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1. INTRODUCCION






En el afio 1959, el cientifico Richard Feynman impartié una conferencia con
el sugerente titulo: “Hay suficiente espacio en el fondo”, donde plante6 por
primera vez cdmo fabricar y manipular objetos a escala atomica, abordando
los problemas con una perspectiva diferente y abriendo un nuevo mundo de
posibilidades [1]. La nanotecnologia es un nuevo planteamiento centrado en
la comprension y el dominio de las propiedades de la materia a escala
nanométrica. Esta nueva tecnologia tiene aplicacion en diversos campos
como la electronica, los materiales, la energia y la medicina siendo en esta

Gltima donde presenta las expectativas mas prometedoras.

La interaccion entre la nanotecnologia y la medicina constituye una
oportunidad para llevar a cabo nuevos tratamientos o0 mejorar los existentes,
ofreciendo nuevas soluciones en el diagnostico, en la medicina regenerativa
y actuando o estimulando los mecanismos del cuerpo humano. La
nanomedicina tiene un gran impacto en el tratamiento de enfermedades
como el cancer [2-4], la diabetes [5, 6], el Alzheimer [7], el Parkinson [8] o

los problemas cardiovasculares [9], inflamatorios [10] e infecciosos [11].

Por otro lado, la introduccion de la nanomedicina en el d&mbito de la
farmacologia ha revolucionado la administracion de farmacos. Con la
aparicion de nuevos tratamientos con mayor especificidad se aumenta el
rendimiento biologico y farmacoldgico de diferentes principios activos y se
ofrecen alternativas interesantes para formular nuevas moléculas. En este
sentido, se han desarrollado diversos nanosistemas para el transporte y
liberacion de farmacos tales como son: nanoparticulas (NPs), dendrimeros,
micelas, liposomas, puntos cuanticos, nanotubos de carbono y conjugados
poliméricos, entre otros. Estos se diferencian en su composicion y
estructura, pero todos tienen en comin los mismos objetivos; ser capaces de
transportar farmacos de manera especifica y controlada, evitar problemas
relacionados con la solubilidad del farmaco y proporcionar alternativas a las

vias de administracion tradicionales. En este contexto, la presente tesis



doctoral se centrard en las NPs de tipo polimérico y en los liposomas,

debido a su amplia utilizacion en la actualidad.

En los Gltimos afios, se ha puesto de manifiesto un creciente interés en la
utilizacion de NPs poliméricas para la administracion de diferentes
moléculas con actividad terapéutica. Dentro de los polimeros sintéticos mas
empleados, destacan los poliésteres debido a su biodegradabilidad y
biocompatibilidad. Los més utilizados son el &cido lactico (PLA), el acido
glicélico (PGA) y los copolimeros formados por unidades monoméricas de
acido lactico y glicolico (PLGA), poli-€-caprolactona (PCL), poli-B-
hidroxibutirato (PHB), acido poli (B,I-méalico) (PMLA) e hidroxipropil-f-
ciclodextrina (hp-p-cd). Los polimeros afectan de manera importante a las
propiedades y estructura de las NPs, y condicionan tanto sus posibles
aplicaciones como su via de administracion. De acuerdo a su estructura, las

NPs poliméricas se clasifican en nanocapsulas y nanoesferas (Figura 1).
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/_\‘ anocép}‘ @
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Polimero + Farmaco ‘ . | Nano-formulacion ‘

. ®
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*;E'l \ Encapsulade

L
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Farmaco adsorbido
en la superficie

Figura 1. Representacién esquematica de las nanocépsulas y nanoesferas [12]



Las nanocéapsulas son sistemas vesiculares en los que el farmaco se localiza
en el interior de la particula, generalmente disuelto en un vehiculo oleoso.
Las nanoesferas, en cambio, son sistemas de tipo matricial donde el farmaco
se suele encontrar incorporado en el interior de la matriz. Estas ultimas
ofrecen una liberacion controlada del farmaco alcanzandose elevados

niveles terapéuticos.

El PLGA es uno de los polimeros mas utilizados para la liberacion de
farmacos en diferentes tejidos. Este biopolimero ha sido aprobado por la
FDA para la elaboracion de sistemas de liberacion de farmacos y otros usos
biomedicos como es la fabricacion de suturas biodegradables [13]. La
degradacion del PLGA ocurre por hidrolisis no enzimatica y sus productos
son metabolizados por el ciclo de Krebs (Figura 2) [14]. Estos productos
podrian dar lugar a una acumulacion de sus monomeros &cidos, lo que
resulta en la reduccion del pH local y consecuente desnaturalizacion de
proteinas encapsuladas en este tipo de nanosistemas [15, 16]. Sin embargo,
su ausencia de toxicidad y velocidad modulable de degradacion hacen del
PLGA el poliéster mas utilizado en formulaciones nanoparticuladas de
aplicacion terapéutica [17-19]. Por otro lado, el peso molecular del PLGA es
un parametro que influye en la homogeneidad de la muestra. En general, con
polimeros de elevado peso molecular se obtienen sistemas nanoparticulados
con menor tamafo de particula y un bajo indice de polidispersion, los cuales

son degradados mas facilmente por el organismo [20].

2 o o)
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Figura 2. Hidrolisis del PLGA



Mediante la modificacion de las NPs poliméricas se puede optimizar la
estabilidad del farmaco encapsulado, su perfil de liberacion y/o dirigir las
NPs a una diana especifica. En este contexto, los polimeros citados
anteriormente, han sido combinados con polimeros hidrofilicos como el
polietilenglicol (PEG) y el poliéxido de etileno (PEO). La modificacién con
PEG, proceso comiunmente denominado pegilacion, conlleva a importantes
cambios en las propiedades fisicoquimicas de las NPs. Las cadenas de PEG
forman una barrera estérica en la superficie, impidiendo la opsonizacién y el

reconocimiento por parte de los macréfagos.

Como se ha mencionado anteriormente, otro de los nanosistemas que se
estudiaran son los liposomas; estructuras vesiculares submicroscopicas
compuestas por moléculas anfifilicas, tipicamente fosfolipidos. Al ser
dispersados en agua, los fosfolipidos forman bicapas donde las cadenas
hidrocarbonadas se organizan de modo que se encuentran protegidas del

agua, y asi el sistema es termodinamicamente favorable.

Inicialmente, estas vesiculas se utilizaron como modelo de membrana
biologica; Singer y Nicolson establecieron en 1972 [21] que la estructura de
las mismas era la de un mosaico fluido, cohesionado por fuerzas de Van der
Waals, en el cual los fosfolipidos se ordenaban en forma de bicapas. Sin
embargo, este trabajo centrara su interés como sistema de transporte y
liberacion de farmacos. Los liposomas poseen una arquitectura molecular
que les permite captar una gran variedad de agentes activos, a través de un
mecanismo relativamente especifico, proporcionando una via de transporte
hacia el lugar de actuacién, obteniendo asi una mayor respuesta terapéutica.
Los liposomas se clasifican dependiendo del numero de lamelas y de su

tamafo (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de los liposomas: Liposomas Multilamelares (MLVs) tienen
de 7 a 10 lamelas concéntricas. Liposomas Unilamelares Grandes (LUVS) y

Liposomas Unilamelares Pequefios (SUVs) presentan una sola lamela.

El presente trabajo tiene como finalidad el disefio de NPs poliméricas y
liposomas para su aplicacion en dos lineas de investigacion diferentes:

“Terapia ocular” y “Disefio de inhibidores del HIV-1".
1.1 Flurbiprofeno y su aplicacion en la cirugia de cataratas

A medida que transcurren los afios, nuestro cuerpo sufre cambios que suelen
limitar las actividades habituales. El sistema visual no es una excepcion,
existen diversas enfermedades oculares que afectan a las personas mayores,
sobre todo de la tercera edad. Entre los desordenes visuales mas importantes
se encuentran: el glaucoma [22], la degeneracion macular asociada a la edad
(DMAE) [23], la retinopatia diabética [24] y las cataratas [25].

Las cataratas constituyen un importante problema de salud publica al
relacionarse con la edad. Realmente no se deberia clasificar como una
enfermedad, sino como consecuencia del envejecimiento ocular. Consiste en

la pérdida de la vision, como consecuencia de una opacidad del cristalino.



Actualmente, la cirugia es el mejor tratamiento para este tipo de patologias.
La operacion de cataratas se basa en la extraccion de la parte del cristalino
que estd opacificada e implantar una lente para devolver la vision al ojo
[26]. Durante la realizacion de la intervencion quirdrgica pueden suceder

posibles complicaciones tales como:

Ruptura capsular del cristalino (ruptura o rasgado de la capsula o
soporte del cristalino dificultando la colocacion y estabilidad de la lente

intraocular a colocar).

Luxacion de masas cristalinianas (tras una ruptura capsular, el
contenido del cristalino cae en el interior del ojo o cavidad vitrea creando un
cuadro inflamatorio y la posibilidad de complicaciones retinovitreas, como

es el desprendimiento de retina).

Luxacion del cristalino artificial (ante un saco capsular inestable

puede luxarse la lente intraocular a cavidad vitrea).

Edema corneal (inflamacién de la cornea, pérdida de transparencia
corneal que provoca vision turbia y que puede ser debida a complicaciones
durante la operacion, mal estado de la cornea antes de la intervencion o

hipertension ocular como respuesta inflamatoria mas extensa).

La endoftalmitis, es la complicacién méas grave por la aparicion de una
infeccidn intraocular (la recuperacion se basa en la eliminacién rapida y
enérgica de la infeccion intraocular mediante tratamiento médico o

combinado con cirugia intraocular).

