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RESUMEN

El principal objetivo de la presente investigacion doctoral fue el desarrollar
micelas de nucleo lipidico funcionalizadas con una secuencia peptidica trifuncional, capaz
de potenciar la absorcion de moléculas de baja solubilidad acuosa a través de la via bucal,
seguida de activacion biosensible por metaloproteinasa de la matriz y con
direccionalizacion hacia cardiomiocitos. Para ello, los péptidos de interés fueron
obtenidos eficientemente a través de la sintesis en fase s6lida, con una pureza superior al
90%. Con ello, se procedi6é a conjugar los distintos péptidos elaborados con un lipido
personalizado, a través de la estrategia quimica maleimida-tiol, obteniéndose derivados
con un porcentaje de funcionalizacion casi total. Posteriormente, se procedi6 a elaborar
las micelas con la matriz lipidica y el lipido funcionalizado, obteniéndose didmetros a
escala nanométrica, con una alta capacidad de asociacion con rodamina 123, como
molécula modelo. Estas micelas demostraron mantenerse estables por al menos 6 h a una
temperatura de almacenamiento 4 y 25 °C, presentando inestabilidad rapidamente a los 37
°C. Ademads, mostraron un perfil de liberacion inicial explosiva de rodamina 123
permitiendo liberar en alta cantidad la molécula contenida durante las primeras horas, de
acuerdo con un modelo cinético difusional de Peppas-Sahlin. A nivel de permeacion, se
logréd determinar que las micelas funcionalizadas pudieron atravesar en mayor cuantia el
epitelio bucal en comparacion con las micelas no funcionalizadas y rodamina 123 en
soluciéon como controles. En términos de sensibilidad a metaloproteinasa, la secuencia
peptidica conjugada sobre la superficie de las micelas mantiene sus caracteristicas
sensibles a esta enzima. Finalmente, las micelas de nucleo lipidico conjugadas con el
péptido residual tras el corte biosensible demostraron tener una menor unién a
cardiomiocitos en comparacion con las micelas conjugadas con el péptido control
orientador a cardiomiocito; sin embargo, fue significativamente mayor en comparacion
con micelas no funcionalizadas, que podria estar relacionado con la presencia de

receptores de integrina ubicados en la superficie de cardiomiocitos.
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ABSTRACT

The main objective of this research was to develop lipid-core micelles
functionalized with a trifunctional peptide sequence, capable of enhancing the absorption
of poorly water-soluble drugs through the buccal route, followed by bioresponsive
activation by matrix metalloproteinase and targeting to cardiomyocytes. For this, the
peptides of interest were efficiently obtained using solid phase synthesis, with a purity
greater than 90%. Then, the different synthesized peptides were conjugated with a
customized lipid, through the maleimide-thiol chemistry, obtaining derivatives with an
almost total percentage of functionalization. Subsequently, lipid-core micelles were
obtained from the lipid matrix and the functionalized lipid, yielding diameters at the
nanometric scale, with high entrapment efficiency of rhodamine 123, as a model molecule.
Furthermore, these micelles proved to be stable for at least 6 h at a storage temperature of
4 and 25 °C, eliciting rapid instability at 37 °C. In addition, the release of rhodamine 123
showed an initial burst release profile, allowing the entrapped molecule to be released in
high amount during the first hours, following a Peppas-Sahlin diffusional kinetic model.
In terms of permeation, functionalized lipid-core micelles showed higher permeation
through buccal epithelium compared to the non-functionalized micelles and rhodamine
123 in solution as controls. Regarding to the sensitivity to matrix metalloproteinase, the
conjugated peptide sequence on the surface of the micelles maintains the bioresponsive
cleavage. Finally, the lipid-core micelles conjugated with the residual peptide after
bioresponsive cleavage showed less binding to cardiomyocytes compared to the micelles
conjugated with the peptide targeting cardiomyocytes as control; however, it was
significantly higher compared to non-functionalized micelles, and might be related to the

presence of integrin receptors located on the surface of cardiomyocytes.
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1. INTRODUCCION

1.1 Sistema de clasificacion biofarmacéutica

La industria farmacéutica ha experimentado un auge y crecimiento sostenidos en las
ultimas décadas, gracias al desarrollo de nuevos productos de uso farmacéutico para
distintas patologias. Esto con el fin de poder tratarlas y curarlas, prevenir el desarrollo de
estas, contribuir a su diagnoéstico, o bien contener o limitar los sintomas para aumentar las
expectativas de vida de las personas. De acuerdo con las estadisticas disponibles, los
ingresos de la industria farmacéutica mundial se han triplicado en un margen de solo 20
anos, desde los $390,2 mil millones de dolares en el afio 2001 hasta los $1,27 billones de
ddlares al afio 2020 (1).

En este contexto, la industria farmacéutica ha centrado su investigacion en el
desarrollo de nuevos productos farmacéuticos y de nuevas moléculas bioldgicamente
activas como candidatos para nuevos principios activos, en paralelo con el avance
tecnoldgico y cientifico y el desarrollo de nuevas herramientas de disefio y dindmica
molecular. En base a esto, la Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados
Unidos (FDA, del inglés Food and Drug Administration) establece el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (BCS, del inglés Biopharmaceutics Classification System),
que permite categorizar los principios activos en base a su solubilidad acuosa y
permeabilidad intestinal, siendo conceptos ampliamente utilizados en los ensayos de
bioexencion para demostrar equivalencia terapéutica (2,3). El sistema BCS organiza a los
principios activos en cuatro grupos (2,4):

e C(lase 1: agrupa a moléculas con alta solubilidad acuosa y alta permeabilidad, por lo
que son generalmente bien absorbidos (por ejemplo: clorfenamina, digoxina,
paracetamol).

e (lase 2: comprende principios activos de baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad,
por lo que la etapa limitante de su absorcion es su velocidad de disolucion (por

ejemplo: carvedilol, fenitoina, nifedipino).



e C(lase 3: abarca sustancias de alta solubilidad acuosa y baja permeabilidad, por lo que
la absorcion esta limitada por el proceso de permeacion a través de las barreras
bioldgicas (por ejemplo: atenolol, minociclina, ranitidina).

e C(lase 4: incluye compuestos de baja solubilidad acuosa y baja permeabilidad, por lo
que usualmente se traduce en baja biodisponibilidad (por ejemplo: ciprofloxacino,
furosemida, ritonavir).

Por consiguiente, este sistema de clasificacion requiere de establecer definiciones
claras con respecto a solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal. Para ello, la FDA
define estos parametros con criterios concretos. Un principio activo de alta solubilidad
acuosa es aquel que en su maxima potencia o dosificacion sea capaz de solubilizarse en
un volumen menor o igual a 250 mL de medio acuoso en un rango de pH de 1 a 6,8,
incluyendo valores de pH igual al o los pK. del principio activo y valores con una unidad
por sobre y debajo del pK,, determinado a 37 £ 1 °C. Por otra parte, una sustancia con
permeabilidad alta es aquella en donde el grado de absorcién en humanos es mayor o igual
a 85% de una dosis administrada basada en una determinacion por balance de masas o
bien en comparacion con una dosis de referencia administrada por via intravenosa,
siempre y cuando el principio activo demuestre estabilidad a lo largo del tracto
gastrointestinal (3). Teniendo en consideracion estas definiciones, aproximadamente el
40% de nuevos productos farmacéuticos aprobados por las distintas entidades regulatorias
mundiales y el 90% de los compuestos candidatos con actividad biologica corresponden
amoléculas clasificadas como de clase 2 0 4, revelando problemas en la solubilidad acuosa
y, algunas de ellas, también en la permeabilidad a través de barreras bioldgicas (5,6). En
vista de ello, se pueden predecir desafios importantes asociados a estos principios activos
de clases 2 y 4, y comprenderian problemas tanto a nivel biofarmacéutico (liberacion y
disolucion de la molécula en medios acuosos) y farmacocinético (perfil de absorcion), lo
que se traduciria en un impacto en sus efectos terapéuticos.

1.2 Nanoparticulas como sistemas de transporte y entrega de principios activos

En las ultimas décadas, la investigacion en las ciencias farmacéuticas se ha enfocado

en mejorar la solubilidad acuosa y permeabilidad a través de barreras bioldgicas de



sustancias biologicamente activas. Uno de los polos de desarrollo ha sido la
nanotecnologia aplicada a la medicina, consistiendo en el desarrollo de nanoparticulas de
distinto tipo como sistemas de transporte y entrega de principios activos para el avance en
nuevas terapias. Ademas, también se ha visto el uso de diversos tipos de nanomateriales
para el diagndstico, monitoreo, control, y prevencion de multiples patologias (7).

Una nanoparticula puede ser definida como una molécula individual o un colectivo
de muchas moléculas cuyo tamafio fluctiia dentro de la escala nanométrica, es decir, entre
uno o pocos nandmetros hasta cientos de nanémetros (8). Sin embargo, una definicion
mas acuciosa es que al menos una de las dimensiones de estas particulas debe estar en el
rango nanométrico, especificamente, entre 1 a 100 nm para al menos un 50% de la
poblacion total de particulas; ademas, si el area superficial del total de particulas es mayor
a 60 m?/cm’, también serian consideradas como nanomateriales (7). En base a estas
caracteristicas, las nanoparticulas pueden mejorar la solubilidad acuosa de principios
activos de clase 2 y 4. De acuerdo con la ecuacion de Noyes-Whitney (Ecuacion 1), la
velocidad de disoluciéon de una particula es proporcional con el area superficial que se
encuentra en contacto con el medio de disolucion. Por tanto, una disminucion en el tamafio
de estas particulas resultaria en un aumento en el area superficial en relacion con su
volumen (9,10). Esto se fundamenta que, a partir de una masa total de particulas, mientras
mas pequeias sean estas y, por tanto, mas numerosas, presentaran una mayor area total de
contacto con el solvente en comparacion con particulas més grandes y menos numerosas
(11). Por ejemplo: la reduccion del tamaiio de particula de 1 pm a 100 nm significaria un
aumento en 10 veces el area superficial, generando una mejora de hasta 10 veces la
velocidad de disolucion, siempre y cuando las particulas puedan humectarse
apropiadamente con el solvente (9,11). Para aumentar el grado de humectacioén de las
particulas se puede utilizar agentes que modifiquen la tension superficial o tensoactivos,
lo que se traduciria en una mayor solubilidad y, por tanto, disolucion de las particulas mas

pequetias (11).



Ecuacién 1. Ecuacion de Noyes-Whitney. dm/dt corresponde a la velocidad del transporte de masa de
moléculas a través de una capa de difusion; D es el coeficiente de difusion de la molécula; 4 es el area
superficial disponible para el proceso; C; es la concentracion de saturacion de la molécula; C; corresponde
a la concentracion de la molécula disuelta; y / es el espesor de la capa de difusion.

dm DA(C, — C,)
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Por otra parte, la reduccion del tamafio de particula permitiria también mejorar la
permeabilidad a través de barreras biolodgicas, en donde se han descrito que nanoparticulas
de hasta 200 nm presentan una mayor velocidad de internalizacion celular en comparacion
con particulas mas grandes, tanto en modelos intestinales in vitro como in vivo (12).
Ademas, el tamafo puede influir en el mecanismo de internalizacion, en donde particulas
mas pequeilas son mas susceptibles al transporte paracelular y transcelular mediada por
clatrina o caveolina, mientras que particulas mas grandes se internalizarian mediante
pinocitosis o fagocitosis (13,14). Por lo tanto, el aumento en la velocidad de disolucion
como también una mayor permeabilidad a través de membranas bioldgicas por reduccion
del tamafio de particula permitirian mejorar la biodisponibilidad del principio activo en
circulacion y, con ello, generar un efecto terapéutico 6ptimo.
A grandes rasgos y dependiendo del tipo de material utilizado en la elaboracion de
las nanoparticulas, es que se pueden clasificar en tres grandes categorias (15—-19):

1. Inorganicas: agrupan a aquellas estructuras sintetizadas a base de materiales
inorganicos, principalmente de metales como el oro, plata y cobre, o de 6xidos de
hierro (magnetita [Fe3O4] o maghemita [Fe»O3]), de titanio (TiO2) o de silicio (SiO»),
otorgandoles propiedades plasmonicas, magnéticas y radiactivas que pueden ser de
utilidad en técnicas de diagndstico e imagenologia.

2. Poliméricas: abarcan particulas cuya estructura esta constituida principalmente por
macromoléculas anfifilicas naturales o sintéticas, que generalmente tienen la
caracteristica de ser biocompatibles y biodegradables, por lo que son ampliamente
utilizados tanto para el diagnostico y tratamiento de distintas patologias, como
también para transportar principios activos y como agentes nutracéuticos.

3. Lipidicas: engloban estructuras cuya base esta principalmente conformada por lipidos,

siendo estos vehiculos los mas biocompatibles con componentes organicos, de los



cuales, se pueden destacar los liposomas, nanoparticulas lipidicas sdlidas,

transportadores lipidicos nanoestructurados, nanoemulsiones y sistemas micelares.

1.2.1 Micelas de nucleo lipidico

Los sistemas micelares representan dispersiones coloidales en donde el material
particulado o fase dispersa se encuentra distribuido dentro de un medio dispersante o fase
continua, comunmente agua (20). Las micelas de nucleo lipidico (LCMs, del inglés /ipid-
core micelles) estan formadas a partir de moléculas con caracteristicas anfipaticas. Estas
moléculas contienen dos regiones claramente diferenciadas con afinidades opuestas hacia
un determinado solvente: una porcidn hidroféobica compuesta principalmente por cadenas
de 4cidos grasos de distinta longitud y que tienden a organizarse formando un centro de
nucleo lipidico; y una porcion hidrofilica que rodea este nicleo y estd en contacto directo
con la fase continua, dada por la presencia de grupos polares del mismo lipido o bien de

polimeros hidrofilicos como el polietilénglicol (PEG) (Figura 1) (8,20,21).
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Figura 1. Representacion grafica de una micela de nucleo lipidico. Adaptado de Wakaskar (22).

La formacion de estos sistemas micelares estd dada por una disminucion de la
energia libre del sistema, permitiendo un reordenamiento entre las moléculas anfipaticas,
estableciendo enlaces tipo puentes de hidrogeno entre los grupos polares y la fase continua
acuosa, como la formacion de uniones tipo van der Waals y otras interacciones
hidrofobicas entre las porciones lipidicas de estas moléculas (20,23). La ocurrencia de
estas interacciones esta relacionada directamente con la concentracion del compuesto
anfipatico en la fase continua y la temperatura de formacion de micelas, conocidas como

concentracion micelar critica (CMC, del inglés critical micellar concentration) y



temperatura micelar critica (CMT, del inglés critical micellar temperature),
respectivamente. La CMC se define como la concentracion minima del compuesto
anfipatico capaz de inducir la formacion espontanea de micelas al contacto con la fase
continua. Por otro lado, la CMT corresponde a la temperatura minima capaz de inducir la
formacion espontanea de micelas en el medio a una determinada concentracion (20).

Dentro de las ventajas de utilizar LCMs como sistemas de transporte y entrega de
principios activos incluyen (8,21):

e Rango de tamafio entre 5 a 100 nm, facilitando el cruce a través de membranas
biologicas y permitiendo ser internalizadas por las células.

e Biocompatibilidad y biodegradabilidad de los lipidos utilizados, generando un menor
riesgo de toxicidad y depuracion por parte del sistema reticulo-endotelial.

e Transporte de principios activos de baja solubilidad acuosa principalmente en el
nucleo lipidico, y de sustancias mas solubles en la porcion mas hidrofilica en contacto
con el medio.

e Proteccion del principio activo frente a condiciones fisioldgicas que alterarian su
biodisponibilidad (por ejemplo: enzimas, pH), aumentando, por tanto, su estabilidad.

e Modular el proceso y cinética de liberacion del principio activo, contribuyendo a una
optimizacion de su efecto terapéutico como también a la reduccion de su toxicidad y
posibles efectos adversos.

e Posibilidad de conjugacion con ligandos para dirigir la entrega del principio activo
contenido al tejido deseado, potenciando la interaccion entre el sistema y el receptor
para dicho ligando (direccionalizacion activa o targeting activo).

En base a estos antecedentes, se han elaborado LCMs capaces de transportar tanto
farmacos de baja solubilidad acuosa como moléculas mas hidrofilicas. Uno de los
primeros trabajos reportados, fue el desarrollo de micelas a partir de copolimeros de PEG
y fosfatidiletanolamina para la entrega de principios activos antineoplasicos de baja
solubilidad acuosa, entre ellos el tamoxifeno y paclitaxel, formandose nanoparticulas con
tamafos menores a 50 nm, que serian favorables para la internalizacion en los tejidos

cancerigenos dado por el efecto de permeacion y retencion potenciada (EPR, del inglés



enhanced permeation and retention) (24). Ademads, se demostré6 una retencion del
principio activo dentro de estas micelas superior al 75% después de 48 horas de
administrado por via intravenosa en modelos de ratones, lo que indica su alta estabilidad
(24). Otros estudios, utilizando este copolimero o derivados, también han demostrado la
posibilidad de almacenar y entregar principios activos con actividad anticancerigena como
la vitamina K3 (25) y camptotecina (26), ambos con problema en solubilidad en medios
acuosos, e incluso aprovechar sus ventajas para la entrega de sustancias con fines
diagndsticos de tumores, como el acido dietilentriaminapentacético (27). En otro estudio,
se desarrolld un sistema innovador de LCMs que demostraron ser sensibles a pH,
utilizando como copolimero sensible un derivado de PEG y 4cido estedrico conjugado con
metacrilato de polisulfametoxina para la entrega de paclitaxel, demostrando mayor
efectividad en la internalizacion y efecto citotoxico in vitro en células cancerigenas MCF-
7 humanas a pH 6,5 que en condiciones fisiologicas, lo que demuestra un control dptimo
en la liberacion del principio activo mediada por estimulo, en este caso, el pH del tejido
canceroso (28).

Por otra parte, Fritz y cols. (29) desarrollaron una formulacion para la obtencion
de LCMs a partir de Gelucire 44/14®, una mezcla de mono-, di- y triglicéridos y mono- y
diésteres de acidos grasos, glicerol y PEG (30), mediante la técnica de emulsificacion en
caliente de baja energia, para la asociacion con nifedipino, un principio activo de baja
solubilidad acuosa utilizado como tratamiento de la hipertension arterial y angina,
obteniendo un aumento significativo en la cantidad de principio activo dispersa en agua,
en comparacion con el principio activo sin asociar. A partir de este Ultimo estudio, se
adapto la elaboracion de este sistema para transportar farmacos mas hidrofilicos de origen
bioldgico de estructura pequeiia, utilizando como modelo la hormona peptidica insulina
humana (31). Se demostr6 que la insulina tuvo una alta asociacion, principalmente en la
superficie hidrofilica de las LCMs y, a partir de ahi, una liberacion acumulada de
aproximadamente un 60% tras 24 h. Ademas, otro punto de interés en este estudio es que
se logré demostrar la capacidad que tienen estas micelas de ser formuladas en peliculas

mucoadhesivas de administracion bucal, mediante la técnica de impresion por inyeccion



de tinta, mostrando, por tanto, la versatilidad de estos sistemas micelares en transportar
farmacos hidrofilicos y su posibilidad de uso para la obtencion de una forma farmacéutica
final (31). Asimismo, en otro estudio se logr6é funcionalizar en forma eficiente la
superficie de LCMs con aptdmeros capaces de reconocer la proteina nucleolina,
sobreexpresadas en tejidos cancerigenos a nivel endotelial, pudiendo ser utilizadas como
vehiculos para la administracion de complejos metalicos con potencial uso en técnicas
diagndsticas capaces de dirigirse activa y especificamente a estos tipos de tejidos (32). Por
lo tanto, las LCMs constituirian una alternativa para poder mejorar la solubilidad acuosa
y permeabilidad a través de barreras biologicas de principios activos de clase 2 y 4,

mejorando su biodisponibilidad y lograr un efecto terapéutico en el tejido deseado.

1.3 Via de administracion bucal

Para la administracion de principios activos, existen multiples vias o rutas de
acceso, de acuerdo con el sitio de accion y la temporalidad del efecto farmacoldgico que
se requiera lograr (33). En base a ello, la via oral es la ruta clasica mas utilizada,
conveniente y ampliamente tolerada por los pacientes, dado principalmente por su
seguridad, comodidad y de no requerir personal adiestrado, como en el caso de las rutas
parenterales. Sin embargo, esta via presenta dificultades y desafios que deben ser
superados para la administracion de principios activos de clases 2 y 4, especificamente a
nivel de la formulacion del producto final (34,35). La via oral posee multiples condiciones
fisioldgicas que deben ser consideradas para el desarrollo de cualquier sistema de entrega
de principios activos, incluyendo los cambios en los valores de pH entre una zona y otra a
lo largo del tracto gastrointestinal, la presencia de enzimas capaces de metabolizar
principios activos y de transportadores capaces de expulsarlos, conformacion histologica
del epitelio relacionado con el proceso de absorcion de sustancias, la microbiota residente
principalmente en la porcion inferior de la via gastrointestinal, y el efecto de primer paso
hepatico que se produce tras la absorcion intestinal, lo que se traduce en un mayor
metabolismo y depuracién del principio activo antes de que alcance la circulacion
sistémica y, por ende, un menor efecto terapéutico (36). Considerando estos desafios, es

que surgen vias de administracion alternativas o no convencionales, los cuales permiten



superar algunas limitaciones propias de la via de administracion oral y que han atraido el
interés de las ciencias farmacéuticas para la investigacion y desarrollo de nueva formas
farmacéuticas utilizando estas rutas.

Dentro de las vias no convencionales, se encuentra la via de administracion bucal,
que ha concitado el interés en las ultimas décadas (37,38). Esta ruta comprende la
utilizacion de la cavidad oral, especificamente la mucosa absortiva presente en la zona
interior de las mejillas y tejidos circundantes entre las encias y labios (39). Esta mucosa
bucal se divide en tres zonas: la membrana de mucosa que reviste el exterior del vestibulo
oral, la region sublingual o masticatoria, y la mucosa especializada, conformando todas
ellas un 60%, 25% y 15% de la superficie total de la mucosa bucal en el adulto humano,
respectivamente (39). El epitelio bucal estd constituido por 40 a 50 capas de células
epiteliales escamosas y estratificadas no queratinizadas, formando una barrera de entre
100 a 800 um de espesor, dependiendo de la zona anatomica (Figura 2). Este epitelio esta
dispuesto sobre células continuas no estratificadas y tejido conectivo, en lo que se conoce
como laminas basal y propia, respectivamente, seguida de un lecho altamente
vascularizado de células musculares lisas en la capa submucosa (39—41). Por otra parte,
la superficie més externa de este epitelio se encuentra cubierta por un revestimiento de
saliva de un espesor descrito entre 70 a 100 um, compuesto mayormente por mucus y
algunas proteinas y minerales. Este mucus estd formado principalmente por agua y
glicoproteinas, denominadas como mucinas, que presentan carga negativa dado por la
presencia de grupos funcionales acidos, los que a pH de la cavidad oral se encuentran
ionizados en forma de aniones. Son justamente estas cargas negativas de las mucinas las
que permiten que estas glicoproteinas se adhieran al epitelio bucal, formando una capa
coloidal, estabilizadas por puentes de hidrégeno intra- e intermoleculares y puentes
disulfuros, que cumplen una funcion relevante en la interaccion con los sistemas de

entrega y los principios activos transportados para su administracion (40,41).
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Figura 2. Representacion esquematica del epitelio bucal. Adaptado de Nanci (42).

Dentro de las ventajas propias de la administracion bucal, se encuentran la tasa
lenta de renovacion y recambio celular del epitelio bucal que fluctia entre 5 a 7 dias; ser
una zona con menor flujo y, por tanto, lavado salival; y de menor cizalla ejercida por los
procesos de masticacion, en comparacion con otras zonas de la boca. Esto permite la
formulacion y administracion de sistemas con una liberacion controlada de principio
activo. Sin embargo, una de las principales desventajas es que la permeabilidad del
epitelio bucal es menor que otras zonas de la cavidad oral, como la sublingual, siendo
necesaria la elaboracion de formas farmacéuticas y el uso de excipientes que permitan
potenciar la absorcion de principios activos a través de este epitelio (39,41). Dentro de los
productos actualmente comercializados y aprobados por la FDA que utilizan la via bucal
de administraciéon se pueden encontrar tabletas de aciclovir, fentanilo y miconazol;
peliculas y parches mucoadhesivos de diazepam, fentanilo, lidocaina y buprenorfina sola
o asociada con naloxona; y goma de mascar de nicotina (43). Ademads, diversas
investigaciones han llevado a la elaboracion de diferentes y potenciales formas
farmacéuticas incluyendo obleas bucodispersables (44), esponjas (45), hidrogeles
mucoadhesivos (46), peliculas mucoadhesivas compuestas por polimeros de injerto (47),

espray (48) y nanoparticulas (49). Por lo tanto, la ruta bucal de administracion seria una
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alternativa a la via oral para la administracion de principios activos de baja solubilidad
acuosa, aprovechando las ventajas de este epitelio y mediante el conocimiento de sus
principales desventajas, conducir a la elaboracion de formas farmacéuticas capaces de

sobrepasar estos desafios.

1.4 Potenciacion de la absorcion de principios activos

La elaboracion de formas farmacéuticas como sistemas de entrega de principios
activos de clases 2 y 4, teniendo en cuenta la anatomia y factibilidad de la via bucal como
ruta de administracion, ha concitado el interés de muchos investigadores a nivel mundial.
Una de las estrategias utilizadas para potenciar la absorcion de estos principios activos es
el uso e incorporacion de potenciadores de la permeacion bucal (50,51). Los potenciadores
de la permeacién son compuestos quimicos de distinta naturaleza y origen, que se
adicionan a la forma farmacéutica con el fin de incrementar el paso a través de la
membrana o aumentar la velocidad de absorcion de un principio activo de interés, sin
dafar la constitucion de la barrera bioldgica ni causar toxicidad. En general, estos
compuestos potenciadores pueden actuar mediante diversos mecanismos, tales como
aumentando la distribucion y particion del principio activo en el tejido; interactuando con
dominios proteicos de las células epiteliales, alterando la fluidez y la composicion de la
barrera; o incrementando el tiempo de retencion del principio activo en la superficie del
epitelio (52).

En cuanto a potenciadores de la permeacion bucal, se han descrito la utilizacion de
multiples tipos de compuestos, incluyendo tensoactivos, polimeros cationicos, sales
biliares, agentes quelantes, complejos poliméricos derivados de sacaridos y algunos
acidos grasos (50,52). Ademas, existen evidencias de la capacidad de algunos
aminodcidos de potenciar la permeacion de principios activos a través de epitelios. A
finales de la década de los 80, Sarpotdar y cols., lograron patentar la utilizacion de L-a-
aminodcidos como potenciadores de la permeacion para la ruta transdérmica, incluyendo
los aminoacidos triptéfano, prolina, alanina, serina, arginina, isoleucina y valina (53). La

principal ventaja de utilizar aminoacidos como potenciadores de la permeacion es que son
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compuestos biocompatibles, por lo que presentan baja toxicidad, ademas de alta actividad
con buena reversibilidad de efectos (54).

Pese a las diferencias histologicas entre la piel y la mucosa bucal, es de interés la
posibilidad de utilizar ciertos aminodcidos como potenciadores de la permeacion bucal.
En este contexto, se logré demostrar que la adiciéon de aminoacidos de arginina a un
complejo de ciclodextrina para la administracion de omeprazol ayudé a aumentar la
permeacion del complejo a través de un modelo de mucosa bucal porcina, en comparacion
con el complejo ciclodextrina-omeprazol y omeprazol libre como controles (55). Esta
permeacion potenciada se basa en que la arginina puede establecer interacciones
electrostaticas gracias al grupo guanidina protonada de su cadena lateral con la superficie
negativa de las mucinas, aumentando el tiempo de contacto entre el complejo omeprazol-
ciclodextrina y el epitelio bucal (56). Por otra parte, el desarrollo de nanoparticulas de
valina dispuestas en peliculas mucoadhesivas ha demostrado potenciar la permeacion de
insulina en un modelo in vitro de células bucales humanas, en comparacion con una
solucidon del péptido libre, atribuyéndose este efecto potenciador no solo a la presencia de
valina, sino que a la generacion de una gradiente de concentracion de nanoparticulas
dispuestas en la pelicula, favoreciendo el paso desde la forma farmacéutica hacia las
células; otro efecto que pudo contribuir a esta permeacion potenciada es el aumento en el
tiempo de contacto de la pelicula en el epitelio por sus caracteristicas mucoadhesivas (57).
Asimismo, se obtuvo que la utilizacion de aminoéacidos basicos como lisina e histidina
ayudaron a incrementar la solubilidad de insulina, potenciando su permeaciéon en un
modelo in vitro de células bucales, asociado principalmente a la formacion de pares
i6nicos estables, permitiendo que el complejo insulina-aminoacido penetre la barrera
como una sola entidad y en forma mas eficiente que la insulina libre (58).

Sin embargo, el uso de aminodcidos se asocia principalmente con la elaboracion
de estructuras més grandes, tales como péptidos, o bien transformarlos en derivados de
tipo anfifilicos, ya que de por si muestran un bajo coeficiente de permeacion y, por tanto,
no podrian administrarse en cantidades suficientes para producir un efecto en la

potenciacion de la absorcion (54). En base a esto, se ha propuesto el disefio y utilizacion
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de péptidos de penetracion celular (CPP, del inglés cell penetrating peptide). Estos CPPs
consisten en péptidos cuyas secuencias no exceden usualmente de los 30 aminoacidos y
tienen la capacidad de cruzar barreras bioldgicas, ya sea en forma activa o pasiva y sin la
necesidad de un reconocimiento espacial por un receptor especifico (59,60). De acuerdo
con su origen, estos CPPs pueden ser clasificados en dos grandes grupos (60,61):

1. Derivados de proteinas naturales: provienen de multiples fuentes como proteinas de
union a acidos nucleicos, de la envoltura viral y péptidos con funcion antimicrobiana,
entre otras (por ejemplo: TAT, VP22 y Antp).

2. Derivados artificiales: estan disenados y sintetizados en funcion de los CPPs
derivados de proteinas naturales, utilizando técnicas como el reemplazo de ciertos
aminoacidos y delecion de secuencias.

En base a esta estrategia, Hingorani y cols. han disefiado un sistema de deteccion
temprana de canceres de células escamosas de cabeza y cuello, incluyendo el cancer de la
cavidad oral, mediante la utilizacion de un CPP radiométrico. Este péptido fue disefiado
artificialmente, presentando un motivo activable por proteasas, especificamente las
isoformas 2 y 9 de la metaloproteinasa de la matriz (MMPs, del inglés matrix
metalloproteinases), que se encuentran ampliamente sobreexpresadas en estos tipos de
tumores. Este tipo de CPP radiométrico tiene la capacidad de atravesar estas células
cancerigenas y ser activado mediante escision mediada por dichas MMPs, generando
secuencias remanentes que fluorescen, siendo, por tanto, util para el diagnostico de estos
tipos de neoplasias (62). En otro estudio, se logré purificar y obtener varios péptidos
antimicrobianos de origen vegetal, entre ellos la retrociclina, caracterizdndose por ser
altamente estable a pH 4cido y neutro y a temperaturas entre 25 y 37 °C. En ese sentido,
se demostrd que la retrociclina conjugada con una molécula fluorescente presenta un
mejor perfil de permeacion que otras moléculas que actian como CPPs utilizadas como
control, incluyendo la subunidad B de la toxina del célera y el dominio de transduccion
de proteinas virales, en diversos tipos celulares ubicados en la cavidad oral, incluyendo
las células madres mesenquimales del maxilar y del ligamento periodontal y células

estromales gingivales, teniendo como finalidad su utilizacion como potenciadores de la
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permeacion (63). Otro CPP que ha sido estudiado es la penetratina, compuesta por 16
aminodcidos y aislada a partir del tercer hélice del dominio de union a dacido
desoxirribonucleico (DNA, del inglés desoxirribonucleic acid) de la proteina antenapedia
(Antp) de Drosophila sp. (64). En ese sentido, se elaboraron liposomas conjugados con
penetratina para el transporte de calcitonina, mediante la estrategia quimica de maleimida-
tiol, obteniéndose un aumento significativo en la permeacion a través del epitelio bucal
porcino en comparacion con liposomas sin conjugar y una solucion de calcitonina (65).
Por lo tanto, la utilizacion de péptidos podria ayudar a mejorar la permeacion de principios

activos como nanoparticulas a través del epitelio bucal.

