hibridas de EE/Alg con 20% de
incorporacion de Ang-(1-9) de forma fija y se vario el porcentajes de incorporacion
de las AUNE a un 20% de la masa de los solidos. Ademéas de tener como
antecedente preliminar el estudio de liberacion de Ang-(1-9) desde la pNPs EE/Alg
sin AUNE y pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) 20% + AuUNE 2% del estudio anterior. Se
irradiaron los montajes como se describié en métodos para un estudio de liberacién
hasta 90 min como tiempo final, muestreando a distintos tiempos. Como se puede
observar, el perfil de liberacién con laser no difiere del comportamiento de liberacion
mediado sin laser para todos los tiempos evaluados (Figura 38). Ademas, al
comparar pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) 20% + AuNE 2% versus EE/Alg/Ang-(1-9) 20% +
AuUNE 20% se obtienen perfiles de factor similitud f2: de 71.6 y 62.5 iguales, por lo
tanto al ser el factor similitud (f2) mayor a 50 indica equivalencia en el perfil de

disolucién.
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Fig 38. Gréfica de liberacion de Ang-(1-9) desde pNPs EE/Alg con AUNE 20%. Los
datos representan valores promedios = SD (n= 3) de Bonferronis post-test. * ns: no

se observaron diferencias significativas entre C/L y S/L durante todo el tiempo del

estudio de liberacion.
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10. RESULTADOS CAPITULO IlI

OBJETIVO 3: Eficacia anti-hipertréfica in vitro de nanoparticulas hibridas que
contiene Angiotensina-(1-9) v AUNE en cultivo primario de cardiomiocito de
rata neonata:

10.1 Eficacia anti-hipertréfica in vitro del sistema de pNPs EE/Alg/Ang-(1-9)
20% +AuNE 2% en cultivo primario de cardiomiocito de rata neonata sometido

a estimulo con norepinefrina (NE)

La Figura 39A representa la gréfica de la cuantificacion de area cardimiocitaria. Se
puede observar que el tratamiento con norepinefrina CT24h+NE aumento
significativamente el area de los cardiomiocitos respecto a su control CT24h
(2299.9+349.5 v/s 1663.9+219.5 um2 respectivamente (Figura 39A). El tratamiento
con Ang-(1-9) redujo significativamente el area de los cardiomiocitos respecto al
control (1040.6+58.8 v/s 1663.9+219.5 um2 respectivamente, Figura 39A). Los
grupos experimentales corresponden a los estimulos con pNPs EE/Alg sin Ang-(1-
9) RC: 0.5y CT: 15y pNPs EE/Alg con Ang-(1-9) 20% y AuNE 2% RC: 0.5y CT: 15
sin irradiar, no mostraron diferencias significativas en el area cardiomiocitaria

respecto al control.

En la Figura 39B se muestra el perimetro de los cardiomiocitos y se puede observar
gue la norepinefrina aumento significativamente el perimetro de los cardiomiocitos
respecto a su control (255.3+18,0 v/s 206.7+9.2 um, Figura 39B). En los grupos con
tratamientos de: Ang-(1-9) 10 uM y pNPs EE/Alg con Ang-(1-9) 20% y AuNE 2%
RC: 0.5 y CT: 15 sin irradiar disminuyd significativamente el perimetro de los
cardiomiocitos respecto al grupo control (156.8+9.2; 163.6+5.7 v/s 206.7+9.2 um

respectivamente, Figura 39B)
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Figura 39. CT24h: Control cardiomiocitos en su medio de mantencion por 24 horas;
CT24h+NE: cardiomiocito + norepinefrina 10 uM CT+Ang-(1-9): cardiomiocitos +
Angiotensina-(1-9) 10 uM; CT+B: cardiomiocito + pNPs EE/alginato sin Ang-(1-9);
CT+A: cardiomiocitos + pNPs EE/alginato+ Ang-(1-9) + AuNE sin irradiar. Los datos
representan valores promedios £ SD (n= 3). Se realiz6 un ANOVA-Dunnett para
comparar el control de 24h con los diferentes tratamientos control, PRISMA Graph
*(p<0.05), ** (p<0.001).
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En la Figura 40A se presenta el promedio de la cuantificacion del area
cardiomiocitaria con sus respectivos control y tratamientos bajo condicion de
hipertrofia cardiomiocitaria. Se repiti6 CT24h+NE en este gréfica para poder hacer
las comparaciones. Entonces, al comparar el control CT24h con los tratamientos:
NE+Ang-(1-9), NE+A, NE+AL y CT24h+Ang1-9 se observo una disminucion del
area cardiomiocitaria que fue estadisticamente significativa (1146.4+16.0;
1103.8413.9; 962.5+19.8; 1068.2+22.0 v/s 1716,0£34.7 um2 respectivamente,
Figura 40A)

Ahora bien, para corroborar la segunda parte de la hip6tesis de la presente tesis, se
debia demostrar el efecto cardioprotector del sistema polimérico hanoestructurado
gue contiene Ang-(1-9) y nanoesferas de oro en hipertrofia cardiomiocitaria. Para
dar respuesta, se comparé el estimulo de los cardiomiocitos incubados con
norepinefrina 10 uM (CT24h+NE) quiere decir; cardiomiocitos bajo condicion de
hipertrofia versus las distintas condiciones ensayadas, y se observo que para:
CT+L, NE+Ang-1-9, NE+B, NE+A, NE+BL, NE+AL y CT24h+Ang1-9 disminuyeron
el area cardiomiocitaria de forma estadisticamente significativa (1607.8+28.1;
1146,4+16.0; 1751.6+41.1; 1103.8+13.9; 1662.4+28.6; 962.5+19.8; 1068.2+22.0 v/s
2170,8+21.4 um2 respectivamente, Figura 40A).

En la Figura 40B, se presenta el promedio de la cuantificacion del perimetro
cardiomiocitario. Observamos que al comparar CT24h+NE versus su control CT24
el perimetro aumenté significativamente (248.8+2.8 v/s 206.4+2.7 um
respectivamente, Figura 40B). Al comparar los estimulos: NE+Ang-(1-9), NE+A,
NE+AL, CT24h+Angl-9 versus control CT24h se produjo una disminucién del
perimetro cardiomiocitario (156.742.0; 154.6+2.3; 155.0+1.8; 165.5+2.3 V/s
206.4+2.7 um respectivamente, Figura 40B).

Del mismo modo, en condicion de hipertrofia cardiomiocitaria al comparar la
condicion de CT24h+NE versus: CT+L, NE+Ang-1-9, NE+B, NE+A, NE+AL y

CT24h+Ang1-9 se observa una disminucion del perimetro cardiomiocitario, que fue
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estadisticamente significativo (205.0+3.0; 156.7+2.0; 166.1+1.7; 154.6+2.3;
155.0+1.8; 165.5+2.3 v/s 248.8+2.8 um respectivamente, Figura 40B).
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Fig 40. Efecto en al area y perimetro cardiomiocitario (um2), (uwm) pre-incubacion
de distintos estimulos. CT 24h: control cardiomiocitos en MM (medio mantencion)
24h; CT 24h +NE: cardiomiocitos 24h + norepinefrina 10 uM; CT +laser:
cardiomiocitos+ irradiacion 30 min; NE+Ang-(1-9): norepinefrina 10 puM +
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angiotensina-(1-9) 10 uM; NE+B: norepinefrina 10 uM + pNPs EE/alginato/sin Ang-
(1-9) sin irradiar; NE + A: norepinefrina 10 uM + pNPs EE/alginato/Ang-(1-9)/AuNE
sin irradiar; NE+B L (laser): norepinefrina 10 uM + pNPs EE/alginato sin Ang-(1-9)
e irradiada; NE + A L: norepinefrina 10 uM + pNPs EE/alginato+ Ang-(1-9) + AuNE
con irradiacion.