El flurbiprofeno (FB) es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE),
de uso oftalmico, que se utiliza en la cirugia de cataratas (Figura 4) [27].
Este farmaco ayuda a prevenir la miosis intraoperatoria, reducir la
inflamacion postoperatoria y el riesgo de edema macular quistico [28]. Su
mecanismo de accion consiste en la inhibiciobn de la ciclooxigenasa,

impidiendo la metabolizacién del &cido araquiddnico y, por consiguiente, la



sintesis de prostaglandinas y tromboxanos [29]. La actividad de las
prostaglandinas es muy compleja, generalmente se asocia a la generacion
del dolor, fiebre e inflamacion y por ello los inhibidores de la sintesis de
prostaglandinas tienen la funcién simultanea de analgésico, antiinflamatorio

y antipirético.

COOH

CH3

F
Figura 4. Estructura del Flurbiprofeno, FB (Derivado del acido fenilalcanoico).

El Ocufen® es la forma comercial del FB, que se administra tres horas antes
de la cirugia para prevenir la inflamacion ocular. Una de las principales
desventajas de este farmaco es que no consigue altos niveles terapéuticos.
Los desafios que se presentan para este tipo de formulaciones son el
aumento de la permeacion del principio activo a los tejidos intraoculares y el
disefio de sistemas portadores que posibiliten una liberacion mas sostenida

y/o controlada.

1.2 Disefio de medicamentos para uso oftalmico basados en la

nanotecnologia

El disefio de medicamentos para uso oftalmico es un interesante desafio y un
area de las ciencias farmacéuticas donde ya se vislumbran importantes
resultados y un vertiginoso avance. La biodisponibilidad de los farmacos
administrados en forma tépica es limitada, debido a la pérdida répida de la
formulacion desde la zona precorneal en virtud del drenaje lagrimal. Sumado
a esto, la cornea es una barrera altamente eficiente y esto disminuye

notablemente la penetracién de farmacos por esta via.



Asi, despues de la instilacion de una gota oftalmica, menos del 5% del
farmaco aplicado atraviesa la cdrnea y alcanza los tejidos intraoculares,
mientras que la mayor parte del mismo es absorbida sistémicamente via
conjuntiva y conducto nasolacrimal. En forma simplificada se puede afirmar
que la biodisponibilidad y la farmacocinética de los farmacos aplicados en
forma topica en la superficie del ojo dependen de tres factores: la
disposicién del farmaco en el area precorneal, la permeabilidad del farmaco

a través de la cornea y su eliminacion del ojo.

Las tendencias actuales en terapia ocular sugieren la conveniencia de
reemplazar las formas convencionales de administracion ocular por nuevos
sistemas de administracion de farmacos, con propiedades biofarmaceuticas
mejoradas, y con capacidad para liberar el agente terapéutico de forma mas
precisa en el lugar diana del ojo. Uno de los grandes avances en la
nanotecnologia se dirige al desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de

farmacos aplicados en oftalmologia (Tabla 1).

Tabla 1. Sistemas de liberacidn de farmacos y su aplicacion en oftalmologia [30].

Farmaco Nanosistemas Resultados Ref
Oligonucleétidos Liposomas Mejor control de velocidad de liberacién [31]
Acetazolamida Disminuye la presion intraocular [32]
Pilocarpina Aumenta respuesta mitética y | [33]

biodisponibilidad ocular del farmaco

Insulina Incrementa la concentracién del farmaco | [34]

en tejidos oculares

Ciclopentolato Aumento de la absorcién ocular [35]

Maleato timolol Discomas Mayor encapsulaciéon respecto a los | [36]
niosomas

GCV NPs Albimina Incrementa la actividad viral la infeccién | [37]

citomegalovirus humano




biodisponibilidad corneal

Farmaco Nanosistemas Resultados Ref
Pilocarpina Microemulsion Disminuye presion intraocular (25%) [38]
Amikacina NPs Mejora la liberacion en la cérnea y | [39]

humor acuoso
Pilocarpina NPs de Poli(butil)- Aumenta respuesta mitética (22%) y | [40]
cianoacrilato disminuye presion intraocular
Flurbiprofeno Nanosuspension de acrilato | Aumenta la cantidad de farmaco en el | [41]
humor acuoso e inhibe la miosis inducida
por la paracentesis
Ciclosporina NPs de Chitosan Mejora liberacion en tejidos oculares [42]
Rodamina NPs de PECL recubiertas de | Mejor penetracion corneal [43]
PEG y Chitosan
Dexametasona Microemulsion Aumenta biodisponibilidad en el humor | [44]
acuso

Nitrato de Dendrimeros Prolonga actividad mitética [45]

pilocarpina,
Tropicamida

Nitrato de hp-p-cd Aumenta la permeacion corneal [46]

pilocarpina
Dexametasona Mejora la solubilidad, permeabilidad y | [47]

Estos sistemas permiten dirigir una amplia variedad de moléculas a distintos
tejidos, liberandolos de manera sostenida en el tiempo, minimizando asi la
degradacion del principio activo e incrementando su semivida en el interior
del ojo. Dentro de los sistemas que se han utilizado ampliamente para la
liberacion de farmacos en tejidos oculares, destacan las NPs poliméricas.

Diversos trabajos han reportado la utilizacion de NPs de PLGA, en forma de

nanoesferas, para la liberacion de FB en tejidos oculares [48-50].




1.3 Peéptidos penetradores de células (CPPs) y su aplicaciéon en la

terapia ocular

La primera parte de la presente tesis doctoral esta encaminada al disefio de
NPs poliméricas derivatizadas con péptidos penetradores de células (Cell
penetrating peptides, CPPs) para la administracion de farmacos en tejidos
oculares. Los términos de CPPs y “Dominio de Transduccion de Proteina
(Protein Transduction Domain, PTDs) se utilizan normalmente para
referirse a una clase de péptidos cationicos pequefios (<20 aminoacidos) que
son capaces de internalizarse, de una forma no destructiva, venciendo la
naturaleza impermeable de la membrana celular. Los CPPs han sido
ampliamente utilizados para la internalizacion de un gran numero de
moléculas bioactivas como proteinas, péptidos, oligonucleotidos y NPs en
diferentes modelos celulares in vitro e in vivo. La transduccion de moléculas
acopladas a los CPPs es un proceso que se caracteriza por una rapida y
eficiente transferencia de material bioldgico al citoplasma o al ndcleo, una
baja citotoxicidad, una elevada eficacia frente a distintas lineas celulares y

una mayor facilidad de administracion del farmaco.

Uno de los retos de la quimica médica, es la sintesis de nuevos farmacos que
sean capaces de atravesar las membranas celulares e interaccionar con la
diana terapéutica para la cual fueron disefiados. Se han descrito un gran
namero de moléculas con elevada actividad terapéutica, que han resultado
ser finalmente inactivas debido a su incapacidad para alcanzar su diana

molecular y producir la respuesta celular deseada [51].

Los primeros péptidos descubiertos del tipo CPPs fueron los derivados de la
proteina Tat (Proteina activadora de la transcripcién del HIV-1) [52] vy el
Penetratin abreviado como pAntp (Factor de transcripcion homeotico
antenapedia de Drosophila) [53], atribuyendo su capacidad de translocacion

a las propiedades de los aminoacidos basicos de sus secuencias. En ambos
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casos se identifico la minima secuencia peptidica necesaria para que

ocurriera la internalizacion [54].

Aunque se han llevado a cabo un gran nimero de estudios, el mecanismo de
accion por el cual los CPPs son capaces de atravesar las membranas
celulares sigue siendo todavia un enigma. No todas las familias de péptidos
siguen un mismo mecanismo de internalizacion, y a menudo, un mismo
CPPs puede mostrar distintos patrones segun las condiciones del
experimento utilizado. No obstante, todos los mecanismos postulados se
basan en una primera etapa en donde el péptido de caracter cationico
interacciona electrostaticamente con la membrana. Se han propuesto dos
tipos de mecanismos: la difusién pasiva o la penetracion directa y la

endocitosis.

La difusién pasiva es un mecanismo energético y receptor-independiente,
asociado a una desestabilizacion de la membrana y la posterior
internalizacion del péptido. Este mecanismo depende de la secuencia
peptidica, siendo mas probable a concentraciones elevadas y méas favorables

para los péptidos anfipaticos [55].

La endocitosis, es un mecanismo complejo, energético y receptor-
dependiente, muy importante para el funcionamiento celular, siendo el
responsable de, entre otras funciones, de la internalizacién de nutrientes
extracelulares, de la regulacion de la expresion de receptores de la

membrana y del mantenimiento de la polaridad de ésta [56].

Los primeros estudios de internalizacion se realizaron con el CPP Tat. La
capacidad del Tat para internalizar diversas moléculas, de manera eficiente,
en un gran ndmero de células, ha sido atribuida a su composicién
aminoacidica. Este péptido esta compuesto por un total de seis argininas y
dos lisinas, en una secuencia lineal de nueve residuos aminoacidicos [57]. El

grupo guanidinio de la cadena lateral de las argininas es un mediador mas
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potente de la internalizacion, en comparacion con residuos aminoacidicos de
igual carga neta como la lisina o histidina, sugiriendo por tanto la existencia
de requerimientos estructurales adicionales. Ambos elementos, la carga y la
orientacion de los residuos, parecen ser importantes para la interaccion
electrostatica  inicial con las  moléculas  polianiénicas  de
glicosilaminoglicanos, fundamentalmente hepardn sulfato, que se

encuentran presentes en la superficie externa de la membrana celular [58].