1.5 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades de origen cardiovascular estan clasificadas como enfermedades
no transmisibles (ENTs) de tipo cronicas, siendo las més importantes los ataques al
corazoOn, arritmias, enfermedades isquémicas cardiacas o coronarias (por ejemplo:
aterosclerosis), fallas cardiacas, enfermedades valvulares, y patologias venosas y
arteriales periféricas (66). A nivel mundial, se sabe que, en tan solo 30 afios, la prevalencia
de pacientes con ENTs de tipo cardiovascular se ha incrementado en un 92%, pasando de
271 millones en 1990 a 523 millones al 2019 (67). A nivel nacional y de acuerdo con los
resultados de la Encuesta Nacional de Salud 2016/2017 elaborado por el Ministerio de
Salud, el 27,6% de la poblacion ha presentado sospecha de hipertension arterial y el 3,3%
ha reportado haber sufrido al menos un episodio de infarto agudo al miocardio (68). En
ese sentido, se han asociado multiples factores de riesgo con el desarrollo y evolucion de
las ENTs cardiovasculares, incluyendo factores bioldgicos (por ejemplo: edad, género,
etnia), patologicos (por ejemplo: obesidad, hiperglicemia, hiperinsulinemia, dislipidemia),
conductuales (por ejemplo: consumo de tabaco y alcohol, alimentacion, falta de actividad
fisica) y sociales (por ejemplo: componentes socioecondmicos y culturales) (69). A raiz
de esto, los gastos en el sistema de salud asociados a ENTs cardiovasculares suelen
comprender entre un 7,6 y 21% del presupuesto de un pais, asociados principalmente a la
atencion hospitalaria y al gasto en tratamiento farmacologico (70). Asi, tanto la industria

farmacéutica como grupos de investigacion han puesto el enfoque y esfuerzo en
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desarrollar sistemas de entrega de principios activos dirigidos especificamente hacia el

sistema cardiovascular.

1.5.1 Estrategias para potenciar la orientacion de sistemas de entrega de principios
activos hacia el sistema cardiovascular

La permeacion a través de membranas biologicas no es el unico desafio que deben
superar las nanoparticulas como sistemas de entrega de principios activos, sino que
también su correcta orientacion hacia los tejidos y células de interés (direccionalizacion o
targeting). Para lograr esto, la principal estrategia utilizada es la inclusion de moléculas o
entidades quimicas que sirvan como ligandos y que posean la capacidad inherente de
unirse en forma selectiva al tejido o células blanco, e incluso poder selectivamente unirse
a células con cierto grado de anormalidad o patologia, mediante la sobreexpresion de
algiin receptor en especial, en lo que se conoce como direccionalizacion activa (71).
Dentro de las entidades quimicas utilizadas como ligandos, se pueden encontrar moléculas
de estructura compleja como aptameros, anticuerpos y otras proteinas, y otras mas
sencillas, tales como algunas vitaminas, carbohidratos, péptidos y particulas derivadas de
patogenos (72).

Dada la prevalencia de ENTs de origen cardiovascular, la comunidad cientifica ha
centrado su interés en elaborar estrategias para la entrega selectiva de principios activos
hacia este sistema. El corazon es un componente fundamental del sistema cardiovascular
y dentro de su constitucion se encuentran los cardiomiocitos, que corresponden a células
musculares estriadas, siendo de especial interés como células blanco para la entrega de
principios activos para mejorar su funcion a nivel cardiaco (73). Una estrategia descrita
para una orientacion selectiva hacia este tipo de células cardiacas fue descrita por McGuire
y cols., los cuales aislaron una secuencia peptidica compuesta por 20 aminoacidos
(WLSEAGPVVTVRALRGTGSW), denominada como PCM-1 (del inglés, primary
cardiomyocytes 1), mediante la tecnologia de presentacion sobre fagos. Este péptido
comparte una secuencia en comun con la tenascina X (VITVRALRGTGSW), que es una
glicoproteina que se expresa ampliamente en el tejido conectivo, muscular y matriz

extracelular del corazon. Este estudio logré demostrar la alta selectividad y acumulacion
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de este péptido en cardiomiocitos, en comparacion a otras células que componen el tejido
cardiaco (74).

En base al péptido PCM-1, se han conducido multiples investigaciones para poder
incluir esta secuencia dentro de la formulacion de sistemas de entrega de principios activos
con el fin de orientarlas hacia los cardiomiocitos. El primer estudio en donde se utilizo
este péptido especifico para cardiomiocitos fue el realizado por Nam y cols., desarrollando
un polimero de policistamina bisacrilamida-diaminohexano conjugado con PCM-1. Este
polimero conjugado sirvi6 de base para la elaboracion de complejos con acido
ribonucleico de interferencia de pequefio tamano (siRNA, del inglés small interfering
ribonucleic acid) como terapia génica para inhibir la apoptosis de cardiomiocitos. Los
complejos formados demostraron presentar una mayor tasa de internalizacion celular en
comparacion con complejos utilizando un polimero no conjugado con PCM-1, en un
modelo in vitro de origen cardiaco a partir de células H9C2. Ademas de ser internalizados,
estos complejos conjugados demostraron ser efectivos, ya que la actividad antiapoptotica
en este modelo celular fue significativamente mayor en comparacion con las células no
transfectadas con este complejo. Estas observaciones confirman la viabilidad de esta
formulacion para lograr inhibir la muerte celular de los cardiomiocitos gracias a la
orientacion selectiva y efectiva de los complejos conjugados con la secuencia PCM-1 (75).

En otra investigacion, se obtuvo resultados similares asociados con la regresion de
la hipertrofia cardiaca por modulaciéon de la apoptosis de cardiomiocitos utilizando
curcumina, una sustancia polifenolica obtenida de la raiz de curcuma (Curcuma longa)
con potencial antihipertréfica. La curcumina fue encapsulada en nanoparticulas de
quitosano carboximetilado conjugadas con &cido estearico funcionalizado con PCM-1. En
ese sentido, se determind que el mecanismo antiapoptotico se relaciond con una
disminucion en la sintesis de marcadores y mediadores proapoptoticos como la caspasa 3
y la proteina Bax asociada con la curcumina, teniendo una mejor actividad en comparacion
con los vehiculos control, por una mayor direccionalizacion hacia el tejido cardiaco (76).

Otra plataforma que ha utilizado la secuencia PCM-1 fue la desarrollada por Zhao

y cols. En este estudio, se logro obtener sondas acusticas a escala nanométrica de
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perfluorocarbono conjugadas con la secuencia peptidica y cargadas con 17f-estradiol
como potencial herramienta para el diagnostico y tratamiento de la hipertrofia cardiaca.
Estas nanosondas demostraron presentar una mayor direccionalizacion hacia
cardiomiocitos y, mediante estimulos focalizados de ultrasonido de baja intensidad, se
logré determinar su utilidad como medio de contraste imagenologico amplificable.
Ademas, estos sistemas estimulados con ultrasonido permitieron suprimir la hipertrofia
cardiaca (77).

Por otra parte, Mentkowski y Lang lograron disefar y elaborar vesiculas exociticas
0 exosomas que expresaran la proteina de membrana Lamp2b fusionado con PCM-1 para
la inhibicion de la apoptosis cardiaca. Estos exosomas demostraron tener una mayor tasa
de internalizacion en cardiomiocitos en comparacién con exosomas que no expresaban
esta secuencia orientadora. Asimismo, con el aumento en la internalizacion de estos
exosomas, se observo una disminucion en la apoptosis de los cardiomiocitos (78).

Un aspecto interesante fue el desarrollado por Wang y cols. En esta investigacion,
se elaboraron liposomas formulados con 1,2-diestearoil-glicero-3-fosfoetanolamin-N-
(amino-PEG)-2000 conjugadas con dos secuencias peptidicas funcionales: la orientadora
PCM-1 y el péptido de permeacion TAT (secuencia peptidica YGRKKRRQRRR). Estos
liposomas conjugados demostraron presentar un mayor grado de internalizacion a través
de los cardiomiocitos, en comparacion con liposomas sin conjugar y liposomas
conjugadas con PCM-1 y TAT por separado (79). Por lo tanto, con estas evidencias se
demuestra que la secuencia PCM-1 es capaz de tener una mayor selectividad por los
cardiomiocitos, pudiendo ser utilizada como ligando para la direccionalizacion activa a
estas células, sin perjuicio de poder ser conjugada con otros péptidos o secuencias de
interés en un mismo sistema de entrega.

1.6 Sistemas de entrega bioactivables

La selectividad de los sistemas de entrega no solo se alcanza con su correcta
direccionalizacion hacia el tejido blanco de interés, sino también en la elaboracion de
formulados que sean sensibles y activables frente a ciertos estimulos, en los que se

conocen como sistemas de entrega bioactivables (del inglés bioresponsive delivery
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system). La caracteristica principal de estos sistemas de entrega bioactivables es que estan
disefiados para mantenerse inactivos durante la circulacion y ser selectivamente activados
mediante estimulos enddgenos especificos en el tejido blanco. Dentro de estos estimulos
se encuentran condiciones caracteristicas o fisiopatologicas diferenciadoras entre distintas
zonas del organismo, tales como pH, actividad enzimatica o presencia de especies
reactivas (13,80). Para lograr esta selectividad, usualmente se incorporan un pequefio
fragmento o motivo peptidico como secuencia enlazadora o /inker capaz de responder
frente al estimulo especifico (13).
1.6.1 Metaloproteinasas de la matriz

Entre las enzimas de interés que se pueden utilizar como estimulo para la
activacion de estas secuencias enlazadoras se encuentran las MMPs. Estas enzimas
pertenecen a una familia de endopeptidasas extracelulares dependientes de zinc, que estan
involucradas en el procesamiento de proteinas estructurales, moléculas de sefializacion
celular y factores de crecimiento. Actualmente, se han logrado identificar 28 isoformas
distintas, de los cuales, 23 se expresan en humanos y 14, especificamente, en el sistema
cardiovascular (81-84). Las MMPs poseen una estructura altamente conservada,
compuesta por cuatro zonas. El dominio catalitico estd formado por 170 aminoécidos e
incluye el motivo de coordinacion con el dtomo de zinc, siendo este dominio el
responsable de la actividad endopeptidasa de estas enzimas. El dominio propéptido esta
constituido por aproximadamente 80 aminoacidos, presentando un residuo de cisteina
altamente conservado entre las distintas isoformas, ya que esta relacionado con la
mantencion de su forma inactiva (efecto autoinhibitorio) y, por tanto, la escision de este
dominio seria necesaria para la formacion del estado activo de la enzima. El dominio
hemopexina estd conformado por 200 aminodcidos y es importante para establecer
interacciones proteina-proteina con el sustrato. Finalmente, el dominio enlazador es de
longitud variable y, tal como su nombre lo indica, permite conectar los dominios catalitico
y hemopexina (82,85).

Los principales sustratos para estas enzimas son principalmente proteinas de la

matriz extracelular, tales como coldgeno, elastina, fibronectina, laminina y tenascina (82).
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A nivel fisiolégico, la expresion y actividad de MMPs se relacionan con procesos de
remodelamiento tisular, migracién y proliferacion celular, angiogénesis, inmunidad y
cicatrizacion de heridas (86). Cuando existe una sobreexpresion de estas enzimas y, por
tanto, aumento de la actividad endopeptidasa, se conduce a la generacion de estados
patologicos, tales como inflamacion aguda y crénica, neoplasias e hipertrofia tisular
(81,86). A nivel cardiovascular, las MMPs cumplen diversas funciones, contribuyendo a
la integridad estructural del corazén y vasos sanguineos, la adhesion y comunicacion
intercelular, modulacion de la supervivencia y apoptosis celular, y la regulacion de los
procesos de inflamacidon, herida o alteracion en el tamafio del corazéon (87).
Especificamente, se ha demostrado una expresion aumentada de las isoformas MMP-2,
MMP-3 y MMP-9, que estan asociadas a los eventos proinflamatorios subyacentes en los
procesos aterosclerdticos y la ruptura de placas de ateroma, y del remodelamiento cardiaco
tras un infarto al miocardio (87,88). Por otra parte, se ha visto un aumento en la actividad
de las enzimas MMP-2 y MMP-9 en los procesos asociados a sindromes coronarios
agudos e isquémicos, importantes en los sucesos de infartos al miocardio, que como se
describi6 anteriormente, forman parte de las principales ENTs de origen cardiovascular
que afectan a la poblacion en general (87,89).

La actividad de MMP-9, también conocida como gelatinasa B, se ha relacionado
con el remodelado tisular en estados patologicos, involucrando un proceso inflamatorio
inicial, seguido de fibrosis y migracion de fibroblastos cardiacos. Ademas, su actividad
aumentada en plasma estd relacionada con un mal prondstico a nivel cardiovascular
(83,90). Dentro de las células responsables de la sintesis y liberacion de MMP-9 se pueden
encontrar los fibroblastos, neutrofilos y macréfagos, cuya actividad conllevaria a la
degradacion de las proteinas de la matriz extracelular, activacion de factores
proangiogénicos, citoquinas y quimioquinas, generando un proceso inflamatorio (Figura
3) (90). En ese sentido, multiples estudios han logrado relacionar a la MMP-9 como
biomarcador para complicaciones cardiovasculares, en donde los niveles plasmaticos de
esta enzima puede fluctuar entre 40 a 500 ng/mL, en pacientes con enfermedades

cardiovasculares (91-95). Por lo tanto, la expresion y actividad aumentada de la MMP-9
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podria ser un punto en consideracion para generar sistemas selectivos para la entrega de

principios activos en ENTs de origen cardiovascular.
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Figura 3. Secrecion de metaloproteinasas de la matriz frente a un estimulo inflamatorio a nivel cardiaco.
Adaptado de Yabluchanskiy y cols. (90).

1.6.2 Péptidos con selectividad por metaloproteinasas de la matriz-9

Se ha reportado diversos péptidos capaces de reconocer y ser activados por la
actividad endopeptidasa de la MMP-9. Uno de ellos es el oligopéptido GKS8, compuesto
por 8 aminoacidos (GPVGLIGK). Este fragmento tiene la caracteristica de poder ser
escindido tanto por las isoformas MMP-2 y MMP-9. En ese sentido, se logré conjugar
este fragmento peptidico con PEG metoxilado en un extremo y succinato de a-tocoferol
en el otro extremo del péptido (96). Este nuevo material fue utilizado para la elaboracién
de micelas poliméricas como sistemas de entrega bioactivable por MMP-2/9 en células
tumorales HT1080, utilizando docetaxel como principio activo modelo. Los resultados
demostraron una mayor internalizacion y acumulacion de estos en las células tumorales y,
por tanto, una mayor actividad antineoplasica, en comparacién con micelas no conjugadas
con este oligopéptido. Incluso, se demostr6 que estas micelas tenian una mayor

acumulacion en células HT1080 con sobreexpresion de MMP-2 y MMP-9 que las mismas
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células con una expresion reducida de ambas isoformas, lo que demuestra la alta
selectividad de este fragmento por la actividad proteolitica de ambas MMPs (96).

El oligopéptido compuesto por 8§ aminoacidos, GPQGIAGQ), fue propuesto como
una secuencia activable especificamente por MMP-9. Este péptido fue utilizado como
secuencia enlazante para la formacién de sistemas de entrega bioactivables para la
administraciéon de péptidos como inhibidores de la miostatina, utiles en patologias
inflamatorias y distréficas musculares. En ese sentido, se logré demostrar que esta
secuencia de 8 aminoacidos es escindida eficientemente por la MMP-9, en comparacion
con otras isoformas como la MMP-1 y MMP-8 (97).

Otra secuencia especifica para la MMP-9 es el tetrapéptido HWGF. Este péptido
puede autoensamblarse para la formacion de vesiculas esféricas y, por tanto, constituir de
por si un sistema de transporte de principios activos (98). A partir de ello, se demostrd que
este péptido fue capaz de generar vesiculas y transportar efectivamente doxorrubicina a
células MCF7 de cancer mamario con una alta expresion de MMP-9, inhibiendo el proceso
de crecimiento y migracion de estas células y estimular la apoptosis. Estos resultados se
deben principalmente a la alta afinidad de este tetrapéptido por la enzima, en donde, a
través de estudios de modelamiento molecular, se logro establecer la formacion de puentes
de hidrogeno con los residuos de asparagina, acido glutamico, metionina, lisina y acido
aspartico de la MMP-9 (98).

Por otra parte, el pentapéptido AGLDD también ha demostrado tener capacidad de
ser activado por la MMP-9. En ese sentido, se utilizo este péptido como parte de una
estrategia para la elaboracion de nanoparticulas de estructura transformable continua y
secuencialmente activable para la administracion de principios activos en células
tumorales (99). El péptido sintetizado contenia tres motivos: el dominio externo RGD de
reconocimiento y union al receptor de vitronectina de tipo integrina ovf3s ampliamente
sobreexpresado en la superficie de células tumorales (99,100); el dominio intermedio
AGLDD activable por MMP-9; y un dominio interno de FFK con un extremo de acido 2-
naftilacético conjugado quimicamente con doxorrubicina, como firmaco antineoplasico

modelo, permitiendo autoensamblarse formando nanoparticulas esféricas. Estas
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nanoparticulas demostraron una mayor distribucion e internalizacion en células tumorales,
teniendo la particularidad de generar la liberacion del principio activo antineoplasico
conjugado gracias a la presencia de la secuencia activable AGLDD, que es
especificamente escindida en el enlace peptidico que une los residuos de G y L por la
MMP-9. Por otra parte, el fragmento residual de FFKAG tiene la particularidad de
autoensamblarse en nanoparticulas en forma de fibrilla, teniendo la capacidad de formar
un entramado con las proteinas de la matriz extracelular del tejido neoplasico, resultando
en la inhibicion del crecimiento y migracion celular, disminuyendo el riesgo de metastasis
(99). Por lo tanto, con las estrategias antes mencionadas, se podria utilizar péptidos que
serian activados por la enzima MMP-9, logrando asi una mayor selectividad de los
sistemas de entrega por tejidos que sobreexpresan esta endopeptidasa, principalmente en
estados patologicos, como las ENTs de origen cardiovascular.
1.7 Propuesta de investigacion

En base a los antecedentes anteriormente expuestos, el disefio de formulaciones
como vehiculos para la entrega de principios activos de clases 2 y 4 es una estrategia
ampliamente estudiada en las ultimas décadas. Estas formulaciones no estan carentes de
dificultades ni desafios, relacionados principalmente con la via de administracion, la
complejidad del medio bioldgico y la efectiva orientacion y selectividad de estos sistemas
hacia los tejidos y células de interés. Por lo tanto, el proposito de esta investigacion fue
poder desarrollar una formulacién que sirva como sistema de transporte y entrega de
moléculas de baja solubilidad acuosa hacia cardiomiocitos, a través de la absorcion bucal,
seguido de activacion por MMP-9 para la exposicion del fragmento orientador a dichas
células (Figura 4). Para ello, se utilizo como molécula modelo la rodamina 123 (Rho,
Figura 5), de caracteristica fluorescente, mediante su incorporacion y asociacion a LCMs
funcionalizadas con una cadena peptidica trifuncional, que consta de un fragmento en el
extremo carboxilo terminal cuya funciéon es como potenciador de la permeacion bucal
(VVVYV), una secuencia intermedia activable por MMP-9 (GPQGIAGQ) y un motivo
orientador a cardiomiocitos PCM-1 con un residuo de cisteina adicional en el extremo N-

terminal para la  funcionalizacion con la  estrategia = maleimida-tiol
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(CWLSEAGPVVTVRALRGTGSW), siendo la estructura de la secuencia peptidica
completa: NH>-CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV-COOH.

Secuencia propuesta

Residuo para Secuencia orientadora a Secuencia teniladara 46 |
funcionalizacién cardiomiocitos sensible a MMP-9 polenclaciace
T / permeacion bucal
NH, PQGIAGQYWA-COOH
g Rodamina 123 el 44 o

Direccionalizacién activa
a cardiomiocitos

Permeacion

. ' bucal |
B Ly [ £
W ,
LCMs tras escision por

¥ \ MMP-9
9 3
LCMs funcionalizadas

con el péptido

Figura 4. Esquema de la propuesta de investigacion. LCM: micela de nucleo lipidico; MMP-9:
metaloproteinasa de la matriz-9.

Figura 5. Estructura quimica de rodamina 123.

1.8 Hipotesis
Micelas de nucleo lipidico funcionalizadas con la secuencia peptidica
CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV  presentan capacidad de
transportar y entregar moléculas de baja solubilidad acuosa, a través de la absorcion por

via bucal, activable por metaloproteinasa de la matriz-9 y con unién hacia cardiomiocitos.
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1.9

Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Desarrollar una formulacion de micelas de nucleo lipidico funcionalizadas con la

secuencia peptidica CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV para el

transporte y entrega de moléculas de baja solubilidad acuosa por medio de la via de

absorcion bucal, seguido de exposicion del fragmento orientador a cardiomiocitos por

escision activada por metaloproteinasa de la matriz-9.

1.9.2 Objetivos especificos

OEL.

OE2.

OE3.

OE4.

OES.

Elaborar, purificar y caracterizar  la secuencia  peptidica
CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV y otras de interés para

la investigacion.

Elaborar y caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las micelas de ntcleo
lipidico funcionalizadas con la secuencia peptidica
CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV y sus respectivos

controles.

Establecer la capacidad del fragmento potenciador de la permeacion de
favorecer la absorcion bucal de las micelas de nucleo lipidico.

Evaluar la capacidad de activacion del segmento peptidico intermedio en la
secuencia peptidica integra y funcionalizada sobre las micelas de nucleo
lipidico mediada por exposicion a MMP-9.

Determinar la unidén a cardiomiocitos de micelas de ntcleo lipidico

funcionalizadas con el fragmento orientador.
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2. METODOLOGIA

2.1  Reactivos y materiales

Los aminoacidos utilizados para la sintesis de los péptidos de interés fueron
adquiridos de la filial europea de Sigma Aldrich (Schnelldorf, Alemania). Cabe destacar
que todos los aminoécidos corresponden a isémeros L, cuyo extremo N-terminal se
encuentran protegidos con el grupo fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc). Ademas, algunos
de estos aminoacidos contaban con grupos protectores adicionales en grupos reactivos
presentes en sus cadenas laterales (anexo 1). La resina Wang precargada con el primer
aminoacido de las secuencias de interés, hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), N,/NV-
diisopropiletilamina (DIPEA), N,N-diisopropilcarbodiimida (DIC), 3,6-dioxa-1,8-
octanditiol (DODT), triisopropilsilano (TIS) y 5(6)-carboxifluoresceina (CF) también
fueron adquiridos de la filial europea de Sigma Aldrich. La matriz lipidica Gelucire 44/14®
provino de Gattefossé (Saint-Priest, Francia). Los tensoactivos Tween 20® y Span 80%, la
Rho y las tabletas de buffer fosfato salino (PBS, del inglés phosphate buffered saline) pH
7,4 fueron comprados de la filial estadounidense de Sigma Aldrich (St. Louis, MO,
Estados Unidos). El dimetilsulfoxido (DMSO-ds) y cloroformo (CDCIls) deuterados, el
acido trifluoroacético (TFA, del inglés trifluoroacetic acid), el 1,4-ditiotreitol (DTT),
colagenasa, pancreatina, la MMP-9 humana, medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM, del inglés Dulbecco’s modified Eagle’s médium), medio 199 (M199), suero fetal
bovino (FBS, del inglés fetal bovine serum), suero fetal de ternero (FCS, del inglés fetal
calf serum), penicilina, estreptomicina, 5-bromo-2’-desoxiuridina  (5-BrdU),
paraformaldehido (PFA) y solucidon de tinciéon Hoechst 33342 fueron adquiridos de
Millipore Sigma (Burlington, MA, Estados Unidos). El medio de montaje fluorescente
DAKO® fue comprado a Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara, CA, Estados Unidos).
Los anticuerpos primario contra la troponina T cardiaca (MA5-12960) de origen murino
y secundario AlexaFluor™ 568 (AF568) antimurino fueron adquiridos a Invitrogen
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, Estados Unidos). La [B-alanina, anhidrido

maleico, cloruro de tionilo (SOCL), 4-dimetilaminopiridina (DMAP), el 4acido
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fosfotiingstico, las sales de cloruro de zinc (ZnCly), cloruro de sodio (NaCl), cloruro de
calcio (CaCly), fosfato monobasico de potasio (KH2POj4) e hidréxido de sodio (NaOH), el
acido etilendiaminatetracético (EDTA, del inglés ethylenediaminetetraacetic acid) y el
acetonitrilo (ACN) grado cromatografico fueron adquiridos a través de Merck Millipore
(Darmstadt, Alemania). El tris(hidroximetil)Jaminometano (TRIS) fue comprado a
Winkler Ltda. (Santiago, Chile). Los solventes de grado analitico, incluyendo piridina,
piperidina, diclorometano (DCM), N,N-dimetilformamida (DMF), éter etilico, etanol
(EtOH), metanol (MeOH), trietilamina (TEA), tetrahidrofurano (THF) y DMSO no
deuterado fueron adquiridos de Merck Millipore.

Dentro de los materiales mas importantes, los reactores en jeringa de polipropileno
con filtro de polietileno y tope de plastico fueron adquiridos de MultiSynTech (Witten,
Alemania); la membrana de didlisis de celulosa con corte por tamafio molecular MWCO,
del inglés molecular weight cutoff) 10 kDa fue adquirida en Thermo Fisher Scientific; las
puntas ZipTip con 0,6 uL de resina Cig de 10 uL de capacidad y los tubos de ultrafiltracion
Amicon® Ultra 15 mL de MWCO 5 y 10 kDa fueron comprados a Merck Millipore; y las
grillas de cobre para microscopia electronica fueron adquiridas a Business Electronics Int
Spa (Santiago, Chile).

2.2 Sintesis, purificacion, identificacion y caracterizacion de la estructura
secundaria de péptidos
2.2.1 Sintesis de péptidos

Junto con la sintesis del péptido trifuncional de interés (PEP,
CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVYV), se elaboraron otras 3
secuencias peptidicas de interés para la presente investigacion, tal y como se muestran en

la Tabla 1, con sus respectivas masas moleculares y funcion.
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Tabla 1. Secuencias peptidicas de los péptidos propuestos y sintetizados. Da: dalton; MMP-9:
metaloproteinasa de la matriz-9.

Masa
Secuencia peptidica (de V- a C-terminal) Nombre | molecular Funcién
(Da)

Potenciacion
de la
permeacion
CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV PEP 3.350,87 | bucal, activable
por MMP-9 y
orientador a
cardiomiocitos

CWLSEAGPVVTVRALRGTGSW CAR | 224561 | Orientadora
cardiomiocitos

Control

CTWGEVPVARLTRLAGWSGSV SCR 2.245,61 scramble del
péptido CAR
Orientacion a

cardiomiocitos
mas fragmento
CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQG CLV 2.584,92 residual de
secuencia
activable por
MMP-9

Todos los péptidos fueron elaborados a través de la técnica de sintesis en fase
solida, mediante el sintetizador de microondas automatizado marca CEM modelo Liberty
Blue™ (Charlotte, NC, Estados Unidos). El proceso de sintesis se llevé a cabo en sentido
C-terminal hacia N-terminal de cada secuencia peptidica. Para ello, se dispuso 100 pmol
de resina Wang precargada con el primer Fmoc-L-aminoacido de cada secuencia (V para
PEP y SCR, W para CAR y G para CLV) en el reactor en jeringa; mientras que los Fmoc-
L-aminoécidos restantes fueron mezclados con una cantidad suficiente de una solucion
500 mM de HOBt en DMF para alcanzar 100 pmol de cada aminodcido en 2 mL de
solvente por cada reaccién de acoplamiento, y colocados separadamente en tubos de
centrifuga de 50 mL en cada uno de los reservorios dispuestos por el equipo para cada
aminodcido. La reaccion de acoplamiento se efectud a temperatura ambiente, utilizando

100 uL de DIC y 100 uL de DIPEA por cada incorporacion de aminoéacidos. Una vez
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finalizada la secuencia de acoplamiento del Ultimo aminoécido, la resina conjugada con
la secuencia peptidica de interés fue lavada al vacio con DCM, seguida de éter etilico frio.
Posterior a ello, se adicion6 2 mL de una solucioén de piperidina en DMF al 20% v/v al
reactor, manteniendo en agitacion constante por 2 horas, a temperatura ambiente y
protegido de la luz. Para la separacion de los grupos protectores de los aminoacidos, se
lavé la resina con tres porciones de DMF bajo vacio y se incorpord 2 mL de una solucién
de desproteccion compuesta por 92,5% de TFA, 2,5% de DODT, 2,5% de TIS y 2,5% de
agua ultrapura, incubandose bajo agitacion por 3 horas, a temperatura ambiente y
protegido de la luz. La mezcla fue filtrada en el mismo reactor y recolectada bajo 30 mL
de éter etilico frio dispuesto en tubos de centrifuga, para ser centrifugada a 4.000 rpm, por
5 minutos y a 4 °C. El solido residual fue resuspendido nuevamente en 30 mL de éter
etilico frio y sometido nuevamente a centrifugacion, totalizando 3 periodos de lavado.
Finalmente, el péptido crudo fue recolectado y secado bajo campana en el tubo hasta la
obtencion de un so6lido. Todos los péptidos propuestos fueron tedricamente analizados
para la determinacion del punto isoeléctrico (pl), indice de alifaticidad y el valor promedio
de hidropatia GRAVY (del inglés, grand average of hydropathicity), a través de sus
respectivas secuencias de aminodcidos, utilizando la herramienta ProtParam de ExPASy
desarrollada por el Instituto Suizo de Bioinformatica (SIB, del inglés Swiss Institute of
Bioinformatics) 'y disponible en linea en forma gratuita en la péagina
https://web.expasy.org/protparam/ (101).

Ademas de los péptidos anteriormente sintetizados, se realizo la elaboracion de 3
secuencias peptidicas conjugadas con la molécula fluorescente CF, tal y como se muestran

en la Tabla 2, con sus respectivas masas moleculares.

Tabla 2. Secuencias peptidicas de los péptidos conjugados con 5(6)-carboxifluoresceina (CF). Da: dalton.

Secuencia peptidica (de N- a C-terminal) Nombre Masa molecular (Da)
CF-CWLSEAGPVVTVRALRGTGSW CF-CAR 2.603,89
CF-CTWGEVPVARLTRLAGWSGSV CF-SCR 2.603,89

CF-CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQG CF-CLV 2.943,24
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Para el proceso de obtencion de los péptidos fluorescentes, se siguid el mismo
protocolo anterior, adicionando una etapa intermedia de acoplamiento. Tras la
incorporacion del tltimo aminoacido de cada secuencia, se adiciond 500 umol de CF y 2
mmol de HOBt en 2 mL de DMF, junto con 100 uL de DIC y 100 uL de DIPEA. Esta
mezcla se dejo incubar por 16 h, bajo agitacion a temperatura ambiente y protegido de la
luz. Posterior a ello, se procedié con la técnica de lavado, desproteccion de grupos
protectores y recoleccion del péptido crudo siguiendo el mismo proceso descrito

anteriormente.

2.2.2 Purificacion del péptido crudo

La purificacion del péptido crudo para la separacion del péptido de interés se
realiz6 a través de la técnica de cromatografia liquida rapida de proteina (FPLC, del inglés
fast protein liquid chromatography). Para ello, los péptidos crudos fueron resuspendidos
en una mezcla de ACN + 0,1% de TFA y agua ultrapura + 0,1% de TFA a una razén de
1:1, en un volumen suficiente para disolver completamente el solido. Esta solucion fue
filtrada utilizando una jeringa acoplada a un filtro hidrofilico con un tamafio de poro de
0,22 um. La solucién filtrada fue recolectada y dispuesta en un contenedor de vidrio
borosilicado para ser acoplado al sistema cromatografico FPLC marca General Electric
modelo AKTA Explorer 100 (Friburgo de Brisgovia, Alemania).

La separacion se llevo a cabo utilizando una columna cromatografica de 250 mm
de longitud x 21,2 mm de diametro interno x 15 um de tamano de particula con poros de
100 A, con relleno de Cis, marca Phenomenex modelo Luna (Torrance, CA, Estados
Unidos). Para la fase mévil, se utilizaron dos mezclas: fase A (agua ultrapura + 0,1% de
TFA) y fase B (ACN + 0,1% de TFA), los cuales fueron desgasificadas previo a su uso.
La separacion se realizo a través de una gradiente de fase movil a un flujo de 2 mL/min,
partiendo por 50% de B hasta los 40 minutos, para luego incrementar la proporcion de la
fase B a una velocidad de 1%/min hasta alcanzar el 100% de fase B y se mantuvo esta
proporcion por 30 minutos. El seguimiento de la separacion se realizo a tres longitudes de

onda: 214, 254 y 280 nm. Finalmente, fracciones de 2 mL fueron recolectadas tras el
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proceso de separacion y las de interés, fueron reservadas para su identificacion y
determinacion de pureza.
2.2.3 Identificacion, determinacion de pureza y liofilizacion del péptido

Las fracciones de interés recolectadas después del proceso de separacion fueron
evaluadas a través de cromatografia liquida con deteccidon por espectrometria de masas
(LCMS, del inglés liquid chromatography-mass spectrometry). En ese sentido, las
muestras a medir debieron ser procesadas para eliminar las sales. Para ello, se utilizaron
las puntas ZipTip de 10 uL de capacidad con 0,6 pL de resina Cig de acuerdo con el
protocolo del fabricante (102). Brevemente, se humedeci6 la punta con 10 uL de una
solucidon compuesta por una mezcla acuosa de ACN al 50% con 0,1% de TFA, descartando
el volumen para ser repetido una vez mas; posterior a ello, se cebd dos veces la punta con
el mismo volumen de una solucion de equilibrio compuesta por agua ultrapura con 0,1%
de TFA; luego, se aspiraron las fracciones de interés y se resuspendieron 10 veces, para
que el péptido pueda entrar en contacto con la resina; y finalmente, se aspir6 10 pL de la
solucion de lavado compuesta por una mezcla acuosa de ACN al 5% con 0,1% de TFA y
se dispuso dentro de un vial cromatografico con inserto de vidrio borosilicado, para su
andlisis a través del equipo LCMS marca Shimadzu modelo LCMS2020 (Kioto, Japon),
con una columna marca Phenomenex modelo Synergy Fusion RP-80, con relleno de Cis
de 150 mm de longitud x 4,6 mm de didmetro interno x 4 um de tamano de particula,
utilizando MeOH como fase moévil. Los espectros de masas fueron adquiridos en modo
positivo entre los rangos m/z 200 a 2000.