Los datos representan valores promedios £+ SEM (n= 3). Se realiz6 un ANOVA-
Tukey’'s de comparacion multiple con una significancia estadistica para area de la
siguiente forma: * p<0.05 vs todos los grupos tratados, ** p< 0.05 vs CT24h, CT+L,
NE+B, NE+AL, & p< 0.05 vs todos los grupos. Para el caso de perimetro
cardiomiocitario de la siguiente forma: * p<0.05 vs todos los grupos, ** p< 0.05 vs
CT24h, CT+L, NE+B, & p< 0.05 vs CT 24h, CT24h+NE, CT+L, NE+BL, # p< 0.05
vs CT 24h, CT24h+NE, CT+L con PRISMA Graph.
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Fig 41. Caracterizacion de los cambios morfolégicos que ocurren en el cardiomiocito

de rata neonata sometido a los distintos estimulos. Regla de medicién 20 um.
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6. DISCUSION
OBJETIVO la

Obtencidn y caracterizacion de un nuevo vehiculo de EE/alginato

Este estudio reporta un nuevo vehiculo basado en coacervacion compleja de Alg y
EE para la entrega de lisozima como modelo de biolégico, evidenciando que las
nanoformulaciones variaron segun la razén de carga (RC) y la carga total (CR) de
los polimeros que participan en la reaccion y la cantidad de lisozima (% p/v). Todas
las nanoparticulas vacias y cargadas con Lys resultaron en tamafios promedio
similares y el PZ no se vié afectado por la presencia de lisozima (Tabla 1). Se
encontré que los valores de potencial zeta dependian del tipo de polimero que
predomina en la formulacion. Estos resultados son consistentes con los de otros

autores [92].

La mayoria de las nanoparticulas son altamente estables ya que la mayoria de las
formulaciones mostraron un PZ> + 30 mV (y solo dos formulaciones con valores en
el rango de + 20-30) mV (Tabla 1). Estos datos concuerdan con las directrices que
clasifican las dispersiones NP con valores de PZ de + 0-10 mV, + 10-20 mV y * 20-
30 mV y > + 30 mV como altamente inestable, relativamente estable,
moderadamente estable y altamente estable, respectivamente [93,94]. Ademas, los
valores PDI que proporcionan informacién sobre la homogeneidad del tamafio de
particula, fue inferior a 0.35 para todas las preparaciones.

La caracterizacion de las nanoformulaciones utilizando SEM mostré una morfologia
esférica caracteristica de los pNPs de EE/Alg formadas. Los espectros FTIR no
mostraron evidencia de interacciones covalentes entre los materiales constituyentes
y también sugirieron la ausencia de desnaturalizacién de Lys. Los polielectrolitos
obtenidos electrostaticamente no se basan en nuevos enlaces covalentes que
contribuyen a la estructura de la matriz, y como tal, los espectros FTIR se han
utilizado en el pasado para mostrar que los grupos funcionales siguen siendo

identificables en sistemas combinados [95]. Los espectros FTIR también sugieren
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que la estructura secundaria de Lys se retiene después de la sintesis de las pNPs
observandose el peacks alrededor de 1630 cm-1, en oposicion a los cambios que
podrian observarse durante la desnaturalizacion de Lys [96,97].

Para caracterizar el tamafo, el andlisis de DLS mostro un tamafio de 106.8 nm y un
PDI de 0.221 para las pNP de EE/Alg vacias, lo que indica una muestra de
polidispersidad moderada. Esto fue confirmado por visualizacién de particulas en el
NTA. Ademas, el tamafio promedio obtenido por NTA fue de 93.5 nm, que es
aproximadamente 13.3 nm mas pequefio que el tamafio dado por DLS, lo que indica
un cierto grado de polidispersidad. Esto puede explicarse por el hecho de que las
distribuciones de tamafio obtenidas por DLS son distribuciones de intensidad,
mientras que NTA proporciona distribuciones numéricas, lo que resulta en una
polidispersidad mas alta. Otra explicacion para el indice de polidispersidad puede
deberse a la dificultad inherente para que DLS analice adecuadamente las muestras
polidispersas [98]. El mismo fendmeno puede explicar los resultados obtenidos para

las nanoparticulas cargadas de EE/Alg Lys.

Relacion eficiencia de asociacién y potencial Z

La lisozima se incorporé a las pNPs de EE/Alg con alta eficacia de asociacién (65-
89%), lo que puede correlacionarse con la naturaleza anfotérica de Lyz, una
glicoproteina, que forma complejos con compuestos cargados positiva y
negativamente, que favorecen la eficacia de la asociacién [99].

Ademas, la alta eficiencia de asociacion para formulaciones con potencial zeta
negativo puede atribuirse al predominio del alginato en estas formulaciones. En este
contexto, el alginato reduce la pérdida de Lys debido a su capacidad de flexibilidad
intrinseca que le permite acomodar moléculas de lisozima, generando una matriz
densa de interaccion, fendmeno descrito por Saha, AK et al., y Fuenzalida, JP et al.,
[17, 100].
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Relacion entre el perfil de liberacidén y tamafio de la nanoparticulas

La liberacion de lisozima a partir de pNPs EE/Alg implica un "efecto de estallido"
durante la primera etapa de liberacion del farmaco, donde se liberé 12.4%, 9.4%,
8.7% y 5.2% de Lys desde las pNPs durante los primeros 30 minutos. La liberacion
del estallido inicial se atribuyé a la lisozima unida a la superficie en la formulacién
de nanoparticulas [101]. Después de lo cual la liberacion se hizo mas gradual y el
perfil de liberacion de las cuatro formulaciones de nanoparticulas fue similar
después de 72 horas. Estas observaciones proporcionaron una clara evidencia de
la capacidad de las pNPs para modular el perfil de liberacion de lisozima (Fig. 6).
Curiosamente, el estudio de liberacidbn mostré que las pNPs mas pequefias en el
tamafio CT 20 RC 1.33 fueron aquellas en las que se observo el efecto de estallido
mas rapido, seguido de las pNPs CR 30 RC 0.5 que corresponden a la segunda
formulaciéon mas pequefia que también evidencié este fendmeno. Esto de acuerdo
con lo descrito por Agnihotri et al., [102]. Ademas, la carga restante después de la
liberacién de estallido podria potencialmente liberarse intracelularmente para el
efecto farmacoldgico de los productos bioldgicos, como se describid anteriormente
[102].