La internalizacion del Tat acoplado a moléculas bioldgicas se produce por
diferentes procesos endociticos como macropinocitosis, endocitosis
dependiente de clatrina, caveolina o independiente de ambos. La prevalencia
de uno u otro mecanismo de endocitosis ha sido asociada al tipo celular, las
condiciones fisioldgicas del cultivo, las caracteristicas de la biomolécula, o
incluso la concentracion del conjugado Tat-biomolécula [59]. Este
conjugado puede ser internalizado simultdneamente mediante mas de una
via incluso en un mismo modelo celular, evento que depende del tamafio de

la biomolécula y de su concentracion [60].
1.3.1 Peptide for Ocular Delivery (POD)

Como en otros sistemas de drganos, la retina y la cOrnea se ven
obstaculizadas por la ineficiente penetracion de moléculas terapéuticas a
través de la membrana plasmatica. En la literatura se describe el CPP POD
(GGG (ARKKAAKA),) para la liberacion de genes y farmacos en tejidos
oculares humanos [61-63]. Su estructura es similar a la region de unién de
glicosaminoglicanos de las proteinas presentes en la retina. Este péptido
presenta un dominio de transduccion de proteina (Protein transduction
properties, PTDs) y puede mejorar, potencialmente, la liberacién de
moléculas grandes y pequefias a través de la membrana plasmatica. Penetra
rapidamente en la retina neural y se localiza en el epitelio pigmentario
retinal (RPE), en los fotorreceptores y en las células ganglionares. La

transduccién de fotorreceptores conlleva su aplicacion en el tratamiento de
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enfermedades tales como la retinitis pigmentosa, mientras que la
transduccion al RPE indicaria su aplicacion para el tratamiento de la DMAE
[64, 65].

También se ha demostrado que el POD conjugado a farmacos, penetra a
través del epitelio corneal, de la esclerdtica, de la coroides y del nervio
Optico cuando se aplica de forma topica. Esto es particularmente Gtil debido
a que, en la actualidad, muy poca cantidad de farmaco llega a los tejidos
intraoculares mediante su aplicacién topica [66].

Por otra parte, éste péptido tiene actividad bacteriostatica, sugiriendo que
puede actuar como un agente terapéutico por si solo. Las inyecciones de
POD, conjugado a agentes terapéuticos, podrian proporcionar una profilaxis
adicional frente a infecciones resultantes de algunos procedimientos

quirurgicos [67].

Por otro lado, se ha demostrado que el péptido POD pegilado (PEG-POD)
es un buen candidato para llevar a cabo la liberacion de genes en tejidos
oculares. Read S.P. et al [63, 68, 69] han realizado un estudio comparativo
de la transferencia de genes entre PEG-CPPs (CPPs: POD, Tat-HIV y
CK30) observando que el PEG-POD es capaz de formar NPs esféricas,
siendo esta formulacion la mas eficiente para la administracion de ADN en

el espacio subretiniano.

De acuerdo a los antecedentes mostrados de la importancia del péptido POD
en el campo de la terapia ocular, la primera parte de este trabajo estarad
encaminada al disefio de NPs poliméricas derivatizadas con el péptido POD

y su comparacién con otras NPs que contienen el péptido Tat-HIV.
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1.4 Virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1)

La infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1)
constituye uno de los mayores problemas de salud publica en el mundo,
debido a que este virus es el agente causal del SIDA, sindrome que se ha
asociado con un total de 25 millones de muertes; a la fecha se estima cerca
de 33 millones de individuos infectados. La investigacion en este campo ha
experimentado uno de los avances mas espectaculares en la medicina. Sin
embargo, no se ha encontrado aun el tratamiento que pueda curar

definitivamente o prevenir dicha enfermedad.

El HIV-1 es un lentivirus perteneciente a la familia Retroviridae; su genoma
estd constituido por dos copias de ARN lineal de polaridad positiva, de
aproximadamente 9,8 kb. Como en todos los retrovirus, una enzima
transcriptasa reversa interviene en su ciclo replicativo, la cual genera el
ADN complementario del genoma viral, flanqueado por secuencias
repetitivas (LTR; del inglés long terminal repeats), las cuales permiten su
integracion al genoma de la célula huésped, como también la regulacion
transcripcional del provirus. A partir del provirus integrado se transcriben
los diferentes ARNs mensajeros que codifican nueve proteinas; tres
precursoras (Gag, Pol, Env), dos proteinas reguladoras (Tat, Rev) y cuatro
proteinas accesorias (Nef, Vif, Vpu, Vpr). Las proteinas de la envoltura
gp120 y gp41 son producidas a partir de Env. La glicoproteina gp41 consta
de un ectodominio en el extremo amino-terminal, una regién transmembrana
y un dominio carboxi-terminal intraviral, pequefio, que interacciona con la
proteina de la matriz viral. EIl extremo amino-terminal es una region rica en
residuos de glicina y alanina (region 1-23 aa,
AVGIGALFLGFLGAAGSTMGAAS) y se conoce con el nombre de
péptido de fusion (PF). Los péptidos de fusion se unen a la membrana

celular y deshidratan la bicapa externa, consiguiendo reducir la barrera
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energética al formar un intermediario lipidico méas curvado (stalk), y

finalmente, consiguen la fusion de las dos membranas.

Existen diversos péptidos sintéticos, derivados de la region C-terminal o N-
terminal del ectodominio del gp41, que bloquean la formacion del complejo
y potencialmente inhiben la entrada del virus. T20 (Fuzeon™, Enfurvirtide,
DP178) es un péptido derivado de la region C-terminal de gp41, aprobado
para su uso en el tratamiento de la infeccion por HIV-1, en pacientes que
han generado resistencia a otros antivirales. Su secuencia comprende la
region entre los residuos 638 a 673 de la proteina gp4l de HIV-1. El
medicamento desarrollado a partir de T20, FUZEON™! es un inyectable
producido por Hoffmann-La Roche Inc., que, debido a su caracter peptidico,
presenta una baja biodisponibilidad por via oral y una rapida degradacion
por proteasas, por lo que se administra por via subcutanea. Ademas, a pesar
de derivar de una region conservada del virus, ya han aparecido mutantes
resistentes. Para evitar estas desventajas, se han desarrollado la segunda y
tercera generacion de péptidos inhibidores del HIV-1 que aumentan la
estabilidad y la potencia del T20. Entre ellos, hay que mencionar el T-1249
o Tifuvirtide® y el Sifurtide (SFT). EI T-1249, desarrollado por la empresa
Trimeris, ha mostrado una mejor actividad anti-HIV-1 contra las
resistencias, en comparacion con el T20. Aunque este péptido alcanzo la
fase clinica I, su desarrollo clinico se detuvo, en el afio 2004, debido a su
dificil formulacibn como farmaco. Ademas, aparecieron mutantes
resistentes a este inhibidor. Otros derivados de la region C-terminal de gp41
como C34 (region 628-661 aa) y T651 (region 626-661 aa) presentan mayor
actividad y una reducida susceptibilidad a las resistencias. Sin embargo, su
uso como medicamento se ha visto limitado por su baja solubilidad en

medios acuosos.
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1.5 GB virus C (GBV-C)

Los virdlogos han obtenido notables avances en el entendimiento de las
hepatitis en los ultimos 20 afios; no obstante, ain contintan apareciendo
misteriosos casos de enfermedad hepatica, lo cual constituye un desafio para
los investigadores, quienes mantienen la busqueda de nuevos agentes
infecciosos. Hasta la fecha, los cientificos vinculan a la inflamacion
hepatica, ya sea directa o indirectamente, al menos a 14 virus; 5 de los
cuales son capaces de causar hepatitis aguda en el hombre [70]. Los virus de
la hepatitis A, B, C, D y E estan todos bien caracterizados y definidos
molecularmente, y su asociacibn a esta enfermedad ha quedado
inequivocamente establecida. Recientemente, dos equipos independientes de
investigadores describieron supuestos agentes productores de hepatitis, los
cuales fueron denominados virus de la hepatitis G y GB virus C (GBV-C)
cuya caracterizacion ~molecular demostrd6 que son semejantes

estructuralmente y que por tanto se trata de un mismo virus [71].

La historia del GBV-C comienza en el afio 1967, cuando Deinhardt et al.
describieron por primera vez el agente GB (iniciales del paciente GBarker)
[72]. Estos investigadores, inocularon suero de un paciente con hepatitis no
A no B en monos titi gris (Saguinus leucopus), demostrando el desarrollo de
hepatitis por el aumento de enzimas hepaticas y alteracion histoldgica del
higado en estos animales. Posteriormente, en el afio 1995, se identificaron
dos virus genéticamente relacionados, en muestras de suero y de tejido
hepatico de esos primates inoculados: el virus GB tipo A (GBV-A) vy el
virus GB tipo B (GBV-B); aunque so6lo el segundo fue asociado con el
desarrollo de hepatitis en primates [73]. Ninguno de estos dos virus logro
detectarse en muestras humanas. Estudios posteriores conllevaron a la
deteccion en humanos de un tercer virus con alta similitud nucleotidica a los
agentes GBV-A y GBV-B, por lo que fue denominado GBV-C [74].
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El GBV-C fue aislado por primera vez mediante métodos de amplificacion
de genes, utilizando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
[75], lo que permiti6 identificar su secuencia nucleotidica. El agente es un
virus RNA que tiene aproximadamente 9,4 kilobases de longitud, con una
organizacion gendmica que lo sitda en la familia de los Flavivirus. Debido a
que tiene menos de un 25% de similitud en la secuencia de aminoacidos con
el virus de la hepatitis C (HCV) y otros miembros establecidos de la familia
Flavivirus, es considerado un nuevo género en esta creciente familia de

virus.

El GBV-C contiene una cadena positiva de RNA. La poliproteina codificada
presenta dos proteinas estructurales (E1, E2) y cuatro no estructurales (NS).
De estas ultimas, una helicasa RNA dependiente (NS3), una proteasa (NS4)
y una polimerasa RNA dependiente (NS5) (Figura 5). En este tipo de virus,
a diferencia de HCV, todavia no se ha identificado una proteina que forme
el nucleo aunque algunos autores han demostrado que contiene una

nucleocapside y por lo tanto, el nicleo existe [76].