Una vez confirmada la identidad de los péptidos separados en los fragmentos de
interés, se les determino la pureza. Para ello, se utiliz6 un sistema de cromatografia liquida
de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC, del inglés reversed-phase high performance
liquid chromatography) marca Agilent modelo 1260 Infinity II (Santa Clara, CA, Estados
Unidos), constituido por una bomba cuaternaria G7104A, un muestreador de viales
G7129C, un termostato multicolumna G7166A y un detector ultravioleta (UV) G7114A.
La columna elegida fue una con relleno de Cis marca Agilent modelo Zorbax Eclipse

XDB de 150 mm de longitud x 4,6 mm de didmetro interno x 5 um de tamafio de particula.
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El flujo fue configurado a 1 mL/min, utilizando como fase movil las mismas utilizadas en
la fase de purificacion, en una proporcién que se detalla en la Tabla 3. El volumen de
inyeccion fue de 10 pL de cada fraccion recolectada del proceso de purificacion, en donde
la deteccion fue programada a 214 nm. Se establecid que el limite minimo de pureza
requerida para los péptidos fue de 95%, por lo tanto, todas aquellas fracciones que no
cumplieran con este porcentaje fueron nuevamente purificadas siguiendo el mismo

protocolo descrito anteriormente.

Tabla 3. Gradiente de fase movil utilizada para la determinacion de pureza de los péptidos. Fase A: agua
+ acido trifluoroacético al 0,1%; y fase B: acetonitrilo + acido trifluoroacético al 0,1%.

Tiempo (min) Porcentaje de fase A (%) Porcentaje de fase B (%)

0-3 90 10

3-7 60 40

7-12 60 40
12-15 40 60
15-17 40 60
17-20 90 10
20-25 90 10

Una vez determinadas las fracciones de péptidos de interés con una pureza mayor
o igual al 95%, se procedio a liofilizarlas. Para ello, las fracciones que contenian el mismo
péptido fueron juntadas y colocadas dentro de un evaporador con bombeo de nitrogeno
marca Zymark modelo TurboVap LV (Hopkinton, MA, Estados Unidos), con el fin de
eliminar el ACN. Posteriormente, los péptidos con el agua remanente fueron congelados
a -80 °C y liofilizados utilizando el liofilizador marca Martin Christ GmbH modelo Alpha
1-4 (Osterode am Harz, Alemania), hasta la obtencion de un so6lido seco. El péptido fue

pesado y almacenado a -20 °C hasta su posterior uso.

2.2.4 Determinacion de la estructura secundaria de péptidos

Los péptidos PEP, CAR, SCR y CLV ya purificados fueron analizados mediante
espectroscopia de dicroismo circular para determinar su estructura secundaria. Para ello,
las muestras fueron disueltas en buffer fosfato pH 7,4 hasta alcanzar una concentracion
final de 1 mg/mL y analizadas por triplicado a longitudes de onda del espectro UV lejano

(190 a 260 nm) a 25 °C, a través del espectrofotometro de dicroismo circular marca Jasco
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modelo J-1500 (Tokio, Japon), en cubetas de cuarzo de 1 cm de longitud de trayectoria.
Todos los resultados, expresados en elipticidad (deg-cm?/dmol), fueron procesados a
través del programa gratuito CD Tool, desarrollado por el Instituto de Biologia Molecular
y Estructural de la Birkbeck Universidad de Londres, Reino Unido (103). Para la
determinacion de los tipos de estructura secundaria presentes en los péptidos, se estimo el
porcentaje a través del programa en linea gratuito K2D2, desarrollado por el Instituto de
Investigacion en Salud de Ottawa, Canada, en colaboracion con el Grupo de Biologia
Computacional y Procesamiento de Datos del Centro para la Medicina Molecular Max

Delbriick de Berlin, Alemania, disponible en la pagina web http:/cbdm-01.zdv.uni-

mainz.de/~andrade/k2d2/, utilizando para ello los resultados de elipticidad obtenidos

(104). Ademas, los resultados obtenidos por dicroismo circular fueron comparados con la
estructura secundaria predicha a partir de la secuencia de aminoacidos de los péptidos
obtenidos a través del programa en linea gratuito YASPIN, desarrollado por la
Universidad Libre de Amsterdam, Paises Bajos, disponible en la pagina web

http://zeus.few.vu.nl/programs/yaspinwww/ (105), con el fin de determinar la ubicacion

de posibles estructuras secundarias dentro de una secuencia de aminoacidos.
2.3 Sintesis y funcionalizacion de micelas de nucleo lipidico

2.3.1 Sintesis de cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo

El cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo sirve como punto de
partida para la obtencion de un intermediario maleimida clave para la funcionalizacion del
péptido con la matriz lipidica que constituye las LCMs. En ese sentido, para su obtencion
se realiz6 su sintesis quimica de acuerdo con lo descrito por Ji y cols. (106), tal como se
indica en la Figura 6. Brevemente, se dispuso 8,9 g de B-alanina y 9,8 g de anhidrido
maleico en un balon de vidrio de fondo redondo con 15 mL de agua destilada y se mantuvo
la mezcla bajo agitacion por 3 horas. Transcurrido el tiempo, se filtrd la solucion y el
solido residual se lavo con 3 porciones de 50 mL de agua destilada, etanol y finalmente
éter etilico. Una vez seco, se dispuso el solido residual con 30 mL de SOCI; en un balén
de vidrio bajo reflujo por 30 minutos y posterior a ello, se removid el SOCI, en evaporador

rotatorio a presion reducida hasta la obtencion de un liquido amarillo viscoso, para dejarlo
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secar bajo campana hasta la obtencion del solido de interés. El s6lido fue pesado para la

determinacion del porcentaje de recuperacion de sélidos, a través de la Ecuacion 2.

Ecuacién 2. Calculo del porcentaje de recuperacion de solidos de la conjugacion. mobtenida: masa total
obtenida tras la finalizacion del proceso; Xmreactivos: Suma total de masas de solidos utilizados durante el
proceso.

Mobtenida

Rendimiento (%) = x 100

Z Myeactivos

+H»0 U\j +sou O /(/)
/\)J\ i)’ J\/\ — )NQ

Anhidrido

Palanina maleico

JOJ\/\ [
Cl N cl
Cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-
pirrolidinpropanoilo 0

Figura 6. Esquema de la sintesis de cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo. A: calor; H2O:
agua; SOClz: cloruro de tionilo.

2.3.2 Sintesis de Gelucire 44/14®-maleimida

Una vez obtenido el cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo, se
procedio a la conjugacion con Gelucire 44/14® para la obtencion del lipido con el grupo
funcional maleimida, tal y como lo muestra la Figura 7. Para ello, la estrategia de
conjugacion fue en base a lo reportado por Ji y cols. (106), con modificaciones. En ese
sentido, se dispuso 500 mg de cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo, 1 g de
Gelucire 44/14%, 5 mg de DMAP, 100 uL de piridina y 10 mL de DCM en un balon de
vidrio de fondo redondo para mezclarlos bajo agitacion por al menos 12 h a temperatura
ambiente. Luego, se removio el solvente con evaporador rotatorio a presion reducida,
hasta la obtencion de un liquido oleoso y se afiadi6 10 mL de MeOH, manteniendo la
mezcla bajo agitacion por una hora a temperatura ambiente. Posterior a ese tiempo, se
almaceno la mezcla a -80°C por al menos una hora, para ser centrifugada en frio a 7.000
rpm por 10 minutos; se conservé el solido residual y se resuspendié en 10 mL de DCM y

se afiadio 2 mL de TEA, manteniendo en agitacion por 4 h a temperatura ambiente.
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Transcurrido el tiempo, el solvente se elimind con evaporador rotatorio a presion reducida,
en donde el liquido residual se resuspendi6 en 5 mL de THF, y se adiciond éter etilico frio
para que precipitara el solido. Esta mezcla fue centrifugada, descartdndose el sobrenadante
y conservando el solido residual, que se dejo secar bajo campana y se pesod para la
obtencion del porcentaje de recuperacion, a través de la Ecuacion 2. Como alternativa a
la generacion de Gelucire 44/14®-maleimida, se propuso la sintesis de un lipido
personalizado (SP-Mal, MW = 1.965,66 g/mol), constituido por un fragmento de 4cido
estearico, otro intermedio de PEG-1500 y un grupo funcional maleimida terminal (Figura
8), adquirido comercialmente de JenKem Technology USA Inc. (Plano, TX, Estados
Unidos).

0 0
j\/\ /O i : )J\/\ //
Piridina 0
’(10\/\}\ + G N S Lipido {’ \/\):‘O N
Lipido /TOH 2) TEA /
n Y DCM
o] 0
Gelucire 44/14* .
Cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1- Gelucire 44/14% maleimida

pirrolidinpropanoilo

Figura 7. Esquema de obtencion de Gelucire 44/14®-maleimida. DCM: diclorometano; DMAP: 4-
dimetilaminopiridina TEA: trietilamina.

8] 0]
W NS )J\qu”\ \/O“:"V"A\O k’\”\//\ NN NS
\ Hoooo

|

(0]

\\
/>
~

Figura 8. Estructura del lipido personalizado adquirido comercialmente compuesto por acido estedrico,
polietilénglicol y maleimida terminal.

2.3.3 Funcionalizacion del lipido con péptido

La funcionalizacion de Gelucire 44/14®-maleimida o del lipido personalizado
adquirido comercialmente con el péptido se efectud a través de la reaccion quimica
maleimida-tiol, en un protocolo adaptado de Wang y cols. (107), Tyagi y Lemke (108), y
Gober y cols. (109). Como ensayo preliminar y en vista de la optimizacion en el uso de
los péptidos de interés elaborados, se utiliz6 un péptido adquirido comercialmente (GL
Biochem Shanghai Ltd., China), cuya secuencia es idéntica a PEP, en donde los isémeros
L del fragmento activable por MMP-9 (GPQGIAGQ) fueron reemplazados por sus
respectivos isomeros D (D-PEP, MW = 3.350,87 Da). Para ello, se peso el péptido en un

tubo de microcentrifuga y se suspendi6 en 1 mL de una solucion acuosa de DTT 10 mM

34



y se agité en un mezclador de vortice por 1 minuto. Luego, se centrifugd la mezcla a
10.000 rpm por 90 segundos, descartando el sobrenadante y conservando el sélido para
ser nuevamente resuspendido en 1 mL de DTT 10 mM, totalizando 3 veces el
procedimiento de suspension y centrifugado. Este solido residual fue lavado con 1 mL de
agua ultrapura, agitado en mezclador de vortice y centrifugado a las mismas condiciones
anteriores, por triplicado. A este solido residual, se incorpord 500 pL del lipido-maleimida,
previamente suspendido en 1 mL de agua ultrapura, y se mantuvo en agitacién en
mezclador de vortice por 1 h, protegido de la luz. Transcurrido dicho tiempo, se adiciond
los 500 pL restantes del lipido suspendido y se mantuvo en agitacion por 1 h més. Esta
mezcla fue ultrafiltrada utilizando tubos Amicon® Ultra-15 de 5 kDa MWCO a 5.000 rpm
por 15 minutos. Los sobrenadantes fueron recolectados, lavando el filtro con porciones de
agua ultrapura hasta recolectar todo el sélido posible y luego liofilizados hasta la
obtencidn de un sélido seco, utilizando el liofilizador marca Labconco modelo FreeZonel

(Kansas City, MO, Estados Unidos) acoplado a una bomba de alto vacio de 50 mTorr de
presion. Este solido seco fue pesado para determinar el porcentaje de recuperacion, de
acuerdo con la Ecuacion 2. Ademads, el porcentaje de funcionalizacion se obtuvo en forma
indirecta, de acuerdo con la Ecuacion 3. Para ello, los ultrafiltrados fueron recolectados y
sus volumenes, medidos en diluciones apropiadas con agua ultrapura a través de
espectroscopia UV/visible, utilizando el espectrofotdémetro marca Agilent modelo 8453,

con deteccion a una longitud de onda de 220 nm. Los datos de absorbancia obtenidos

fueron interpolados en la curva de calibrado de los respectivos péptidos, elaborados en un

rango de concentraciones entre 5 a 50 pg/mL.

Ecuacion 3. Calculo del porcentaje de funcionalizacion de péptido en el lipido. mp: masa del péptido.
MPiniciat — MPuitrafiltrado
MPinicial

Una vez determinada la factibilidad del proceso, en términos de recuperacion de

x 100

Funcionalizacion (%) =

solido y porcentaje de funcionalizacion, se realizé el proceso con los péptidos de interés,

PEP, CAR y CLV, de acuerdo con el mismo protocolo anterior.
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2.3.4 Identificacion de los productos sintetizados

La confirmacion de la identidad quimica de los productos cloruro de 3-cloro-2,5-
dioxo-1-pirrolidinpropanoilo, Gelucire 44/14®-maleimida y lipido funcionalizado con
péptido y su comparacion con los respectivos precursores se realizo a través de técnicas
espectroscopicas 'y calorimétricas, incluyendo la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier mediante reflexion total atenuada (ATR-FTIR, del inglés
attenuated total reflectance-Fourier transform infrared spectroscopy), espectroscopia de
resonancia magnética nuclear de protones (H!-NMR, del inglés nuclear magnetic
spectroscopy), cristalografia de rayos X (XRC, del inglés X-ray crystallography) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC, del inglés differencial scanning calorimetry).

Parala ATR-FTIR, se dispuso de una cantidad suficiente de cada s6lido para cubrir
la superficie de analisis, acoplando el dispositivo ATR marca PIKE Technologies modelo
MIRacle™ (Fichburg, WI, Estados Unidos), en el equipo marca Interspectrum modelo
200-X (Tartu, Estonia), leyendo cada muestra en modo de transmitancia desde 400 a 4.000
cm’!, Por otra parte, las muestras que fueron analizadas por H'-NMR, debieron ser
disueltas en DMSO-d® o CDCls a una concentracion de 10 mg/mL y dispuestas en tubos
capilares especiales para el andlisis a través del espectrometro marca Bruker modelo
Avance Neo Multinuclear 400 (Billerica, MA, Estados Unidos). Ademas, para determinar
el punto de fusion de los productos obtenidos, se masaron entre 5 a 10 mg de cada solido
en forma independiente y dispuestas en capsulas de aluminio que fueron sellados
herméticamente; cada muestra fue analizada desde 20 °C hasta los 200 °C, con una rampa
de 5 °C/min, a través del calorimetro marca Setaram modelo DSC131 evo (Caluire-et-
Cuire, Francia).
2.3.5 Sintesis de micelas de nucleo lipidico

Las LCMs funcionalizadas con el péptido se elaboraron mediante la técnica de
emulsificacion en caliente de baja energia, descrita por Fritz y cols. (29), con pequeias
modificaciones. Para ello, se dispuso en un balén de vidrio de fondo redondo 1,196 g de
Gelucire 44/14%®, 4 mg de lipido funcionalizado con el péptido de interés, 187,7 mg de

Tween 20® y 52,3 mg Span 80®, adicionando 500 ug de Rho como farmaco modelo. Se
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determind utilizar dicha cantidad de lipido funcionalizado, para poder optimizar el recurso
disponible. Toda esta mezcla fue calentada en bafio de agua a 60 °C por 10 minutos, bajo
agitacion constante. Transcurrido ese tiempo, se adiciono6 2,56 mL de agua ultrapura a 60
°C y se agit6 por dos minutos Posterior a ello, se retird la emulsion del bano maria para
adicionar 20 mL de agua ultrapura a 4 °C y se continu6 agitando por 5 minutos. Esta
suspension sirvio como punto de partida para los ensayos de permeacion, escision
biosensible y union a cardiomiocitos posteriores. Como LCMs controles se elaboraron
nanoparticulas sin péptido funcionalizado, reemplazando la masa de lipido funcionalizado
con péptido por el equivalente de Gelucire 44/14%, y LCMs no funcionalizadas ni cargadas
con Rho.

2.3.6 Caracterizacion fisicoquimica de micelas de nucleo lipidico

Dentro de las propiedades fisicoquimicas de LCMs medidas, se encuentran el
diametro hidrodindmico (HD, del inglés hydrodynamic diameter), indice de polidispersion
(PdI, del inglés polydispersity index), potencial C (ZP, del inglés zeta potential) y tamafio
de particula (PS, del inglés particle size). Para la determinacion de HD, Pdl y ZP se utilizd
un mismo equipo, el zetasizer marca Malvern Panalytical modelo Nano ZS (Malvern,
Reino Unido). La medicion de HD y PdI se realizd a través la técnica de dispersion
dindmica de luz (DLS, del inglés dynamic light scattering), donde se midi6 cada
suspension de LCMs en una dilucion de 1:10 en agua ultrapura, disponiéndolas en cubetas
plasticas para su medicion; mientras que la obtencion del ZP se realizd a través de la
técnica de velocimetria del laser Doppler (LDV, del inglés laser Doppler velocimetry),
utilizando la misma dilucién de las LCMs y dispuesta en celdas capilares electroforéticas
plasticas. Todas las mediciones se realizaron por triplicado a 25 °C.

Por otra parte, el PS y la morfologia de las LCMs en seco fueron determinados a
través de la microscopia electrénica de barrido por transmision (STEM, del inglés
scanning transmission electron microscopy). Para ello, se diluyd cada suspension de
LCMs en agua ultrapura a una razén de 1:10; de estas diluciones previamente
homogeneizadas, se tom6 una gota y se dispuso una grilla de cobre sobre ella dejandola

en contacto por 2 minutos. Luego, cada grilla fue lavada con una gota de agua ultrapura
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por 1 minuto repitiéndose 2 veces. Después, la grilla fue dispuesta sobre una solucion de
acido fosfotingstico al 1% por otros dos minutos. Finalmente, cada grilla fue secada a
temperatura ambiente y vista en microscopio electronico marca Inspect modelo F50
(Hillsboro, OR, Estados Unidos).
2.3.7 Determinacion de eficiencia de asociacion y carga de farmaco

La eficiencia de asociacion (EE, del inglés encapsulation efficiency) y la carga de
farmaco (DL, del inglés drug loading) de Rho en las LCMs fueron determinadas a través
de la cuantificacion de Rho no asociada ni retenida en las LCMs, en una medicion de tipo
indirecta, a través de las Ecuaciones 4 y 5, respectivamente. Para ello, se tomd 10 mL de
las suspensiones de LCMs cargadas con Rho y se las dispuso en tubos Amicon® para ser
centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos; se recolectd y se midié el volumen de los
ultrafiltrados, que fueron cuantificados por triplicado a través de espectrofotometria de
fluorescencia a través del espectrofotometro marca Agilent modelo Cary Eclipse, en
donde los datos de intensidad de fluorescencia se interpolaron en una curva de calibrado

de Rho en un rango de concentraciones entre 0,01 a 2,50 pg/mL.

Ecuacién 4. Célculo de eficiencia de asociacion (EE). mr: masa de rodamina 123.

MTinicial — MTuitrafiltrado

EE(%) = x 100

MTinicial
Ecuacion 5. Calculo de carga de farmaco (DL). mr: masa de rodamina 123; mt: masa total.

Tinicial — MTuitrafiltrado

m
DL(%) = x 100

Msslidos

2.3.8 Estabilidad de micelas de nucleo lipidico
El perfil de estabilidad cinética de las LCMs en suspension a 48 h fue evaluado en
tres condiciones distintas: 4 °C, 25 °C y 37 °C, en base a las caracteristicas fisicoquimicas
de HD, Pdl y ZP. Las LCMs evaluadas fueron las LCMs no funcionalizadas vacias y
cargadas con Rho, como las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP y CLV cargadas
con Rho, obtenidas cada una de tres lotes de sintesis distintos. Para ello, de un mismo lote
de elaboracion, se almaceno las LCMs en suspension a las tres temperaturas sefialadas y

se tom6 100 pL de cada una y se llevo a 1 mL con agua ultrapura, teniendo como tiempos
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de muestreo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 24 y 48 h. Estas muestras diluidas fueron analizadas por DLS
y LDV, bajo las mismas condiciones descritas en la seccion 2.3.6.

Por otra parte, también se determindé el perfil de estabilidad de las LCMs en un
rango de temperatura. Para ello, las mismas LCMs del perfil de estabilidad a 48 h fueron
utilizadas y la medicion se llevo a cabo entre 20 a 50 °C, con incremento en 5 °C por cada
medicion a una velocidad de 1 °C/min, utilizando el mismo equipo zetasizer Nano ZS. Los
pardmetros medidos fueron HD, Pdl y ZP y cada medicion se efectud por triplicado.
2.3.9 Perfil de liberacion in vitro de rodamina 123 contenida en micelas de nicleo

lipidico

La liberacion de Rho a partir de las LCMs fue determinada a través de un ensayo
in vitro de didlisis a 37 °C y por triplicado. Para determinar la viabilidad de este sistema
in vitro, en forma preliminar se determind el perfil de difusion de Rho libre y en solucion
a través de la membrana de dialisis. Para ello, se dispuso de 4 mL de una solucion de Rho
10 pg/mL en agua ultrapura en una bolsa de didlisis y suspendido en 30 mL de PBS pH
7,4, bajo agitacion moderada. Una alicuota de 200 pL fue extraida a tiempos 5, 10, 15, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 180 y 1440 min (24 h), y se adicion6 el mismo volumen de medio
fresco. La cuantificacion de Rho se realiz6 a través de espectrofotometria de fluorescencia,
tal y como lo descrito en la seccion 2.3.7.

Una vez validada la capacidad de difusion de Rho a través de la membrana de
dialisis, se determind el perfil de liberacion de este compuesto presentes en las LCMs sin
funcionalizar y funcionalizadas con el péptido CLV. Para ello, se tomé 4 mL del
sobrenadante de cada suspension de LCMs, tras el proceso de ultrafiltracion, en una bolsa
de dialisis y suspendido en 30 mL de PBS pH 7,4, bajo agitacién moderada. Se extrajo
una alicuota de 1 mL a tiempos 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 24; 48 y 72 h, y se adicion¢ el
mismo volumen de medio fresco. La cuantificacion se realizd6 a través de
espectrofotometria de fluorescencia, tal y como lo descrito en la seccion 2.3.7. Para
determinar la cinética de liberacion y, por tanto, dilucidar el mecanismo, distintos modelos
cinéticos fueron evaluados, incluyendo cinéticas de orden 0 y 1, Higuchi, Korsmeyer-

Peppas y Peppas-Sahlin, mediante el complemento DDSolver, desarrollado para
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Microsoft Excel (110). Ademaés, ambos perfiles de liberacion fueron comparados a través

del factor de similitud />, tal y como lo indica la Ecuacion 6.

Ecuacion 6. Calculo del factor de similitud (f2). n: nimero total de muestras; R:: porcentaje de liberacion
de un perfil a tiempo t; y 7s; porcentaje de liberacion del otro perfil a tiempo ¢.

f, =50 1og<[1 + %Z;(Rt—mz]—o,g; ) 100)

2.4 Permeacion bucal ex vivo de micelas de nucleo lipidico

La permeacion de las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP fue evaluada a
través de un ensayo ex vivo utilizando mucosa bucal de origen porcino en un equipo de
celdas de difusion vertical automatizada marca Teledyne Hanson Research modelo
Phoenix (Chatsworth, CA, Estados Unidos). Para ello, las mejillas fueron obtenidas de
cerdos sanos en un matadero en las afueras de Santiago, Chile y almacenadas en solucion
crioprotectora de sacarosa al 30% a -80 °C hasta su uso. Para el ensayo de permeacion, las
mejillas fueron descongeladas lentamente, separando el epitelio bucal del tejido muscular
y conectivo, utilizando tijeras quirirgicas y cuchillas de acero y carbono. Estos epitelios
fueron cortados en un tamafio de 2 cm? aproximadamente y lavados tres veces en buffer
fosfato pH 6,8 a 37 °C, por 10 minutos. Posterior a ello, se monto el epitelio bucal en cada
celda de difusion, teniendo la precaucion de que la superficie interna bucal de la mucosa
esté en contacto con la camara donante de la celda, mientras que en la cdmara aceptora se
dispuso de 10 mL de buffer fosfato pH 6,8. Una vez que el sistema fue montado en el
equipo a 37 °C y agitacion a 400 rpm, se dispuso de 1 mL de suspension de LCMs en la
camara donante y se extrajo 400 puL de la camara aceptora a tiempos 6, 12, 18, 24, 30, 36,
42, 48, 54 y 60 minutos, siendo reemplazado por el mismo volumen de buffer fosfato pH
6,8. Las muestras fueron analizadas y cuantificadas en términos de fluorescencia de Rho
por espectrofotometria de fluorescencia, tal y como lo descrito en la seccion 2.3.7. Cada
ensayo se hizo por quintuplicado. Ademads, como controles se analizaron también 1 mL
de solucion de Rho libre y de suspension de LCMs no funcionalizadas con péptido y
asociadas con Rho. Para determinar el movimiento de las micelas a través de la mucosa
bucal porcina, se calcul6 el flujo de difusién de Rho en estado estacionario (Js) a través

de la pendiente de la concentracion acumulada en la cdmara aceptora en el tiempo y la
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concentracion inicial de Rho (Ecuacion 7) (111) y con ello, el coeficiente de

permeabilidad aparente (Pqpp, Ecuacion 8) (112).

Ecuacién 7. Célculo del flujo de difusion en estado estacionario (Jis). Co: concentracion inicial del
compuesto en la camara donante de la celda de difusion; K: pendiente de la concentracion acumulada en la
camara aceptora.

]ss:KXCO

Ecuacién 8. Célculo del coeficiente de permeabilidad aparente (Papp). A: area transversal del epitelio bucal
disponible para la permeacion; Cop: concentracion inicial del compuesto en la camara donante de la celda
de difusion; Jss: flujo de difusion en estado estacionario; V;: volumen de la camara aceptora de la celda de

difusion.
_Jss XV
PP A% C,

Fa

2.5 Escision in vitro de la secuencia sensible a metaloproteinasa de la matriz-9
La escision de la secuencia GPQGIAGQ sensible a la actividad endopeptidasa de
la isoforma MMP-9 y presente en el segmento intermedio de PEP fue evaluada a través
de un ensayo in vitro. Para ello, se diseiid un protocolo en base a lo reportado por Braun
y cols. (97), con pequetias modificaciones. Primeramente, se determiné la concentracion
de enzima MMP-9 a utilizar. En ese sentido, se disolvio el péptido PEP en buffer MMP-
9 (50 mM TRIS, 150 mM NaCl, 1 uM ZnCl,, 10 mM CaCl,, pH 7,4) hasta obtener una
solucion de concentracion 1 mM. De esta solucidn, se trasvasijo 45 pL a un tubo de
microcentrifuga y se adicioné 5 pL de una solucion MMP-9 en el mismo buffer usado
para disolver el péptido; para ello, se utiliz6 una solucién de enzima a concentraciones 1,
2, 3,4,5 6 y 7 pg/mL, en forma independiente, para obtener una mezcla con
concentraciones finales de 100, 200, 300, 400, 500, 600 y 700 ng/mL de enzima. Las
concentraciones finales fueron elegidas en base a las concentraciones plasmaticas de esta
enzima en pacientes con enfermedades cardiovasculares reportadas en la seccion 1.6.1.
Cada una de estas mezclas fueron incubadas a 37 °C por 24 h, tras lo cual fueron
centrifugadas a 12.000 rpm por 30 segundos y se adicion6 2,78 pL de solucion de EDTA
50 mM, para ser incubadas a 95 °C por 15 minutos. Posteriormente, las muestras fueron
centrifugadas a 12.000 rpm por 1 minuto, recolectando el sobrenadante y trasvasados a
viales con inserto de vidrio borosilicado, para ser analizados por RP-HPLC, bajo las

mismas condiciones descritas para la determinacion de la purificacion de los péptidos en
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la seccion 2.2.3. Cada punto fue realizado en triplicado. Los resultados fueron medidos en
base a la disminucion del drea bajo la curva de las distintas soluciones en comparacion
con una mezcla control, que no fue incubada con MMP-9, reemplazando dicho volumen
por buffer MMP-9. A partir de estos resultados y estableciendo como objetivo 6ptimo una
escision del 60%, se determind que la concentracion final de MMP-9 para determinar la
cinética de escision fue de 450 ng/mL.

Para determinar la cinética de escision del péptido PEP libre, se sigui6 el mismo
protocolo anterior, en donde se trasvas6 45 pL. de una soluciéon a 1 mM en buffer MMP-
9 a un tubo de microcentifuga y se adicion6 5 puL de una solucion de MMP-9 a 4,5 pg/mL
hasta alcanzar una concentracion final de 450 ng/mL. Cada mezcla fue incubada a 37 °C
a diferentes tiempos: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18 y 24 h, tras lo cual, se adicion6 2,78 uL de
solucion EDTA 50 mM, para incubarse a 95 °C por 15 minutos. Posteriormente, cada
muestra fue centrifugada a 12.000 rpm por 1 minuto y el sobrenadante, recolectado en
viales con insertos de vidrio para ser analizados por RP-HPLC. Todos los puntos fueron
evaluados por triplicado. En el caso del control, se reemplazé el volumen de solucion de
MMP-9 por buffer, siendo este resultado util para comparar relativamente los resultados
obtenidos para cada tiempo. Ademas, la cinética de digestion de PEP libre fue comparada
con la cinética de digestion de la misma secuencia peptidica en donde la secuencia
activable por MMP-9 fueron reemplazados por los isomeros D de los mismos aminoacidos
(D-PEP) como control. Este ensayo se realizo para determinar si la enzima MMP-9 podria
presentar estereoselectividad por sustrato en su actividad proteasa. Por otra parte, la
cinética de escision de PEP funcionalizadas en las LCMs también fue evaluada siguiendo
el mismo protocolo descrito anteriormente, donde el PEP libre fue reemplazado por el
mismo volumen de suspension de LCMs descrita en la seccion 2.3.5.

2.6 Ensayo in vitro de union a cardiomiocitos de micelas de nucleo lipidico
funcionalizadas con péptido

La unién de los péptidos de interés a cardiomiocitos fue determinada a través de
la técnica de inmunofluorescencia. Para ello, se utilizaron cardiomiocitos de ventriculos

de ratas Sprague-Dawley neonatas de 1 a 3 dias de vida. El protocolo para el trabajo con
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animales fue aprobado por el Comité de Bioética Local de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile (CBE2013-04) y manejado bajo los
lineamientos exigidos y determinados por los Institutos Nacionales de Salud (NIH, del
inglés National Institutes of Health) de Estados Unidos (113). Tal y como lo descrito por
Foncea y cols. (114), las ratas neonatas fueron decapitadas rapidamente y sus corazones
fueron inmediatamente separados del resto del animal. Los ventriculos fueron disociados
en una solucion de colagenasa 0,2 mg/mL y pancreatina 1,2 mg/mL, en donde los
cardiomiocitos fueron recolectados, sembrados y cultivados por 24 h en placas plasticas
cubiertas con gelatina con medio DMEM:M199 en una proporcion 4:1 con 10% de FBS,
5% de FCS, penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 pg/mL) y 5-BrdU (100 uM)
mantenidos a 37 °C. Después de ello, los cardiomiocitos fueron pasados y sembrados a
una placa plastica estéril de 12 pocillos, cada uno con su cubreobjeto de vidrio de 18 mm
revestido con gelatina, con medio DMEM e incubados a 37 °C hasta alcanzar una
confluencia de 150.000 células por pocillo determinado con un hemocitometro.