Evaluacion de la seguridad

Usando diferentes enfoques, demostramos que la disminucion en la viabilidad
celular de las células HelLa tratadas con nanoparticulas de EE/Alg fue dependiente
de la dosis, ya que el tratamiento con concentraciones altas (1.0 y 1.5 uM) de pNPs
de EE/Alg inhibié la proliferacién de células HelLa de 67.7 a 8.3% (Figura 16). Por
otro lado, no se observo una disminucion significativa en la viabilidad celular en las
concentraciones mas bajas probadas (0.06 y 0.1 uM) hasta 24 h de incubacion,
tanto con pNPs positiva como negativa. También se determind la citotoxicidad de
las nanoparticulas de EE/Alg, y no se observo un aumento significativo de los
niveles de citotoxicidad para concentraciones de pNPs que varian de 0.06 a 0.1 uM.
Por otro lado, las concentraciones de pNPs mas altas mostraron citotoxicidad

significativa a la hora de incubacion. El nivel de citotoxicidad obtenido con estas
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concentraciones de pNPs de EE/Alg es similar a lo que suele observarse para este

tipo de tratamientos con otros modelos celulares [103-105].

Tanto en los ensayos de MTS y LDH, la citotoxicidad de las nanoparticulas de
EE/Alg fue dependiente de la dosis como de la carga y observamos el mismo
comportamiento dependiente de la carga superficial de la nanoparticula (Figuras
16 y 17). Esto es, las nanoparticulas positivas fueron més citotoxicas para las
células HelLa en todas las condiciones probadas. Este resultado puede atribuirse a
las diferencias en las interacciones de pNPs con la célula. Otros estudios han
demostrado que las pNPs con carga altamente positiva tienen mas probabilidades
de tener mayores interacciones con la membrana celular, lo que lleva a una mayor
citotoxicidad [106-108]. Como ambos tipos de pNPs se obtuvieron utilizando el
mismo polimero y tenian tamafios similares, la diferencia en los potenciales zeta es
el factor que explica sus diferencias en las fuerzas de interaccion. Por lo tanto, es
posible que las fuerzas de interaccion mas fuertes resulten en una mayor

citotoxicidad de las pNPs cargadas positivamente.

La morfologia celular solo se vi6 afectada en la concentracion mas alta probada (1.5
MM), después de 24 h de exposicion para pNPs tanto positivas como negativas. En
estos casos, observamos constriccion y redondeo en la morfologia celular de las
células HelLa expuestas al tratamiento. Esta reduccién en el volumen celular
corresponde a un evento Unico que ocurre en la muerte celular por apoptosis y
permite diferenciarla de la muerte celular por necrosis caracterizada por la pérdida
de integridad de la membrana y la inflamacién irreversible del citoplasma. Se ha
descrito que las nanoparticulas cargadas inducen la muerte celular por apoptosis,

mientras que las nanoparticulas neutras inducen necrosis [107].

Las células HelLa, una linea celular de carcinoma epitelial humano, se han utilizado
para evaluar la toxicidad de diferentes tipos de nanoparticulas, aunque los
resultados son contradictorios. Esto se debe a varias razones, incluida la forma en

que se analizan y muestran los resultados. En particular, es dificil determinar un
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consenso de la concentracion de nanoparticulas y su efecto en la viabilidad y
morfologia celular [109,110]. Por lo tanto, la concentracion in vitro debe evaluarse
individualmente para cada nanoparticula. Ademas, la toxicidad comparativa de las
nanoparticulas no se puede determinar sin una comprension clara de las
caracteristicas fisicas y fisicoquimicas de estos materiales [111]. En este trabajo,
utilizamos diferentes concentraciones fisiologicas y varios enfoques experimentales

para evaluar su citocompatibilidad en células HelLa.

CAPITULO |
Objetivo 1b

Caracterizacion fisicoquimica de pNPs EE/alginato y EE/ sulfobutil-B-

ciclodextrina

Todas las formulaciones evaluadas muestran un tamafio aceptable y adecuado PDI.
La Figura 4 muestra que todos los sistemas propuestos son vehiculos con un
tamafo promedio en el rango nanométrico. Los sistemas EE/alginato resultaron en
nanoestructuras de menor tamafio en la mayoria de las relaciones de carga y suma
de carga en comparacion a EE/sulfobutil-B-ciclodextrina. Esto se condice con el
menor peso molecular que presentan los polimeros que intervienen en la primera
formulacion (EE/alginato) a diferencia del alto peso molecular que presenta la
segunda formulacion (EE/sulfobutil-B-ciclodextrina) dado fundamentalmente por la
contribucion de sulfobutil-B-ciclodextrina. En este sentido, el tamafio es un factor
crucial que determina absorcion, distribucién y el comportamiento de nanoparticulas
in vivo [113].

La Figura 5 muestra rangos de polidispersion aceptables para sistemas propuestos.
Valores de PDI cercanos a cero confieren sistemas mas homogéneos mientras que
valores entre 0,1 y 0,4 para nanoparticulas esféricas indican que las particulas
poseen distribucion polidispersa moderada. Adicionalmente se observa que al
aumentar la razén de carga (n+/n-) y numero total de cargas (n+ + n-) tanto en

EE/alginato y EE/sulfobutil-B- ciclodextrina resultan en mayores valores de
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polidispersion, lo que podria estar asociado al incremento en aporte de EE en las
formulaciones, que conlleva a la formacién de agregados y con ello aumento del
valor. Ademas, se hace relevante el estudio de la polidispersion ya que particulas
heterogéneas pueden causar irregularidades en los parametros farmacocinéticos

afectando asi la eficacia terapéutica de una formulacién farmacéutica [114].

La Figura 6 muestra que la mayoria de las formulaciones presentaron PZ positivo.
Sin embargo, se observa que se produce una inversion en el PZ cuando la razén de
cargas (n+/n-) estad entre 0.5 y 1 para ambos sistemas, debido al aumento del
polication EE Eudragit en las formulaciones. Esto tiene relacién con el material
polimérico en exceso y como éste le confiere la carga superficial positiva a la
particula. De forma general, la carga superficial de los complejos polielectrolitos
puede ser facilmente manipulables por cambios en la mezcla de razén de cargas de
los polimeros [115,116].

Los sistemas EE/alginato presentaron un mayor valor absoluto de PZ lo que estaria
indicando mayor estabilidad debido a repulsion eléctrica en comparaciéon con un PZ
con valor absoluto mas bajo que se aprecia para sistemas EE/ sulfobutil--
ciclodextrina. Este a su vez, condiciona las interacciones entre nanoparticulas y las
membranas celulares. En este mismo sentido, el PZ describe la estabilidad de las
dispersiones coloidales, asi cuando el PZ fluctia entre £ 30 mV, la dispersion
coloidal es estable [117,118].

La caracterizacion de ambas nanoformulaciones utilizando SEM mostré una
morfologia esférica y excelente correlacion del tamafo entre las lecturas por

microscopia electrénica de barrido y dispersion dindmica de la luz.