Proteina de la
envoltura (E1)

Proteina de la
capside (C)

Membrana
lipidica

Proteina de la
envoltura (E2)

S'UTR — El E2| NS2 NS3 | NS4a|NS4bINS5a | NS5b [ 3'UTR

VoY vy vy oy v ¥

Core Glicoproteinas Proteasa Helicasa NS3-cofactor 7 RNA
de envoltura polimerasa

Figura 5. Organizacién gendmica del GBV-C.
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Poco se conoce sobre la transmision, epidemiologia y capacidad para
inducir enfermedad de GBV-C, pues los estudios se tornan dificiles al no
existir ensayos seroldgicos confiables; no obstante la via de trasmision
parenteral esta claramente establecida [77-79]. Moaven et al [80] describen
el caso de una madre con pruebas positivas para GBV-C antes y durante el
parto, cuyo hijo era negativo en el momento del nacimiento, pero muestras
de suero tomadas en la cuarta y sexta semanas de edad mostraron resultados

positivos para el virus, lo cual sugiere la trasmision de madre a hijo.

El aspecto mas confuso de la infeccion por GBV-C es si el virus conduce a
enfermedad hepética. Hasta el momento los cientificos asocian a este virus
con una enfermedad que recorre la gama desde muy ligera hasta muy severa
[78, 81]. Se plantea que en los pocos casos de hepatitis en los cuales GBV-C
es el unico agente identificado no existen evidencias bioquimicas de
enfermedad hepatica. La mayoria no presenta elevaciones significativas de
los niveles de transaminasa glutamico pirtvica (TGP) en suero y la relacion

entre esta y los niveles de RNA viral es a menudo asincronica.

No existen datos disponibles sobre la propagacion sexual del virus, pero su
frecuente asociacion con HCV, de comprobada transmision sexual, no

permite descartar totalmente esta posibilidad.

Diversos autores han planteado que el GBV-C inhibe la replicacion del
HIV-1 [82]. Al comparar poblaciones de pacientes infectados por el HIV-1,
con y sin viremia detectable para el GBV-C, se han encontrado mayores
recuentos de CD4" y una mayor supervivencia de aquellos pacientes en los
que se evidencia el genoma de GBV-C [83]. Asimismo, al comparar
pacientes con replicacion del GBV-C (viremia detectable) y pacientes con
anti-E2 pero sin viremia detectable, se observa que aquellos con replicacion
activa del GBV-C son quienes presentan mejor prondstico frente al HIV-1.

Por otro lado, estudios in vitro muestran la inhibicion de la replicacion tanto
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de cepas R5 como X4 por parte del GBV-C, utilizando como marcador los

niveles del antigeno p24 [83].

Otros estudios mas recientes sugieren la posibilidad de que péptidos
derivados de la glicoproteina E2 del GBV-C tienen la capacidad de inhibir
la unidn al receptor y/o la fusion de HIV-1 via interaccion con la particula
viral, o incluso inhibir en pasos tempranos post-entrada [84]. Xiang et al.,
utilizando un modelo de expresién constitutiva de E2 en células Jurkat, han
demostrado que existe una disminucién en la sintesis de p24. Estos autores
encontraron que la actividad inhibitoria se asociaba a un dominio de la
proteina E2 (276-292). Al tratar de evaluar la actividad de E2, utilizando un
péptido sintético compuesto por estos 17aa no se observo la actividad
inhibitoria anti-HIV-1, siendo reestablecida s6lo en presencia del dominio
de transduccién de la proteina viral Tat, indicando que E2 tendria un
mecanismo adicional de inhibicion de HIV dependiente de su ingreso a la

célula (paso post-entrada) [84].

Por otra parte, se ha observado actividad neutralizante anti-HIV con
anticuerpos anti-E2 del GBV-C. Asi, tras incubar las células MT-2 con
anticuerpos purificados a partir de sueros de individuos infectados, o
derivados del suero de conejos que fueron inmunizados con péptidos
truncados de la glicoproteina E2, se evidencio una reduccion significativa en
la produccion de antigeno p24, indicando que los anticuerpos anti-E2 tenian
la capacidad de inhibir la entrada del HIV-1 a la célula huésped [85]; en
principio, esto también se relacionaria con la mayor supervivencia descrita
en algunos individuos con infeccién por HIV-1 que no presentan viremia
para el GBV-C pero si anticuerpos anti-E2 del GBV-C [86].

Trabajos recientes llevados a cabo en la Unidad de Sintesis y Aplicaciones
Biomédicas de Péptidos del IQAC-CSIC en Barcelona, han demostrado que
existen diferentes dominios peptidicos de las proteinas de envoltura E1 y E2

del GBV-C que tienen cierta capacidad de inhibir la entrada del virus HIV-1
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a las células [87-90]. Asimismo, se ha estudiado la utilidad de péptidos
derivados de estas proteinas para el disefio de sistemas de diagnostico de la
infeccion causada por el GBV-C en pacientes infectados por HIV-1 [91-93].

1.6 Sistemas basados en la nanotecnologia para el tratamiento del SIDA

En los ultimos afios, ha crecido el interés en el desarrollo de nuevos
sistemas de liberacion de farmacos anti-HIV, donde se aplica la
nanotecnologia para mejorar el tratamiento del SIDA [94].

Las NPs poliméricas han jugado un papel importante en el tratamiento del
SIDA [95], principalmente en la liberacion de farmacos antirretrovirales a
las células T CD4+ y a los macrofagos, asegurando que los medicamentos
lleguen a los reservorios latentes [96]. Desde la década de los afios 90 se
vienen realizando estudios con macrofagos; estos son bien reconocidos por
células fagociticas del sistema reticuloendotelial (RES), el cual es uno de los
principales responsables de la captacion de NPs cargadas con farmacos.
Una vez que se produce la opsonizacion y la endocitosis, las NPs
se incorporan en el endolisosoma siendo degradadas; sin embargo, la
capacidad de diversas NPs para escapar del compartimento endolisosomal
permite la liberaciébn de los farmacos incorporados al citoplasma o

eventualmente al nucleo.

Schéafer et al. han demostrado que las propiedades fisicoquimicas de las
NPs; en particular, su composicion, tamafio y caracteristicas de su
superficie, influyen en la captacion por los macrofagos [97]. Otros
resultados importantes obtenidos por este grupo, han sido la obtencion de
diferentes NPs formadas por polimetilmetacrilato y albumina, cargadas de
zidovudina (primer medicamento antirretroviral indicado para personas
infectadas por el HIV-1), destacando el incremento de la absorcién de las

NPs por los macrofagos. Los resultados obtenidos en estos estudios
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indicaron una mejora del perfil farmacocinético intracelular de los fa&rmacos

antirretrovirales, aumentando potencialmente sus ventajas terapéuticas [98].

Shah y Amiji obtuvieron NPs de PEO-PCL cargado con saquinavir
(antirretroviral de la familia de los inhibidores de la proteasa) y evaluaron su
absorcion por los monocitos/macréfagos in vitro (linea celular humana
THP-1). La presencia de PEO confiere propiedades hidrofilicas a las NPs de
PCL. En este caso, la presencia del PEO podria afectar la fagocitosis por
impedimento estérico, sin embargo los resultados obtenidos por estos
autores sugieren que las NPs de PEO-PCL pueden dirigirse a los

macrofagos, sin comprometer la liberacion prolongada del farmaco [119].

Resultados similares fueron obtenidos por Mainardes et al empleando NPs
de PEG-PLA que contienen zidovudina, demostrando que la pegilacion
reduce la absorcion de las NPs por los leucocitos polimorfonucleares de
manera dependiente de la concentracion [99]. EI mecanismo del aumento de
la captacion celular de las NPs aln no se conoce, pero parece estar
relacionado con su tamafio y su carga. Estos resultados parecen confirmar
gue estos nanosistemas permiten una liberacion sostenida y una orientacion
celular hacia reservorios latentes del virus, siendo de gran utilidad en el
tratamiento del SIDA.

Ademas de las NPs poliméricas, los liposomas representan también un
enfoque conveniente para mejorar el suministro de agentes anti-HIV a las
células infectadas, aumentando la eficacia de los medicamentos Yy

disminuyendo sus efectos segundarios.

Las primeras investigaciones que involucran a los liposomas en el
tratamiento del SIDA, estan relacionadas con su habilidad de incrementar la
liberacién de diferentes farmacos antirretrovirales: zalcitabina, zidovudina,

didanosina, estavudina y saquinavir [100, 101].
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1.6.1 Membranas bioldgicas y su relacion con el HIV-1

La membrana celular o citoplasmatica es una estructura laminar formada
principalmente por lipidos y proteinas que recubren a las células. Los
lipidos se encuentran dispuestos en forma de bicapa, mientras que las

proteinas se disponen en forma irregular y asimétrica entre los mismos.

Las membranas celulares de todos los mamiferos contienen tres tipos de

lipidos: fosfoglicerolipidos, esfingolipidos y colesterol [102-105].

Los fosfoglicerolipidos (pertenecen al grupo de los fosfolipidos) pueden
definirse como lipidos anfipaticos formados por ésteres de acilglicerol con
fosfato y otro compuesto hidroxilado. La estructura de la molécula es un
acido fosfatidico que esta compuesto por dos acidos grasos, uno saturado y
otro, generalmente, insaturado. El &cido fosfatidico puede estar esterificado
a un segundo alcohol, originando distintos tipos de fosfolipidos. Cuando el
alcohol se sustituye por un glicerol, se obtiene el fosfatidilglicerol (PG).
Cuando el alcohol es nitrogenado como la colina, la etanolamina o el
aminoacido serina se obtienen la fosfatidilcolina (PC), Ila
fosfatidiletanolamina (PE) y la fosfatidilserina (PS). El alcohol también
puede ser un polialcohol ciclico, como el inositol, con lo que se origina un

fosfoinositido o fosfatidilinositol (PI).

Los esfingolipidos estan formados por ceramida, la que esta constituida por
un &cido graso y una esfingosina. Dependiendo de la molécula que se enlace
con la ceramida se obtienen los fosfoesfingolipidos (Esfingomielina, SM) o
glucoesfingolipidos (glucosilceramida (GlcCer) y galactosilceramida
(GalCer).