Un primer paso fue determinar la unioén a cardiomiocitos de los péptidos libres en
solucidn, para lo cual se utilizaron como muestras los péptidos CF-CAR, CF-SCR y CF-
CLYV, todas asociadas con el marcador fluorescente CF. Cada uno de estos péptidos fueron
disueltos en DMSO hasta obtener una concentracion final de 1 mM. Los cardiomiocitos,
previamente desprovistos de medio, fueron estimulados con 10 pL de cada péptido, el
volumen fue completado a 1 mL con medio DMEM para alcanzar una concentracion final
de péptido de 10 uM, e incubados a 37 °C por 1 hora; en el caso de control, se reemplazd
el volumen de muestra por el mismo volumen de DMSO. Transcurrido dicho tiempo, cada
pocillo fue lavado 3 veces con PBS, para luego incorporar 400 uL de PFA al 4% diluido
en PBS e incubar a 85 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.
Después, cada pocillo fue lavado con PBS por 3 minutos, totalizando 4 veces. Los
cubreobjetos fueron cuidadosamente removidos de cada pocillo y dispuestos sobre 17 uL.
de una solucion de Hoechst 33342 en medio de montaje DAKO (1:500) en un portaobjeto,
para ser almacenados por al menos 12 h a 4 °C. Las muestras fueron observadas bajo

microscopia de fluorescencia en un equipo marca Bio-Rad modelo ZOE (Hercules, CA,
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Estados Unidos). Todas las muestras fueron realizadas en cuadruplicado. Para determinar
si la unién de los péptidos dependia de la concentracion, se decidié evaluar la unioén de
CF-SCR y CF-CLV a 25 y 50 uM. Para ello, se utilizé el mismo protocolo descrito
anteriormente, modificando el volumen de solucion del péptido 1 mM a 25 y 50 uL,
respectivamente.

Por otra parte, se evalud la union a cardiomiocitos de las LCMs funcionalizadas
con péptidos. En ese sentido, como muestras se utilizaron especificamente los
sobrenadantes de suspensiones de LCMs funcionalizadas con los péptidos CAR y CLV
tras la ultrafiltracion, y como control positivo, LCMs sin péptido funcionalizado, todas
asociadas con el marcador fluorescente Rho, que fueron elaboradas de acuerdo con lo
descrito en las secciones 2.3.5 y 2.3.7. En un ensayo previo, se determin6 que la viabilidad
celular en cardiomiocitos estimulados con 40 pL de suspension de LCMs generaba una
alta mortalidad (115). En base a este antecedente, los cardiomiocitos fueron estimulados
con 20 pL de suspension de LCMs, siendo reemplazado por el mismo volumen de agua
ultrapura para el control negativo, completando con medio DMEM hasta alcanzar 1 mL
en total. Las células fueron incubadas a 37 °C por una hora. Posterior a ello, se lavo cada
pocillo con PBS por triplicado y fueron fijados con una solucion de PFA al 4% en PBS e
incubados a 85 rpm por 15 minutos, a temperatura ambiente y protegido de la luz. Luego,
cada pocillo fue lavado con PBS por 3 minutos totalizando 4 veces, para luego ser
incubados con 400 uL de solucion permeabilizante de Triton X-100 al 0,1% en PBS por
5 minutos y a temperatura ambiente. Tras esto, las células fueron lavadas 4 veces con PBS
por 3 minutos cada lavado e incubadas con 500 puL de solucion bloqueante compuesta por
BSA al 1% en PBS por 1 hora a temperatura ambiente. Una vez cumplido el tiempo, se
retird la solucion de BSA, se trasvas6 cada cubreobjeto a una placa lisa con 23 pL del
anticuerpo primario MAS5-12960 de origen murino para marcaje de troponina T diluida en
BSA al 1% y se incub6 en camara humeda por 12 horas a 4 °C. Posteriormente, se traspaso
cada cubreobjeto a su pocillo para ser lavados con PBS por 5 minutos, totalizando 3
lavados, y se incub6 con 23 pL de anticuerpo secundario AF568 a una dilucion de 1:200

en BSA al 1% por 2 horas a temperatura ambiente y protegido de la luz. Luego, se lavo
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con PBS por 5 minutos, totalizando 3 lavados y se incub6 cada cubreobjeto en 20 uL de
solucion Hoechst 33348 1:500 en BSA al 1%. El exceso fue retirado con 3 lavados de 5
minutos con PBS para que los cubreobjetos sean finalmente montados en un portaobjeto
con 17 uL de medio de montaje DAKO y secados por al menos 12 horas a 4 °C. Todas las
muestras fueron realizadas por cuadruplicado y observadas bajo microscopia de
fluorescencia. Todas las micrografias obtenidas fueron procesadas a través del programa
disponible en linea y gratuita /mageJ y cuantificadas a través de la magnitud de intensidad
de fluorescencia, para determinar cuantitativamente la union a cardiomiocitos.
2.7 Analisis estadistico

Todos los datos numéricos obtenidos fueron expresados en términos de promedio
(X) y desviacién estandar (DE). Ademas, para la comparacién de resultados fueron
utilizados los analisis estadisticos paramétricos de prueba ¢ de Student para dos grupos, o
analisis de varianza (ANOVA, del inglés analysis of variance) de una via con pruebas
post-hoc de Tukey para comparacion de tres o mas grupos. Estos andlisis estadisticos
fueron realizados a través del programa Minitab v17, considerando un nivel de
significancia estadistica del 5% (p < 0,05). La Figura 9 muestra un resumen grafico de las

metodologias para dar cumplimiento con cada uno de los objetivos especificos trazados.
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Figura 9. Esquema resumen de la metodologia propuesta para la investigacion, de acuerdo con los
objetivos especificos trazados: (A) sintesis, purificacion y caracterizacion de los péptidos de interés; (B)
elaboracion y caracterizacion de micelas de nucleo lipidico (LCMs) funcionalizadas con los péptidos de
interés y asociadas con rodamina 123; (C) permeacion ex vivo de LCMs funcionalizadas; (D) escision in
vitro de la secuencia sensible a MMP-9 del péptido sobre LCMs funcionalizadas; y (E) determinacion in

vitro de union a cardiomiocitos de las LCMs funcionalizadas con el péptido de interés. DL: carga de
farmaco; EE: eficiencia de asociacion.
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3. RESULTADOS

3.1 Sintesis, purificacion, identificacion y caracterizacion de la estructura

secundaria de péptidos

3.1.1 Sintesis, purificacion e identificacion de péptidos

La sintesis, purificacion, identificacion y determinacion de pureza de los péptidos
de interés fueron realizados durante una estancia de investigacion en el Centro de
Formulacion y Entrega de Medicamentos del Instituto de Farmacia y Quimica de los
Alimentos de la Universidad Julius Maximilians de Wurzburgo, Alemania. Todos los
péptidos propuestos en la Tabla 1 (PEP, CAR, SCR y CLV) fueron elaborados
correctamente a través de la técnica de sintesis en fase solida, confirmandose su identidad
de acuerdo con los distintos fragmentos m/z obtenidos por LCMS, y purificados en forma
eficiente a través de FPLC, obteniéndose una pureza mayor al 95%, en todos los casos

(Tabla 4).

Tabla 4. Identidad de los péptidos obtenidos a través de distintos fragmentos m/z por cromatografia
liquida con deteccion por espectrometria de masas y porcentaje de pureza de las fracciones recolectadas.

Péptido Fragmentos m/z (Da) | Abundancia relativa | Pureza (%)

M+3H" (1.117,85) 1,00

PEP M-+4H" (838,80) 0,22 97,2
M+2H" (1.678,00) 0,03
M+3H" (749,50) 1,00

CAR M-+2H" (1.123,40) 0,43 772
M+3H" (749,50) 1,00

SCR M-+2H" (1.123,90) 0,55 96,8
M+3H" (862,65) 1,00

CLV M+2H" (1.293,50) 0,37 96,7
M-+4H" (647,30) 0,14

Para todos los péptidos anteriormente disefiados se estimaron el pl, indice de
alifaticidad y valor GRAVY (Tabla 5). Estos pardmetros fueron obtenidos a través del
andlisis de sus respectivas secuencias de aminodcidos, utilizando de la herramienta
ProtParam de ExPASy desarrollada por SIB (101). Todos los péptidos mostraron un pl
teorico idéntico, mientras que los valores de grado de hidrofobicidad y el indice GRAVY

presentaron variaciones entre ellos.
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Tabla 5. Predicciones de caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos sintetizados, en términos de punto
isoeléctrico (pl), indice de alifaticidad y valor promedio de hidropatia (GRAVY), obtenidas a través de la
herramienta ProtParam de ExPASy (101).

Parametro PEP CAR SCR CLV

pl 8,25 8,25 8,25 8,25
Indice de alifaticidad 106,06 88,10 88,10 74,00
GRAVY 0,59 0,30 0,30 0,01

Ademas, se pudo elaborar e identificar correctamente los tres péptidos conjugados
con la molécula fluorescente CF, tal y como se muestra en la Tabla 6. Por otra parte, en
términos de pureza, solo con dos de estos péptidos (CF-CAR y CF-SCR) se logré obtener
un porcentaje mayor al 95%, mientras que el péptido CF-CLV solo alcanzé un 89,1% tras
dos rondas de purificacion. Cabe destacar que todos los péptidos puros fueron liofilizados
y los solidos secos fueron recolectados, pesados y almacenados en un recipiente hermético
a -20°C hasta su posterior uso. Las masas registradas de cada péptido se pueden observar

en la Tabla 7.

Tabla 6. Identidad de los péptidos conjugados con carboxifluoresceina (CF) obtenidos a través de
distintos fragmentos m/z y porcentaje de pureza de las fracciones recolectadas.

Péptido Fragmentos m/z (Da) | Abundancia relativa | Pureza (%)
M-+2H" (1.303,10) 1,00
CF-CAR M+3H" (869,00) 0,03 95,4
M+4H" (658,50) 0,03
M+3H" (868,95) 1,00
CF-SCR M+2H" (1.302,80) 0,15 294
M+3H" (981,95) 1,00
CF-CLV M-+2H" (1.472,85) 0,30 89,1
M+4H" (736,85) 0,12

Tabla 7. Masa de los péptidos puros y liofilizados. CF: carboxifluoresceina.

Péptido Masa liofilizada (mg)
PEP 51
CAR 38
SCR 40
CLV 80
CF-CAR 9
CF-SCR 8
CF-CLV 5
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3.1.2 Caracterizacion de estructura secundaria de péptidos

Tras la obtencion de los péptidos puros, se procedid a determinar su estructura
secundaria mediante espectroscopia de dicroismo circular. Como muestras, se utilizaron
solo los péptidos PEP, CAR, SCR y CLV sin conjugacion con la molécula fluorescente
CF. De acuerdo con los espectros obtenidos (Figura 10), los péptidos PEP, CAR y CLV
presentaron valores negativos de elipticidad a 195 nm (entre -5 a -20 deg-cm?/dmol) y 220
nm (-6 a -11 deg-cm?/dmol); mientras que el péptido SCR mostrd valores positivos a 193
nm (2 degrem?dmol) y negativos a 208 nm (-15 degem?/dmol) y 222 nm (-4
deg-cm?/dmol).

10
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Figura 10. Espectros de dicroismo circular de los péptidos sintetizados.

Utilizando los datos de elipticidad obtenidos de cada uno de los espectros de
dicroismo circular, se estim¢ el porcentaje del tipo de estructura secundaria, utilizando el
programa gratuito K2D2 (104). Tal y como se observa en la Tabla 8, todos los péptidos
muestran principalmente una estructura secundaria aleatoria, desordenada u organizada al
azar (entre 65,28 y 69,84%), en donde los péptidos PEP, CAR y CLV presentaron una
region mas organizada de tipo lamina B (22,14%) que de hélice a (8,02%). Por otra parte,
el péptido SCR demostrd presentar una estructura mayoritariamente de tipo hélice o
(26,36%), por sobre la lamina B (8,36%). Todas estas mediciones se obtuvieron con un

error maximo estimado > 0,32. Por otra parte, se determiné la ubicacion de la estructura
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secundaria en base a las secuencias de aminodcidos y se compar6 con los resultados de
dicroismo circular obtenidos experimentalmente, a través de predicciones realizadas por
el programa gratuito Y ASPIN desarrollado por la Universidad Vrije de Amsterdam, Paises

Bajos (105), tal y como se muestra en la Tabla 9.

Tabla 8. Estimaciones del porcentaje de estructura secundaria organizada de los péptidos, expresados en
porcentaje (%), a través del programa K2D2 (104).

Péptido Prediccion (%) Error maximo
Aleatoria Hélice a Lamina §
PEP 69,84 8,02 22,14 >0,32
CAR 69,84 8,02 22,14 >0,32
SCR 65,28 26,36 8,36 >0,32
CLV 69,84 8,02 22,14 >0,32

Tabla 9. Predicciones de estructura secundaria general y conformacion particular de residuos de los
péptidos obtenidas a través del programa YASPIN (105). Aminoacidos subrayados representan los
residuos con una conformacion secundaria particular.

Conformacion

Péptido Secuencia peptidica (de V- a C-terminal) particular de
residuos

subrayados

PEP CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV Lamina f3
CAR CWLSEAGPVVTVRALRGTGSW Lamina f3
SCR CTWGEVPVARLTRLAGWSGSV Hélice a.
CLV CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQG Lamina f3

3.2 Sintesis y funcionalizacion de micelas de nucleo lipidico
3.2.1 Sintesis de cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo

El cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo es estructuralmente un
derivado succinimida y fue obtenido a través de la sintesis quimica teniendo como
reactivos la B-alanina, anhidrido maleico y SOCI: (106). Tras el proceso de sintesis, se
obtuvo un sélido amarillo, en donde el porcentaje de recuperacion de solidos tras la
reaccion fue de 67,0%. Para la determinacion de la identidad, este sélido fue caracterizado

a través de las técnicas ATR-FTIR y H'-NMR. Segtn el espectro de ATR-FTIR (Figura

50



11), se pudo observar la presencia de una banda intensa y definida de transmitancia a 1698
cm’! (sefial (@)); y una banda de intensidad baja, pero definida a 1786 cm™! (sefal (b)).
Otras sefiales identificadas fueron bandas amplias de intensidad baja a 2986 ¢cm™ (sefial
(c)), y una banda definida de intensidad media en la zona de la huella dactilar del

compuesto a 709 cm™! (sefial (d)).
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Figura 11. Espectro infrarrojo del cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo.

Por otro lado, el espectro de 'H-NMR (Figura 12) del cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-
1-pirrolidinpropanoilo se obtuvo a partir de la disolucion del producto obtenido en CDCl;3
y se confirmo la presencia de protones caracteristicos, observando 5 sefiales distintivas.
La sefial a 6 4,64 ppm (J = 8,7; 3,6 Hz, sefial (a)) se representa con un doble doblete e
integra para un protén; la sefial a & 3,89 ppm (J = 7,1 Hz, senal (b)) se representa como
un triplete, integrando un total de dos protones; las sefales a 6 3,33 ppm (/= 19,0; 8,5 Hz,
sefal (¢) o (d)) como a 6 2,93 ppm (J = 18,9; 3,7 Hz, senal (¢) o (d)) se integran en forma
de dobles dobletes para 1 proton cada uno; y la sefial a 6 2,73 ppm (J = 7,1 Hz, sefial (e))

forma un triplete que integra para dos protones.
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Figura 12. Espectro de resonancia magnética nuclear de protones del cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-
pirrolidinpropanoilo. Sefial base a 0 ppm corresponde a tetrametilsilano.

3.2.2 Sintesis de Gelucire 44/14®°-maleimida

Una vez obtenido y confirmado la identidad del cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-
pirrolidinpropanoilo, se procedié a conjugarlo con el lipido Gelucire 44/14® para la
obtencion final del lipido-maleimida (106). Tras la reaccion, se pudo obtener un so6lido de
color naranjo a rojo, con un porcentaje de recuperacion entre 5 a 20%, respecto del total
de solidos adicionados inicialmente, de acuerdo con las distintas réplicas realizadas. Para
su determinacion de identidad, este solido fue caracterizado a través de las mismas
técnicas descritas anteriormente, procediendo a compararlo con los andlisis de Gelucire
44/14® utilizado como reactivo. Al comparar los espectros de ATR-FTIR de Gelucire
44/14® previo y posterior a la reaccion (Figura 13), no se pudo observar diferencias
apreciables entre ambos compuestos. En ese sentido, se identificaron bandas de intensidad
media a 2857 y 2887 cm’! (sefiales (a) y (b), respectivamente) y otra banda de alta
intensidad a 1106 cm! (sefial (¢)).
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Figura 13. Espectros infrarrojos de Gelucire 44/14® previo (naranja) y posterior (azul) a la reaccion de
conjugacion. (a), (b) y (c) corresponden a bandas identificadas comunes a ambos compuestos.

Al igual que en ATR-FTIR, los espectros de H!-NMR no mostraron diferencias
observables entre Gelucire 44/14% previo y posterior a la reaccion (Figura 14) y dada la
complejidad de la composicion del lipido Gelucire 44/14®, no ha sido posible integrar

ninguna sefal del espectro.
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Figura 14. Espectros de resonancia magnética nuclear de protones de Gelucire 44/14% previo (r0jo) y
posterior (azul) a la reaccion de conjugacion. Senal base a 0 ppm corresponde a tetrametilsilano.
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Otros andlisis ejecutados tanto al lipido previo y posterior a la reaccion de
conjugacion fueron XRC y DSC (Figura 15). Los difractogramas de ambos productos
reflejaron no mostrar diferencias evidentes en la estructura cristalina y, por tanto, tampoco
diferencias estructurales a nivel molecular (Figura 15A). Los calorigramas mostraron
diferencias en el punto de fusion de Gelucire 44/14® previo y posterior a la reaccion de
conjugacion, llegando a una temperatura de aproximadamente 40 °C y 45 °C,

respectivamente (Figura 15B).
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Figura 15. Caracterizacion de Gelucire 44/14® previo y posterior a la reaccion de conjugacion: (A)
difractogramas obtenidas por cristalografia de rayos X, y (B) calorigramas obtenidas por calorimetria
diferencial de barrido.
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3.2.3 Funcionalizacion del lipido con péptido

De acuerdo con los resultados anteriores en donde no se pudo obtener
eficientemente el lipido Gelucire 44/14®-maleimida, se procedio a realizar la
funcionalizacion de las secuencias peptidicas de interés con el lipido personalizado
adquirido comercialmente, SP-Mal. Como ensayo preliminar, se selecciono el péptido D-
PEP para la funcionalizacion en una relacion en numero de moles de péptido y lipido de
1:1. En funcidn de ello, se elabor la respectiva curva de calibrado del péptido D-PEP a
través de espectrofotometria UV/visible y se determinaron los porcentajes de recuperacion
de solidos y de funcionalizacion, en base al método indirecto (Tabla 10). Ademas, tanto
el lipido y péptido utilizados como materiales de partida y el producto final obtenido

fueron analizados por ATR-FTIR (Figura 16).

Tabla 10. Cantidad y porcentaje de solidos recuperados y rendimiento de la reaccion de funcionalizacion
del lipido SP-Mal con los péptidos de interés.

Ecuacién de la Recuperacion
Lipido-Péptido Funcionalizacion (%)
recta (R?) Masa (mg) Porcentaje (%)
y =0,02459x —
SP-Mal-D-PEP 18,32 91,21 99,45
0,00922 (0,99903)
y=0,01741x —
SP-Mal-PEP 23,97 87,62 94,91
0,00616 (0,99911)
y =0,02535x —
SP-Mal-CAR 27,31 89,11 99,77
0,03590 (0,99899)
y=0,02165x —
SP-Mal-CLV 31,17 89,26 99,75
0,00495 (0,99917)
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Figura 16. Espectros infrarrojos del péptido D-PEP (naranja), lipido SP-Mal (azul) y del producto SP-
Mal-D-PEP (amarillo). Las letras del (a) al (g) corresponden a bandas identificadas en los distintos
compuestos.

Tal y como se observa en la Tabla 9, la estrategia de funcionalizacién de D-PEP
con el lipido SP-Mal adquirido logré generar un porcentaje de recuperacion de solidos del
91,21%, del cual casi todo el sélido se encontraba funcionalizado (99,45%), indicando
que la reaccion fue practicamente completa. Con respecto a los espectros ATR-FTIR
(Figura 16), se pudieron identificar bandas comunes de intensidad débil para todos los
compuestos, especificamente, entre 1765 a 1770 cm™ (sefial (a)), bandas de intensidad
media entre 1183 y 1188 ¢cm™! (sefial (b)) y de intensidad débil entre 1377 y 1380 ¢cm™!
(sefial (c)) presentes tanto en el lipido previo y posterior a la reaccidon de funcionalizacion.
A nivel del lipido SP-Mal, se pudieron observar cuatro bandas de intensidad débil a media
a 1471, 1498, 1582 y 1590 cm! (sefial (d)), que desaparecen en el lipido funcionalizado
SP-Mal-D-PEP, observandose s6lo una banda de intensidad débil a 1582 cm™! (sefial (e)).
En cuanto al péptido D-PEP, se observaron dos bandas de intensidad baja a media a 671
y 685 cm™! (sefial (f)) que desaparecen en el lipido funcionalizado con la aparicion de otras
dos bandas de intensidad media a 744 y 879 cm™! (sefial (g)), del péptido (116).

En base a los resultados anteriores, se prosiguid con la funcionalizacion del lipido

adquirido con los péptidos de interés. Para ello, se seleccionaron los péptidos PEP, CAR
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y CLV purificados y se funcionalizaron bajo el mismo protocolo que el descrito para el
péptido D-PEP. Tal y como se muestra en la Tabla 9, todos los péptidos fueron
funcionalizados dptimamente, obteniéndose un porcentaje de funcionalizacion cercano al
100% para los péptidos CAR y CLV, mientras que para el péptido PEP, este porcentaje
fue cercano al 95%, con una recuperacion de so6lidos que fluctia entre un 87 y 89%, para
todos los casos. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en la sintesis de SP-Mal-
D-PEP. De acuerdo con los espectros ATR-FTIR de los sélidos obtenidos (Figura 17), se
pudo observar las sefiales caracteristicas observadas con el lipido SP-Mal-D-PEP, tales
como una banda de intensidad débil a 1589-1590 cm™! (sefial (b)), y dos bandas de
intensidad baja a media entre 718 y 798 cm’! (sefal (c)). Ademas, en cada lipido
funcionalizado, existe la desaparicion de 4 bandas caracteristicas entre 1450 y 1600 cm™!,

que si estd presente en el lipido SP-Mal (sefal (a)).
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Figura 17. Espectros infrarrojos del lipido SP-Mal (azul) y los productos funcionalizados SP-Mal-PEP
(naranja), SP-Mal-CAR (verde) y SP-Mal-CLV (amarillo). Las letras del (a) al (c) corresponden a bandas
identificadas en los distintos compuestos.

3.2.4 Sintesis y caracterizacion fisicoquimica de micelas de nucleo lipidico
A partir del lipido personalizado funcionalizado con los péptidos de interés, se
logrd obtener LCMs a través de la técnica de emulsificacion en caliente de baja energia.

En la Tabla 11, se observan las caracteristicas fisicoquimicas de HD, Pdl y ZP de las
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micelas funcionalizadas con los distintos péptidos y asociadas con Rho con respecto a las
micelas no funcionalizadas vacias y asociadas con Rho como controles. Todas las LCMs
elaboradas presentaron valores de HD dentro de la escala nanométrica, siendo las mas
grandes las micelas vacias (15,9 £ 0,4 nm) en comparacion con las micelas
funcionalizadas con el péptido CAR y asociadas con Rho (13,4 = 0,2 nm). Las
micrografias obtenidas por STEM demostraron que las LCMs presentaron una media de
tamanos entre 14 y 19 nm y formas esféricas (Figura 18). Ademas, todas las suspensiones
elaboradas demostraron ser de baja polidispersion, con valores de PdI menores a 0,3. A
nivel del ZP (Tabla 11), las LCMs no asociadas con Rho ni funcionalizadas con péptido
demostraron presentar un valor de carga superficial negativo (-13,9 £ 1,0 mV), siendo
significativamente menor en comparacion con las particulas no funcionalizadas y
asociadas con Rho (-3,8 + 1,4 mV). Este aumento en el valor de ZP se condice con la
asociacion de Rho a estas micelas (EE = 80,6 £ 0,4%). Por otra parte, las LCMs
funcionalizadas con los distintos péptidos y asociadas con Rho mostraron valores
pequetios de ZP neutros a positivos (PEP = 1,0 + 1,4 mV; CAR =2,6 £ 0,5 mV; CLV =
1,2 £ 0,5 mV) sin diferencias entre ellas. Estos resultados difieren en forma significativa

con respecto a las micelas no funcionalizadas, tanto vacias como asociadas con Rho

Tabla 11. Propiedades fisicoquimicas de las micelas de nucleo lipidico (LCM) elaboradas (n = 3). Valores
que no comparten la misma letra dentro de cada columna demuestran diferencias estadisticamente
significativas (p < 0,05). DL: carga de farmaco; EE: eficiencia de asociacion; HD: diametro
hidrodindmico; N/A: no aplica; Pdl: indice de polidispersion; Rho: rodamina 123; y ZP: potencial zeta.

Micelas HD (nm) PdI ZP (mV) EE (%) DL (x 102 %)
LCM vacia 15,9 + 0,4* 0,170 + 0,006* | -13,9+ 1,0 N/A N/A
LCM-Rho 13,6 +£0,2° 0,190 £ 0,032* -3.8+1,4° 80,6 + 0,4* 21,8 +0,4%

LCM-PEP-Rho 14,4 £ 0,6 0,255 +0,015° 1,0 £1,4° 86,0 +0,3° 25,5+0,1°

LCM-CAR-Rho 13,4 +£0,2° 0,176 +£0,023* 2,6 £0,5° 85,3+0,1° 20,4 £0,2°

LCM-CLV-Rho 153+0,3* | 0,230 £0,029® 1,2+0,5° 82,0 + 0,4¢ 24,9 +0,1¢
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26,39

1355 13,80

Figura 18. Micrografias de las micelas de nucleo lipidico elaboradas: (A) no funcionalizadas y vacias; (B)
no funcionalizadas y con rodamina 123; (C) funcionalizadas con PEP y asociadas con rodamina 123; (D)
funcionalizadas con CAR y asociadas con rodamina 123; y (E) funcionalizadas con CLV y asociadas con

rodamina 123.

3.2.5 Perfil de estabilidad de micelas de nucleo lipidico

Tras la obtencion de las LCMs de interés, se obtuvo el perfil de estabilidad de cada
una de ellas. En términos de estabilidad cinética, todas las micelas fueron almacenadas
por 48 h, a tres temperaturas distintas (4°C, 25 °C, y 37 °C), siendo los parametros de
seguimiento, la medicion de HD, Pdl y ZP. Tal y como lo muestra la Figura 19, se observo
un incremento significativo en el HD de las LCMs no funcionalizadas almacenadas a 37
°C a partir desde las 5 h (46,2 + 4,1 nm, Figura 19A) y 24 h (37,7 £ 8,3 nm, Figura 19B)
en micelas vacias y asociadas a Rho, respectivamente, en comparacion con los valores
obtenidos inmediatamente tras la sintesis y de aquellas almacenadas a temperaturas
menores. Cabe destacar que también se observé un incremento en el HD de las micelas
almacenadas a 4 °C en el tiempo en comparacion con la medicidon tras su sintesis,
observandose diferencias significativas para las LCMs asociadas con Rho a 48 h (33,7 £+
5,5 nm). Ademads, también se pudo observar una tendencia al aumento en los valores de
PdI en ambas LCMs, a lo largo del tiempo. Por otra parte, no se observaron diferencias
significativas en los valores de ZP respecto de los originales, a las tres temperaturas

medidas.
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Figura 19. Estabilidad a 48 h de micelas de nucleo lipidico no funcionalizadas vacias (A) y asociadas con
rodamina 123 (B) expuestas a 4, 25y 37 °C (n = 3). * indica diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos comparados (p < 0,05).

Con respecto a la estabilidad cinética de las distintas LCMs funcionalizadas con
los péptidos de interés y asociadas con Rho, se pudo observar un comportamiento similar
a las LCMs no funcionalizadas (Figura 20). En términos de HD, todas las micelas
funcionalizadas presentaron aumentos significativos a 37 °C, especificamente, a partir de
las 6 h (27,4 £4,5 nm, Figura 20A), 3 h (22,6 = 1,4 nm, Figura 20B) y 5 h (26,5 £ 0,7 nm,
Figura 20C), para las LCMs funcionalizadas con PEP, CAR y CLV, respectivamente.
Incluso, estos valores de HD aumentaron aiin mas tras 48 h de almacenamiento a 37 °C
(LCMs-PEP =46,9 + 4,1 nm; LCMs-CAR =54,3 £ 2,3 nm; LCMs-CLV = 53,1 £ 5,0 nm).
Cabe destacar que también se observo un aumento significativo de las LCMs almacenadas
a4 °C tras 48 h de su sintesis (LCMs-PEP =33,7 + 5,5 nm; LCMs-CAR = 26,1 + 5,7 nm;
LCMs-CLV = 31,3 + 5,6 nm), teniendo la particularidad de que son valores
significativamente menores a los observados a 37 °C. Estos resultados son coherentes con
la observacion de cambios significativos en los valores de PdI de estas micelas. Una

particularidad de las LCMs funcionalizadas y que no se observaron en las LCMs no
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funcionalizadas, es la disminucion significativa en los valores de ZP, a partir de las 24 h
para las LCMs funcionalizadas con PEP (-1,7 £ 0,9 mV) y CLV (-1,8 £ 1,2 mV), y a las
5 h para las aquellas funcionalizadas con CAR (-1,9 £ 0,3 mV), todas almacenadas a 37
°C. También se pudo observar cambios significativos en micelas almacenadas a 4 °C a
partir de las 48 h para las LCMs-PEP (-1,1 £ 0,7 mV) y LCMs-CLV (-1,2+ 0,9 mV), y a
las 6 h para LCMs-CAR (1,1 £ 0,5 mV), sin observar alteraciones a 25 °C.
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Figura 20. Estabilidad a 48 h de micelas de nticleo lipidico asociadas con rodamina 123 y funcionalizadas
con (A) PEP, (B) CAR, y (C) CLV, expuestas a 4, 25 y 37 °C (n = 3). * indica diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos comparados (p < 0,05).

Por otra parte, también se determind el perfil de estabilidad de todas las LCMs

elaboradas expuestas a una rampa de temperatura, como prueba de estrés para estas
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particulas (Figura 21). En ese sentido, todas las micelas mostraron diferencias
significativas en el HD una vez que alcanzaron los 50 °C, en comparacion con las otras
temperaturas medidas (Figura 21A); en donde se obtuvieron valores desde
aproximadamente los 60 nm para las LCMs no funcionalizadas y vacias hasta los 263 nm
para las particulas funcionalizadas con el péptido CLV y asociadas con Rho. Estos
resultados se condicen con valores significativamente mayores de Pdl para las micelas
expuestas a 50 °C, en comparacion con las otras temperaturas (Figura 21B). A nivel del
ZP de las particulas, se observaron diferencias significativas en aquellas particulas que
alcanzaron los 45 y 50 °C en comparacion con las mismas micelas sometidas a
temperaturas mas bajas, en todas las muestras, a excepcion de LCMs no funcionalizadas
y asociadas con Rho, que mostraron una tendencia al aumento en los valores, sin cambios
estadisticamente significativos (Figura 21C). Cabe destacar que, al igual que la
determinacion del perfil de estabilidad cinética, se pudo observar cambios en los valores
de ZP de LCMs funcionalizadas con péptidos, desde valores ligeramente positivos a

ligeramente negativos, a medida que se aumenta la temperatura del sistema.
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Figura 21. Estabilidad de micelas de nticleo lipidico (LCM) en términos de: (A) diametro hidrodinamico,
(B) indice de polidispersion, y (C) potencial zeta, expuestas a una rampa de temperatura de 20 a 50 °C (n =
3). * indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos comparados (p < 0,05). Rho:
rodamina 123.

3.2.6 Perfil de liberacion in vitro de rodamina contenidas en micelas de nucleo
lipidico
Tras la asociacion efectiva de Rho a las LCMs, se procedio a determinar el perfil

de liberacion de la molécula. Este experimento se realizd en condiciones in vitro
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simulando un ambiente fisiologico con PBS pH 7,4 a 37 °C, mediante la técnica de dialisis.
Como primera prueba control, se determind el perfil de difusion de Rho libre a través de
la membrana de dialisis. Tal y como se muestra en la Figura 22, la Rho es capaz de difundir
libremente hacia el medio a través de los poros de la membrana, en donde la difusion de
la molécula comienza rapidamente alcanzando 8,9 + 0,4% a los 5 minutos, aumentando a
71,3 £3,4% y 84,7 £ 3,7% tras 1 y 3 h, respectivamente, manteniéndose este nivel hasta

las 24 h (85,5 £ 4,5%), por lo que el proceso ha alcanzado el equilibrio.
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Figura 22. Perfil de difusion acumulada in vitro de rodamina 123 en PBS pH 7,4 a37 °C (n=3): (A) a 24
h (1440 min) y (B) ampliacion a 3 h (180 min).