Caracterizacion fisicoquimica de NE de oro (AuNE)

La caracterizacion de las AUNE por absorcion atbmica y su maxima absorcién a 519
nm es indicativo de una correcta sintesis de las nanoparticulas de oro, segun la
banda de plasmon superficial obtenida caracteristico para AUNE de tamafios entre
10 y 20nm [119].
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El valor de PZ obtenido de las AUNE fue —-46.2+2.4mV y se puede explicar por la
adicion de citrato como agente reductor del oro en el proceso de elaboracion, ya
que estas moléculas quedan adsorbidas en la superficie de la nanoparticula,
contrarrestando las cargas superficiales positivas de los atomos de oro presentes
[120]. Estas moléculas de citrato poseen 3 grupos carboxilicos cargados
negativamente a pH 7.4, las cuales estarian contribuyendo a este potencial [119].
Es importante resaltar que, en estos sistemas de coloides dispersos, se requiere
que las AuUNE posean una carga superficial alejada de la neutralidad (distinta de
cero), para favorecer la repulsion electrostatica entre ellas y asi mejorar los

parametros de estabilidad de la dispersion.

El valor obtenido de tamafio por DLS fue ligeramente superior al observado por
microscopia electronica de transmision, debido a que por esta técnica se observa la
estructura metdlica del conjugado y por DLS se determina el radio hidrodinAmico
que involucra la esfera de hidratacion y la capa difusa de la nanoestructura.

Caracterizacion fisicoquimica de las pNPs EE/Alg cargadas con AuNE

Se selecciond la formulacién de pNPs EE/Alg ya que resulté en menor tamafio Las
nanoparticulas en literatura abarcan tamafos desde 10nm a <1000 nm, sin embargo
para aplicaciones biomedicas el tamafio de preferencia debe ser menor a 200 nm.
Esto ya que el primer objetivo es evitar la eliminacibn por el sistema
reticuloendotelial, prolongando asi el tiempo de circulaciébn en la sangre y
aumentando la biodisponibilidad en el sitio objetivo. Y a su vez EE/Alg fue de menor
polidispersién en comparacion a EE/ sulfobutil-B- ciclodextrina y tal como se
describié anteriormente esto determina absorcion, distribucion y el comportamiento
de las nanoparticulas in vivo, ademas un PDI menor hace que las pNPs sean mas
estables.

Una vez seleccionada la formulacién de pNPs EE/Alg se evalué la incorporacion de
AuNE. Los resultados de la Tabla 5 reflejan un aumento del didmetro hidrodinamico
promedio desde el sistema de nanoparticula polimérica vacia al sistema pNPs
EE/Alg con AuNE. La mayoria de las formulaciones presentan PZ positivo. Esto

podria deberse a la eficiente encapsulacion por parte del material polimérico el cual
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predomina por sobre la cantidad de NE oro, asi la carga positiva enmascara el
potencial Z negativo de las nanoesferas de oro.

La caracterizacion por TEM de las pNPs EE/Alg cargadas con 2% AuNE, no mostrd
cambios en la morfologia esférica de las nanoparticulas. Ademas se aprecia la

eficiente incorporacion de las AUNE dentro de la nanoestructura polimérica.

Caracterizacion fisicoquimica de pNPs de EE/Alg cargadas con Ang-(1-9)

La caracterizacion por DLS muestra que la incorporacion de Ang-(1-9) no afecta
sustancialmente el diametro de la pNPs. El incremento en el contenido de sélidos
desde RC: 0.1 a 10 no resulta en aumento del tamafio de la particula, la cual fue
menor a 168.9+2 nm y 142.2+1.1 nm para EE/Alg vacia y EE/Alg/Ang-(1-9),
respectivamente. Ademas, entre las distintas razones de carga, se observa que las
pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) en las cuales predomina el polimero alginato (que aporta
carga negativa) con RC: 0.1 y 0.25 presentan hasta < 55nm de diferencia para las
mismas razones de carga versus pNPs EE/Alg vacia. Esto se puede explicar en la
carga estimada de Ang-(1-9) a pH 4.7 de reaccion el cual es de +2.3 unidades de
carga estimadas por software ProteinCalculator v3.4, valor de carga positivo que
estaria sumandose a las cargas positivas aportadas por el polication EE. Con esto
se generaria un mayor acercamiento entre Ang-(1-9) y la cadena polimérica en el
proceso de formacion y asi en nanoestructuras de menor tamafio. La polidispersion
no evidencia diferencias entre EE/Alg vacia y EE/Alg/Ang-(1-9), ambas presentan
polidispersion adecuada (<0.4).

Finalmente, el PZ muestra valores negativos en ambas pNPs EE/Alg vacia y
EE/Alg/Ang-(1-9) a RC: 0.1 y 0.25 en las cuales predomina el polimero alginato,
esto se explica por el aporte de carga eléctrica negativa, generando PZ negativo y
enmascarando el aporte de carga positiva de EE. En contraste se observa la
inversion a un potencial zeta positivo desde RC: 0.5 a 10 en las cuales es mayor el
aporte del polimero positivo EE en relacion con alginato, por consecuente a modo
general potencial zeta negativo o positivo es dependiente de cuando predominan

las cargas negativas o positivas en las nanoparticulas desarrolladas.
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Presencia Ang-(1-9) en las pNPs EE/alginato con AuNE y su impacto en las
propiedades fisicoquimicas

Las 3 formulaciones de pNPs EE/Alg con 2, 20 y 40% de incorporacion de Ang-(1-
9) y 2% fijo de incorporacion de nanoesferas de oro (Tabla 8), presentaron tamafios
en el rango nanométrico. Contrario a lo reportado por Umerska et al [121], el
incremento del péptido Ang-(1-9) no aumento el tamafio de la nanoparticula. Esto
puede deberse a las fuerzas de atraccion establecidas entre el péptido y su
policatién-polianion, como al hecho de que ambos Eudragit y alginato no exhiben
una fuerte carga catidnica-anionica.

Respecto del PZ, este fue positivo 0 negativo dependiendo de la RC. Asi para RC
0.5 siempre se obtuvo un PZ negativo ya que predomina el polielectrdlito de carga
negativa (Alg), mientras que para RC 10.0 el PZ fue positivo por la predominancia
del polielectrolito de carga positiva (EE).

La polidispersion se mantuvo en rangos aceptables para las formulaciones de pNPs
EE/Alg con 2 y 20% ang-(1-9) mas 2% de AuUNE. Mientras que, para pNPs
EE/Alg/Ang-(1-9) 40% y 2% AuNE se obtuvieron rangos de polidispersion de 0.4
clasificada como moderada.

NTA pNPs EE/Alg cargadas con Ang-(1-9) y AuNE

Las pNPs hibridas fueron estables en términos de promedio de diametro. También
la concentracién de las nanoparticulas fue proporcional al factor de dilucion aplicado

en las mediciones.

Eficiencia de asociacion de Ang-(1-9) en la pNPs EE/Alg

Se obtuvieron resultados de eficiencia de asociacion que van desde un (68%-95%)
para todas las formulaciones evaluadas (Figura 28). Ademas, el %EA es afectado
por la cantidad del polianidén alginato, asi el maximo incremento en eficiencia de
asociacion se observa dentro de las primeras cuatro RC evaluadas en las cuales

predomina alginato que por tener carga opuesta estaria permitiendo una mayor
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encapsulacion de Ang-(1-9). Cuando se considera la carga neta de la superficie de
Ang-(1-9) bajo las condiciones de trabajo de pH 4.7 obtenemos una carga neta
positiva de 2.3. Por tanto, la carga neta positiva seria atraida por el polianion
alginato, causando el alto %EA demostrado para las cuatro primeras formulaciones.
Por otro lado, la carga neta positiva de Ang-(1-9) seria rechazada por igualdad de
cargas en las RC 1 a 10 en las cuales predomina el polication Eudragit,
disminuyendo el %EA. Este mismo efecto de carga neta superficial y eficiencia de
encapsulacion fue reportado para otros sistemas nanoparticulados [122].