El colesterol es un esterol que se encuentra en los tejidos corporales, que
existe naturalmente en todas las partes del cuerpo, es una sustancia cerosa
de tipo grasosa. La estructura de la membrana va muy relacionada con la

funcion de fluidez que esta aporta, es decir la facilidad con la que las

22



moléculas lipidicas que la constituyen se desplazan en el plano de la bicapa.
Los esteroles y esfingolipidos se sintetizan en el reticulo endoplasmico y
aparato de Golgi, respectivamente. Estan presentes en niveles bajos en la
mayoria membranas internas pero son mas abundantes en la membrana

plasmatica y en la membrana endosomal [106, 107].

En estudios previos se ha demostrado que las membranas bioldgicas
presentan un modelo de mosaico fluido en el cual la estructura de la
membrana celular es uniforme y homogénea [21]. En contraste con la
hipotesis clasica de este modelo, se ha descubierto que las membranas
biologicas presentan microdominios heterogéneos con una composicion
especifica de lipidos y proteinas. Estos microdominios de membrana se

denominan balsas lipidicas 0 “lipid raft” [108, 109].

Las balsas lipidicas (Figura 6) son dominios pequefios (10-200 nm),
heterogeneos y muy dinamicos enriquecidos en esfingolipidos y esteroles.
Estas pequefias balsas tienden a estabilizarse y forman estructuras mas

grandes mediante interacciones proteina-proteina y proteina-lipido.

Los esfingolipidos que abundan en las balsas lipidicas son los acidos grasos
saturados que se empaquetan estrechamente con el colesterol haciendo que
esta zona sea mas ordenada y menos fluida que otras zonas de la membrana
en las que haya mas glicerofosfolipidos. El elevado empaquetamiento de las
cadenas aciladas es esencial para la organizacion de la balsa lipidica, pues
hace que estas regiones, ricas en esfingolipidos, formen una fase liquida
ordenada rodeada por dominios ricos en glicerofosfolipidos que constituyen

una estructura liquida desordenada [110, 111].
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Figura 6. Estructura de la balsa lipidica en la membrana bioldgica: Espacio
intracelular o citosol (A), espacio extracelular, luz del Golgi o de vesicula (B),
membrana sin balsa lipidica (1), balsa de membrana (2), proteina transmembrana
asociada a la balsa lipidica (3), proteina fuera de la balsa de membrana (4), restos
glucidicos en glicoproteinas o glicolipidos (5), proteina con anclaje GPI (6),
colesterol (7) y glicolipido (8).

Por otra parte, se ha descubierto que los lipidos de la envoltura de algunos
virus juegan un papel importante en la morfogénesis viral y en la
infectividad. EI Sindbis es un ejemplo de virus con una envoltura que se une
a las balsas lipidicas [112, 113]. Estudios previos con modelos de membrana
liposomal que contiene PC, PE, SM y colesterol han demostrado que la
interaccién del virus Sindbis con liposomas puede emular algunas
interacciones del virus con las células [114]. Los liposomas que contienen
tales lipidos pueden razonablemente considerarse un modelo de balsas
lipidicas estables. Las balsas lipidicas tienen un especial interés debido a
que estan implicadas en muchos procesos celulares, fundamentalmente en la
dinamica de membranas y en la sefializacion celular; también son sitios de
entrada para virus y toxinas, y puntos de ensamblaje y salida para ciertos
virus incluyendo el HIV-1 [115-117].

El virus HIV-1 presenta una estructura esférica que se fusiona con la
membrana plasmatica e inserta su ARN gendmico. La envoltura de este
virus contiene una bicapa lipidica que esta asociada con dos glicoproteinas,
la gp120 y la gp4l. Estas proteinas se crean por escicion de la glicoproteina

gp160. En la matriz denominada p17 se anclan las proteinas de la superficie
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de la envoltura. La proteina gp4l sirve unién entre pl7 y gpl20, que
aparecen como pequefias protuberancias de la envoltura [118, 119] (Figura
7A). Como en la gran mayoria de los virus, la composicion lipidica del virus
HIV-1 es un reflejo de la composicion de las balsas lipidicas presentes en la
membrana plasmaética de la célula huésped [120].

La region C-terminal de la gp4l (péptido de fusion) se une
electrostaticamente a los lipidos PS o PG formando un poro lipidico que
conduce a la permeabilidad celular, citopatologia, apoptosis con el
movimiento de PS desde el interior de la bicapa lipidica hacia el exterior
hasta las muerte celular [121, 122]. Posteriormente, la resultante bicapa
lipidica viral se asemeja a la de la célula apoptética [123]

Por otro lado, se ha demostrado que el motivo altamente conservado
LWYIK de la proteina gp160 (residuos 679-683) se une especificamente al
colesterol [124]. La SM junto con el colesterol promueven la agregacion de
LWYIK provocando la fusion de las membranas virales y celulares mediada
por la gp4l [125]. Varios glicerolipidos en la membrana celular se han
reportado como receptores alternativos del HIV-1: galactosilceramida
(GalCer) [126] y ogalactosil ceramida-3-sulfato (SGalCer) [127]. Estos
glicerolipidos mejoran el sitio de unién en la superficie celular y pueden
promover la agrupacion de CD4" y correceptores y regular su movilidad en
la membrana de la célula diana. Estos receptores y correceptores celulares se
encuentran localizados en los dominios lipidicos de la membrana

plasmatica.

La unién y fusion del virus HIV-1 a la célula viene dada por la interaccion
del dominio transmembrana de Env gp (120) y el antigeno CD4", que posee
un dominio de alta afinidad por gp120 [128, 129]. Esta unién causa un
cambio conformacional en el complejo gp120/CD4" que lleva a la
interaccion de gp120 con el correceptor apropiado (generalmente CCR5 o

CXCR4). Tras la interaccion gpl20/correceptor se produce un cambio
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conformacional en la gp4l, concretamente en el péptido de fusion,
generando la unién y fusion de la membrana del virion y de la célula (Figura
7B).

p17 (matrix)

A
lipid bilayer 1\ 1 ENVELOPE
}gp160 CROSS-SECTION

HIV-1 c

%, gp4i
, MEMBRANE
PROXIMAL
REGION

STEP 1
RECEPTOR

.............. LT Y B
LIPID RAFT \Vy Sy
CO-RECEPTOR
PLASMA (chemokine
MEMBRANE receptor) STEP 3

(FUSION
AND ENTRY)

Figura 7. Estructura del virus HIV-1 (A) e interaccion de las proteinas de
envoltura con los lipidos de la membrana plasmatica durante los pasos de unién y

fusion con la célula diana (B) [130].

Teniendo en cuenta los antecedentes mostrados, el disefio de liposomas
compuestos por dominios lipidicos reconocidos por el virus HIV-1, que a su
vez contengan péptidos inhibidores provenientes del GBV-C, podrian
resultar una estrategia Util para aumentar la actividad y biodisponibilidad de

estos péptidos e inhibir la infeccion viral causada por el HIV-1.
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2. OBJETIVOS






Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es el disefio de nanosistemas

derivatizados con péptidos para su aplicacion en Biomedicina.

La primera parte de este estudio se centra en el disefio de
nanoparticulas (NPs) poliméricas, que contienen péptidos de
direccionamiento, para la administracién ocular de farmacos.

La segunda parte se plantea en dos vertientes: El disefio y sintesis de
NPs poliméricas y liposomas para aumentar la actividad y
biodisponibilidad de péptidos inhibidores del HIV-1; y el disefio de
NPs poliméricas que sirvan como plataforma para realizar estudios
de interaccion de péptidos inhibidores con el péptido de fusion del
HIV-1 (PF-HIV-1).

Objetivos especificos

Referidos a la aplicacion de nanosistemas peptidicos en la terapia ocular:

e

*

*

Sintetizar los péptidos CPPs (POD y Tat-HIV), siguiendo

metodologias de sintesis de péptidos en fase solida (SPPS).

Obtener NPs derivatizadas con los CPPs (PLGA-NPs-PEG-Péptido
y PLGA-PEG-Péptido-NPs) para la liberacion de flurbiprofeno (FB)

en tejidos oculares.

Realizar estudio comparativo de todas las formulaciones obtenidas
en cuanto a los parametros fisico-quimicos, eficiencia de

encapsulacion y liberacion in vitro.

Evaluar las formulaciones 6ptimas mediante diferentes estudios in
vitro (citotocixidad y tolerancia ocular), ex vivo (interaccién con el

epitelio corneal) e in vivo (tolerancia ocular y eficacia
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antinflamatoria) que permitan dilucidar cual serd la mas idonea para

la administracion de farmacos en tejidos oculares.

Referidos a la aplicacion de nanosistemas peptidicos en la inhibicion del
virus HIV-1:

R

% Sintetizar el péptido P6-2 derivado de la proteina de envoltura E2 del
GBV-C siguiendo metodologias de SPPS.

L)

» Sintetizar diversas formas de presentacion peptidica: lipopéptidos
(Pal-P6-2), P6-2 encapsulado en liposomas y NPs del tipo PLGA-
PEG-NPs-P6-2.

% Estudiar la interaccion de PLGA-NPs-PF-HIV-1 con un péptido

L)

derivado de la proteina de envoltura del GB virus C (E1) mediante
el ensayo de Diferencia de Transeferencia de Saturacion (STD-
RMN™H).



3. MATERIALES Y METODOS






3.1 Reactivos y disolventes

Relacion entre los reactivos, disolventes, instrumentos y equipos empleados
en el trabajo y las casas comerciales donde fueron adquiridos (Tabla 2 y
Tabla 3).

Tabla 2. Reactivos y disolventes.