En base a los resultados de difusion, se procedi6 a determinar el perfil de liberacion
de Rho a partir de las LCMs funcionalizadas con CLV y, como control, a partir de
particulas no funcionalizadas, en PBS pH 7,4 y a 37 °C. Cabe destacar que se eligieron
estas micelas, debido a que el disefio tedrico de la investigacion busca que estos sistemas
lleguen intactos a circulacion sistémica tras la absorcion bucal y posterior a la escision del
péptido PEP a CLV mediada por la enzima MMP-9, para exponer el fragmento orientador
a cardiomiocitos. Los perfiles de liberacion acumulada de Rho a partir de ambos sistemas
se observan en la Figura 23. En ese sentido, se pudo observar un mayor porcentaje de
liberacion para las LCMs funcionalizadas con el péptido CLV durante todo el transcurso

del experimento, obteniéndose un valor acumulado de 19,1 £+ 2,6%, 85,5 £ 9,8% y 98,9 +
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1,6% a 1, 24 y 72 h para las LCMs funcionalizadas, en comparacion con 6,4 + 1,0%, 21,4
+ 1,8% y 25,9 £ 4,2% para las LCMs no funcionalizadas como control y a los mismos
tiempos. Ademas, el valor de factor de similitud /> de ambos perfiles de liberacion

calculado fue de 18,7, indicando que ambos perfiles son diferentes (f> < 50), confirmando

los hallazgos previamente observados.
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Figura 23. Perfil de liberacion acumulada in vitro de rodamina 123 en PBSpH 7,4y a37°C (n=3),a
partir de micelas de nticleo lipidico sin funcionalizar y funcionalizadas con el péptido CLV: (A)a 72 h,y
(B) ampliacion a 2 h. Las lineas de tendencia de los perfiles de liberacion se ajustaron de acuerdo con el
modelo cinético de Peppas-Sahlin. * indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
comparados (p < 0,05).

Desde el punto de vista cinético, los datos de liberacion acumulada de Rho de
ambos sistemas fueron ajustados de acuerdo con diferentes modelos cinéticos utilizando
el complemento DDSolver para Microsoft Excel (Tabla 12) (110). Segun los valores de
coeficiente de determinacion ajustado (R?), se pudo observar que los mejores modelos
cinéticos para la liberacion de Rho son el de Higuchi, Korsmeyer-Peppas y Peppas-Sahlin
a partir de las LCMs no funcionalizadas, y primer orden, Higuchi, Korsmeyer-Peppas y
Peppas-Sahlin en las LCMs funcionalizadas con el péptido CLV. A pesar de que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre los valores de R? de estos modelos
matematicos, el modelo cinético que mejor se ajusta a ambos perfiles de liberacion es el
de Peppas-Sahlin (R?= 0,961 + 0,013 para las LCM-Rho y R’= 0,977 + 0,005 para las
LCM-CLV Rho).
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Tabla 12. Parametros cinéticos ajustados a los distintos modelos de los perfiles de liberacion de rodamina
123 (Rho) desde micelas de nucleo lipidico (LCM) sin funcionalizar y funcionalizada con el péptido CLV
(n =3). Valores que no comparten la misma letra dentro de cada columna demuestran diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05).

Modelo cinético Parametro LCM-Rho LCM-CLY Rho
Orden cero k 0,48 £0,07 1,81 +0,15
Q=kt+b R’ 0,449 £0,115° 0,446 + 0,045
Primer orden k 0,01 £0,00 0,12+ 0,05
Q =100 x (1 — e~k R’ 0,503 +£0,116 0,944 + 0,039
Higuchi k 3,57+£0,50 14,37 £ 1,26
Q = kt%° R’ 0,851 + 0,056 0,894 + 0,016
k 5,33£1,42 19,88 £ 5,14
Korsmeyer-Peppas
n 0,40 £ 0,15 0,44 + 0,06
Q = kt™
R’ 0,772 + 0,089° 0,892 + 0,052°
ki 7,11 £ 0,66 25,34 £2,82
Peppas-Sahlin k> -0,49 £ 0,06 -1,47 £0,25
Q = kyt™ + k,t2™ m 0,45 + 0,00 0,45 + 0,00
R’ 0,961 +0,013° 0,977 + 0,005
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3.3 Permeacion bucal ex vivo de micelas de nucleo lipidico

La determinacion de la permeacion ex vivo de las LCMs se realiz6 a través de las
celdas de difusion de Franz, utilizando mejillas de cerdo como modelo de epitelio bucal,
en buffer fosfato pH 6,8 y a 37 °C. Se utilizaron las LCMs funcionalizadas con PEP, que
contiene el fragmento potenciador de la permeaciéon y LCMs no funcionalizadas como
control, en donde la Rho sirvi6 como molécula modelo, gracias a su fluorescencia.
Ademas, se compar6 como control la permeacion de esta molécula libre en solucion. Tal
y como se muestra en la Figura 24, la permeacion acumulada de las LCMs es
relativamente baja, alcanzando no mas del 2% a 60 minutos. Pese a ello, se puede observar
que, a los 6 minutos, las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP demostraron aumentar
significativamente la permeacion de Rho (0,41 £ 0,09%), en casi dos y cuatro veces en
comparacion con las LCMs no funcionalizadas (0,23 + 0,05%) y Rho libre en solucién
(0,11 £ 0,02%), respectivamente. Esta observacion se mantiene relativamente constante
en casi todos los puntos analizados. Al finalizar el experimento a los 60 minutos, se pudo
observar que la permeacion acumulada de Rho a partir de LCMs funcionalizadas con PEP
alcanzo 1,26 £+ 0,26%, siendo casi dos veces mas que las LCMs no funcionalizadas (0,72
+ 0,08%) sin observar diferencias estadisticamente significativas; sin embargo, si se
compara con Rho libre en solucion (0,19 £ 0,05%), las LCMs funcionalizadas lograron
aumentar significativamente en casi 7 veces la permeacion de la molécula fluorescente a
través del modelo de epitelio bucal. Ademas, se determinaron los parametros de difusion
Jss y permeabilidad Py, a través del andlisis de los perfiles de permeacion acumulada ex
vivo de las muestras estudiadas (Tabla 13). Las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP
demostraron presentar significativamente una mayor difusiéon en estado estacionario a
través de la mucosa bucal (0,468 + 0,180 pg/cm?h), en comparacion con las LCMs sin
funcionalizar (0,018 + 0,002 pg/cm?h) y Rho libre en solucion (0,014 + 0,003 pg/cm?h).
Asimismo, estas micelas funcionalizadas fueron capaces de atravesar la mucosa bucal
(70,30 + 27,30 cm/h), siendo 26 y 32 veces mayor en comparacion con las micelas no

funcionalizadas (2,65 £ 0,36 cm/h) y Rho en solucion (2,14 + 0,38 cm/h), respectivamente.
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Figura 24. Perfil de permeacion acumulada ex vivo de rodamina 123 (Rho) libre en solucion, en micelas

de nucleo lipidico (LCM) no funcionalizadas y funcionalizadas con el péptido PEP, en buffer fosfato pH

6,8 a37°C (n=75). Aindica diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos comparados
y @ entre las micelas funcionalizadas o no funcionalizadas y rodamina libre (p < 0,05).

Tabla 13. Parametros de flujo de difusion en estado estacionario (Jis) y permeabilidad aparente (Payp) de
los perfiles de permeacion de solucion de rodamina 123 (Rho) libre, micelas de nucleo lipidico (LCM) no
funcionalizadas y funcionalizadas con PEP y asociadas con Rho (n = 5). Valores que no comparten la
misma letra dentro de cada columna demuestran diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05).

Muestra Jys (ug/cm’h) Py (cm/h)

Rho libre 0,014 + 0,003 2,14 £0,38*

LCM-Rho 0,018 £ 0,002° 2,65 £0,36"
LCM-PEP Rho 0,468 +0,180° 70,30 +27,30°

3.4 Escision in vitro de secuencia sensible a metaloproteinasa de la matriz-9

Una vez determinada la permeacion bucal potenciada de Rho asociadas a las LCMs
funcionalizadas con el péptido PEP, se procedi6 a evaluar la escision in vitro de la
secuencia sensible y bioactivable por MMP-9 (GPQGIAGQ). Para ello, como primera
prueba se procedid a determinar la concentracion 6ptima de MMP-9 para posteriormente
determinar la cinética de escision del fragmento sensible. Este ensayo se llevo a cabo con
la secuencia PEP libre en solucion. Tal y como se muestra en la Figura 25, se pudo
observar que el porcentaje de escision del fragmento sensible contenido en el péptido PEP

aumenta a medida que la concentracion de la enzima también se incrementa. En ese
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sentido, se obtuvo una escision de 25,7 £ 2,7% tras la exposicion a 100 ng/mL de MMP-
9, aumentando a mas del doble (57,5 + 7,8%) a 400 ng/mL de enzima y, a partir de ahi,
manteniéndose relativamente constante hasta alcanzar un 65,5 + 8,9% tras la exposicion

a 700 ng/mL de MMP-9.
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Figura 25. Escision in vitro a 24 h del péptido PEP libre en solucion expuesto a distintas concentraciones
de metaloproteinasa de la matriz-9 (MMP-9) (r = 3). La linea de tendencia de los perfiles de liberacion se
ajusto de acuerdo con el modelo de Michaelis-Menten.

Una vez fijada la concentracion de trabajo para la enzima MMP-9, se procedid a
evaluar la cinética del proceso de escision del péptido PEP libre y en solucion, en
comparacion con el péptido D-PEP, que presenta isomeros D en los aminoacidos que
componen la secuencia activable por MMP-9, como control y para determinar si la enzima
tendria estereoespecificidad en su actividad endopeptidasa. En la Figura 26, se puede
observar la cinética de escision de ambos péptidos en solucion, sometidos a una
concentracion de 450 ng/mL de MMP-9, aumentando a medida que incrementa el tiempo
de exposicion. Tras 1 h, el porcentaje de escision de PEP (3,2 + 2,8%) no difirio
significativamente del D-PEP (4,7 + 2,8%), aumentando hasta 33,2 £ 3,2% y 28,4 £ 9,0%,
respectivamente, tras 6 h, sin diferencias estadisticamente significativas. Sin embargo, a
partir de 12 h se puede observar un porcentaje de escision significativamente mayor del
péptido PEP (55,9 + 5,3%) en comparacion con D-PEP (31,3 £ 6,3%). Esta tendencia
significativamente mayor se mantiene tras 24 h, observandose un porcentaje de escision

de 66,5 +2,2% y 35,1 £ 4,8% para los péptidos PEP y D-PEP, respectivamente.
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Figura 26. Cinética de escision de los péptidos PEP y D-PEP expuestos a 450 ng/mL de metaloproteinasa
de la matriz-9 (n = 3). Las lineas de tendencia de los perfiles de escision se ajustaron de acuerdo con el
modelo de Michaelis-Menten. * indica diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
comparados (p < 0,05).

En base a la capacidad de MMP-9 de reconocer el fragmento sensible en el péptido
PEP, se procedi6 a estudiar la cinética de escision del péptido funcionalizado sobre la
superficie de las LCMs. Es importante demostrar esta actividad catalitica sobre el péptido
PEP funcionalizado en las LCMs, ya que simularia el proceso de activacion posterior a la
permeacion bucal, para exponer el fragmento orientador a cardiomiocitos. Tal y como se
muestra en la Figura 27, se observa una cinética de escision creciente en el tiempo,
alcanzando un 3,8 + 1,2% tras 1 h, y casi 6 veces mdas (21,2 + 3,5%) después de 6 h. A

partir de ahi, el porcentaje de escision muestra un aumento, aunque a menor ritmo, hasta

alcanzar 30,5 £ 8,3% y 40,6 + 9,4% tras 12 y 24 h de ensayo, respectivamente.
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Figura 27. Cinética de escision del péptido PEP funcionalizado sobre las micelas de nucleo lipidico
expuestos a 450 ng/mL de metaloproteinasa de la matriz-9 (n = 3). La linea de tendencia del perfil de
escision se ajustd de acuerdo con el modelo de Michaelis-Menten.
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3.5 Ensayo in vitro de union a cardiomiocitos de micelas de nucleo lipidico
funcionalizadas con péptido

Una vez determinada la capacidad de mantener la sensibilidad a la actividad
proteasa de la MMP-9 del fragmento GPQGIAGQ del péptido PEP en las LCMs
funcionalizadas, se procedio a determinar la union de la secuencia remanente presente en
las LCMs a los cardiomiocitos. Cabe recordar que la escision del fragmento sensible a
MMP-9 es entre los residuos G e I de la secuencia, por lo tanto, la secuencia final del
péptido remanente en las LCMs seria CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQG (CLV),
que contiene la secuencia orientadora a cardiomiocitos
(WLSEAGPVVTVRALRGTGSW) y los cuatro residuos remanentes (GPQG) producto
de la escision. En ese sentido, como primer ensayo se determino la influencia de los cuatro
residuos remanentes sobre la unioén de la secuencia orientadora de cardiomiocitos, que
corresponde a la secuencia CLV, en comparacion con los péptidos controles, que contiene
solo la secuencia orientadora (CAR) y otro scramble de la secuencia CAR (SCR), todos
acoplados con un marcador fluorescente, la CF y disponibles en solucion con DMSO
(Figura 28). Tal y como se aprecia en las micrografias de fluorescencia a campo abierto
(Figura 28A), se pudieron observar diferencias en el canal verde entre los distintos
péptidos a una concentracion de 10 pM. En términos de intensidad de fluorescencia
medidas en unidades arbitrarias (UA) por célula (Figura 28B), el péptido CF-CLV
presenta una menor intensidad de fluorescencia (31,8x 10° + 15,1 x 10° UA/célula) en
comparacion con el péptido CF-CAR como control (603,2 x 10° + 178,8 x 10° UA/célula),
lo que se traduce en una union a cardiomiocitos significativamente menor; sin embargo,
el péptido CF-CLV muestra una unioén a cardiomiocitos 27 veces mayor en términos de
intensidad en comparacion con el secuencia scramble CF-SCR (1,2 x 10° + 0,5 x 10°

UA/célula).
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Figura 28. Union de los péptidos fluorescentes conjugados con 5(6)-carboxifluoresceina (CF) a 10 uM a
cardiomiocitos de ratas neonatas: (A) micrografias de fluorescencia de campo abierto con filtro verde
(CF), azul (Hoechst 33342 para tincion nuclear), y combinadas, la barra representa una escala de 55 pm; y
(B) intensidad de fluorescencia de CF de los distintos péptidos (n = 4). Letras distintas indican diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos comparados (p < 0,05). DMSO: dimetilsulfoxido.

Por otra parte, si se comparan la unién a cardiomiocitos a diferentes
concentraciones de péptidos CF-SCR (Figura 29A) y CF-CLV (Figura 29B), se pudo
observar que la unidn a las células presenta un efecto dependiente de la concentracion, en
donde a 50 uM de CF-CLV (625,9 x 103 £ 59,0 x 10° UA/célula) se obtuvo una intensidad
de fluorescencia (Figura 29C) y, por tanto, de union significativamente mayor en
comparacion con 10 y 25 uM (207,9 x 10° + 92,1 x 10° UA/célula), observandose el

mismo comportamiento para el péptido CF-SCR. Cabe destacar, que no se estudio el

efecto de la concentracion del péptido control CF-CAR, debido a que ya mostraba una

71



alta intensidad de fluorescencia a 10 uM vy, por tanto, su capacidad de union a

cardiomiocitos.
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Figura 29. Unioén a cardiomiocitos de ratas neonatas a diferentes concentraciones de péptidos
fluorescentes conjugados con 5(6)-carboxifluoresceina (CF, verde) usando Hoechst 33342 (azul) como
tincion nuclear: (A) micrografias de fluorescencia a campo abierto del péptido scramble CF-SCR; (B)

micrografias de fluorescencia a campo abierto del péptido CF-CLV; y (C) intensidad de fluorescencia de
CF de los distintos péptidos (rn = 4). La barra representa una escala de 55 um. * indica diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos comparados (p < 0,05). DMSO: dimetilsulfoxido.

Posterior a los ensayos de union de los péptidos libres a cardiomiocitos, se
procedié a determinar la unién de las LCMs funcionalizadas con el péptido de interés
CLV y asociadas con el marcador fluorescente Rho, en comparacién con micelas sin
funcionalizar y funcionalizadas con el péptido CAR, como controles (Figura 30). Tal y
como se muestra en la Figura 30A, las micrografias de fluorescencia a campo abierto
mostraron que las LCMs funcionazalidas con el péptido CLV fueron capaces de unirse a

los cardiomiocitos (canal verde), al igual que las LCMs sin funcionalizar y

funcionalizadas con el péptido control CAR. En términos de intensidad de fluorescencia
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(Figura 30B), se pudo corroborar que las LCMs funcionalizadas con el péptido CLV
presentaronn una fluorescencia del fluor6foro Rho 14 veces menor (143,2 x 10° + 48,8 x
10> UA/célula) en comparacion con las LCMs funcionalizadas con el péptido control CAR
(1971,3 x 10° + 333,0 x 10° UA/célula). Sin embargo, las LCMs funcionalizadas con el
péptido CLV demostraron presentar una unidén 5 veces mayor en comparacion con las
LCMs cuya estructura no contiene ningun péptido (26,6 x 10° + 9,8 x 10° UA/célula). Con
ello, los resultados obtenidos asociados con la unidén a cardiomiocitos de las LCMs

funcionalizadas muestran un comportamiento idéntico al observado con los péptidos

libres en solucion.
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Figura 30. Unién de las micelas de nucleo lipidico (LCM) asociadas con rodamina 123 (Rho) con o sin
funcionalizacion del péptido CAR o CLV a cardiomiocitos de ratas neonatas: (A) micrografias de
fluorescencia de campo abierto con filtro verde (Rho), azul (Hoechst 33342 para tincion nuclear), rojo
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(AlexaFluor™ 568 (AF568) como marcador de troponina T de cardiomiocitos) y combinadas, la barra
representa una escala de 55 um; y (B) intensidad de fluorescencia de Rho de las distintas muestras (n = 4).
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre los grupos comparados (p < 0,05).

4, Discusion

4.1 Sintesis, purificacion, identificacion y caracterizacion de la estructura

secundaria de péptidos
4.1.1 Sintesis, purificacion e identificacion de péptidos

Todos los péptidos sin el marcador fluorescente CF propuestos para el disefio fueron
sintetizados y separados dptimamente a través de las técnicas de sintesis en fase solida y
FPLC, respectivamente, con una pureza mayor al 95%; ademas, la identidad de todos los
péptidos fueron correctamente confirmados a través de LCMS (Tabla 4). Por otra parte,
también se lograron sintetizar y purificar los péptidos conjugados con CF, obteniéndose
valores de pureza sobre el 95%, a excepcion del péptido CF-CLV (Tabla 6). Esto pudo
estar relacionado con un proceso deficiente de separacion de los grupos protectores en la
fase de desproteccion y posterior lavado para dicho péptido, o bien pudo haber requerido
de otras estrategias de purificacion dado el mayor peso molecular en comparacion con los
otros dos péptidos (CF-CAR y CF-SCR), como cromatografia por interaccion hidrofobica
(HIC, del inglés hydrophobic interaction chromatography). La HIC es una técnica de fase
reversa que se basa en la adsorcion del analito a la fase estacionaria por interacciones
hidrofdbicas, por ejemplo, fuerzas de van der Waals, y a través de una gradiente de pH de
soluciones buffer como fase movil, estos analitos adsorbidos son capaces de ionizarse
secuencialmente y eluir con la fase mévil para ser recolectados (117). Esta separacion es
ampliamente utilizada para remover las distintas impurezas como agregados dentro de una
solucidon que contiene el péptido de interés (117,118). Por ende, esta técnica podria ser
considerada como opcion para futuras separaciones de péptidos similares a los propuestos.
Pese a ello, todos los péptidos obtenidos fueron dptimamente liofilizados (Tabla 7) y
almacenados hasta su uso.

En términos de las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos sin marcador

fluorescente predichos a través de sus respectivas secuencias peptidicas (Tabla 5), las
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principales diferencias se pudieron observar en los parametros de indice de alifaticidad y
GRAVY. El indice de alifaticidad de un péptido o proteina se define como el volumen
relativo ocupado por las cadenas laterales de los aminoacidos alifaticos, especificamente
alanina (A), valina (V), leucina (L) e isoleucina (I) (119). Para ello, se ha relacionado este
indice con la estabilidad térmica de proteinas, en donde valores mas altos de indice de
alifaticidad se asocia con una mayor estabilidad de estas macromoléculas (120). Esto
puede deberse principalmente a un incremento en la hidrofobicidad de los péptidos y
proteinas, propiciando la formacion de interacciones hidrofobicas y asociandose con un
cambio considerable en la energia libre de las moléculas, generando estructuras mas
termoestables (121). Por lo tanto, en términos de indice de alifaticidad, el péptido PEP es
el que muestra el valor nimero mas alto (106,06) en comparacion con los péptidos CAR,
SCR y CLV (88,10; 88,10; y 74,00; respectivamente), demostrando ser el mas
termoestable, debido a la mayor presencia de aminoacidos alifaticos, especificamente
residuos de valina. Ademas, al comparar la estabilidad térmica con otras macromoléculas,
incluyendo enzimas vegetales y proteinas y toxinas bacterianas, que mostraron valores de
indice de alifaticidad en un rango entre 66 a 143 y reportadas como estables
(119,120,122,123), todos los péptidos disefiados en el presente estudio se considerarian
termoestables.

Por otra parte, el valor GRAVY es una medida del grado de hidrofobia o hidrofilia
de un péptido o proteina. Este indice se obtiene a través de la suma de los valores de
hidropatia de todos los aminoacidos dividida por la longitud de la secuencia, en términos
de niumero de aminodacidos (124). Los valores de hidropatia de los aminoacidos se basa en
la estructura de la cadena lateral de cada residuo, determinado por Kyte y Doolittle (125).
En ese sentido, el rango de valores para la mayoria de las proteinas conocidas y estudiadas
comprende entre -2 y 2, en donde valores negativos implica que la molécula es mas
hidrofilica, mientras que valores positivos se asocia con un mayor grado de hidrofobia
(124). Por tanto, el péptido PEP es el que presenté mayor valor GRAVY (0,59) en
comparacion con los otros péptidos. Esto se debe a la mayor presencia de aminoacidos

valina, asociados al fragmento potenciador de la permeacion bucal, ya que corresponde a
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un aminodcido con caracteristicas alifaticas e hidrofobicas (126), en comparacion con los
péptidos CAR y SCR (GRAVY = 0,30 para ambos). Estos resultados son concordantes
con el indice de alifaticidad asociado principalmente a los residuos de valina de este
péptido. Una particularidad se asocia con el péptido CLV, que presenta un valor GRAVY
de 0,01, siendo, por tanto, el menos hidrofébico de los cuatro péptidos disefiados. Esto
puede deberse a la presencia en su extremo C-terminal de un residuo de glutamina, que se
caracteriza por ser un aminoacido polar, lo que aportaria una mayor solubilidad acuosa o
hidrofilia (126). En ese sentido, las caracteristicas hidrofilicas o hidrofébicas de un
péptido o proteina pueden influir ampliamente en su estructura, propiedades
fisicoquimicas y capacidad de agregacion (127,128), que finalmente impactarian en la
actividad bioldgica de interés que se pretende alcanzar con estas macromoléculas.
4.1.2 Caracterizacion de estructura secundaria de péptidos

Los resultados de la estructura secundaria de los péptidos sintetizados fueron
determinados a través de espectroscopia de dicroismo circular, tal y como se muestra en
la Figura 10. Cabe destacar que esta técnica se basa en la excitacion de las transiciones
electronicas de cromoéforos, especificamente los enlaces peptidicos, utilizando la zona del
espectro UV lejano (180 a 260 nm) de una luz circular polarizada. Dado que los
aminodcidos presentan centros quirales o carbonos asimétricos (a excepcion de glicina),
los péptidos y proteinas pueden mostrar una absorcion diferencial de luz polarizada y, por
tanto, considerarse como moléculas dpticamente activas (129). En base a esta absorcion
diferencial, es que se pueden observar sefiales caracteristicas en el espectro de dicroismo
circular para cada conformacion de estructura secundaria de péptidos y proteinas,
incluyendo hélice o, laminas B (paralelas y antiparalelas), y otras conformaciones
desordenadas u organizadas al azar que pueden consistir en giros y fragmentos extendidos
o plegados en forma irregular con angulos diedros @ y ¥ especificos, y que pueden
ubicarse entre dos segmentos adyacentes con una conformacion definida (129,130). En
ese sentido, péptidos y proteinas con estructuras hélice o presenta una banda positiva a
193 nm y bandas negativas tanto a 208 y 222 nm. Por otra parte, las estructuras laminas f3

tienden a presentar una banda positiva a 195 nm y negativa a 218 nm. En cambio, las
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proteinas con estructuras ordenadas al azar presentan bandas negativas a 195 nm y muy
baja elipticidad a 210 nm (131). En ese sentido, los péptidos PEP, CAR y CLV
demostraron presentar una estructura mayormente desordenada u organizada al azar, ya
que se obtuvieron valores negativos de elipticidad a 195 nm (entre -5 a -20 deg-cm?/dmol)
y 220 nm (-6 a -11 deg-cm?/dmol); mientras que el péptido SCR mostré una conformacion
secundaria mas estructurada de tipo hélice a, con valores positivos a 193 nm (2
deg-cm?/dmol) y negativos a 208 nm (-15 deg-cm?/dmol) y 222 nm (-4 deg-cm?/dmol).

Tal y como se observa en la Tabla 8 y en concordancia con los resultados obtenidos
a través de espectroscopia de dicroismo circular, todos los péptidos sintetizados mostraron
una estructura secundaria predicha principalmente aleatoria, desordenada u organizada al
azar (mayor al 65%). Ademas, se estimaron que los péptidos PEP, CAR y CLV
presentaron ciertas regiones en donde la estructura secundaria adoptaron una
conformacion de tipo lamina B. Los valores idénticos obtenidos para los tres péptidos se
deben probablemente a que presentan una secuencia peptidica en comin asociada a los
primeros 21 aminoécidos, en donde se podria prever la presencia de estructuras
secundarias organizadas de tipo hélice a y ldmina B. Por otra parte, el péptido SCR
demostro presentar una estructura mayoritariamente de tipo hélice a por sobre la ldmina
B, en concordancia con el andlisis realizado anteriormente. Una medida de la precision de
la estimacion realizada es la magnitud del error méximo estimado, que considera la suma
total de las predicciones de error entre el valor experimental y el valor predicho de
elipticidad de las estructuras hélice o y lamina f. Por lo tanto, a mayor valor de este error,
menor sera la precision de los resultados estimados (104). Un valor por sobre 0,32, tal y
como lo reflejado en la Tabla 8, es un valor considerado alto, por lo que la estimacion
puede no ser precisa, sin embargo, con estos resultados se puede observar una tendencia
de estructura general de los péptidos sintetizados.

Por otra parte, tal y como se observa en la Tabla 9, se confirma la estructura
mayormente organizada al azar de los péptidos PEP, CAR y CLV, con un fragmento
intermedio en comun dentro de la secuencia orientadora a cardiomiocitos (VVTVRAL)

que podria adoptar una conformacion tipo lamina 3; ademas, en el caso de PEP, también
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se puede observar una estructura lamina 3 cercano al extremo C-terminal (QVVYV). En el
caso del péptido SCR, se observa la presencia de estructura hélice o en el segmento
intermedio compuesto por los aminoacidos VARLTRL. Cabe destacar que este programa
estd validado como un método simple y rdpido para la prediccion de la estructura
secundaria de péptidos y proteinas solo a partir de la introduccion de la secuencia de
aminodcidos, utilizando algoritmos especificos y variables estadisticas demostrando ser
unos de los programas con mas alta precision y correlacion para 188 secuencias distintas
en cuanto a la predicciébn de sus estructuras secundarias, en comparacion con las
reportadas en la base de datos del Archivo Europeo de Variaciones (EVA, del inglés
European Variation Archive) (132,133).

La estructura secundaria de un péptido o proteina es un aspecto importante que se
relaciona con la dindmica y la funcion de la misma (134). Cabe destacar que la estructura
secundaria de un péptido y proteina se mantiene gracias a la presencia de interacciones
intramoleculares, principalmente por puentes de hidrégeno entre el hidrégeno de la amida
de un enlace peptidico y el oxigeno carbonilico de otro enlace peptidico. Estos enlaces
también pueden establecerse con los distintos grupos funcionales presentes en la cadena
lateral, que dependerd de cada aminodcido. En ese sentido, la adopcion de una estructura
secundaria definida puede estar influenciada por la tendencia intrinseca de cada
aminodcido a adoptar una cierta conformacion, la interaccion entre las cadenas laterales
de los aminoacidos de una misma secuencia, el volumen de dichas cadenas laterales e
incluso, el pl de los aminoacidos y el pH con que se solubiliza el péptido para los
experimentos (130,135). En ese sentido, la estructura secundaria es la base para que
proteinas puedan adoptar una estructura mas ordenada y compleja (estructura terciaria y,
hasta, cuaternaria), siendo relevante para la generacion de interacciones con las moléculas
diana en el organismo, a través de la union proteina-blanco (134,136). Asimismo, se ha
reportado que algunas modificaciones en la estructura secundaria de proteinas estan
relacionadas con la aparicion y desarrollo de algunas enfermedades, incluyendo las
encefalopatias espongiformes, amiloidosis y la enfermedad de células falciformes (137).

Cabe destacar que una estructura secundaria aleatoria, desordenada u organizada al azar
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de una proteina fue asociada con una baja viabilidad y una mayor toxicidad celular en
comparacion con estructuras mas ordenadas; sin embargo, Tretyachenko y cols. han
demostrado que muchas proteinas con una estructura secundaria mayoritariamente
desordenada mostraron una menor propension a la agregacion y mayor tolerancia in vivo,
pudiendo representar puntos de origen ventajosos para una mayor evolucion hacia
proteinas funcionales solubles, en comparacion con secuencias con orden estructural (138).
Por consiguiente, los distintos péptidos elaborados mostraron una estructura secundaria
principalmente desordenada u organizada al azar, con ciertas regiones mas ordenadas,
pudiendo ser relevante e importante para ejercer las funciones para las cuales fueron
disefiadas.
4.2 Sintesis y funcionalizacion de micelas de nucleo lipidico
4.2.1 Sintesis de cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo

A través de la sintesis quimica a partir de los reactivos B-alanina, anhidrido
maleico y SOCl> se logr6 la obtenciéon del cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-
pirrolidinpropanoilo. A nivel de espectro de ATR-FTIR (Figura 11), la sefal (a)
identificada puede corresponder al estiramiento asociado al doble enlace entre los 4tomos
de carbono y oxigeno de los grupos carbonilos presentes en el anillo succinimida. Por otra
parte, la senal (b) podria estar asociada con el estiramiento entre los 4tomos de carbono y
oxigeno del grupo carbonilo asociado al cloruro de acido. En ese sentido, el
desplazamiento diferencial en la frecuencia de la sefial del grupo carbonilo del cloruro de
acido de los grupos carbonilos asociados al nucleo de succinimida se debe a la
electronegatividad del 4tomo cloro. Los 4tomos de haldégeno son capaces de quitar
densidad electrénica al carbonilo por efecto inductivo atractor, convirtiendo el enlace o
del carbonilo en uno mucho mas polar con una carga positiva parcial (116). Las senales
(c) y (d) identificadas pueden ser relacionadas con las vibraciones del enlace carbono sp?
e hidrogeno de los grupos metilenos presentes en la cadena alifatica hidrocarbonada del
cloruro de 4cido y al estiramiento del enlace entre los atomos de carbono y cloro del anillo

succinimida, respectivamente.
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De acuerdo con los resultados de H'-NMR del cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-
pirrolidinpropanoilo (Figura 12), la sefial (a) que integra para un proton esta relacionada
al tinico proton del carbono quiral de la molécula y se encuentra a campo alto producto
del efecto de la electronegatividad del atomo de cloro. La sefal (b), que integra para dos
protones, se asocia con los protones pertenecientes al grupo metileno de la cadena
hidrocarbonada inmediatamente vecino al nitrogeno del anillo succinimida. Tanto las
sefiales (c) y (d), que integran para 1 protéon cada una, corresponden a los protones
presentes en el carbono no quiral del grupo succinimida y que al encontrarse en la
proximidad a un carbono quiral unido a un haldégeno, las sefiales de dichos protones se
tienden a separar de acuerdo con la orientacion espacial que adoptaria en un momento
determinado. Por ultimo, la sefial (e), que integra para dos protones, fue asignada a los
protones presentes en el grupo metileno en posicion a al carbonilo del cloruro de acido.
Estos resultados obtenidos fueron similares a lo reportado para el mismo material obtenido
por Jiy cols. (106). Por lo tanto, dados los resultados de ATR-FTIR y 'H-NMR, se puede
confirmar que el producto solido obtenido tras la reaccion de sintesis entre -alanina y
anhidrido maleico corresponde al derivado succinimida, cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-
pirrolidinpropanoilo, sirviendo como reactivo para la reaccion de sintesis del lipido-
maleimida.