El incremento del %EA de Ang-(1-9) versus la disminucion de alginato desde RC
0.1 a 10 mostré una disminucién en el %EA (Figura 28) y un incremento en el
tamafio de particula (Tabla 7). El %EA de las cuatro primeras RC (0.1, 0.25, 0.5y
0.75) ensayadas no presentan diferencias estadisticamente significativas entre ellas
(p<0.05). ElI mismo comportamiento con similar eficiencia de encapsulacion se
observa para RC 2.0- 4.0 y 10. Por ultimo se observa que las tres primeras RC
ensayadas son estadisticamente diferentes con las otras RC (p<0.05). Por tanto,
en base a %EA se seleccionaran para continuar cualquiera de las cuatro primeras

formulaciones que evidencian una alta eficiencia de encapsulacion de Ang-(1-9).

Eficiencia de asociacion de Ang-(1-9) en las pNPs hibridas EE/Alg con AuNE

Las pNPs hibridas mostraron un promedio de %EA de 63%, lo que evidencia la alta
afinidad del nanovehiculo por encapsular Ang-(1-9) (Tabla 9.) Otros autores [123],
también lograron altos %EA ~ 60% de heparina en polielectrolitos de
quitosano/acido hialurénico. Esta caracteristica es clave y le confiere ventaja a los
complejos polielectrolitos, ya que no sera necesario usar altas concentraciones de

polimero para que de forma exitosa encapsule el principio activo [121].

Ademas, se encontr0 que la eficiencia de asociacion de las pNPs EE/Alg por Ang-
(1-9) disminuye con el aumento de la concentracién de Ang-(1-9) incorporada en las
formulaciones. Asi, al observar el %EA de Ang-(1-9) y sin considerar el % de
incorporacion de AuNE que fue determinado a un valor fijo para este estudio, se
observa que las pNPs EE/alginato/Ang-(1-9) 2%, 20% y 40% demuestran %EA
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mayor cuando disminuye la concentracion de Ang-(1-9) incorporada. Este mismo
comportamiento fue reportado para otros sistemas de nanoparticulas que
encapsulan proteinas [122,124].

Perfil de liberacion de Ang-(1-9) desde pNPs EE/alginato y su relacion
fisicoquimica

La liberacion in vitro desde pNPs EE/Alg a pH 7.4 en PBS y 37°C no logra liberar
bajo las condiciones estudiadas para RC: 0.5 y 10 respectivamente a las 48 horas,
de realizado el ensayo (Figura 30). Para comprender el patrén de liberacién se
deben considerar varios factores, tales como la cantidad de Ang-(1-9) cargada, la
relacion de los polimeros EE/alginato en las RC evaluadas, las propiedades de los
polimeros utilizados (tamafio de cadena polimérica, flexibilidad, movilidad,
adsorcion de agua) como de las interacciones entre los polimeros y Ang-(1-9)
encapsulada.

Ang-(1-9) desde pNPs EE/Alg para ambas RC ensayadas no evidencio liberacion
de lo encapsulado bajo las condiciones estudiadas ya que se ve un perfil de
liberacion de 12% a la primera hora y se observa un maximo de 20-25% de
liberacién transcurridas 24 horas para RC: 0.5 y 10 respectivamente (Figura 29 y
30). Este perfil da cuenta de que para el tiempo final de estudio de liberacion que
fue de 48 horas no se logro evidenciar la liberacion de lo que estaba eficientemente
asociado (%EA) a la nanoparticula que es de ~85% para nanoparticula de RC: 0.5
y de ~75% para RC: 10, solo observamos en todo el tiempo evaluado la liberacién
de lo no eficientemente asociado que estaba en el orden de 15- 25%
respectivamente para ambas razones de carga.

El hecho de no lograr ver la liberacion del péptido que se encuentra eficientemente
asociado a la nanoparticula en el tiempo total de estudio de 48 horas puede
sustentarse con lo reportado por Balmert et al., [125] quienes demostraron que entre
un péptido con carga positiva se establecen interacciones electrostaticas que
reaccionan con el polimero de carga negativa y de esta manera restringen la
difusion del péptido a través de la matriz. Con esto se genera una cinética de

liberacion lenta desde la nanoparticula.
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Tanto, Eudragit E y alginato son polimeros que presentan alto peso molecular [126]
y sus soluciones en agua son viscosas. Esta alta viscosidad podria estar
favoreciendo el proceso de encapsulacion del péptido y con ello una liberacién
mucho mas sostenida en el tiempo. En linea con esto, ha sido demostrado que la
viscosidad de la solucion de alginato, aumenta a medida que disminuye el pH [127],
el cual para efectos de este ensayo fue de 4.7. Esto resulta en una alta viscosidad
de la solucion lo que estaria formando una fuerte pared de contencion en las
nanoparticulas que encapsulan Ang-(1-9) y por tanto una menor capacidad de
hidratacion de la nanoestructura polimérica y con ello un perfil de liberacion mas

lento.

Junto con lo anterior, el estudio de factor similitud obtuvo un f2 de 61.22 lo cual
indica similitud entre ambos patrones de liberacion.

La cinética de liberacion lenta obtenida desde pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) RC: 0.5y 10
justifica la utilizacion de estrategias que permitan desarrollar un sistema controlado
de liberacion. De esta manera se sustentd la idea de formular sistemas de
nanoparticulas hibridas haciendo uso de AUNE incluidas en nanoparticulas
poliméricas. Todo esto con la finalidad de mejorar la eficacia de entrega controlada
del péptido Ang-(1-9), estrategia que ha sido ampliamente utilizada por otros autores

para la entrega de activos de interés [128-130].

Evaluacion de la seguridad

La citotoxicidad de Ang-(1-9) y pNP hibridas se examin6 en células de cardiomiocito
de rata neonata para evaluar cualquier posible interaccion téxica con las células.
Como se menciond anteriormente, Ang-(1-9) no fue téxico para las células de

cardiomiocito de rata neonata para ningun tiempo y concentracién ensayada.

El porcentaje de viabilidad de los cardiomiocitos por ensayo MTS tras la exposicion
a pNPs hibridas a concentraciones de 2.1-51.8 ug/mL no tuvo diferencias
significativas respecto al control. Para el ensayo MTS tras la exposicion a pNPs
hibridas y aplicacion de radiacion laser, solo a la maxima concentracion ensayada

de 51.8 ug/mL se observé diferencia significativa respecto el control, lo cual podria
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deberse a la combinacion de la concentracion de pNPs hibridas y el efecto de la

irradiacion.