Sintesis y caracterizacion de péptidos

Casa comercial Reactivos y disolventes

Novabiochem .
Aminoacidos

Resinas (NovaSyn® TGR y NovaSyn®
TGA)

4-dimetilaminopiridina (DMAP)

Fluka N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIPCDI)

1-hidroxibenzotriazol (HOBt)
N,N-diisopropiletilamina (DIEA)
Piridina

tolueno

acido trinitrobenceno sulfénico (TNBS)
Metanol

Cloroformo

acido formico (HCOOH)

Scharlau N,N-Dimetilformamida (DMF)

Acido acético (CH;COOH)
Acido trifluoroacético (TFA)

Sigma 1,8-diazabiciclo-[5,4,0]-7-undeceno
(DBUL)

Piperidina

2-mercaptoetanol (BME)

acido palmitico

Triisopropilsilano (TIS)

Genscript Hexafluorofosfato de N-6xido de N-

[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-
b]piridin-1-il-metilin]-N-
metilmetanaminio (HATU)
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Casa comercial

Reactivos y disolventes

J.J Barker

Fenol
Carlo Erba etanol absoluto
cloranilo (2,3,5,6-tetracloro-1,4-
benzoquinona)
BRUKER acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB)
Merck

Diclorometano (DCM)

Eter dietilico

Acetonitrilo

Ninhidrina

Resina Amberlite MB-3

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Cianuro de potasio (KCN)
5(6)-Carboxi-tetrametilrodamina (Rho)

Obtencion y caracterizacién de NPs

Casa comercial

Reactivos y disolventes

BASF

Poloxamer 188 (Lutrol® F68)
Alcohol polivinilico (PVA)
DTNB (5,5 ditiobis (2- nitrobenzoico))

Jenkem technology

Maleimido-PEG-NH, (2000 Da)

Boehringer Ingelheim

PLGA Resomer® RG 503H, 34 kDa
PLGA-PEG Resomer® RGP type d5055

Fluka hidrocloruro 1-(3-dimetilaminopropil)-3-
etilcarbodimida (EDC)

Carlo Erba Acetona

Sigma Flurbiprofeno (FB)

Metoxi-PEG-NH, (2000 Da)
N-hidroxisuccinimida (NHS)
cloroformo deuterado (CDCls3)
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6)

Metanol
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Casa comercial

Reactivos y disolventes

Sigma

agua deuterada (D,0)

Obtencién de liposomas

Casa comercial

Reactivos y disolventes

Avanti Polar Lipids

L-a-fosfatidilcolina (PC)

Colesterol (Chol)

Esfingomielina (SM)
C16pB-D-Galactosilceramida (GalCer)

Merck Acido perclérico 70 % (HCIO,)
Di-hidrégeno  fosfato  de  sodio
monohidratado (NaH,PO4 x H,0)

Fluka heptamolibdato de amonio

[(NH,)sM0;0,,-4H,0]

acido ascorbico

Ensayos celulares

Casa comercial

Reactivos y disolventes

Sigma 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol (MTT)
metilumbeliferil-p-D-galactopirandsido

PAA penicilina

estreptomicina

FBS inactivado (Fetal Bovine Serum,
10270106, Invitrogen)

Penicilina-Estreptomicina (P11- 010,
PAA)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, D5796, Sigma)
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Estudios in vivo y ex vivo

Casa comercial

Reactivos y disolventes

Novabiochem

Glucosa

Xilacina

Ketamina
pentobarbital sodico
formaldehido

colorantes de membrana (WGA) y de
nucleo (Hoescht)

araquidonato sodico (AS)

3.2 Instrumentacidén

Tabla 3. Instrumentacion y marca comercial.

Marca Instrumento

Agilent 1260 Infinity HPLC

Autoflex Il Smartbeam  (Bruker ,

Daltonics) Espectrémetro de masas MALDI TOF

Biopipette (Labnet)
CytoViva, Inc.
Crison micropH
Eyela

Fiske M-210

Hitachi S43000

IR Nicolet 360 FT-IR
LCT Premier XE (Micromass Waters)
Leika TCS SP2
Lioalfa, Telstar
Lipex TM Extruder

Magellan

Pipetas

Microcopio de fluorescencia
pH-metro

Rotavapor

Osmdmetro

Microscopio electrénico de barrido
Espectrofotémetro IR

Detector liquido-masas de tiempo de vuelo
Microscopio confocal
Liofilizadora

Extruder

Espectrofotémetro
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Marca Instrumento

Milipore Equipo de agua miliQ

Multimode_ Scanning Probe Microscope | Microscopio de fuerza atdmica

PTI QM4CW Fluorimetro
RMN Varian (Agilent) Inova 500 Hz RMN
Sartorius Analytic A200S Balanza
Estufa
Bafio Maria
Selecta

Placa calefactora
Bafio de ultrasonidos

UPLC ACQUITY (Waters) Detector ultravioleta acoplado a LC-TOF

Z sizer Nano ZS Medidor del tamafio y carga de las particulas

3.3 Sintesis de péptidos en fase sélida

La sintesis de los péptidos CPPs (POD y Tat-HIV) y el péptido inhibidor
del HIV (P6-2) se llevo a cabo en la Unidad de Sintesis y Aplicaciones
Biomédicas de Péptidos, IQAC-CSIC. Los péptidos fueron sintetizados
mediante la sintesis manual en fase sélida descrita inicialmente por
Merrifield [131] [132]. En este tipo de sintesis el aminoacido C-terminal
permanece unido a una resina unida por su grupo carboxilo mientras se
sintetiza el péptido alargando la cadena por el extremo N-terminal. La
incorporacion del namero deseado de aminoacidos se realiza con una serie
de pasos de acoplamiento y desproteccion. Finalmente, el péptido es
desanclado del soporte sélido o resina. La Figura 8 y la Tabla 4 muestran el

esquema general y el protocolo de la sintesis de péptidos en fase solida.

37



Anclaje del primer aminoécido.‘@*OH

Desproteccion del grupo ¢-amino

Acoplamiento fEOH

Desproteccion del grupo ¢-amino

&@LOH
Acoplamiento

A

Repetirn veces ”
& Ee H—
s
Desproteccion final y

liberacion del péptido \/

Figura 8. Esquema general de la sintesis de péptidos en fase sélida.

Tabla 4. Protocolo de la sintesis de péptidos en fase solida.

Ciclos x tiempo

Pasos Ciclos (min)
1 Hinchar la resina con DMF 1x180
2 Acoplamiento (aa/ HATU / DIEA)(3/3/6) 1x20
3 Lavados con DMF 4x1
4 Test de Ninhidrina/Cloranilo/TNBS 1x3
5 Desproteccion con piperidina al 20% en DMF 2 x10
6 Lavados con DMF 4x1

Repetir todos los ciclos (2-6) hasta completar la secuencia del péptido
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3.3.1 Resinas
3.3.1.1 Resina NovaSyn® TGR

Para la obtencion de péptidos con el extremo C-terminal en forma de
carboxamida se utilizaron 0,5 g de la resina comercial NovaSyn® TGR
(Figura 9) con funcionalidad inicial de 0,23 mmol/g. Esta resina no contiene
grupos aminos terminales protegidos, por lo que no es necesario realizar los
dos ciclos iniciales con piperidina al 20% en N,N-Dimetilformamida
(DMF).

OCH;  NH,

HyCO O O O/\H/N\/\PEG‘O
(o)

Figura 9. Estructura de la resina NovaSyn® TGR.

3.3.1.2 Resina NovaSyn® TGA

La NovaSyn® TGA es una resina tentagel derivatizada con el &cido
hidroximetilfenoxiacético que permite la obtencidn de péptidos en forma de
acidos carboxilicos debido a la formacion de un enlace éster entre el grupo

carboxilo del primer aminoacido y la resina (Figura 10).

HO

N
O/\[(
0

Figura 10. Estructura de la resina NovaSyn® TGA.

39



La incorporacion del primer residuo C-terminal a esta resina hidroxilo
implica la formacidn de un enlace éster, un proceso que si se lleva a cabo en
condiciones no controladas puede dar lugar a racemizaciones o formacion

de dipéptidos.

Se efectud la esterificacion de la resina mediante la formacién del anhidrido
simétrico del aminodcido (protegido en su extremo a-amino y cadena

lateral) en presencia de 4-dimetilaminopiridina (DMAP).

Para la formacidn del anhidrido simétrico se disolvié el aminoacido (10
equivalentes respecto a la funcionalidad de la resina) en diclorometano
(DCM) con posterior adicion de DMF, gota a gota, hasta completar la
disolucion. Se adicionaron 5 equivalentes de N,N’-diisopropilcarbodiimida
(DIPCDI) respecto a la funcionalidad de la resina. Se dejo reaccionar la
mezcla durante 20 minutos a 0°C en un ambiente seco que se consiguid
tapando el balon con un tubo relleno de CaCl,. Después, se evaporé el DCM
en un rotavapor a una temperatura de 25°C. El residuo seco obtenido se
disolvio en la minima cantidad de DMF y se adiciondé a la resina.
Seguidamente, se adicionaron 0,1 equivalentes de DMAP disuelto en DMF.
Después de una hora de reaccion a temperatura ambiente, se eliminaron los
excesos de reactivo realizando cuatro lavados de DMF. Posteriormente se
repitieron todos los pasos, para garantizar un mayor acoplamiento del

primer aminoacido a la resina.

Se determind la nueva funcionalidad de la resina y el grado de incorporacién
del primer aminoacido. Para llevar a cabo el ensayo se pesé la Fmoc-
aminodacido-resina seca (5umol con respecto al grupo Fmoc). Se le
adicionaron 2 ml de una disolucion de 1,8-diazabiciclo-[5,4,0]-7-undeceno
(DBU) al 2% en DMF y se agit6 durante 30 minutos. La solucién anterior
se enrasd hasta 10 ml con acetonitrilo (ACN). De esta solucion se tomaron 2
ml y se enraso hasta 25 ml con ACN. Este ensayo se realiz6 por duplicado y

se utiliz6 como blanco la disolucién sin Fmoc-aminoécido-resina. Se
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midieron las absorbancias de la muestra y el blanco en cubetas de cuarzo a
la longitud de onda de 304 nm. Se calculd la nueva funcionalidad de la
resina aplicando la siguiente formula (Ecuacién 1):

(Absmuestra - Abs‘referencia)X 16,4
(mg resina)

Fmoc (mmol g™%) =

Ecuacion 1
3.3.2 Activacidn y acoplamiento

La etapa crucial en la sintesis de péptidos es la reaccion bimolecular que
ocurre entre los componentes carboxilo y amino. Para llevar a cabo la
reaccion de acoplamiento es necesario activar el grupo carboxilo. Los
reactivos de acoplamiento se utilizan para activar el grupo a-carboxilo del
aminoacido protegido y permiten obtener altos rendimientos en la reaccion
de la formacion del enlace amida. Ademas, estos minimizan las reacciones
secundarias, como la racemizacion, que se pueden producir durante la

sintesis.