4.2.2 Sintesis de Gelucire 44/14®-maleimida

La sintesis de Gelucire 44/14®-maleimida implica la utilizacion de la reaccion
propuesta por Ji y cols. (106). Esta reaccion se basa en la presencia del grupo hidroxilo
libre que presenta la fraccion de PEG que contiene Gelucire 44/14% con el halogeno del
cloruro de acido, en presencia de DMAP, como catalizador. Ademads, la adicion de
sustancias basicas como piridina y TEA permitiria la conversion del grupo succinimida a
maleimida. De acuerdo con los espectros de ATR-FTIR (Figura 13), las senales (a) y (b)
identificadas se pueden asociar con el estiramiento generado por el enlace entre los d&tomos
de carbono e hidrogeno de la cadena hidrocarbonada del 4cido graso del lipido, mientras
que la sefial (c) estaria principalmente relacionada con el estiramiento entre el atomo de

carbono y oxigeno presente en los grupos alcoholes del glicerol sustituido y del fragmento
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de PEG del polimero lipidico (139). Por lo tanto, todas estas bandas identificadas
coinciden con la identificacién de Gelucire 44/14®, describiéndose como una mezcla de
mono-, di- y triglicéridos y mono- y diésteres de acidos grasos, glicerol y PEG (30), y que
estarian presentes también en el producto deseado Gelucire 44/14®-maleimida. Los
cambios esperados que no fueron observados, siendo caracteristicas diferenciales entre el
material de partida y el producto final, fueron la apariciéon en el espectro del sélido
obtenido de una banda de mediana intensidad asociada con las vibraciones del enlace
carbono sp? e hidrogeno del niicleo maleimida, a una frecuencia de 3020 a 3100 cm™!, y
una banda asociada al estiramiento del enlace o entre los dos carbonos sp? de la maleimida
entre 1640 a 1680 cm™!. Estos resultados fueron confirmados con los resultados de los
espectros de H!-NMR (Figura 14), los difractogramas de XRC (Figura 15A) y
calorigramas de DSC (Figura 15B). En ese sentido, la caracteristica diferencial que se
podria haber observado en el espectro de H'-NMR de Gelucire 44/14®-maleimida es la
aparicion de una sefial caracteristica a campo alto, tal y como lo reportado por Ji y cols.
(0 6,89 ppm) (106), integrando para dos protones correspondientes a los carbonos
simétricos del grupo maleimida, formado por la eliminacion de HCI del derivado
succinimida. En el caso de los calorigramas, pese a que se mostraron diferencias en el
punto de fusion de Gelucire 44/14® previo y posterior a la reaccion de conjugacion, estos
resultados no serian suficientes para indicar que si existen diferencias estructurales entre
ambos solidos.

La baja recuperacion de solidos tras la reaccion de conjugacion entre Gelucire
44/14® y el cloruro de 3-cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo para la obtencion de
Gelucire 44/14®-maleimida, puede deberse a la baja eficiencia en el proceso de separacion
de ambos productos, en donde el lipido conjugado podria haberse arrastrado en los lavados.
Ademas, la incapacidad de determinar diferencias en la estructura quimica entre el
material de partida y el producto obtenido podria estar relacionado con dos posibles causas:
el rendimiento de la reaccion fue efectivamente bajo dado por la cantidad de cloruro de 3-
cloro-2,5-dioxo-1-pirrolidinpropanoilo usada en relacion al lipido y, por tanto, los

métodos de caracterizacion propuestos no fueron lo suficientemente sensibles para
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distinguir el material funcionalizado del no funcionalizado; o bien, la reaccion de
conjugacion se ve estéricamente dificultada, en donde el grupo hidroxilo del PEG presente
en la matriz lipidica se ve espacialmente impedido, dada su composicion, haciendo que
este grupo no reaccione de forma Optima con el derivado succinimida. Independiente de
la causa de la baja recuperacion y en vista de estos resultados, se procedio a disefiar el
lipido-maleimida deseado SP-Mal (Figura 8) para ser enviado a una empresa externa para
su sintesis y adquisicion. Este lipido personalizado tiene la caracteristica de presentar en
su estructura un acido estearico simulando la parte lipidica de Gelucire 44/14® y su
longitud espacial, un segmento interno de PEG con un MW de 1.500 Da idéntico al
reportado para el polimero lipidico, y un extremo propanamida conjugado con el grupo
maleimida, siendo este Gltimo grupo, importante para la reaccion de funcionalizacion con
los péptidos deseados a través de la estrategia quimica maleimida-tiol.
4.2.3 Funcionalizacion del lipido con péptido

La utilizacion del lipido comercial adquirido SP-Mal para la funcionalizacion con
el péptido surgié de la problematica en la sintesis de Gelucire 44/14®-maleimida. Todos
los lipidos funcionalizados con los péptidos obtuvieron un porcentaje de funcionalizacién
entorno o superior al 95% con un porcentaje de recuperacion cercano al 90% (Tabla 10),
siendo, por tanto, reacciones altamente optimas. Con respecto a la identificacién del
producto obtenido del ensayo preliminar de funcionalizacion entre el lipido SP-Mal y el
péptido D-PEP, los espectros ATR-FTIR (Figura 16) mostraron sefiales caracteristicas.
En ese sentido, la sefial (@), comun para todos los compuestos evaluados, fue asociada con
el estiramiento entre los atomos de carbono y oxigeno del grupo carbonilo de tipo éster
presente en la union entre el acido graso y PEG del fragmento lipidico y los carbonilos de
tipo amida de los enlaces peptidicos. Las senales (b) y (c) presentes en los lipidos previo
y posterior a la funcionalizacion se relacionan con el estiramiento del enlace entre el
carbono y oxigeno alcoxilo del éster y del enlace entre el carbono y nitrogeno del grupo
maleimida, respectivamente (116). A nivel del lipido SP-Mal no funcionalizado, las cuatro
bandas identificadas (sefal (d)) corresponden a la vibracion y estiramiento del enlace &t

entre los atomos de carbono sp? de la maleimida, que desaparecen tras la funcionalizacion
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en el lipido funcionalizado SP-Mal-D-PEP, en conjunto con la aparicion de la senal (e),
caracteristica del estiramiento del enlace entre el carbono sp? carbonilico y sp® de la
maleimida tras la reaccion de funcionalizacion. La sefial (f) del péptido D-PEP previo al
tratamiento con DTT se asocia al estiramiento del enlace entre 4tomos de azufre que
forman puentes disulfuro entre los residuos de cisteina de dos moléculas de péptido, que
desaparecen en el lipido funcionalizado y se asocian con la aparicion de la sefial (g),
relacionada con el estiramiento y vibracion del enlace entre el carbono de la maleimida y
el azufre del residuo de cisteina del péptido (116). A raiz de ello, se puede afirmar que la
reaccion de funcionalizacion ha sido exitosa para la obtencion de SP-Mal-D-PEP.

Por otra parte, los espectros (Figura 17) obtenidos tras la funcionalizacion del
lipido SP-Mal con los péptidos de interés PEP, CAR y CLV indicaron senales
caracteristicas similares a los obtenidos con el péptido D-PEP. La senal (b) presente en
todos los lipidos funcionalizados se asoci6 con el estiramiento del enlace entre el carbono
sp? carbonilico y sp® de la maleimida, mientras que la sefial (c) es caracteristica del
estiramiento y vibracion del enlace entre el carbono de la maleimida y el azufre del residuo
de cisteina presente en cada uno de los péptidos. Asimismo, también se observaron la
desaparicion de las sefales caracteristicas del lipido SP-Mal, especificamente con la
vibracion y estiramiento del enlace 7 entre los atomos de carbono sp? de la maleimida
(senial (a)). Con estas senales, se logré determinar la funcionalizacidon correcta entre los
péptidos y el lipido SP-Mal.

Cabe destacar que la estrategia quimica de funcionalizacion utilizando un grupo
maleimida y un grupo tiol (por ejemplo, disponible en la cadena lateral del aminoéacido
cisteina), es una reaccion ampliamente descrita y utilizada. La reaccion maleimida-tiol se
basa en una reaccion de adicion de Michael, que tiene como caracteristica la adicion de
un grupo nucleofilico a un compuesto carbonilico a,p-insaturado de caracteristica
electrofilica (140). El grupo maleimida presenta una insaturacioén en posicion o a los dos
grupos carbonilos que tienen caracteristicas electroatractores, volviendo este doble enlace
en uno mucho maés electrofilico y, por tanto, mas susceptible al ataque de un nucleéfilo,

en este caso, el grupo tiol (141,142). Tal y como se observa en la Figura 31, este grupo
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tiol, especificamente en su forma de anion tiolato, es capaz atacar el enlace © del doble
enlace electrofilico, formando un intermediario de tipo enolato. Este anion enolato es el
responsable de desprotonar otro grupo tiol y generar el producto deseado, un derivado de
tipo tiosuccinimida, ademas de un anidn tiolato como subproducto (141). A raiz de la
reactividad y facilidad de conjugacion de estos grupos, es que este tipo de reaccion sirve
para la sintesis y conjugacion de macromoléculas, incluyendo péptidos, proteinas,
anticuerpos y oligonucleodtidos, y moléculas fluorescentes como biosensores (143—145).
Ademas, ha concitado el interés para la funcionalizacion de distintas moléculas sobre la
superficie de nuevos materiales, incluyendo nanoparticulas. Lu y cols. demostraron la
factibilidad de conjugar un anticuerpo que reconoce los receptores del factor de
crecimiento de hepatocito c-Met, ampliamente sobreexpresados en el cancer de pulmon,
sobre la superficie de liposomas a través de la incorporacion de un lipido modificado con
PEG y maleimida, generando que estos sistemas sean eficientemente entregados en el
pulmén y permitir que el fdrmaco antineopldsico doxorrubicina, contenido en estos
liposomas, ejerza su accion citotoxica (146). Ademas, se ha logrado optimizar el proceso
de funcionalizacion de nanoparticulas poliméricas basadas en el 4cido poli(lactico-co-
glicolico) (PLGA, del inglés poly(lactic-co-glcolic acid)) con la secuencia peptidica
ciclica cRGDfK y la molécula 11A4, que reconoce los receptores de integrina o33 y
HER-2, respectivamente, ampliamente sobreexpresados en cancer de mama (147).
Recientemente, Lee y cols. lograron aprovechar la reactividad del grupo maleimida con
los tioles y pudieron desarrollar nanoparticulas de oro modificadas con grupos maleimidas
como plataforma para la conjugacién con distintas moléculas para controlar las

interacciones celulares en distintos modelos de cancer in vitro (148).
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Figura 31. Esquema de la reaccion maleimida-tiol. Adaptado de Northtrop y cols. (141).

Por lo tanto, una etapa importante para la formacion del producto conjugado es la
presencia del grupo tiol libre (estado reducido), permitiendo la generacion del anion
tiolato. A nivel de los péptidos utilizados para la funcionalizacion, este grupo tiol se
encuentra disponible especificamente en la cadena lateral del residuo de cisteina, ubicado
en el extremo N-terminal de todas las secuencias. Tal y como se demuestra en el espectro
ATR-FTIR (Figura 16), se pueden observar que estos grupos tioles se encuentran
formando puentes disulfuros (estado oxidado) entre dos moléculas de péptido, por lo que
no podrian reaccionar con el grupo electrofilico de la maleimida. A raiz de ello, previo a
la reaccion de funcionalizacion se requirio del uso de un agente reductor, el DTT, para la
regeneracion de los grupos tioles libres. E1 DTT, también conocido como el reactivo de
Cleland, es un agente reductor potente de estructura pequefia capaz de reducir puentes
disulfuros en una reaccion de dos pasos, generando por una parte los grupos tioles libres
y DTT en su estado oxidado, tal y como se muestra en la Figura 32 (149). Una vez
realizada esta reaccion de reduccion y para evitar la interferencia de DTT no oxidado en
la funcionalizacion con la maleimida, el agente reductor debe ser removido a través de
lavados con agua (108). Por lo tanto, dado estos resultados, la reaccion de funcionalizacién
entre el lipido personalizado y los péptidos de interés fue Optima, permitiendo la
generacion del derivado posteriormente utilizado en la sintesis de LCMs, logrando una
tasa de recuperacion de solidos cercano al 90% y un porcentaje de funcionalizacién mayor
a 95%, e incluso, a 99%, gracias a la reactividad del grupo electrofilico de la maleimida

con el grupo nucleofilico tiol del aminoacido cisteina, reducido previamente con DTT.
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Figura 32. Esquema de reaccion de reduccion de grupos tioles. Adaptado de Bhasin y cols. (149).

4.2.4 Sintesis y caracterizacion fisicoquimica de micelas de nucleo lipidico

Tras la funcionalizacion del lipido SP-Mal con los péptidos de interés y la
elaboraciéon de LCMs con este producto, se obtuvieron sus caracteristicas fisicoquimicas
en términos de HD, Pdl y ZP (Tabla 11). En relacion con el HD y Pdl, los resultados
obtenidos son comparables a los valores reportados en estudios previos elaborando estos
mismos sistemas sin grupos funcionalizados en su superficie y asociados con nifedipino
(HD=11,5%2,0 nm y PdI = 0,228 + 0,024) (150) e insulina (HD = 16,6 + 1,0 nm y PdI
=0,202 £0,049) (31). Cabe destacar que no existen antecedentes respecto de estos mismos
vehiculos funcionalizados con péptidos, pero si con otras moléculas como aptameros, en
donde se lograron obtener micelas con HD de 18,0 £ 1,6 nm y PdI de 0,250 £ 0,031 (32).
Pese a existir diferencias estadisticamente significativas entre valores de HD y PdI entre
algunas muestras obtenidas, es esperable que estas diferencias no generen un impacto
relevante en términos de permeacion a través de mucosas e internalizacion celular. En ese
sentido, un tamafio de particula mas pequefio es una caracteristica relevante y deseable
para mejorar el efecto biologico de las nanoparticulas, incluyendo procesos de permeacion
a través de barreras celulares, velocidad y mecanismo de internalizacion celular,
disminucion de la captura por células del sistema reticulo endotelial y, por tanto, aumento

en la vida media de circulaciéon de las nanoparticulas (13,14,151). Con los valores
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obtenidos de HD, tamafio de particula y PdI se demuestra que la técnica de emulsificacion
en caliente de baja energia fue capaz de generar nanoparticulas lipidicas esféricas de
pequefio tamafio y homogéneas. En ese sentido, esta técnica de elaboracion, a diferencia
de métodos convencionales de sintesis de nanoparticulas lipidicas, tales como la
homogenizacion de alta cizalla, en caliente de alta presion o en frio de alta presion,
muestra una mayor eficacia en la obtencion de particulas homogéneas de pequeiio tamano,
con un menor consumo de energia y tiempo (152).

En términos de valores de ZP (Tabla 11), se observaron valores significativamente
menos negativos para las LCMs no funcionalizadas y asociadas con Rho en comparacion
con particulas no asociadas con la molécula. En ese sentido y tal y como se muestra en la
Figura 5, la Rho presenta un nticleo xanteno sustituido con un grupo benzoato, de
caracteristicas lipofilicas, permitiendo que genere interacciones hidrofobicas con el
nucleo lipidico de las micelas, y posicionando los grupos polares catidnicos amina e
iminio en la parte mas externa LCMs e interaccionando electrostaticamente con los grupos
hidroxilos libres de caracteristicas anionicas del fragmento de PEG de Gelucire 44/14%.
Precisamente, son estos grupos hidroxilos libres del lipido los responsables de que las
LCMs vacias y no funcionalizadas presenten valores de ZP mas negativos que aquellas
asociadas con Rho, debido a que corresponden a grupos acidos débiles. Por otra parte, las
LCMs con el lipido funcionalizado con los péptidos de interés mostraron valores positivos
de ZP y esto se debe principalmente a la presencia de los distintos péptidos en su superficie.
Cabe destacar que todos los péptidos utilizados presentan pl teoricos de 8,25, obtenidos a
partir de su secuencia de aminoacidos y analizados a través de una herramienta predictiva
disponible en linea y en forma gratuita (101). Por lo tanto, estos péptidos presentan carga
positiva a valores de pH menores a su pl, tal y como sucede en el medio acuoso de sintesis
de LCMs; estas cargas positivas estan asociadas al grupo guanidino de la cadena lateral
del aminoacido basico arginina, que son capaces de interaccionar con los grupos
hidroxilos libres del lipido presente en la parte mas externa de las micelas, a través de
interacciones electrostaticas, que justamente causan un aumento en los valores de ZP,

hasta valores neutros a positivos, tales y como los observados.
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Estos valores ligeramente negativos y neutros a ligeramente positivos observados
para las distintas LCMs elaboradas podrian relacionarse con una mayor inestabilidad de
estos sistemas coloidales en suspension. La influencia del ZP sobre la estabilidad se
discutird en la siguiente seccion; sin embargo, en forma breve, se puede decir que este
parametro se relaciona con el potencial eléctrico de la superficie de las particulas, que
dependera netamente de su composicion (153). Para ello, se ha visto que valores absolutos
de ZP mayores a 30 mV podrian aumentar la estabilidad de estos sistemas coloidales,
evitando que las particulas colisionen y se agreguen (153,154). Por otra parte, valores
absolutos de ZP bajo los 30 mV podrian presentar distintos beneficios. En ese sentido, se
ha reportado que sistemas que presenten valores de ZP en torno a valores neutros muestran
ventajas en comparacion con particulas fuertemente positivas, ya que evita la adsorcion
de proteinas plasmaticas negativas y el consiguiente reconocimiento y captura por parte
de macrofagos, extendiendo, por tanto, la vida media de circulacion (155). Por otra parte,
se sabe que sistemas con carga fuertemente negativa son capaces de unirse a sitios
catidnicos especificos de receptores superficiales de los macréfagos y, por tanto, ser
reconocidos e internalizados por estas células (156). Con estos resultados, por
consiguiente, se demuestra la correcta incorporacion del lipido funcionalizado con los
péptidos de interés en las LCMs y que estos péptidos estan orientados hacia la parte mas
externa de estos sistemas, en contacto con el medio acuoso, permitiendo que interaccionen
con los sitios de interés para los cuales fueron disefiados.

En términos de EE (Tabla 11), todas las micelas elaboradas presentaron una
asociacion promedio de rodamina mayor al 80%. Tal y como lo discutido anteriormente,
la Rho es capaz de interactuar con el nucleo lipidico de las LCMs debido al anillo
hidrofébico xanteno sustituido. Aunque presenten diferencias estadisticamente
significativas entre las distintas LCMs elaboradas, los valores de EE son similares a los
reportados para nanoparticulas basadas en pldsmidos de DNA obtenidos por
coprecipitacion (74 a 81%) (157); mientras que son menores en comparaciéon con
nanoparticulas biodegradables de albuimina conjugadas superficialmente con dacido

gadolinio dietilentriaminopentacético (95,1%) (158), debido a que este ultimo compuesto
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presenta caracteristicas acidas mas fuertes que los hidroxilos libres del PEG de Gelucire
44/14®, permitiendo que los grupos polares de la Rho interactien con mayor afinidad y
fuerza con las cargas negativas de las nanoparticulas de albumina conjugadas. Por otra
parte, los valores de DL para las distintas LCMs fluctuaron entre 20,4 a 25,5 x 102 %.
Dado que el objetivo del presente estudio fue la formulacion de LCMs funcionalizadas
con péptidos de interés, es que la pequefia cantidad afiadida de Rho se utilizé como
molécula trazadora y como prueba de concepto para la generacion de estos sistemas,
teniendo en cuenta que la respuesta en fluorescencia para los siguientes experimentos se
puede lograr con cantidades pequenas de este fluor6foro. Por lo tanto, con los presentes
resultados se puede demostrar que el lipido funcionalizado con los péptidos de interés
fueron Optimamente incorporados en las LCMs elaboradas a través de la técnica de
emulsificacion en caliente de baja energia, manteniendo las caracteristicas de tamafio de
particula y distribucion de tamafio dptimos, sugiriendo una alta capacidad de asociacion
con moléculas de baja solubilidad acuosa de clase 2 en su nucleo lipidico que podria ser
visualizado, en la practica, con la asociacion de principios activos, convirtiéndolos en
potenciales sistemas de transporte para estas moléculas hacia 6rganos y células de interés.
Como una prueba adicional, se recomienda la evaluacion de la estructura secundaria de
los péptidos funcionalizados sobre la superficie de las LCMs, a través de la técnica de
espectroscopia de dicroismo circular, con el fin de determinar posibles variaciones en la
estructura secundaria de estos péptidos tras el proceso de funcionalizacion y formacion de
las nanoparticulas, que podrian generar un impacto en la actividad y funcién para lo cual
fueron disefiados.
4.2.5 Perfil de estabilidad de micelas de nucleo lipidico

Los resultados del estudio de estabilidad de las LCMs no funcionalizadas con el
péptido (Figura 19) evidencian la estabilidad cinética o coloidal de las LCMs. Este
pardmetro describe el comportamiento de particulas suspendidas en medio acuoso a lo
largo del tiempo, influenciado por la dindmica entre las particulas individuales y la
relacién con su entorno acuoso (159,160). Una caracteristica importante que contribuye a

la estabilidad cinética de un sistema coloidal es la carga superficial, reflejada en los valores
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de ZP. En ese sentido, idealmente se deben alcanzar y mantener valores absolutos
superiores a 30 mV (es decir, ZP < - 30 mV o > 30 mV), para asegurar la obtencion y
conservacion de una suspension estable en el tiempo, en lo que se conoce como estabilidad
electrostatica (161). Esta estabilidad electrostatica, tal y como se describi6 anteriormente,
se basa en que con valores absolutos superiores a 30 mV en las particulas se manifiestan
fuerzas predominantemente repulsivas entre ellas, disminuyendo la probabilidad de
colision y, por tanto, la formacion de agregados (153,154). Pese a ello, tal y como se puede
observar en la Figura 21, las micelas se mantienen relativamente estables, sin aumentos
significativos en el HD ni PdI por al menos las primeras 6 h, debiéndose principalmente
al efecto de la estabilidad estérica. Esta estabilidad estérica se relaciona con la presencia
de polimeros hidrofilicos de alto peso molecular en la superficie de las particulas,
permitiendo generar una barrera estérica por extension y proyeccion de su estructura en el
medio dispersante (162,163). En el caso especifico de las LCMs sintetizadas, Gelucire
44/14® presenta en su estructura PEG lo que podria contribuir a mantener la estabilidad
en el rango de tiempo observado para estos sistemas.

Por otra parte, los sistemas micelares estan constantemente expuestos a cambios
bruscos y agudos de su entorno. Asi, tras la formacién de las LCMs, las cadenas
poliméricas permanecen dindmicas, es decir, se encuentran siempre en transicion y en
equilibrio entre los sistemas particulados y los suspendidos en el medio en forma
monomérica (159). En ese sentido, otro factor importante que podria influir en la
estabilidad cinética de estos sistemas es la temperatura de almacenamiento. Dependiendo
de la matriz polimérica como del principio activo contenido en el sistema de
vehiculizacién, una temperatura de almacenamiento mas alta podria inducir a la
degradacion o ruptura de estos constituyentes, generando sistemas menos estables (164).
Ademas, una mayor temperatura incidiria en un aumento en la energia cinética en las
particulas suspendidas, por sobre la energia potencial, favoreciendo el movimiento de
estas y, por tanto, mayor probabilidad de colision entre ellas, generando la aparicion de
agregados (floculacion) e incluso la separacion de las fases, en donde el material

suspendido puede precipitar, dominando las fuerzas gravitacionales por sobre las fuerzas
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de difusion o brownianas, claves para mantener la estabilidad de estos sistemas coloidales
(165). Asimismo, Silva y Grigera reportaron que las micelas de dodecilsulfato de sodio
pueden formar agregados tanto a temperaturas muy altas como muy bajas (0 y -20 °C),
este ultimo caso debido a que la entropia del sistema no se ve incrementada, por lo que la
formacion de interacciones hidrofobicas que permitan la reorganizacion en estructuras
mas pequenas y estables no se ve favorecida y, por tanto, impactaria con una disminucion
en la estabilidad de estos sistemas (166).

Ademas, otro factor que podria estar afectando a la estabilidad de las LCMs
elaboradas tiene relacion con la hidrofobicidad del polimero lipidico usado. Se ha
reportado que cadenas hidrofobicas mas largas contribuyen a una mayor estabilidad de los
sistemas micelares, por aumento en la cohesion de los mondmeros por interacciones
hidrofobicas y fuerzas de van der Waals (167). En ese sentido, las cadenas que forman el
nicleo lipidico de las LCMs de Gelucire 44/14® son basicamente derivados del acido
laurico, un 4cido graso saturado de cadena media con 12 carbonos de extension, por lo
que podria no ser lo suficientemente hidrofobico para mantener cohesionado el ntcleo
lipidico, en comparacidon con otros polimeros lipidicos que contienen acidos grasos de
mayor extension.

En base a lo anteriormente discutido, la inestabilidad cinética en sistemas
micelares puede describirse en base a tres mecanismos (Figura 33) (159):

a) Insercién/expulsion de mondémeros: las cadenas que forman el nticleo hidrofobico de
las micelas pueden sufrir la expulsion de un monémero de una micela y la insercion
de este en otra (Figura 33A).

b) Fusion: las micelas pueden fusionarse temporalmente, donde ambos nucleos lipidicos
entran en contacto, favoreciendo la transferencia de unidades monoméricas entre ellas
(Figura 33B).

c) Extension: las cadenas monoméricas pueden expulsarse parcialmente del ntcleo
hidrofébico y unirse a un sistema micelar cercano, conectando ambas particulas
mediante este “puente monomérico” sin lograr la completa fusion de los nticleos

(Figura 33C).

91



Figura 33. Mecanismos de inestabilidad en sistemas micelares: (A) insercion/expulsion de monéomeros,
(B) fusion, y (C) extension (159).

Por lo tanto, con estos resultados se puede evidenciar un incremento en el tamano
de las micelas en suspension sin cambios significativos en el ZP, sugiriendo la aparicion
de agregados en el tiempo principalmente a 37 °C y, en menor medida, a 4 °C, pudiendo
deberse a un fenémeno asociado con los tres mecanismos de inestabilidad discutidos
(insercion/expulsion de mondmeros, fusion y extension), ya sea en forma independiente o
sinérgica.

Los cambios vistos en los valores de ZP de las LCMs funcionalizadas con el
péptido en su superficie (Figura 20) podrian relacionarse con la inestabilidad propia del
péptido como del lipido funcionalizado con el péptido. En el primer caso, es ampliamente
conocido que los péptidos y proteinas son susceptibles a sufrir cambios en sus estructuras
secundarias, terciarias e incluso cuaternarias, en un proceso denominado como
desnaturalizacion, gatillado por enzimas, pH o temperatura, generando impacto a nivel de
la actividad y funcién de estas macromoléculas (130,168). Graff'y cols. determinaron el
efecto de la temperatura en el grado de desnaturalizacion de la estructura secundaria de la
secuencia W(EAAAR),A, donde 7 es la repeticion del motivo EAAAR con estructura
secundaria de tipo hélice o (n = 1, 3, 5 0 7), a través de un andlisis por FTIR de dos

dimensiones. Los resultados mostraron una pérdida significativa de la estructura
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secundaria del motivo EAAAR, a medida que aumenta la temperatura y en forma
transversal, independiente de la cantidad de repeticiones en la secuencia final (169).
Especificamente, la desnaturalizacion inducida por temperatura afecta las interacciones
no covalentes mas débiles de estas macromoléculas, tales como los puentes de hidrogeno,
interacciones electrostaticas y fuerzas de van der Waals, manteniéndose practicamente
intactos los enlaces peptidicos (130). Por lo tanto, la exposicion a temperaturas altas por
un periodo largo de tiempo podria favorecer la pérdida de la estructura funcional de los
péptidos de interés funcionalizados en las micelas. Por otra parte, se sabe que temperaturas
bajas pueden generar desestabilizacion de interacciones de tipo hidrofobicas presentes en
los péptidos y proteinas, debido a que corresponden a enlaces con caracteristicas
endotérmicas (130), por lo que una disminucion en la temperatura podria afectar a los
residuos hidrofobicos presentes en las secuencias peptidicas y proteicas, resultando en la
pérdida de su estructura, estabilidad y, por tanto, funcionalidad. En ese sentido, se puede
observar que las LCMs funcionalizadas con el péptido CAR presentan una menor
estabilidad tanto a 4 °C como a 37 °C en comparacion con las otras micelas
funcionalizadas, pudiendo deberse a que al presentar una secuencia aminoacidica mas
corta que CLV y PEP y menor proporcion de interacciones hidrofobicas y no covalentes
débiles serian mas propensas a desestabilizarse en ambas condiciones.

Ademas, otro mecanismo posible de inestabilidad para las LCMs funcionalizadas
seria lo explicado anteriormente para los sistemas no funcionalizados, en donde
monodmeros de la matriz lipidica podria sufrir insercién/expulsion, fusion y extension. Una
explicacion alternativa fue la realizada por Utterstron y cols. En su investigacion, se
demostr6 que vesiculas unilamerales ricas en colesterol y conjugadas en su superficie con
un polipéptido de 42 aminoacidos de longitud y carga positiva fueron inestables,
perdiendo la integridad de la bicapa lipidica. Esto pudo deberse a la separacion de los
constituyentes lipidicos de la vesicula, favorecida por la presencia de interacciones
electrostaticas con el péptido conjugado (170). En base a ello, las LCMs podrian sufrir un
fenomeno de disrupcion similar al observado en las vesiculas unilamelares, e incluso

podria ser que los mondmeros lipidicos conjugados con el péptido sean expulsados desde
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el sistema lipidico, tal y como lo planteado para las LCMs no funcionalizadas y, dado que
estan conjugados con una secuencia peptidica, estos mondémeros finalmente no puedan ser
incorporados en otra particula, generando que a nivel del ZP se observe una reduccion en
su valor en el tiempo. Por lo tanto, con estos resultados se puede evidenciar un incremento
en el tamano de las micelas en suspension con cambios significativos en los valores de
ZP, sugiriendo la formacion de agregados en el tiempo principalmente a 37 °C y, en menor
medida, a 4 °C, y a la separacion de fases y expulsion del lipido funcionalizado con el
péptido de las LCMs.

Con respecto al perfil de estabilidad de todas las LCMs elaboradas y expuestas a
una rampa de temperatura como prueba de estrés para estos sistemas (Figura 21), se
obtuvo diferencias significativas a nivel de HD, Pdl y ZP a temperatura entre 45 y 50 °C.
Tal y como lo expuesto anteriormente, estos cambios en las caracteristicas fisicoquimicas
de las micelas evaluadas podrian explicarse porque estos sistemas micelares pueden sufrir
la aparicién de agregados, separacion de fases y expulsion de monodmeros de lipidos,
incluido el lipido funcionalizado con péptido inducidos por temperatura. De hecho,
Gelucire 44/14® se caracteriza por presentar una temperatura de fusion de entre 42,5 a
47,5 °C (media de 44 °C) (30), por lo que se esperaria que estos sistemas sufran ruptura
de su conformacion micelar a temperaturas mayores a la temperatura de fusion, tal y como
se aprecia con los valores de HD y PdI a 50 °C. Por lo tanto, con estos resultados se
demuestra que las LCMs son estables a temperaturas menores a 40 °C, sin cambios
significativos en sus parametros fisicoquimicos medidos.

Un aspecto importante es la estabilidad de los sistemas coloidales en medios con
distinta fuerza i6nica. La presencia de sales en sistemas biologicos permite la mantencioén
de la homeostasis. En ese sentido, las concentraciones intra y extracelulares de especies
ionicas, tales como cationes (Na*, K* y Ca*™) y aniones (Cl" y HCO3"), pueden fluctuar
entre 1 a 200 nM, dependiendo del organismo y del tejido. Por tanto, a tales
concentraciones de sales pueden generar un impacto en la estabilidad de macromoléculas,
incluyendo 4cidos nucleicos y proteinas (171). Ademas, el desempefio de las

nanoparticulas en estos medios bioldgicos con altas concentraciones de sales debe ser
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evaluado como una medicion directa de su estabilidad. En ese sentido, las distintas
concentraciones de sales pueden afectar significativamente en los valores de CMC,
dependientes del polimero lipidico utilizado, y, por tanto, en la formacion de estos mismos
sistemas, impactando en su estabilidad coloidal (172—174). Por tanto, es recomendable
poder determinar la estabilidad de las LCMs funcionalizadas con el péptido trifuncional
ante distintas soluciones con distinta fuerza idnica, a través de la medicion en los cambios
de HD, Pdl y ZP.
4.2.6 Perfil de liberacion in vitro de rodamina contenidas en micelas de nicleo

lipidico

Con los resultados del ensayo preliminar de difusion in vitro de Rho libre y en
solucion a 37 °C y simulando un ambiente fisiologico con PBS pH 7,4 (Figura 22) permitio
determinar la validacion de la técnica de dialisis para la obtencion del perfil de liberacion
de esta molécula contenida en las distintas micelas evaluadas. En este sentido, el perfil de
difusion de rodamina 123 libre obtenido por Tosi y cols. (175) fue de aproximadamente
90% después de 1 h de experimento, en las mismas condiciones, lo que es relativamente
mayor a lo obtenido en este estudio al mismo tiempo debido posiblemente a que dicho
grupo reporto6 el uso de una membrana de dialisis con un MWCO mayor que el usado en
el presente experimento. El MWCO se define como el promedio de masa molecular mas
pequenia de una molécula que no es capaz de difundir a través del poro de una membrana
y es considerado como una caracteristica de separacion. En términos operacionales, el
MWCO corresponde al peso molecular en el cual, al menos, un 90% de las particulas son
retenidas por la membrana (176). Por tanto, la difusion de las moléculas con una masa
molecular cercana al MWCO de la membrana seria mas lenta en comparacion con
moléculas significativamente menores al MWCO, por lo que actuaria como una barrera
difusional (176), siendo esta la posible explicacion mecanistica de la diferencia entre la
difusion acumulada de Rho de este estudio con el de Tosi y cols.