La viabilidad celular se evalud seleccionando la formulacion de pNPs hibridas de
EE/Alg/Ang-(1-9) 20% con AuNE 2% RC: 0.5y CT:15, precisamente ya que exhibe
PZ negativo al predominar en esta formulacion el polimero alginato. Considerando
de esta forma una caracteristica clave que contribuye a la toxicidad de las
nanoparticulas, el PZ positivo descrito por Loretz y Bernkop-Schnurch [131]. Asi lo
han demostrado también varios autores, por mencionar Umerska et al., [121]
quienes sugieren que acido hialurénico (carga negativa) presente en las NPs ejerce
un efecto protectivo contra la influencia de protamina, como también previamente
descrito para acido hialurénico versus quitosano (carga positiva) por el mismo
grupo. El efecto protectivo de acido hialurénico contra la toxicidad de otros
policationes como por ejemplo poliarginina ha sido demostrado también por Kim et
al [132]. Ademas, la carga positiva demostrada por un PZ positivo de las
nanoparticulas ha sido reportada con alta citotoxicidad, ya que causa alteracion de

la integridad de la membrana plasmatica y dafio mitocondrial, lisosomal [133].

De acuerdo a lo anterior se escogio la formulacion de EE/Alg/Ang-(1-9) 20% con
AuNE 2% de PZ negativo. Esto es importante ya que se espera que la pNPs hibrida
una vez administrada no sea internalizada sino que interactie con su receptor de

membrana para ejercer el efecto deseado.

Ahora bien, respecto del ensayo de MTS en cardiomiocito de rata neonata a
distintos tiempos de aplicacién de irradiacion, vemos que a tiempo 0.5y 1 hora de
irradiacion a 532nm y 2 mW la viabilidad celular no se vio reducida. Esto puede
explicarse por el breve periodo de irradiacion laser y por el hecho de la longitud de
onda de 532nm ya que coincide con el peack de resonancia de plasmoén superficial
(RPS) de las nanoesferas de oro, donde exhiben la absorcion maxima [134].

Lopez J.P. 2018., observo también que a un muy breve tiempo de exposicion de
irradiacion a 532nm y 20 mW de las células de osteoblastos durante 90 segundos

no se vio afectada la poblacién celular de forma significativa. Y solo se observo una
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reduccion del 89% en la viabilidad de cardiomiocito de rata neonata a tiempo de 24
horas de irradiacion, por lo que suponemos que el laser por si solo durante 24 horas
de irradiacion continua esté produciendo dafio significativo en las células [135].

CAPITULO Il

Para comprender los efectos de las nanoformulaciones in vitro, se deben considerar
los pardmetros fisicoquimicos cuando estas interactian con sistemas biolégicos de
manera de evitar problemas con la reproducibilidad y escalamiento relacionados

con una insuficiente caracterizacion de las formulaciones [136,137].

Como era de esperar, el tamafo, PDI y PZ de las pNPs hibridas fueron medio
dependiente y no necesariamente tiempo dependiente. En cuanto al tamafio y a
diferencia de lo observado por Umerska, et al., [121] para sistemas polielectrolitos
HA/PROT (acido hialurénico/protamina), no se observé un incremento gradual del
tamafio de las nanoparticulas durante el primer periodo de almacenamiento, sino
mas bien se observa que el incremento de tamafio de las pNPs hibridas fue
dependiente del medio de incubacién, donde DMEM con 10% FBS muestran
mayores tamafios de pNPs hibridas (Figura 35A). Probablemente atribuible a la
formacién de la corona de proteinas, definida como la adsorcion de proteinas sobre
la superficie de las nanoparticulas [138-142]. Esto se ha demostrado en otros
estudios con diferentes NPs, medios y lineas celulares [143-146]. Es precisamente
es la corona de proteinas que incrementa el diametro hidrodinamico de las pNPs
hibridas en medio con FBS y plasma, resultado acorde a lo reportado por Strojan et
al [147].

Adicionalmente el cambio de tamafio de las pNPs hibridas en medio DMEM con
10% de FBS, puede atribuirse al hecho que los medios de cultivos poseen cloruro
de sodio (a concentracion 6 g/L) y al ser incubados con nanoparticulas se ha

descrito un intercambio i6nico entre iones Ca 2+ y los iones Na+ presentes en el
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medio, afectando el entrecruzamiento de las cadenas de polimero, con evidente

aumento del su tamafio [148].

La polidispersion de las pNPs hibridas aumenté de forma significativa para los
medios en 10% FBS y plasma, consecuencia de la agregacion que estas
experimentan en medios biolégicos debido a la neutralizacion de la carga superficial

por las especies ionicas presentes en los medios [149].

Dependiente de los medios ensayados: PBS, 10% FBS y plasma, el PZ convergio
a un menor valor, lo que puede ser explicado para el medio de plasma a partir de
su composicion, la que consiste fundamentalmente de 90% de H20 y 7% de
proteinas de las cuales las mas abundantes son albumina 45-55% y globulinas 5-
25% que presentan carga negativa dependiente del pH del medio en que se
encuentren [150]. La carga neta de la albumina a pH 7 es de -19. Entonces a pH
experimental de 4.9 y al ser este un ambiente 4cido condiciona a que mas grupos
protonables estén disponibles y por lo tanto la carga se vuelve menos negativa, lo
que explicaria el PZ de las pNPs hibridas en plasma. Adicionalmente, es el mismo
PZ de las nanoparticulas el que tiende a adsorber proteinas de los medios FBS y
plasma a través de interacciones electrostaticas lo que conlleva a un PZ menos

negativo.
Liberacion Ang-(1-9) desde pNPs hibridas mediado por irradiacién laser

Luego de evaluar el perfil de liberacion de pNPs hibridas de EE/alginato/Ang-(1-9)
20% y 2% AuUNE ya sea con o sin aplicacion de irradiacion laser, se demuestra una
cinética de liberacion de estallido a los primeros 15 minutos. Entendiéndose por
“liberacion estallido”, la liberacion de un gran porcentaje inicial del encapsulado,
inmediatamente después de dispuestas las nanoparticulas en su medio de
liberacion, fendmeno que ocurre y ha sido descrito en muchas de las formulaciones
de liberacion controlada [151-154].

Ahora bien, la liberacion estallido se puede ver desde dos perspectivas: a menudo

se considera como una consecuencia negativa de la creacion de sistemas de
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liberacion controlada a largo plazo o, en ciertas situaciones, puede ser conveniente
una liberacion rgpida o alta tasa inicial de administracion [151]. Respecto de la
causa que genera esta liberacion estallido, se ha atribuido a una variedad de
parametros fisicos, quimicos, de formulacién, caracteristicas de la superficie,
gatilladores, por mencionar algunos [151]. Sin embargo, para este ensayo se cree
que podria deberse a la contribucion por una parte de la Ang-(1-9) libre y unida a la
superficie de la pNPs hibrida la cual se libera rapidamente una vez en medio de
liberacion, fendmeno que ha sido observado y descrito por otros autores. Ademas
también contribuye el aumento de temperatura que experimentaron las pNPs
hibridas, desde 25°C a 37°C. Un ejemplo de esto son los estudios de Gutowska et
al., que desarrollaron hidrogeles de N-isopropilacrilamida para la liberacion de
heparina, evidenciando que una vez en el medio de liberacion a 37°C se produjo la
liberacién estallido, seguida por una liberacion méas lenta que la inicial [155].
Después de transcurrida la liberacion estallido se observa una cinética de liberacion

gradual y muy similar hasta completado el 100% de liberacion.