En este trabajo se realizaron las reacciones de acoplamiento utilizando
principalmente la mezcla de activadores N,N-diisopropiletilamina/
Hexafluorofosfato de N-0xido de N-[(dimetilamino)-1H-1,2,3-triazolo-[4,5-
b]piridin-1-il-metilin]-N-metilmetanaminio (DIEA/HATU). Para ello, se
pesaron 3 equivalentes de aa y 3 equivalentes de HATU. Luego se
disolvieron en la minima cantidad de DMF, y se adicionaron 6 equivalentes
de DIEA por cada equivalente de resina. Todos los reactivos se emplearon
en un exceso de 3 veces respecto a la cantidad necesaria para completar la
reaccion. Con la adicion de excesos de reactivos se pueden obtener

rendimientos practicamente cuantitativos.

La sintesis se llevo a cabo de forma manual (Figura 11) utilizando como
reactor una jeringuilla de 20 ml que contiene un filtro de polietileno, el cual

retiene a la resina y permite evacuar los restos de reactivos y los solventes
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empleados hacia el reservorio o bal6n de residuos con la ayuda del vacio.
Para lograr una alta eficiencia en los acoplamientos todos los pasos de la
sintesis se realizaron con una adecuada agitacion, utilizando en este caso

una varilla de teflon.

/ varilla teflén

jeringa

1

/ balén residuos

Figura 11. Disefio del sistema utilizado para la sintesis manual de péptidos en fase

solida.
3.3.3 Test de deteccion de grupos aminos
3.3.3.1 Test de ninhidrina o Kaiser

El ensayo de la ninhidrina o test de Kaiser [133] es un método para detectar
de forma cualitativa la presencia de grupos aminos primarios. La ninhidrina
reacciona con los grupos aminos primarios obteniéndose una coloracion
azul purpura, lo que indica que el Gltimo aminoéacido incorporado en la
secuencia peptidica se encuentra desprotegido (test positivo). Para preparar

este test se emplearon los siguientes reactivos.
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Reactivo A

Solucion 1: 20g de fenol se disuelven en 5 ml de etanol absoluto calentando
poco a poco bajo campana de extraccion. Adicionar 4g de resina Amberlite.
Se deja reaccionar durante 3 horas bajo agitacion.

Solucion 2: 6.5mg de KCN se disuelven en 10 ml de agua milliQ. De esta
solucion se toma 1ml y se enrasa con 50 ml de piridina. Se adiciona 4g de
resina Amberlite y se deja reaccionar durante 3 horas bajo agitacion.

Filtrar ambas soluciones y mezclar.
Reactivo B
2,5¢g de ninhidrina en 50 ml de etanol absoluto.

Para realizar el test se adiciona una pequefia porcion de la peptidil resina en
tubo de vidrio, luego se afiaden 3 gotas del reactivo A y 3 gotas del reactivo
B. Simultaneamente se realiza esta misma operacién utilizando un tubo que
no contiene peptidil resina, el cual nos servird de control. Se agitan ambos
tubos y se colocan en una estufa a 110°C. La aparicion de perlas amarillas
indica que NO hay grupos aminos libres (test negativo), a lo que atribuimos

que el proceso de acoplamiento ha sido efectivo.
3.3.3.2 Test del cloranilo

Este método se utiliza para detectar aminas secundarias libres como la
prolina [134], permitiendo evaluar los acoplamientos en que interviene este
aminodacido. El reactivo empleado es una solucion saturada de 0,75g de

cloranilo en 25 ml de tolueno.

El test se realiza de forma similar al test de ninhidrina. Se adiciona una
pequefia porcion de peptidil-resina en un tubo de vidrio, y se afiaden 4 gotas
de acetona y 1 gota de solucion saturada de cloranilo, a temperatura

ambiente. Una coloracion azul-verdosa sefiala la presencia de aminas

43



secundarias libres, y por lo tanto indica un resultado positivo del test. Este

método no es tan sensible como el test de Kaiser.
3.3.3.3 Test del TNBS

Este ensayo permite la deteccion de aminas primarias y secundarias [135].
EL TNBS (&cido trinitrobenceno sulfonico) reacciona con los grupos
aminos, obteniéndose una coloracién naranja. Para realizar el test se procede
de forma similar a los anteriores. Se adiciona una alicuota de peptidil-resina
a un tubo de vidrio, se afiaden 3 gotas de DIEA al 10 % en DMF y 3 gotas
de TNBS al 1 % en DMF. La aparicion de perlas naranjas indica que hay

grupos aminos libres.
3.3.4 Desproteccion del grupo a-amino

El grupo protector a-amino (Fmoc) del ultimo aminoacido de la cadena se
elimina antes de la unién del siguiente aminoacido. Este grupo es labil
frente a bases organicas, principalmente aminas secundarias, pero también
puede eliminarse con aminas primarias y terciarias. En este trabajo se utilizo
una disolucion de piperidina al 20% en DMF. Posteriormente, se realizaron

lavados con DMF para eliminar los restos de piperidina.
3.4 Modificaciones quimicas realizadas en la peptidil-resina
3.4.1 Adicion de sondas fluorescentes

Una vez acabada la sintesis de peptidos y previamente al proceso de
desanclaje, algunos péptidos fueron marcados con sondas fluorescentes
como la Rho. Tras la desproteccion del ultimo aminoacido afadido a la
peptidil-resina, se incorpor6 la Rho. Para ello, se utilizaron como
activadores del grupo o-carboxilo la N,N’-diisopropilcarbodiimida
(DIPCDI) y 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). Tanto los reactivos de
acoplamiento como las sondas fluorescentes se emplearon con un exceso de

tres veces respecto a la funcionalidad de la resina. La Rho y el HOBt se
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disolvieron en la minima cantidad de DMF y seguidamente se afiadié la
DIPCDI. La mezcla de activacién se dejo en reposo aproximadamente 10
minutos para garantizar la formacion del éster activo, el cual posteriormente
se adiciono a la peptidil-resina. Después de un tiempo de reaccion de 24 h

realizo el test de ninhidrina.
3.4.2 Sintesis de lipopéptidos

Para obtener los lipopéptidos, se afiadié acido palmitico (3 equivalentes) al
extremo N-terminal del péptido. La derivatizacion lipofilica se llevé a cabo
con el péptido unido a la resina y con las cadenas laterales de los
aminodacidos protegidas. Se utilizaron como activadores DIPCDI/HOBLt (3
equivalentes) en medio de DMF. Una vez incorporado el acido palmitico a
la peptidil-resina, se chequeo la reaccion utilizando el test de ninhidrina.

3.5 Secado de la peptidil resina

Una vez terminada la sintesis, se procedi6 al secado de la peptidil resina con
diferentes reactivos segun se muestra a continuacion (Tabla 5). Finalmente,
la peptidil resina se colocd en una descadora bajo vacio para eliminar los

restos de disolventes.

Tabla 5. Procedimiento de secado de la peptidil resina.

Pasos Lavados Ciclos x tiempo (min)
1 Acido acético 2x1
2 Diclorometano 2x1
3 Metanol 2x1
4 Eter 4x1
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3.6 Desproteccion final y liberacion del péptido

La desproteccion final y liberacion del péptido de la resina se llevé a cabo
mediante un mecanismo de aciddlisis, para ello se utiliz6 el Acido
trifluoroacético (TFA). Este proceso se realizé en funcion de los residuos de
aminoacidos presentes, grupos protectores de las cadenas laterales y del tipo

de espaciador unido a la resina.

Para desanclar el péptido de la resina y desproteger las cadenas laterales se
prepar6 un cdctel que contiene TFA/BME/H,O/TIS (94:2,5:2,5:1). La
cantidad correspondiente de peptidil resina se puso a reaccionar con el
coctel de desanclaje (10 mg de resina/ml coctel) durante 3 h a temperatura
ambiente bajo agitacion. A continuacion, se evaporé el TFA bajo corriente
de N2 (g) y se realizaron 10 lavados con éter frio para garantizar una mayor
precipitacion del péptido. Tras cada lavado, se centrifugd a 3000 rpm
(centrifuga Digicen 20-R), durante 4 min a 10°C. Posteriormente, se liofilizo
el péptido en una solucién de acido acetico al 30% y se almacend en un

congelador a -20°C.
3.7 Caracterizacion analitica de los péptidos

3.7.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) a escala

analitica

La caracterizacion de los péptidos se llevd a cabo por HPLC. Se utilizaron
las columnas de fase reversa Kromasil (Teknokroma) Cg (4,6 x 250 mmy 5
um de tamafio de particula) y la columna Eclipse Plus Cig (4,6 x 100 mm, y
3,5 um de tamarfio de particula). Los péptidos se eluyeron a un flujo de 1
ml/min y un gradiente lineal de los disolventes Ay B (A: H,O con 0,05% de
TFA; B: ACN con 0,05% de TFA). La deteccion se realizé a 220 y 280 nm.
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3.7.2 Cromatografia de ultrapresion adaptado a espectrometria de

masas de ionizacion por electrospray (UPLC/ES-MS)

Los pesos moleculares de los péptidos fueron analizados mediante un
espectrometro de masas por ionizacion por electrospray acoplado al
cromatégrafo UPLC ACQUITY (Waters). La medida de masas por
electrospray (ES-MS) consiste en la generacion de un spray de iones de la
muestra a una determinada energia en la cAmara de ionizacion. Estos iones
pasan al analizador mediante una serie de lentes con un voltaje determinado.
Para ello, se utilizo un detector liqguido-masas de tiempo de vuelo (LC-TOF)
LCT Premier XE (Micromass Waters) con una interfase electrospray
positiva (ES") o negativa (ES’), en funcion de la molécula a analizar. Se
empled una columna en fase reversa ACQUITY UPLC BEH Cjy5 2,1 x 100
mm y tamafio de particula 1,7 um (Waters). Los péptidos se eluyeron a un
flujo 0,3 ml/min y un gradiente lineal de los disolventes A (H,O con 20 mM
HCOOH) y B (ACN con 20 mM HCOOH). La deteccion se realiz6 a 220 y
280 nm.