Por otra parte, el método de dialisis a través de membranas semipermeables es una
técnica ampliamente utilizada para los estudios de liberacion in vitro de sustancias desde

distintas formas farmacéuticas, incluidas nanoparticulas, dada su versatilidad y
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simplicidad. Se ha reportado distintas variantes de esta metodologia: convencional (la
sustancia de interés se encuentra dentro de una bolsa de dialisis y esta en contacto con el
medio externo, permitiendo su paso a través de los poros de la membrana), inversa (la
sustancia de interés se ubica en el compartimento externo en donde la molécula liberada
pasa hacia un compartimento interno separado por una membrana semipermeable), y lado
a lado (tanto el compartimento donante como receptora contienen un mismo volumen de
medio, separados por la membrana) (177). Independiente de la variante, hay que tener
presente que la factibilidad de este método esta condicionada a que la particula de interés
no interaccione con los componentes de la membrana y que el tiempo en que alcance el
equilibrio del proceso de liberacion no sea demasiado largo. Sin embargo, esta tltima
limitante podria ser aprovechada como una herramienta discriminatoria para distinguir el
comportamiento de las formas farmacéuticas de liberacion rapida y modificada (177,178).
Por lo tanto, con estos resultados se puede concluir que la Rho puede difundir libremente
a través de la membrana semipermeable utilizada, alcanzando un equilibrio de difusion en
forma réapida (desde 60 minutos) en torno al 80%, demostrando la factibilidad de la técnica
para los ensayos de liberacion de la sustancia desde las LCMs.

Tras la validacion de la técnica de didlisis, se procedié a determinar el perfil de
liberacion de Rho a partir de las LCMs funcionalizadas con CLV y, como control, a partir
de sistemas no funcionalizados (Figura 23). La liberacion de Rho a partir de estos
vehiculos puede deberse a cambios fisicoquimicos en el estado del lipido inducido por
temperatura, pasando desde estados de transicion mas compactos a otros mas laxos y
fluidos, favoreciendo, por tanto, la liberacion de las moléculas contenidas en el nticleo
lipidico de estas micelas (30). Por otra parte, las diferencias observadas en el porcentaje
de liberacion acumulada de Rho y la diferencia entre ambos perfiles de liberacion, pueden
deberse a un fenomeno de liberacién répida o explosiva (en inglés, burst release)
observado en las LCMs funcionalizadas con CLV, en comparacion con una liberacion mas
lenta o sostenida a partir de micelas no funcionalizadas. Este fenomeno fue descrito por
primera vez en algunos sistemas de liberacion controlada, en donde se observaron una

liberacion abrupta y cuantiosa inicial en un periodo corto de tiempo antes de que la
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velocidad de liberacion alcance un perfil estable, siendo éste un proceso indeseable para
estos sistemas, tal y como se muestra en la Figura 34, denomindndose como un perfil de
comportamiento bifasico (179,180). Se ha reportado que péptidos de carga positiva
conjugadas sobre la superficie de vesiculas unilamerales ricas en colesterol favoreceria la
separacion de la fase lipidica de estos sistemas, pudiendo deberse a que los residuos
basicos del péptido interactuarian con los grupos polares negativos de la matriz lipidica.
Estas interacciones generarian cambios en la estructura del péptido forzando a su insercion
en la bicapa lipidica de las vesiculas y la formacioén de estructuras similares a poros, lo
que generaria una liberacion rapida del contenido hacia el medio (170). En ese sentido, la
observacion de una liberacion rapida inicial de Rho a partir de las LCMs funcionalizadas
con CLV podria deberse a la presencia y caracteristicas del péptido, que al presentar una
carga positiva, podria interactuar con las cargas negativas asociadas a los grupos
hidroxilos de Gelucire 44/14® y generar un fendmeno similar al descrito en las vesiculas
unilamelares de disrupcion de la fase lipidica. La liberacion explosiva inicial también ha
sido reportada para nanoparticulas de PLGA conjugadas con un péptido para dirigir estos
vehiculos al sistema nervioso central, utilizando como modelo, también la Rho,
obteniéndose aproximadamente un 10%, 35% y 70% de liberacion acumulada en 1, 32 y
72 h, respectivamente, manteniéndose estable hasta las 192 h (175). Por lo tanto, las LCMs
funcionalizadas con el péptido CLV podrian ser potenciales sistemas de liberacion para
aquellas moléculas de baja solubilidad acuosa que requieran alcanzar valores de

concentraciones plasmaticas Optimas en un periodo corto de tiempo.
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Figura 34. Perfil de comportamiento bifésico in vitro, con liberacion explosiva inicial (B) hasta alcanzar
el equilibrio de liberacion (P). Adaptado de Yoo y Won (180).
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Desde el punto de vista de la cinética de liberacion de Rho, tal y como se observa
en la Tabla 12, el modelo cinético que mejor se ajusta a ambos perfiles de liberacion es el
de Peppas-Sahlin. En este tipo de modelo, se considera que el proceso de liberacion de
una sustancia sigue un comportamiento anémalo, donde la difusion y relajacion de las
cadenas poliméricas del sistema pueden ser consideradas como procesos aditivos y
sinérgicos (181). El proceso de difusion sigue un comportamiento gobernado por la ley de
Fick, es decir, que el flujo de las particulas en un sistema est4 regido por la gradiente de
concentracion (182). Por otra parte, el proceso de relajacion es un comportamiento no
fickiano, en donde la penetracion de moléculas de solvente al sistema polimérico causa su
deformacion e induce erosion, estrés e hinchazon de la matriz, el cual puede interactuar
con el movimiento browniano de las moléculas contenidas y promover su liberacion desde
el sistema particulado hacia el medio (183—185). En ese sentido, el coeficiente m esta
definido como el exponente que se relaciona solamente con el proceso de difusion fickiana
para un sistema polimérico de cualquier forma geométrica que muestra un
comportamiento de liberacion modificada y se puede relacionar con el coeficiente n del
exponente de liberacion para el modelo cinético de Korsmeyer-Peppas (186). Cuando el
valor de m y n coinciden (m = n) se dice que el proceso de liberacion estd gobernado
principalmente por un mecanismo de difusion, siendo la relajacion minoritaria y hasta
despreciable; mientras que una diferencia entre m y n (m # n) indicaria que tanto el proceso
de difusion y relajacion serian los mecanismos relacionados con el proceso de liberacion
de una sustancia en una matriz polimérica (181,186,187). En ese sentido, tal y como se
muestran en la Tabla 12, si se comparan los valores de m y n para ambos perfiles de
liberacion, se puede observar que los valores son mas cercanos para las LCMs
funcionalizadas (m = 0,45 £ 0,00 y n = 0,44 + 0,06), determinando que el mecanismo
especifico que contribuye a la liberacion de Rho es la difusion, explicados por los cambios
en los estados de transicion en los sistemas coloidales; mientras que para las LCMs no
funcionalizadas (m = 0,45 + 0,00 y n = 0,40 £ 0,15), el proceso de relajacion podria
contribuir, aunque en forma minima, con la liberacion de Rho, en conjunto con el

mecanismo principal de difusion.
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En nanoparticulas poliméricas, incluidas las LCMs, el mecanismo de liberacion de
la molécula contenida puede relacionarse con las propiedades particulares de las mismas
moléculas, del polimero, de la proporcion y grado de interaccion fisicoquimica de los
componentes, y del proceso de elaboracion (188). En ese sentido, el polimero lipidico
Gelucire 44/14® puede actuar como un agente tensoactivo dispersable en agua,
disminuyendo la tension superficial entre las micelas y el medio dispersante acuoso. Esta
disminucién en la tension superficial favoreceria la disolucion de moléculas de baja
solubilidad acuosa (189). Ademas, tanto la transferencia y distribucion interfacial del
polimero puede afectar el proceso de disolucion y liberacion del principio activo hacia el
medio, es decir, el tipo de componente de las nanoparticulas determinaria la afinidad y,
por tanto, la particion del principio activo entre los sistemas y la fase dispersante (190).
Por lo tanto, las LCMs de nucleo lipidico constituidos por Gelucire 44/14® serian un
potencial sistema de vehiculizacion de moléculas de baja solubilidad acuosa, en donde la
conjugacion en su superficie con péptidos de interés podria generar un impacto en el perfil
de liberacion, favoreciendo un aumento inicial y rapido de principio activo liberado,
siendo util en casos en donde se requieran alcanzar ciertos niveles plasmaticos de farmaco

en un periodo corto de tiempo.

4.3 Permeacion bucal ex vivo de micelas de nucleo lipidico

Los resultados obtenidos tras la determinacion de la permeacion ex vivo de las
LCMs en mejillas de cerdo como modelo de epitelio bucal se reflejan en la Figura 24 y la
Tabla 13. En ese sentido, se pudo observar que el péptido PEP fue capaz de aumentar la
permeacion de las LCMs y, por tanto, de Rho a través de la mucosa bucal, lo que se tradujo
en una permeacion acumulada mayor que las micelas no funcionalizadas y la Rho libre en
solucion, traduciéndose en valores significativamente mas altos de Ji y Pypp. Cabe
destacar que el Js se define como la cantidad de molécula capaz de moverse a través de
una determinada superficie durante un periodo de tiempo, después de alcanzar el estado
estacionario, mediante los fenomenos de migracion o difusion, de acuerdo con la ley de
Fick (191). Por consiguiente, mientras mayor sea el valor de Jg, el movimiento de

particulas de una zona a otra sera mayor. Por otro lado, la P,,, s un pardmetro que permite
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estimar la permeabilidad de una molécula, describiendo como las moléculas pueden fluir
a través de una barrera. Por lo tanto, es una medida fisica que representa la velocidad de
penetracion que adquiere la molécula estudiada a través de una barrera y depende del
tamano, forma y distribucion de las particulas en el medio o sistema (191-193).

Tal y como se describi6 anteriormente, el péptido PEP fue disefiado con 4 residuos
de L-valina en el extremo C-terminal cuya racional fue el de potenciar la permeacion de
moléculas a través del epitelio bucal. El uso de este aminoacido como potenciador de la
permeacion se ha reportado principalmente para la administracion transdérmica de
principios activos, en donde se demostrd un aumento significativo en la permeacion de
levonorgestrel coformulado en solucién con este aminoécido, a través de un ensayo in
vitro en un modelo de piel de raton sin vellos, en comparacion con el control e incluso con
otros aminodcidos, tales como triptéfano, arginina, acido aspartico, acido glutamico y
glicina (53). Ademas, en el mismo estudio se pudo demostrar la permeacion potenciada
de este principio activo asociado con valina en un rango amplio de pH (2,4 a2 9,6), teniendo
la mayor eficacia, en términos de Ji, a pH 5,9 (53), que se encuentra incluido dentro del
rango de pH de la superficie de la piel (194). Un posible mecanismo que podria explicar
estas observaciones es que el aminoacido L-valina podria desestabilizar la matriz lipidica
intercelular de los corneocitos de la epidermis, aumentando la permeabilidad de sustancias
a través de ella (54). Por otra parte, es de amplio conocimiento que el aminoéacido L-valina
es utilizado para el desarrollo de profarmacos en forma de ésteres para potenciar la
permeacion a través de barreras biologicas, principalmente a nivel del tracto
gastrointestinal, en comparacion con ésteres de otros aminodcidos como glicina o
glutamina, permitiendo que mediante enzimas esterasas se genere el metabolito activo
como tal, aumentando sus concentraciones plasmaticas y, por tanto, su biodisponibilidad
(195). Esta estrategia ha sido particularmente util en la mejora de las caracteristicas
farmacocinéticas y, por tanto, farmacodindmicas de antivirales como el aciclovir,
ganciclovir y ciclopropavir, a través de sus respectivos ésteres de valina, valaciclovir (196),
valganciclovir (197) y valciclopropavir (198). Cabe destacar que hasta la fecha no se ha

evidenciado el uso de L-valina como potenciadores de la permeacion a nivel bucal, por lo

100



que la presente investigacion seria pionera en demostrar el efecto potenciador de la
permeacion del péptido PEP con sus cuatro residuos de valina.

Pese a las diferencias histologicas entre el tejido transdérmico, el epitelio intestinal
y la mucosa bucal, en todas se pueden observar ciertas limitaciones propias para la
absorcion de principios activos, tales como los descritos en la seccion 1.3. Por lo tanto,
una estrategia utilizada para poder potenciar la permeacion de sustancias, especificamente
a través del epitelio bucal, es aumentar el tiempo de contacto o de residencia entre el
principio activo o la forma farmacéutica que lo contenga con la mucosa propiamente tal,
mediante el proceso de adhesion (199). La adhesion se puede entender como un fenémeno
que se observa entre dos sustratos o materiales, en donde son capaces de interactuar entre
ellos cuando estan en contacto y mantenerse juntos por un periodo de tiempo (200,201).
Cuando uno de los sustratos corresponde a una superficie epitelial, es lo que generalmente
se conoce como bioadhesion; mientras que, si fuera una capa mucosa, se€ conoce como
mucoadhesion. Pese a esta sutil diferencia, generalmente ambos términos pueden ser
utilizados en forma indistinta e intercambiables (201). La teoria de la bioadhesion o
mucoadhesion se enmarca en tres procesos: el establecimiento del contacto entre el
sistema y el sustrato bioldgico, la difusion del sistema en el entramado que conforma el
sustrato, y la consolidacion de la adhesion por formacion de interacciones mecéanicas y
quimicas interfaciales (199,200). Dentro de este ultimo punto, las interacciones
interfaciales estan dadas principalmente por fuerzas intermoleculares entre los distintos
componentes del sistema y sustrato, incluyendo las interacciones electrostaticas, puentes
de hidrogeno, fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofobicas (200,201). En ese
sentido, el aminoacido L-valina es estructuralmente considerado como un aminoacido no
polar e hidrofébico, dada la presencia de una cadena lateral de tipo isopropilo (Figura 35)
(126). Con ello, los residuos de valina podrian formar interacciones hidrofébicas con
componentes de la mucosa bucal, favoreciendo la adhesion de las LCMs, aumentando el
tiempo de residencia y, por tanto, promoverian la permeacion a través del tejido (201).
Especificamente, la superficie de las células que conforman el epitelio bucal estan

cubiertas por granulos que recubren la membrana celular, compuestos principalmente por
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lipidos polares, pero neutros, principalmente glucosilceramidas y colesterol, que se
proyectan hacia el espacio intercelular como estructuras esféricas u ovales, con un
diametro de 100 a 300 nm (51,202). Estas estructuras intercelulares se encuentran
organizadas en un estado mas laxo y amorfo que mucosas queratinizadas de otras zonas
de la cavidad oral (51). Con ello, estaria favorecida la formacidon de interacciones
hidrofébicas entre las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP, a través de los cuatro
residuos de L-valina terminales, con estos lipidos neutros y poco organizados,
promoviendo, por tanto, una mayor permeacion, en comparacion con las LCMs no
funcionalizadas. Debido a estas interacciones y a la organizacion mas laxa de lipidos del
espacio intercelular, es que el mecanismo mas probable de permeacion de estas LCMs
funcionalizadas es a través del transporte paracelular, por sobre el transporte intracelular
o transcelular (51). Ademads, la formacion de las interacciones hidrofobicas entre los
residuos de L-valina y los lipidos del epitelio bucal, favoreceria un aumento en la
concentracion local de farmaco en este epitelio. Dada esta gradiente de concentracion
generada, es que la difusion de las particulas a través del epitelio bucal se veria favorecida
en un proceso gobernado por la primera ley de Fick, en donde el exceso de particulas en
el tejido actuaria como reservorio y permitiria mantener un flujo constante de las mismas
por un periodo mas prolongado, hasta que se alcance el equilibrio (203,204). Por lo tanto,
el péptido PEP, especificamente sus 4 residuos terminales de L-valina, podria potenciar la
permeacion de Rho asociadas a las LCMs conjugadas a través de un mecanismo de
interaccion con los lipidos neutros de los espacios intercelulares, aumentando el tiempo
de residencia y la gradiente de concentracion de los sistemas en el epitelio y, con ello,

favorecer el proceso de permeacion bucal.
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Figura 35. Estructura del aminoacido L-valina.
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Por otra parte, tal y como se ve en la Figura 28, y pese a que las LCMs no
funcionalizadas presentaron una menor tasa de permeacion bucal acumulada en
comparacion con los sistemas funcionalizados con PEP, esta permeacion fue
significativamente mayor en comparacion con Rho libre en solucion. En este sentido,
diversos factores relacionados con la constitucion propia de las LCMs podrian contribuir
al fenomeno observado. Uno de ellos, es el uso de acidos grasos, que ha reportado la
capacidad de potenciar la permeacion de sustancias a través del epitelio bucal (50,205).
Entre estos 4acidos grasos, los acidos grasos saturados caprico y laurico (éste ultimo forma
parte de los componentes presentes en la matriz de Gelucire 44/14®) han demostrado
presentar propiedades potenciadoras de la permeacion y dependientes de la concentracion
utilizada (206). El mecanismo se basa en que estos acidos grasos saturados, dado su
lipofilia, son capaces de interactuar con los lipidos presentes en los espacios intercelulares
del epitelio bucal, cambiando su estructura a una menos organizada y mas laxa, y, por
tanto, volviéndolo mas permeable a sustancias (51,205-207). Ademas, se ha reportado
que algunos tipos de tensoactivos también muestran efectos potenciadores de la
permeacion bucal. Entre estos tensoactivos, se pueden encontrar los polisorbatos, tales
como Tween® 20 o Tween® 80 (51,208), siendo el primero uno de los componentes
constituyentes de las LCMs elaboradas. El mecanismo de potenciacion de la permeacion
de los tensoactivos se basa en su capacidad de solubilizar los lipidos intercelulares del
epitelio bucal, perturbando su organizacion y, por tanto, favorecer el transporte paracelular
de moléculas (51). Ademas, se ha descrito que cuando se utilizan concentraciones altas de
tensoactivos (desde 1% de la formulacion), estos son capaces de interaccionar con lipidos
y ciertos dominios proteicos presentes en la membrana celular de las células del epitelio
bucal, favoreciendo su extraccion y solubilizacion, lo que permitiria aumentar el
transporte transcelular (51,52,209). En ese sentido, la composicion de las LCMs conlleva
el uso de dos tensoactivos distintos: Tween 20® y Span 80®, cuya cantidad total equivale
a 16,7% del total de reactivos utilizados para la formulacion de estas micelas, por lo que
podria contribuir a un efecto solubilizante de lipidos y, aumentar el transporte de estos

vehiculos por via transcelular. Asimismo, se ha descrito al PEG como un potenciador de
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la permeacion a través de la piel, ya que es capaz de alterar las propiedades de los lipidos
intercelulares de los corneocitos, disminuyendo el efecto barrera de esta zona y, en
consecuencia, potenciando la permeacion a través del tejido (210). A pesar de la diferencia
histologica entre la piel y la mucosa bucal, no se puede descartar que el PEG presente en
la matriz lipidica de Gelucire 44/14® podria ejercer un efecto potenciador de la
permeacion mediante un mecanismo similar. Por lo tanto, las LCMs podria potenciar la
permeacion de moléculas de baja solubilidad acuosa a través del epitelio bucal, mediante
el transporte paracelular, principalmente por la interaccion de sus componentes, como
acidos grasos, la composicion de tensoactivos y PEG, con los lipidos de los espacios
intercelulares y la disrupcion de este efecto barrera del propio epitelio. Este posible
mecanismo no se limitaria solo a las LCMs no funcionalizadas, ya que también podria
contribuir a la potenciacion en la permeacion observada para las LCMs funcionalizadas
con el péptido PEP, pudiendo ser un mecanismo complementario y sinérgico al efecto de
los residuos de L-valina.

A pesar de que las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP si demuestran
potenciar la permeacion bucal de Rho en comparacion con los controles, la permeacion
acumulada a 60 minutos no alcanz6 el 2% del total. Esto puede deberse a las propiedades
fisicoquimicas propias de las LCMs, tales como el tamafo y la carga superficial (211). En
ese sentido, se ha demostrado que nanoparticulas de poliestireno de 200 nm de tamafio y
en suspension lograron permear mas profundamente tras 4 h, a través de la mucosa bucal
porcina, que particulas de 20 nm de didmetro (212). Teubl y cols. obtuvieron resultados
similares para nanoparticulas similares de aproximadamente 200 nm y en suspension, en
comparacion con particulas de 25 y 50 nm (213). Esto podria deberse a la presencia de
ciertas estructuras porosas en la capa de mucus, denominadas bolsillos, en donde s6lo son
accesibles por particulas pequefias menores a 100 nm, por lo que quedarian atrapadas e
inmovilizadas en esta capa, evitando el avance y la permeacion mas profunda en el epitelio
(213,214). Esta inmovilizacion de las particulas pequefias en los bolsillos impacta
significativamente en la velocidad de permeacion de las nanoparticulas de poliestireno de

25 y 50 nm y, en consecuencia, en la profundidad de permeacion en el epitelio, en
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comparacion con las particulas de 200 nm, que son menos retenidas en estos bolsillos
(213). Por otra parte, la carga superficial también podria influir en la permeacion de
nanoparticulas a través del epitelio bucal. Roblegg y cols. demostraron que las
nanoparticulas de poliestireno modificadas con grupos amina y, por tanto, cargadas en
forma positiva, de 200 nm lograron permear mas profundamente por el epitelio bucal en
comparacion con las nanoparticulas de poliestireno del mismo tamafio, pero modificadas
con grupos acidos y, por tanto, con carga negativa (212). Un resultado similar se obtuvo
con la permeacion sublingual de carvedilol transportado en nanocapsulas de Eudragit®
RS100 con carga positiva en comparacion con nanocapsulas de poli(e-caprolatona) de
carga negativa (215). Estos resultados pueden estar relacionados a la formacion de
interacciones electrostaticas entre las cargas positivas de las nanoparticulas con las cargas
negativas de la mucina presentes en el mucus del epitelio bucal, tal y como se ha descrito
en particulas que utilizan el quitosano, un polisacarido natural y de caracteristicas
catidnicas. Estas interacciones con las mucinas, por tanto, generaria un aumento en el
tiempo de residencia de estos sistemas a través del fenomeno de mucoadhesion (51,212).
En la misma linea, sistemas con cargas positivas mas altas, generaria un aumento en la
interaccion con las mucinas y, por tanto, podria ser incluso desventajosa para la
permeacion, siendo estos sistemas ampliamente retenidos en el mucus, evitando su avance
hacia el epitelio absortivo (216). Por lo tanto, la baja permeacion de las LCMs podria estar
influenciada por estos pardmetros, en donde las micelas podrian estar siendo retenidas en
los bolsillos de mucus evitando que llegue a zonas mas profundas del epitelio bucal dado
su tamafio promedio de 15 nm. Ademas, una menor permeacion de las LCMs no
funcionalizadas respecto de las funcionalizadas también podria relacionarse a la diferencia
entre los valores de ZP, en donde la presencia del péptido PEP permitiria que las LCMs
adquieran una carga neutra a ligeramente positiva, siendo favorables para la generacion
de interacciones electrostaticas débiles con las mucinas y, por tanto, favorecer una mayor
adhesion a la superficie de la mucosa, con bajo riesgo de retencién prolongada en esta

zona en comparacion con particulas con cargas positivas mas altas.
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Una estrategia que podria ser utilizada para aumentar en mayor grado la
permeacion de las LCMs es el reemplazo del fragmento potenciador de la permeacion
propuesto por el presente estudio por otros péptidos que ya han sido descritos y han
demostrado actuar como pontenciadores de la permeacion bucal, para diversas moléculas
como insulina y calcitonina, incluyendo el tetrapéptido LMWP (217) y la penetratina
(218), respectivamente. Por otra parte, las LCMs funcionalizads con PEP podrian ser
incluidas en formas farmacéuticas bucales mucoadhesivas. Las formas farmacéuticas
mucoadhesivas se caracterizan por estar constituidas por polimeros que puedan
interaccionar con las mucinas, fijdndolas directamente en la mucosa absortiva,
aumentando el tiempo de residencia y, por tanto, el tiempo de contacto entre el sistema
que contiene el principio activo con el epitelio bucal, favoreciendo la permeacion a través
de ella (201). Entre los distintos sistemas propuestos, las peliculas mucoadhesivas de
hidroxipropilmetilcelulosa podrian ser utiles como posible solucion para incrementar la
permeacion de estos sistemas. Estas peliculas mucoadhesivas lograron potenciar la
permeacion bucal de LCMs no funcionalizadas y cargadas con Rho e insulina, que fueron
depositadas en la superficie de la pelicula a través de la técnica de impresion por inyeccion
de tinta, en comparacion con LCMs en suspension y las moléculas en solucion (31). Otros
polimeros mucoadhesivos que también podrian ser utilizados como material para la
generacion de peliculas de administracion bucal y que permitan ser sustratos para la
permeacion de nanoparticulas, son el Eudragit® RLPO (219) y quitosano (220), que se
encuentran ampliamente descritas en revisiones bibliograficas (201,221).

Cabe destacar que la gran dispersion de los datos observados en los perfiles de
permeacion bucal puede deberse a la variabilidad intrinseca del modelo de permeacion
utilizado, especificamente, el modelo de permeacion ex vivo con epitelio bucal de origen
porcino. El epitelio bucal de origen porcino es una barrera no queratinizada, que presenta
caracteristicas histologicas y enzimaticas similares al epitelio bucal humano, a diferencia
de los epitelios de ratas y ratones que son queratinizados, o los epitelios bucales de perros
y primates, que no son queratinizados, pero presentan un menor grosor (202,222). Los

ensayos de permeacion bucal que utilicen mucosa de origen porcino deben ser meticulosos,
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en donde el epitelio bucal debe ser cuidadosa y correctamente separado del tejido
muscular y adiposo circundante. Ademads, estos epitelios deben ser transportados y
conservados Optimamente en soluciones isotonicas con crioprotectores como azicares o
glicerol, y almacenados idealmente a -80 °C, para conservar la viabilidad y reducir al
maximo la variabilidad (112,223). A pesar de controlar estas condiciones, se han obtenido
coeficientes de variacion de hasta un 100% en ensayos de permeacion utilizando este
modelo ex vivo de epitelio bucal (112,222). En base a esta alta variabilidad, se han
planteado diversas alternativas, como estudios in vitro utilizando cultivos de células
epiteliales bucales como la linea TR146, obtenidas a partir del carcinoma de células
escamosas a nivel bucal, o de queratinocitos humanos bucales normales (EpiOral™).
Ambos modelos han demostrado presentar menor variabilidad en los resultados, aunque
su principal desventaja es que son modelos menos representativos de las condiciones
fisioldgicas normales (223). Por otra parte, los modelos in vivo son los modelos que
presentan las condiciones mas representativas del funcionamiento y mecanismo
fisioloégico de permeacion bucal. Estos modelos in vivo consisten en la medicion de
permeacion de una sustancia en sujetos, por lo que involucra aspectos éticos que son
fundamentales. Una gran desventaja de estos modelos in vivo es la complejidad en el
control de variables que podria afectar la correcta interpretacion de los resultados de
permeacion, tales como la absorcion de la sustancia administrada en otras zonas de la
cavidad oral y la eliminacién de esta a través del proceso de deglucion (223). Por lo tanto,
pese a la alta variabilidad en los resultados, que pueden ser contrarrestados con un
aumento en el nimero de réplicas, el modelo ex vivo de mucosa bucal de origen porcino
sigue siendo un modelo conveniente, factible y representativo para la determinacion de la
permeacion de sustancias a través del epitelio bucal.

En sintesis, las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP demostraron lograr una
mayor permeacion acumulada de Rho, como modelo de principio activo de baja
solubilidad acuosa, a través de un modelo ex vivo de epitelio bucal de origen porcino, en
comparacion con las LCMs no funcionalizadas y solucion de Rho libre, como controles.

Esto puede deberse a las interacciones hidrofobicas generadas entre los residuos de L-
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valina presentes en el fragmento potenciador de la permeacion bucal dentro del péptido
PEP propuesto y los lipidos de los espacios intercelulares de la mucosa. Ademas, como
mecanismo sinérgico, la presencia de algunos constituyentes que forman parte de las
LCMs podria contribuir a la permeacion potenciada de Rho, tales como el acido laurico,
Tween® 20 y PEG. Sin embargo, dado estos hallazgos, la permeacion acumulada a 60
minutos no supera el 2%, por lo que se podria proponer la inclusion de las LCMs
funcionalizadas con PEP dentro de formas farmacéuticas que puedan contribuir a
potenciar su permeacion a través del epitelio absortivo bucal, tales como peliculas

mucoadhesivas.

4.4 Escision in vitro de secuencia sensible a metaloproteinasa de la matriz-9

Los resultados tras los ensayos de determinacion de la concentracion Optima de
MMP-9 y la cinética de escision in vitro de la secuencia sensible y bioactivable
GPQGIAGQ, se muestran en las Figuras 25 y 26, respectivamente. Esta secuencia es
especificamente sensible a la actividad endopeptidasa de la enzima MMP-9. Esto se basa
en que el sitio activo y catalitico de la enzima tiene mayor preferencia y selectividad por
aminoacidos con cadenas alquilicas laterales pequefias, como G, A y S, en desmedro de
aquellos aminoacidos con cadenas laterales alquilicas largas o aromaticas (224). En ese
sentido, se ha establecido que la MMP-9 es capaz de catalizar la escision del enlace
peptidico entre los residuos de G e I de la secuencia GPQGIAGQ, guiado por la presencia
del aminoacido A, generando el corte proteolitico y especifico en dicho enlace peptidico,
con la consecuente generacion de dos fragmentos: GPQG y IAGQ (225,226). El
mecanismo de escision del enlace peptidico estd esquematizado en la Figura 36. La
catalisis mediada por MMP-9 requiere de una molécula de agua, como nucleéfilo,
formando un complejo con el sustrato, conocido como complejo de Michaelis.
Primeramente, la molécula de agua interactiia con un residuo de glutamato presente en el
dominio catalitico de la enzima, siendo capaz de extraer el proton del solvente; mientras
que el &tomo de oxigeno del agua interactia con el atomo de zinc de la enzima a través de
enlaces de coordinacion. A su vez, el cofactor es necesario para potenciar las

caracteristicas electrofilicas del carbono carbonilico del enlace peptidico labil. Tras la
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extraccion del proton del agua, el grupo hidroxilo remanente es capaz de atacar
nucleofilicamente el carbono del grupo carbonilo del enlace peptidico labil, formando un
intermediario hibrido tetraédrico. Este intermediario tetraédrico estd compuesto por el
péptido y tres componentes de la enzima: el atomo de zinc, el residuo de acido glutdmico
y el grupo sulfhidrilo del residuo de cisteina en posicion 92. Dada las caracteristicas
basicas del nitrogeno que forma el enlace peptidico, éste es capaz de sustraer el proton del
acido glutamico, formando un grupo amonio secundario y glutamato. Este glutamato es
capaz de extraer un proton del intermediario, ocurriendo una reaccion rapida de
reordenamiento en donde se escinde el enlace peptidico y se genera los dos productos,
unidos atn a la enzima. La separacion final de estos productos ocurre a través de
moléculas de agua del medio capaz de catalizar la liberacion de estos, siendo esta etapa la
limitante de toda la reaccion de escision (227-230). En base a estos resultados, se
demuestra que la secuencia peptidica PEP, que presenta el fragmento intermedio
GPQGIAGQ, mantendria la sensibilidad a la escision in vitro mediada por MMP-9. Por
tanto, dado el perfil de escision obtenido a distintas concentraciones de MMP-9 y para la
optimizacién en el uso de esta enzima en los ensayos posteriores, es que se fijo una
concentracion de trabajo 6ptimo de dicha enzima de 450 ng/mL con un porcentaje de

escision aproximadamente del 60%.
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Figura 36. Esquema general del mecanismo de escision catalizada por metaloproteinasas de la matriz.

Adaptado de Tallant y cols. (228).