A discutir, es el hecho de que nosotros incorporamos en el sistema de pNPs de
EE/Alg las AUNE con el objetivo de obtener un perfil de liberaciébn més rapido versus
sin la incorporacion de AuNE en sistemas de nanoparticulas poliméricas que
demuestran un perfil de liberacién mas lento [39]. Por ejemplo, Campardelli et al.,
desarrollaron NPs de PLGA-AuNps utilizando rodamina B como modelo de farmaco.
Lo que obtuvieron fue una liberacién de rodamina B en 10 dias sin aplicacion de
irradiacion laser y sin la presencia de AuNPs, mientras que con la aplicacion de
irradiacion y diferentes porcentajes de incorporacién de AuNPs la liberacion de

rodamina B se redujo de 10 dias a 5 min [156].

Por tanto un segundo punto importante a discutir, es el hecho de que no observamos
diferencias estadisticas en los perfiles de liberacion de la pNPs hibridas EE/Alg/Ang-
(1-9) 20% + AuNE 2% con y sin aplicacion de irradiacion. Para dar explicacion a
esto, tenemos que mencionar que previamente en nuestro laboratorio Vivanco A.,
2017, demostré que la irradiacion laser (longitud de onda 532 nm, 2 mV) por si sola

no posee la capacidad de aumentar la temperatura, en experimentos de irradiacion
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de microgeles sin AUNE. Ademas Vivanco A., 2017 demostr6 que la irradiacion laser
solo es capaz de aumentar la temperatura de sistemas de microgeles con AuUNE en
2-3°C de temperatura durante los primeros 10 minutos de irradiacion. A partir de
estos antecedentes es que se decide realizar los ensayos de liberacion desde
nuestras pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9) 20% + AuNE 2% mantenidas a 37°Cy

con o sin aplicacion laser [157].

Por otro lado, el mismo grupo de investigacién de nuestro laboratorio, evaluo la
liberaciobn desde microgeles cargados con curcumina y AuNE de oro, con y sin
aplicacion de irradiacion durante 60 min, manteniendo siempre la temperatura de
los sistemas constante en 20°C. Ellos vieron un aumento de la liberacién de
curcumina, pero estad fue insignificante cuando se comparé con la cantidad
encapsulada (1.5 +1.1%) del total cargado. Volvieron a repetir este experimento,
pero manteniendo los sistemas a 37°C, obteniendo el mismo resultado anterior. Por
lo tanto, concluyen que no existen diferencias significativas en la liberacion de

curcumina con o sin aplicacion de irradiacion laser [157].

Precisamente nuestros resultados estan en linea con lo anteriormente descrito, sin
embargo no hay que dejar de mencionar factores como lo son la longitud de onda y
potencia del laser de 2 mV la cual podria ser muy baja para lograr ver cambios en
el perfil de liberacion consecuencia del efecto de plasmon superficial. Asi lo reporta
el estudio de Honda et al., quienes compararon dos laser uno de 532nm con
potencia ~ 1 mV y 488nm con potencia ~ 3 mV al irradiar una sola AuNP. Los datos
mostraron que el laser de 488nm con potencia ~ 3 mV no fue suficiente para generar
calentamiento de la AuNP basado en la resonancia de plasmén superficial,
comparado con el laser de 532nm y potencia de ~ 1 mV que demostré un incremento
de 10 grados Celsius de la temperatura original, longitud de onda que coincide con
la méxima absorcion de las AuNP [158]. Ahora bien, nuestros experimentos fueron
llevados a cabo con irradiacion del sistema de nanoparticulas hibridas EE/Alg/Ang-
(1-9) 20% + AuNE 2% y ha sido reportado que cuando la absorcion del material
circundante en este caso la matriz polimérica absorben luz, especialmente cerca de

540nm, la absorcién relativa de las AUNE se reducira [158]. Esto podria respaldar
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el hecho de no ver diferencias en la liberacion gatillada por el efecto de resonancia
de plasmon superficial en los sistemas de pNPs hibridas EE/Alg/Ang-(1-9) 20% +
AUNE 2% con y sin aplicacion de irradiacion. Del mismo modo, se calculo la dosis
de radiacion expresada en joules aplicada al sistema de irradiacion durante 1 hora

de aplicaciéon de radiacion continua, la que fue de 7,2 joules.

Liberacién de Ang-(1-9) desde pNPs hibridas mediado por concentracion de

AUNE e irradiacion laser

Una segunda aproximacion, fue ver si al aumentar la concentracion de AUNE en las
pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9) de 2 a 20% de AuNE se veria algun cambio en
su perfil de liberacion. La gréfica y andlisis estadistico dan cuenta de que no existen
diferencias significativas en el perfil de liberacion de Ang-(1-9) basado en una mayor
concentracion de AuNE presente en el sistema. Esto podria deberse a una
encapsulacion al azar de las AUNE en la matriz polimérica, durante el proceso de
formacion por coacervacion de las NPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9) de 2 0 20% de
AuNE. Por lo tanto, podriamos tener pNPs hibridas encapsulando 1 AuNE, pNPs
hibridas encapsulando mas de 1 AuNE y otras pNPs hibridas sin AuNE, lo cual se
corrobora al observar las imagenes de TEM (Figura. 26) en la que se puede apreciar
pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-1(1-9) encapsulando > de 10 AuNE, mientras otras
con no >4 AuNE, por lo que a pesar de incrementar de 2% a 20% de AuNE, vemos
una limitante en el proceso de preparacion de las pNPs hibridas que nos impide
asegurar una encapsulacién de AuNE controlada.

Resultados similares son los obtenidos pore Luque-Michel, E. et al., quienes a
través de la caracterizacion por TEM mostraron un mal control de eficiencia de
encapsulacién de AuNPs, lo que di6 como resultado la presencia de numerosas
NPs de PLGA sin AuNPs y otras con AuNPs [159]. ElI mismo grupo, como estrategia
para mejorar la encapsulacion, modificé la concentracion de AuNPs lo que mejord
la encapsulacion a medida que se incrementd la concentracibn de AuNPs,
obteniendo una eficiencia de encapsulacion que finalmente resulté indistintamente
limitada. Una forma de mejorar esto es mediante la utilizacion de estabilizantes de

AuNPs en la matriz polimérica para lograr asi una selectividad del 100% en la
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encapsulacion y lograr de esta forma ver diferencias en la liberacion desde pNPs
hibridas.

CAPITULO Il

El tratamiento con norepinefrina a concentracion 10 pM induce un significativo
aumento del area y perimetro cardiomiocitario respecto de su control, lo que
demuestra el desarrollo de la hipertrofia cardiomiocitaria. Resultado que es
consistente con lo reportado [74]. El tratamiento con Ang-(1-9) 10 uM por si solo
redujo el area y perimetro cardiomioctario. Ademas, para el caso de perimetro
cardiomiocitario se evidencia una disminucién con el tratamiento de pNPs
EE/Alg/Ang-(1-9) 20% + AuNE 2% sin irradiar.

Angiotensina-(1-9) a 10 pM como pre-tratamiento de incubacion en los
cardiomiocitos de rata neonata fue capaz de prevenir el aumento del area y
perimetro cardiomiocitario. De hecho se pudo ver que redujo ambos parametros a
valores menores que el control CT24h, manteniendo aun asi dentro de valores
normales de é&rea y perimetro cardiomiocitario. Esto podria explicarse por la
concentracion de Ang-(1-9) utilizada de 10 uM, que no es la minima concentracion
con la que se ha visto efecto en reversion de la hipertrofia [74].