Los resultados de cinética de escision (Figura 26) demostraron que el péptido D-

PEP alcanzaba un menor porcentaje de corte a partir de 12 h de incubacion, en
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comparacion con la secuencia PEP. Esto podria deberse a que la actividad enzimatica de
la MMP-9 podria presentar estereoselectividad. En ese sentido y a nivel estereoquimico,
todos los aminodcidos, a excepcion de glicina, presentan al menos un carbono asimétrico
o centro quiral, en donde los isdémeros L conforman casi todos los péptidos y proteinas
bioldgicamente activos; mientras que los isomeros D se pueden encontrar principalmente
en la sintesis de péptidos pequetios relacionados con la pared celular bacteriana y algunos
antibioticos (126). A diferencia de los L-aminoacidos, los isomeros D no suelen ser
sustratos para enzimas humanas endogenas (231). Esto se debe a que el sitio activo y
catalitico de las enzimas es asimétrico, es decir, es capaz de reconocer especificamente
los isomeros L- por sobre los isomeros D- (estereoselectividad), generando que las
reacciones catalizadas por estas enzimas sean estereoespecificas y, por tanto, los péptidos
y proteinas con isomeros D sean mas resistentes a estas reacciones (126,231). En el estudio
in silico de Aschi y cols., se demostré que el sitio catalitico de la MMP-8 mostré una
mayor afinidad al enantiomero R del compuesto fosfonato de 1-(4’-metoxibifenil-4-
sulfonilamino)-2-metilpropilo, administrado como un inhibidor de la actividad de la
MMP-8, en comparacion con su isomero S (232). Esta mayor afinidad del enantiomero R
se tradujo en un mayor efecto inhibitorio de la MMP-8, en comparacion con su isdémero
S. Esto se debe a que el enantiomero R fue capaz de inhibir la formacion de un puente de
hidrogeno entre el agua (como agente catalitico) y un grupo sulfonamida del sitio
catalitico de la enzima, ademds de favorecer la generacidon de interacciones aromaticas-
aromaticas entre el anillo bencénico del enantidmero R y la enzima, que no se observa con
el enantiomero S (232). Cabe destacar que la formacion de enlaces no covalentes, como
puentes de hidrégeno o interacciones aromaticas-aromaticas entre el sustrato y una enzima
para la formacion del complejo sustrato-enzima genera la liberacion de una pequefia
cantidad de energia libre que provee un grado de estabilidad a este complejo, conocido
como energia de union. Esta energia de union es la que contribuye a que una enzima sea
especifica por un sustrato, e incluso, por un isémero en particular, y, por tanto, gatillar la
catalisis propiamente tal (233). En base a los resultados obtenidos, se puede observar que

la enzima MMP-9 podria presentar una mayor selectividad y especificidad por el péptido
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PEP, que contiene el fragmento sensible compuesto por L-aminoacidos, ya que es capaz
de reconocerlo, generar el complejo enzima-sustrato y generar la catélisis del enlace
peptidico entre los residuos de G e I. En contraparte, la enzima muestra una menor
actividad catalitica hacia el péptido D-PEP, posiblemente por la menor capacidad del
MMP-9 en reconocer y establecer enlaces con los isémeros D, y generar, por tanto, la
energia de unidon necesaria para la actividad catalitica, o incluso, generar un complejo
enzima-sustrato mas afin, enlenteciendo la etapa limitante de las reacciones cataliticas
mediada por MMP-9, correspondiente a la separacion de los productos tras la reaccion,
impidiendo que mas moléculas puedan ser escindidas. Teniendo en consideracion estos
antecedentes y resultados, una posibilidad es determinar la escision de otro péptido integro
similar a PEP, que contenga una secuencia scrambled del fragmento sensible a la actividad
por MMP-9, como un ensayo control adicional para los experimentos de escision in vitro.

En términos de escision del péptido funcionalizado sobre la superficie de las LCMs,
el porcentaje alcanzado tras 24 h es menor que cuando el péptido se encuentra en solucion.
Esto podria deberse a que las LCMs podria interferir en el reconocimiento y union de la
secuencia biosensible con la enzima MMP-9. En ese sentido, se sabe que el dominio
catalitico del sitio activo de las MMPs presenta tres zonas helicoidales o y 5 porciones en
forma de laminas B paralelas, interconectadas por ocho bucles (229). Ademas, este
dominio catalitico presenta una forma esférica, con un didmetro de aproximadamente 40
A 04 nm (228,229). Asimismo, se sabe que existe una hendidura en el sitio activo que se
ubica principalmente en la superficie de la enzima que permite que los sustratos se unan,
siempre y cuando adopte una conformacion extendida o plana en el espacio (228). Por
ende, dado el tamafio del sitio catalitico y la disposicion espacial del sitio activo, puede
existir una restriccion espacial o impedimento estérico asociado con el diametro de las
LCMs propiamente tal (15,9 = 0,4 nm para las micelas vacias, Tabla 11), superando
ampliamente el didmetro del dominio catalitico de las enzima, por lo que el péptido
conjugado, especificamente, la secuencia biosensible no sea capaz de entrar en forma

adecuada a este sitio catalitico mas plano y, por tanto, alcanzar el dominio catalitico, para
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ser reconocida dptimamente por los residuos del sitio activo, para generar la reaccion
catalitica, en forma eficiente, tal y como se observo con el péptido libre.

Otra posible causa se podria atribuir a un efecto adsorcion superficial de las
enzimas en la superficie de las nanoparticulas, impactando en su actividad. En ese sentido,
la actividad de las enzimas y otras proteinas dependen de su estructura terciaria y cuando
se adsorben sobre la superficie de las nanoparticulas, se podria generar cambios
estructurales importantes y afectar la exposicion del sitio de unién con el ligando y sitio
catalitico de la enzima, ocultandolos y, en consecuencia, disminuyendo o hasta perdiendo
completamente la actividad enzimatica original (234). Este fenomeno se encuentra
ampliamente reportado para la enzima anhidrasa carbonica humana, que cataliza la
reaccion de interconversion de didxido de carbono y bicarbonato, clave para la regulacion
del equilibrio acido-base del organismo (234). Se ha demostrado que nanoparticulas de
poliestireno modificadas con grupos carboxilo en su superficie fueron capaces de
promover la adsorcion de moléculas de anhidrasa carbonica, a diferencia de las mismas
nanoparticulas de poliestireno con grupos amina. Esto se debe a que el proceso de
adsorcion se efectud, principalmente, a través de interacciones electrostaticas con sus
residuos basicos por sobre interacciones hidrofobicas. Producto de esta adsorcion, la
enzima perdid su actividad catalitica, debido a que sufri6 cambios conformacionales a
nivel intramolecular (235). Este fendmeno también se ha observado para nanoparticulas
de silice, en un mecanismo similar, debido a los valores negativos de ZP de estas particulas
(236). Por otra parte, el tamafio de las nanoparticulas también influye en el proceso de
adsorcion de enzimas. Se ha reportado que nanoparticulas de poliestireno de 25 y 41 nm
son capaces de adsorber mas enzimas por area superficial, en comparacion con tamafios
mas grandes (92 y 114 nm). Esto puede ser explicado debido a que particulas mas
pequefias muestran una curvatura superficial mayor, impidiendo que las proteinas
adsorbidas generen repulsion entre ellas y, por tanto, facilitar un mayor grado de
empaquetamiento, en comparacion con particulas mas grandes con una curvatura
superficial menor (237). Por tanto, dado estos antecedentes y teniendo en consideracion

las diferencias en la naturaleza de las enzimas y las propiedades fisicoquimicas de las

112



nanoparticulas, no se descarta que moléculas de MMP-9 una vez expuestas a las LCMs
funcionalizadas con PEP puedan adsorberse a la superficie de estas particulas, aunque sea
en forma minima. Con esta adsorcion, podria gatillar cambios conformacionales,
posiblemente por un mecanismo mas hidrofobico que electrostatico, disminuyendo la
actividad proteasa de estas enzimas, tal y como se observa con el porcentaje de escision
de péptido funcionalizado sobre las LCMs en comparacion con el péptido libre, que no se
observaria adsorcion.

Por otra parte, se ha reportado el uso de la secuencia sensible a MMP-9 para
diversos propositos. Banerjee y cols. lograron sintetizar liposomas a partir de
dipalmitoilfosfatidilcolina y un lipopéptido sintético, conjugando acido esteérico con la
secuencia sensible a MMP-9 como sistema para la entrega de farmacos en céncer. Los
resultados de este estudio demostraron la capacidad de MMP-9 de gatillar la escision de
la secuencia biosensible presente en el lipopéptido y, por tanto, generar la ruptura del
liposoma, favoreciendo la liberacion especifica en modelos celulares de cancer de las
moléculas contenidas (225). Por otra parte, Kulkarni y cols. también utilizaron un
lipopéptido conjugado con el fragmento sensible a MMP-9 para la elaboracion de
nanovesiculas, con el fin de transportar y entregar en forma selectiva el farmaco
antineoplasico gemcitabina en un modelo de cancer pancreatico. Estas nanovesiculas
fueron ademas recubiertas con PEG para disminuir su inmunogenicidad y prolongar la
vida media de circulacion de estos sistemas. Los resultados indicaron que se logr6 una
liberacion del farmaco contenido en forma especifica, al someterse a prote6lisis por MMP-
9, indicando, por tanto, que las nanovesiculas se desorganizan por escision del fragmento
peptidico del lipopéptido. Ademas, la liberacion del gemcitabina fue mayor cuando se
coadministr6 MMP-9 con glutation, ya que este Gltimo es capaz de degradar las cadenas
de PEG, favoreciendo una mayor exposicion del lipopéptido a la MMP-9. Cabe destacar
que en tejidos cancerosos se ha reportado también una sobreexpresion de glutation por
aumento del estrés oxidativo en estos tejidos (226). Asimismo, se ha descrito el uso de
esta secuencia conjugada con otros péptidos como inhibidores de la miostatina y

decorados sobre la superficie de particulas de poli(metil metacrilato), para las patologias
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inflamatorias y distroficas musculares como la miositis. Los resultados demostraron que
la escision por MMP-9 y, por tanto, de la liberacion de los inhibidores de la miostatina a
partir de la superficie de estas particulas fue efectiva y en forma dependiente de la
concentracion de enzima (97). Un uso particular de esta secuencia sensible fue propuesto
por Zhu y cols. En este estudio, se elaboraron hidrogeles de monoacrilato con PEG y
funcionalizados con la secuencia GPQGIAGQ y RGD de unién a integrinas. Estos
hidrogeles, al ser expuestos en modelos celulares endoteliales humanos demostraron
inducir y potenciar la adhesion endotelial y la formacion de redes similares a capilares,
mediado por la escision de MMP-9 y la exposicion del motivo de union a integrinas. Con
ello, podria ser potencialmente util para la cicatrizacion y regeneracion de tejidos
epiteliales (238). Por lo tanto, con estos antecedentes y dado los resultados obtenidos en
el presente estudio, se demuestra que la secuencia intermedia GPQGIAGQ del péptido
PEP funcionalizada sobre las LCMs mantiene su sensibilidad a la escision por la enzima
MMP-9 y, por tanto, podrian ser utilizadas como sistemas de entrega biosensibles a esta

enzima para el transporte y entrega dirigida de moléculas de clase 2.

4.5 Ensayo in vitro de union a cardiomiocitos de micelas de nucleo lipidico
funcionalizadas con péptido

Todos los ensayos in vitro de unidon a cardiomiocitos de los péptidos libres en
solucion (Figuras 28 y 29) y como funcionalizados sobre las LCMs (Figura 30), mostraron
que el péptido CAR, que contiene la secuencia orientadora a cardiomiocito PCM-1,
funcionalizado sobre las LCMs presentaron una mayor unidén a cardiomiocitos, en
comparacion con la secuencia CLV que contiene ademas los cuatro residuos remanentes
de la escision por MMP-9. De hecho, se ha demostrado que la secuencia PCM-1 fue
efectivamente capaz de aumentar la unidén a cardiomiocitos de distintos sistemas de
vehiculizacion elaborados, incluyendo poliplejos para la entrega de siRNA (75),
nanoparticulas con curcumina (76) y nanosondas con 17f-estradiol (77), con una alta
selectividad hacia este tipo celular por sobre otros, como fibroblastos. Cabe destacar que
el presente estudio es el primero que utiliza y determina la influencia de los residuos

GPQG en la unidén a cardiomiocitos de la secuencia orientadora.
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Los cardiomiocitos de ratas neonatas han sido ampliamente utilizados como
modelo para estudiar las funciones propias del tejido como la dilucidacion de la
fisiopatologia de diversas enfermedades que afectan al corazdn, para poder disefiar y
demostrar el efecto de moléculas bioldgicamente activas sobre dichas patologias (239).
En ese sentido, las principales ventajas de la obtencion y ensayo con cardiomiocitos
neonatos por sobre ratas adultas incluyen su facilidad en el aislamiento, su menor costo,
capacidad de division y, por tanto, también de diferenciacion, hasta por 21 dias después
de aisladas (239,240). Dado ello, es que los ensayos con cardiomiocitos de ratas neonatas
permiten predecir y determinar, con solidez, el desarrollo del tejido cardiaco, la regulacion
del ciclo celular y la fisiologia y fisiopatologia cardiaca in vitro (241).

Tal y como se mencion6 anteriormente, la secuencia orientadora a cardiomiocitos
PCM-1, incorporada en el péptido CAR, comparte una secuencia en comun de 12
aminodcidos (VTVRALRGTGSW) con la glicoproteina tenascina X. Esta secuencia CAR
podria actuar imitando la secuencia propia de la tenascina X, teniendo la ventaja de ser
mas pequefla, facilmente sintetizable en grandes cantidades y, ademas, facilmente
conjugable sobre la superficie de nanoparticulas. En ese sentido, la tenascina X es la
glicoproteina mas grande (450 kDa) dentro de su familia que incluyen también las
tenascinas C, R y W, cuyas estructuras se encuentran altamente conservadas entre las
especies (242). Las tenascinas forman parte de la matriz extracelular de diversos tejidos,
siendo clave no so6lo para la mantencion de su estructura, sino que también para orientar a
las células hacia la generacion de interacciones con componentes celulares especificos,
que son importantes en procesos como la adhesion, proliferacion y diferenciacion
celulares, y patrones de supervivencia (243,244). En el caso particular de la tenascina X,
presenta un dominio hidrofébico en su extremo N-terminal, un motivo compuesto por
varios dominios o repeticiones de secuencias similares al factor de crecimiento epidérmico,
un modulo formado por 30 a 32 repeticiones de un dominio de fibronectina tipo IIT (FNIII),
y un dominio globular similar al fibrindgeno en el extremo C-terminal (242). Esta proteina
se encuentra principalmente expresada en los tejidos musculares esqueléticos, en el

corazon, glandulas suprarrenales y vasos sanguineos (245,246). A nivel cardiaco, se ha
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determinado que la tenascina X es capaz de actuar como un factor iniciador de los procesos
de fibrosis cardiaca y remodelamiento cardiaco. El mecanismo de estos procesos radica
en que la tenascina X es capaz de mediar la formacion de fibrillas de colageno a través de
la via del factor de crecimiento transformante -1 y, por tanto, favorecer la interaccion
entre las células y los componentes de la matriz extracelular, claves en los procesos
fibréticos y de remodelamiento tisular (247). Por otra parte, se ha reportado que la
deficiencia en la tenascina X a nivel del tejido conectivo en diversos organos estaria
relacionada con la aparicion de multiples patologias, como el sindrome de Ehlers-Danlos
e hiperplasia adrenal congénita (248-250).

En general, se ha descrito que las tenacisnas tienen la capacidad de interactuar con
multiples moléculas, tales como receptores celulares superficiales de tipo integrinas y tipo
toll, citoquinas, factores de crecimiento y otras moléculas de la matriz extracelular, como
el colageno o decorina (242,246,251,252). Especificamente, los receptores de integrina
corresponden a proteinas superficiales heterodiméricas, compuestas por dos subunidades
distintas: a y P, unidas en forma no covalente (253). Actualmente, se sabe que en
vertebrados existen al menos 18 y 8 tipos distintos de subunidades a y 3, respectivamente,
cuyo tamafio fluctua entre los 80 a 180 kDa, permitiendo formar 24 tipos de receptores de
integrina diferentes (253,254). Estos receptores de integrina juegan un papel fundamental
en el proceso de adhesion celular, al ser capaces de reconocer las distintas proteinas de la
matriz extracelular (253). Dentro de las secuencias de estas proteinas, los receptores de
integrina reconocen ciertos motivos acidos que permiten la formaciéon de un enlace
coordinado con un cation divalente (Mg*?), presente en el sitio de adhesion dependiente
de iones metalicos en el dominio a I de la subunidad o (253,255). Entre estos motivos
acidos se encuentran: RGD, IGD, KGD, LDV, DGEA, REDV, FYFDLR, GFOGER,
GLOGEN, GVOGEA, KQAGDV, KRLDGS, LRRWLEAK, YGYYGDALR vy
HHLGGAKQAGDYV, donde la acidez se relaciona con la presencia de aminodcidos acidos
como D o E (256-260). A nivel de cardiomiocitos, se han reportado la expresion de varios
tipos receptores de integrina, tales como oif1, asP1 y o1, siendo importantes para

distintos procesos fisiologicos, incluyendo la adhesion celular, mecanotransduccion,
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proteccion isquémica y regulacion de canales idnicos y crecimiento (254). Asimismo, en
condiciones patologicas, como en la hipertrofia cardiaca, existe una sobreexpresion de los
receptores asfi y avPs (261,262). En ese sentido, las tenascinas presentan al menos un
motivo 4acido dentro de una de las repeticiones del dominio de FNIII, especificamente en
la repeticion 11 de la tenascina X, encontrandose el motivo RGD (242,260).

La razon de la efectividad de la secuencia CAR por tener una mayor uniéon a
cardiomiocitos, tanto como péptido libre y funcionalizada sobre las LCMs, no esta del
todo claro. Esto se debe a que la secuencia en comuin con la tenascina X
(VITVRALRGTGSW) no presenta ningin motivo descrito para la unidon al sitio de
adhesion dependiente de iones metalicos del receptor de integrina. De hecho, se sabe que
esta secuencia se encuentra especificamente en la repeticion 1 del dominio de FNIII de la
glicoproteina (74). El dominio de FNIII es una de las unidades de plegamiento proteico
mas comunes, presente en cerca del 2% de todas las proteinas animales y que fue
caracterizado primeramente en la fibronectina, una proteina de la matriz extracelular (263).
A nivel estructural, este dominio estd compuesto por entre 90 a 100 aminoacidos, capaz
de formar una estructura secundaria de tipo lamina 3, muy similar a lo observado para las
inmunoglobulinas (264). En ese sentido, se ha descrito el rol de ciertos aminoacidos en la
promocion de la estabilidad de este dominio y capacidad de interaccion con otras proteinas.
Los residuos de valina, especificamente la cadena lateral hidrofobica de tipo isopropilo,
son capaces de generar interacciones hidrofobicas con otros residuos de la misma
naturaleza, tales como alanina, glicina, isoleucina, leucina, fenilalanina e, incluso, otros
residuos de valina. Asimismo, los residuos de arginina pueden generar enlaces de tipo
puentes de hidrégeno, con distintos aminoacidos que tengan dentro de su estructura grupos
aceptores de puentes de hidrogeno; esto se debe a que el aminoacido presenta un grupo
guanidina en su cadena lateral, sirviendo como grupo funcional donante de puentes de
hidrégeno (265,266). Por otra parte, los receptores de integrina también pueden presentar
otros sitios de unioén distintos al dominio a I de la subunidad o. Se ha descrito que la
subunidad B de los receptores de integrina es otro punto de union para distintas proteinas

de la matriz extracelular, ya que contiene un dominio tipo I, similar al dominio o I de la
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subunidad o, presentando un motivo con union a cation metalico, especificamente, Ca*?
(261,267). Este sitio de unidon a proteinas de la matriz podria actuar como un sitio
cooperativo de union al dominio o I en receptores de integrina, pero, por sobre todo, se
vuelve mas importante en aquellos receptores que carecen del dominio o I en la subunidad
a, tal y como ocurre con el receptor a1 y su reconocimiento a la proteina laminina
(267,268). También existen otros dominios extracelulares del receptor de integrina que
podrian actuar como otros sitios de uniéon y de reconocimiento a distintas moléculas,
incluyendo los dominios calf-1 y calf-2 de la subunidad a, y los dominios similares al
factor de crecimiento epidérmico de integrina y plexina/semaforina/integrina de la
subunidad B (269). Dado estos antecedentes, la secuencia orientadora a cardiomiocitos
CAR, ya sea en su forma de péptido libre como funcionalizada en la superficie de las
LCMs, e incluso formando parte del péptido CLV, podria generar interaccion con
receptores de integrina en estas células, a través de algunos aminoécidos presentes en su
secuencia, especificamente valina y arginina, siendo capaz de generar interacciones
hidrofobicas y puentes de hidrogeno con algunos dominios de estos receptores,
respectivamente. Pese a que presenta los mismos aminoacidos que la secuencia CAR, el
péptido scramble SCR no se une en forma eficiente a los cardiomiocitos en comparacion
con los péptidos CAR y CLV. Esto puede deberse a que su secuencia de aminoacidos no
presenta similitud ni el mismo ordenamiento en comparacion con la tenascina X, lo que
se tradujo, ademas, en una estructura secundaria distinta a los otros péptidos (Figura 10 y
Tabla 8), pudiendo impactar en el reconocimiento y unién a los receptores de integrina en
estas células.

Por otro lado, la menor unién a cardiomiocitos del péptido CLV, tanto como
péptido libre o funcionalizada sobre las LCMs, en comparacion con la secuencia CAR
podria atribuirse a los cuatros aminoéacidos adicionales (GPQG), remanentes de la escision
de la secuencia sensible a MMP-9. Pese a que estos cuatro residuos adicionales no generan
diferencias en la estructura secundaria en ambos péptidos (Figura 10 y Tabla 8), si podrian
generar alguna modificacion en la interaccion entre la porcion similar a la tenascina X con

la unidén a los receptores en los cardiomiocitos. En ese sentido, es sabido que para el
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reconocimiento y la selectividad de un receptor por un ligando no requiere solomente de
una secuencia a la que sea afin, sino que también, este reconocimiento y selectividad estan
influenciados por los aminoacidos que rodean esta secuencia, en lo que se entiende como
contexto secuencial (255). Un ejemplo de ello es lo que ha demostrado la investigacion
de May cols. En dicho estudio, se pudo observar que la presentacion cruzada de antigenos
de una secuencia determinante del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC, del
inglés major histocompatibility complex) de tipo I compuesta por 8 aminoacidos
(SIINFEKL) se vio alterada por una variacion en la longitud de la secuencia tanto hacia
el extremo N- como C-terminal (270). En una linea similar, otro estudio reporto la
existencia de algunos aminodcidos, como la arginina, en las regiones que rodea un nticleo
esencial de moléculas de tipo MHC-II, que serian claves en el reconocimiento y
modulacion de la actividad de los receptores CD4 " en linfocitos T, en donde su reemplazo,
podria generar una disminucion en la respuesta inmune asociada con estos receptores
(271). Por tanto, el péptido CLV, a través de la presencia adicional de los residuos GPQG,
podria otorgar un contexto secuencial distinto a la secuencia orientadora a cardiomiocitos,
pudiendo ser la causa de la disminucion en la uniéon con los receptores de integrina
presentes en dichas células observada tanto en el péptido libre como en las LCMs
funcionalizadas con CLV.

Por otra parte, los receptores de integrina pueden presentarse en tres estados
conformacionales distintos: torcido y cerrado, extendido y cerrado, y extendido y abierto.
Cabe destacar que ambos estados cerrados presentan baja afinidad de union a sustratos,
mientras que la conformacion abierta muestra una alta afinidad de union (272,273). En
ese sentido, el estado extendido y abierto, pese a que muestra unas 1.000 veces mayor
afinidad de unioén a sustrato, presenta un dominio de unién a ligando mas estrecho y, por
tanto, de acceso mas restringido, en comparacion con las conformaciones cerradas del
receptor (Figura 37) (274). Tomando en consideracion esto, es que la presencia de los
cuatro residuos adicionales en CLV podria generar un mayor impedimento para que la
secuencia de 12 aminoacidos similar a la tenascina X sea reconocida por el dominio de

union a ligando en la conformacion extendida y abierta de los receptores de integrina en
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los cardiomiocitos, lo que se traduciria, finalmente, en una menor unién en comparacion
con la secuencia CAR, ya sea como péptido libre o funcionalizada sobre las LCMs. En
ese sentido, para confirmar esta hipotesis, se deberia realizar ensayos de afinidad ligando-
receptor, en donde se pueda establecer la capacidad de unién de estos péptidos que
contienen la secuencia PCM-1 con los receptores de integrina propuestos, a través de

ensayos de internalizacion o colocalizacion con técnicas de inmunofluorescencia.
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Figura 37. Esquema representativo de los tres estados conformacionales de los receptores de integrina,
con sus subunidades a y 3, y sus respectivos dominios. [-EGF: dominio similar al factor de crecimiento
epidérmico de integrina; PSI: dominio plexina/semaforina/integrina. Adaptado de Li y cols. (274).

Cabe destacar que hasta la fecha no existe evidencias de otros estudios que hayan
determinado la influencia de estos residuos sobre el reconocimiento y union de la
secuencia original en los cardiomiocitos u otras células, por lo que, un campo a explorar
seria determinar el mecanismo de unioén y tipo de interacciones formadas entre estos
péptidos y los receptores de integrina, a través del modelamiento molecular in silico. Por
consiguiente, se ha demostrado que las LCMs funcionalizadas con el péptido CLV
mantiene un grado de union a cardiomiocitos significativamente mayor que las LCMs no
funcionalizadas, por lo que podrian ser utilizadas como potenciales sistemas de
vehiculizacion y entrega dirigida de moléculas de baja solubilidad acuosa con accion sobre

estas células.

120



3. CONCLUSIONES

Las micelas de nucleo lipidico (LCMs) funcionalizadas en su superficie con la
secuencia peptidica CWLSEAGPVVTVRALRGTGSWGPQGIAGQVVVV (PEP)
constituyen sistemas de vehiculizacion y entrega para moléculas de baja solubilidad
acuosa, a través de la via de administracion bucal como alternativa a la via oral, con
posibilidad de ser activadas efectivamente por la enzima metaloproteinasa de la matriz-9
(MMP-9) y dirigidas en forma selectiva hacia cardiomiocitos.

En ese sentido, se logro sintetizar en forma eficiente los péptidos PEP, CLV, SCR
y CAR, como de las secuencias CLV, SCR y CAR asociadas con el fluordforo
carboxifluoresceina (CF), a través de la sintesis en fase solida. Todos los péptidos
obtenidos alcanzaron una pureza superior al 95%, a excepcion del péptido CF-CLV, cuya
pureza fue cercana al 90%. Asimismo, se pudo dilucidar que los todos los péptidos
mostraron una conformacion principalmente aleatoria, con porcion de lamina 3, excepto
el péptido SCR, que mostrd una estructura helicoidal o.

Tras ello, se procedid a funcionalizar la matriz lipidica con el péptido a través de
la reaccion clasica de Michael utilizando un grupo maleimida y el grupo tiol del residuo
de cisteina de los péptidos sintetizados. Pese a que no fue posible realizar la
funcionalizacion directa sobre Gelucire 44/14® dada su complejidad estructural, si fue
posible funcionalizar eficientemente el péptido sobre un lipido personalizado y adquirido
en forma comercial, para luego ser incorporado con los otros reactivos necesarios para la
sintesis de las LCMs a través de la técnica de emulsificacion en caliente de baja energia.
Las nanoparticulas obtenidas mostraron ser de caracteristicas nanométricas, esféricas y de
baja polidispersion, con unidades de péptido integrados en la superficie de las particulas,
corroborado por las diferencias observadas en los valores de potencial £ entre las LCMs
funcionalizadas y no funcionalizadas. En términos de estabilidad, las LCMs se
mantuvieron mas estables a 4 y 25 °C que a 37 °C, sin observar cambios significativos en
sus parametros fisicoquimicos hasta al menos 6 h tras su sintesis. Ademas, se logr6é una

alta asociacion de rodamina 123 (> 80%) como molécula modelo de principios activos de
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baja solubilidad acuosa, teniendo una liberacion cercana al 85% a 24 h en LCMs
funcionalizadas con CLV, siendo 4 veces mayor en comparacion con LCMs no
funcionalizadas, debido al fenémeno de liberacién explosiva inicial, asocidndose
principalmente con modificaciones en el estado de transicion de la matriz lipidica como
mecanismo de liberacion segun el ajuste del modelo cinético de Peppas-Sahlin.

Las LCMs funcionalizadas con el péptido PEP demostraron una mayor capacidad
de permeacion a través del epitelio bucal, en un modelo ex vivo, en comparacién con
nanoparticulas no funcionalizadas y una solucion de rodamina 123 libre. Pese a ello, el
porcentaje acumulado a 60 minutos es relativamente bajo (1,3%), por lo que se podria
proponer la incorporacion de estos sistemas dentro de otras formas farmacéuticas,
incluidas las peliculas mucoadhesivas, que han demostrado ser eficientes en la
potenciacion en la permeacion de sustancias a través del epitelio bucal.

Por otro lado, se comprob6 que la secuencia bioactivable por MMP-9 dentro de la
secuencia PEP funcionalizada sobre las LCMs mantiene la capacidad de ser reconocida
por la enzima y, por tanto, ser escindida, una vez simulada la permeacion bucal, para la
exposicion de la secuencia orientadora a cardiomiocitos.

Finalmente, las LCMs funcionalizadas con el péptido CLV, que presenta la
secuencia orientadora a cardiomiocitos y cuatros aminodcidos residuales tras la escision
del fragmento bioactivable por MMP-9, es capaz de unirse a cardiomiocitos en forma
significativamente mayor en comparacion con las LCMs no funcionalizadas. Sin embargo,
los cuatros aminodacidos residuales si generan un impacto en la unién, en comparacion con
LCMs con la secuencia CAR de control, que demostraron presentar una mayor union.
Estos cuatros residuos podrian otorgarle un contexto secuencial distinto, por lo que
interferiria en su posible reconocimiento por parte de los receptores superficiales en

cardiomiocitos.
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6. RECOMENDACIONES

La formulaciéon de LCMs funcionalizadas con un péptido trifuncional para la
entrega de moléculas de baja solubilidad acuosa, a través de la via bucal, seguido de
escision sensible a MMP-9 y dirigidas a cardiomiocitos, conllevd la realizacion de
multiples experimentos y ensayos, permitiendo la obtencion de los resultados ya expuestos
y discutidos durante la seccion anterior. En ese sentido y considerando la importancia y
novedad de la presente investigacion, se formulan algunas recomendaciones que
fomentaran la profundizacion y discusion de algunos resultados obtenidos:

1. Evaluar la estructura secundaria de los péptidos tras el proceso de funcionalizacion
del lipido SP-Mal y obtencion de las respectivas LCMs, con el propdsito de poder
determinar si la estructura secundaria del péptido pudo haber sufrido o no cambios,
en comparacion con el péptido libre, teniendo un posible impacto en la estabilidad
coloidal de estas particulas y actividad para el cual fue disefiado.

2. Determinar la estabilidad coloidal de las LCMs funcionalizadas con el péptido en
soluciones con distinta fuerza idnica, como parte de la bateria de ensayos de
estabilidad, siendo un resultado complementario a los ya obtenidos, para la validacion
de estas nanoparticulas como sistemas para el transporte de moléculas de baja
solubilidad acuosa.

3. Formular LCMs con otro péptido potenciador de la permeacion o incorporar las
LCMs funcionalizadas con PEP en peliculas mucoadhesivas u otras formas
farmacéuticas, que han demostrado aumentar el grado de permeacion de particulas
contenidas a través del epitelio bucal, favoreciendo, por tanto, una mayor
biodisponibilidad de la molécula de interés.

4. Evaluar el disefio y sensibilidad in vitro a escision por MMP-9 del péptido
trifuncional PEP, que contenga una secuencia scrambled del fragmento sensible a la
actividad proteasa, como ensayo control adicional para consolidar los resultados

obtenidos en este punto.
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5. Dilucidar el mecanismo de unién e internalizacién/colocalizacion de los péptidos
CAR y CLV una vez unidos a cardiomiocitos, a través de ensayos in vitro de
inmunofluorescencia.

6. Formular LCMs funcionalizadas con el péptido de interés con un principio activo de
baja solubilidad acuosa clase 2, con el fin de demostrar la factibilidad de estos

sistemas para el transporte y entrega de farmacos hacia cardiomiocitos.
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8. ANEXOS

8.1 Anexo 1: Tabla de aminoacidos utilizados para la sintesis de péptidos

Aminoacido | Codigo | Grupo protector de cadena lateral | Masa molecular (g/mol)
Acido E -butiloxilo 425,47
glutamico
Alanina A Sin proteccion 311,33
Arginina R Pentaetildihidrob'enzofuran—5— 648,77
sulfonilo
Cisteina C Titrilo 585,71
Glicina G Sin proteccion 297,31
Glutamina Q Titrilo 610,70
Isoleucina I Sin proteccion 353,41
Leucina L Sin proteccion 353,41
Prolina P Sin proteccion 337,37
Serina S t-butilo 383,44
Treonina T t-butilo 397,46
Triptofano 4 t-butiloxicarbonilo 526,58
Valina A% Sin proteccion 339,39
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