Nuestro estudio muestra que el pre-tratamiento con pNPs EE/Alg/Ang-(1-9) 20% +
AUNE 2% con y sin aplicacién de radiacion laser, fue capaz de prevenir la hipertrofia
cardiomiocitaria. Por lo tanto con o sin la aplicacién de irradiacion, las pNPs hibridas
al ser pre-incubadas con los cardiomiocitos de rata neonata y mantenidas a 37°C
del ensayo experimental, liberan el péptido angiotensina-(1-9) (comentado también
en los resultados de liberacién in vitro) mediando su efecto a través de la
disminucién de area y perimetro cardiomiocitario.

Del mismo modo se calculo la osmolaridad de las soluciones de nanoparticulas
EE/Alg/ y EE/Alg/Ang-(1-9) 20% + AuNE 2% y medio de mantencion de los cultivos
primarios de cardiomiocito obteniendose una osmolaridad de ~300 Mosmol/L para
todos los casos, por lo tanto las células cardiacas no estuvieron expuestas

fisiol6gicamente a grandes fluctuaciones en la osmolaridad externa.
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CONCLUSIONES FINALES

1. En base a lo descrito se puede concluir que se logré6 generar un nuevo
vehiculo basado en la coacervacion compleja de alginato y un polimetacrilato
cationico (EE) para el suministro de la proteina modelo lisozima. Al controlar
la CT y la RC, hemos demostrado que es posible controlar el tamafio y las
propiedades de la superficie, lo que da como resultado pNPs que tienen una
polidispersidad moderada y pueden incorporar la lisozima de manera
eficiente. Ademas, la caracterizacion de la citocompatibilidad mostré
resultados prometedores en la viabilidad celular y la citotoxicidad, mientras
que solo las concentraciones més altas de pNPs tienen un efecto perjudicial
en las células HelLa. En general, nuestros resultados muestran el potencial
de estas nuevas nanoparticulas poliméricas Eudragit EE/Alg para su uso en
aplicaciones biomédicas y puedan liderar el camino en el futuro desarrollo de

nanovehiculos desarrollados por coacervacién para la entrega de bioldgicos.

2. La incubacion de las pNPs hibridas en diferentes medios cambia los
parametros fisicoquimicos de las nanoparticulas. Ademas, los resultados
revelan que la incubacién de la pNPs hibridas en medios biolégicos como
FBS y plasma causa la adsorcion de proteinas del medio sobre la superficie
de las nanoparticulas, lo que determina la formacion de la corona de
proteinas.

3. De acuerdo a los estudios de liberacién, hemos podido demostrar que para
pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9) 20% + AUNE 2 0 20% con o sin irradiacion
laser y mantenidas a 37°C durante el estudio de liberacion, logran un méaximo
del 100% de liberacion del péptido Ang-(1-9) transcurrido 75 minutos del

ensayo.

4. El estudio de eficacia, demuestra que las pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9)
20% +AuNE 2% con aplicacion de irradiacion laser y pre-tratamiento en

cardiomiocito de rata neonata que posteriormente es incubado con NE, fue
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capaz de prevenir el desarrollo de HC. La HC que es un proceso cronico y
que por tanto puede requerir altas concentraciones y una exposicion
constante al péptido Ang-(1-9) para contrarrestar las sefiales pro-
crecimiento, por lo que un tratamiento convencional con Ang-(1-9) se hace
dificil, debido a su reducida vida media, al ser degradada por la ECA. Dicho
sea esto, este nuevo sistema de entrega para Ang-(1-9) promete ser un

enfoque eficaz para prevenir el desarrollo de HC.

El presente trabajo de tesis reporta. Primero, se formulo de forma exitosa un
vehiculo de nanoparticulas poliméricas y nanoparticulas hibridas para vehiculizar
dos péptidos biologicos de interés: lisozima y Ang-(1-9).

En segundo lugar, se obtuvieron perfiles de liberacion para Ang-(1-9) cargada en la
nanoparticula hibrida con un cinética estallido inicialmente seguida de una
liberacion gradual. De manera que futuras investigaciones podrian plantearse como
objetivo el desarrollo de nanoparticulas hibridas que tengan como blanco dirigirse
directo al coraz6n de manera de liberar la Ang-(1-9) en el organo blanco de interés.
Respecto de la liberacion gatillada por irradiacion laser, no vimos cambios en el
perfil de liberacidén con y sin laser, lo que se podria atribuir a la potencia del laser y
la absorcidn por parte de la nanoestructura polimérica de parte de la radiacion.

En tercer lugar, se comprobé que las nanoparticulas seleccionadas resultaron
seguras al evaluar en linea celular y cultivo primario.

En cuarto lugar, al evaluar la eficacia de las pNPs hibridas de EE/Alg/Ang-(1-9) 20%
+AUNE 2% con aplicacion de irradiacion laser y pre-tratamiento en cardiomiocito de
rata neonata que posteriormente es incubado con NE, se evidencio que fueron
capaz de prevenir el desarrollo de HC y y remodelado cardiovascular patologico del
corazén, por tanto su potencial como nueva forma terapeutica para prevencion de
la HC.

LIMITACIONES DE LA PRESENTE TESIS
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1.- Estudios de liberacion del vehiculo nanoparticulado EE/Alg/Ang-(1-9) 2% RC:
0.5 y 10.0 se realizo6 hasta un tiempo de 48 horas, lo que no permitio visualizar la
liberacion del péptido eficientemente asociado a la nanoparticula, por tanto
idealmente se debié haber realizado hasta un tiempo finito donde lograramos

observar el 100% de liberacion de lo encapsulado.

2.- No se llevo a cabo procedimiento de purificacion/aislamiento de la alicuota
tomada para estudios de liberacion de la nanoparticula EE/Alg/Ang-(1-9), esto por
ser un procedimiento dificil de ejecutar para sistemas de polielectrolitos complejos.
Por este motivo vemos en los estudios de liberacion inicialmente la liberacion de lo
no eficientemente asociado a la nanoparticula o dicho de otra forma lo libre del
péptido.

3.- No logramos ver diferencias en el perfil de liberaciéon de pNPs EE/Alg/Ang-(1-9)
20%+AuNe 2 0 20% con y sin aplicacion laser, esto puede ser explicado por: a) La
inclusién al azar del niumero de AuNE en las nonoparticulas poliméricas, esto es; en
algunas nanoparticulas poliméricas observamos por TEM 9 AuNE, mientras en otras
1 o 5 AuNE, por lo que el efecto de resonancia de plasmén superficial podria tener
mayor o menor incidencia basado en la distribuciéon no homogénea de las AuNE.
Ahora bien una forma de solucionar esto para futuros estudios, es llevar a cabo la
estandarizacion del numero de AuUNE a incorporar en las nanoparticulas poliméricas
por microfluidica, b) potencia del laser, la cual fue de 2mV, que es el laser con que
contabamos en el laborario y es de potencia menor a la reportada por otros otros

que si han visto cambios en el perfil de liberacién frente la aplicacién de irradiacion.
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