3.7.3 Espectrometria de masas MALDI-TOF

Los pesos moleculares de los péptidos sintetizados fueron analizados
mediante la espectrometria de masas MALDI-TOF. Esta técnica utiliza el
laser como fuente de ionizacion y consiste en bombardear directamente la

muestra cristalizada constituida por una mezcla del péptido y una matriz.

La preparacion de la muestra se realizd disolviendo el péptido (1-2 pg/ul)
en ACN/ H,O al 30% con 0,1%TFA. Seguidamente 1 ul del péptido
disuelto se mezclé con 1 pl de la matriz acido 2,5-dihidroxibenzoico
(DHB). Finalmente, 1 ul de esta mezcla se colocé en la placa de MALDI-

TOF y se dej6 secar a temperatura ambiente.

La muestras se depositaron en una placa MTB 384 polished steel (Bruker).

Se utiliz6 como método de adquisicién el método lineal con un voltaje de
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polaridad positiva con un laser de nitrogeno de 200 nm y 500 shots para
cada uno de los espectros. Para confirmar los resultados obtenidos por
MALDI-TOF, las secuencias peptidicas se introdujeron en un programa de

calculo (EXPasy tool) para determinar el peso molecular teérico.
3.8 Purificacion de los péptidos

3.8.1 Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) a escala

semipreparativa

Las moléculas peptidicas sintetizadas se purificaron por HPLC a escala
semipreparativa con las columnas Bridge (Agilent) de fase reversa C8 y
C18, 22 X 250 mm y un tamafio de particula de 5 um. Se utiliz6 un flujo de
elucién de 3 ml/min con un gradiente lineal de los disolventes A (H,O con
0,05% de TFA) y B (ACN con 0,05% de TFA). La deteccion se realiz6 a
220 nm. Las fracciones recogidas durante la purificacion de los diferentes
péptidos, se caracterizaron mediante HPLC analitico y espectrometria de
masas (UPLC/ES-MS y/o MALDI-TOF).

3.8.2 Extraccion en fase solida

Los crudos peptidicos obtenidos con una pureza mayor del 95% fueron
purificados en columnas Oasis HLB Plus cartridge 225 mg/60 ug de Waters,
por extraccion en fase sélida. En primer lugar se acondiciono la columna
con 5 ml de metanol y posteriormente 5ml de H,O. A continuacién, se
afiadio 1 mg/ml de péptido disuelto en H,O/ACN Yy se adicion6 5 ml H,O
con 0,1% TFA para eluir las sales del crudo peptidico. Posteriormente, se
eluyo el péptido con 5 ml de H,O/ACN (80:20). Por ultimo se afiadieron 5
ml de ACN para recoger parte del péptido que podia haber quedado retenido
en la columna. Cada fraccion de filtrado fue colectada en tubos diferentes.
Los filtrados recogidos, se caracterizaron por HPLC analitico vy
espectrometria de masas (UPLC/ES-MS y/o MALDI-TOF).
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3.9 Obtencion de NPs poliméricas que contienen FB

Las NPs que contienen FB se prepararon mediante la técnica de
desplazamiento del disolvente descrito por Fessi et al. [136]. Esta técnica se
basa en la precipitacion de un polimero en solucién tras su incorporacion a
una solucién acuosa. En este procedimiento, el polimero debe ser insoluble
en la fase acuosa mientras que su disolvente tiene que ser miscible en dicha
fase. La difusion de la fase orgénica (conteniendo el farmaco y el polimero
disueltos) en una solucién acuosa de un tensioactivo, manteniendo una
agitacion constante, provoca la precipitacion instantanea del polimero y la

formacidén de estructuras matriciales en forma de nanoesferas.

En este estudio se prepard una fase organica de 90 mg de polimero PLGA-
503H (50:50) y 10 mg de FB disueltos en 5 ml de acetona. La fase acuosa
contiene 100 mg (1% w/w) de Poloxamer 188 (Lutrol® F68) en 10 ml de
agua destilada con posterior ajuste del pH a 3,5. A continuacion, se vierte la
fase organica, gota a gota, sobre la fase acuosa manteniendo una agitacion
moderada durante 5 minutos. Las NPs se forman instantaneamente por una
rapida difusion del disolvente al medio acuoso. Posteriormente, el solvente
organico se elimina de la suspension sometiéndola a presion reducida, lo
que permite concentrar la suspension hasta el volumen deseado (10 ml). En
la Figura 12 se muestra la obtencién de las NPs, mediante el método

desplazamiento del disolvente.

PLGA
Flurbiprofeno
Acetona

Evaporacion
(Rotavapor)

Poloxamer P188
Agua
pH=3,5

Figura 12. Elaboracion de NPs en forma de nanoesferas mediante el método del

desplazamiento del disolvente.
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3.10 Sintesis de las NPs PLGA y conjugacion del péptido PF-HIV-1

Las NPs PLGA se prepararon mediante la técnica del desplazamiento del
disolvente, pero utilizando el tensioactivo polivinil alcohol (PVA, 1%w/w).
Las NPs fueron centrifugadas a 14000 rpm durante 30 min a 4°C y
posteriormente se resuspendieron en agua Milli Q y fueron lavadas 3 veces
en las mismas condiciones. Posteriormente, 5 ml de NPs (9 mg/ml) fueron
incubados con 2,4 mg (21,1 pmol) de NHS y 4,4 mg (21,1 umol) de EDC.
Transcurridas 2 horas, las NPs PLGA-NHS se unieron covalentemente con
los grupos amino terminales del peéptido PF-HIV-1 (3,6 mg, 1,7 pumol),
durante 20 horas. Las NPs PLGA-PF-HIV-1 fueron centrifugadas y lavadas
como se explicoO anteriormente. Por ultimo se determind el tamafio de

particula y el Zyt.

Las NPs PLGA-PF-HIV-1 fueron dializadas durante 24 horas utilizando
membranas de celulosa (Mw cut-off 12000 D, Iberlabo, Spain). La cantidad
de péptido libre fue cuantificado mediante HPLC de fase reversa, utilizando
una columna C8, flujo 1ml/min a un gradiente de 95-5% (H,O/ACN). La
eficiencia de conjugacion (EC) del peptido PF-HIV-1 se determind
mediante el porcentaje de péptido conjugado en la superficie de las NPs de
PLGA, segun la (Ecuacion 2):

EC (%) = Cantidad de péptido en la superficie de NPs x 100%
o Cantidad total de péptido 0

(Ecuacion 2)

3.10.1 Ensayo STD-RMN

Previamente al ensayo, las NPs liofilizadas PLGA-PF-HIV-1 (4 mg) se
resuspendieron en 90%/10% H,0/D,0 y posteriormente en DMSO-d6.
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Para estudiar la influencia de las sefiales, se utiliz6 como control NPs PLGA
(8 mg) disueltas en DMSO-d6.

Para llevar a cabo el ensayo de STD, 1,3 mg de NPs PLGA-PF-HIV-1 se
pusieron a reaccionar con una solucién que contenia 0,75 mM del péptido
E1P8 ciclico disuelto PBS (10% D,0), pH=7,4. Posteriormente, se
analizaron los espectros STD a diferentes relaciones molares de E1P8
ciclico: NPs PLGA-PF-HIV-1(12:1 y 40:1).

Por otra parte se ensayaron los péptidos controles VIR576 (positivo) y
E1P32 (negativo) en medio PBS (10% D;0), a una relacion molar (12:1).

Este estudio se llevd a cabo utilizando el equipo de RMN Varian 500 Hz
procedente de la Unidad de Resonancia Magnética Nuclear del IQAC-CSIC.

3.11 Pegilacion de las NPs y conjugacion de los péptidos

Las NPs pegiladas se prepararon a partir de la suspension PLGA-503H
(50:50) (9 mg/ml en agua destilada). Las mismas se incubaron con 2,4 mg
(21,1 pumol) NHS y 4,4 mg (21,1 umol) de EDC, durante 24 horas a
temperatura ambiente y pH a 3,5. Las NPs PLGA-NHS activadas se
adicionaron 5,2 mg (2,6 pumol) de Maleimido-PEG-NH; (2000 Da), durante
24 horas a temperatura ambiente. Las NPs PLGA-PEG-Maleimido se
unieron covalentemente con 2,6 umol de los péptidos (9,4 mg POD 6 5mg
Tat-HIV), durante toda la noche a temperatura ambiente. La conjugacion del
PEG con los péptidos se sigui6 mediante espectrometria de masas (EM-
MALDI-TOF). La cantidad de PEG y péptido libre fueron separados de las
NPs mediante centrifugacion a 14,000 rpm, 4 °C durante 30 minutos.

Posteriormente fueron cuantificados utilizando métodos colorimétricos.
3.11.1 Cuantificacion de PEG: Ensayo TNBS

En tubos de ensayo separados se mezclaron 100 pl de solucion acuosa que
contiene PEG libre o tampon borato, pH 8,0 (para el blanco); 900 pul de
tampon borato 0,1 M (pH 9,3) y 40 pl de 0,03 M de TNBS. La solucion fue
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incubada a temperatura ambiente durante 30 min. La absorcion se midio a
420 nm en un espectrdmetro UV/Visible. La cantidad de PEG se calculd

restando la cantidad total afiadida en la reaccion [137].
3.11.2 Cuantificacion de péptidos: Ensayo de Ellman

El péptido libre fue diluido en tampén fosfato de sodio (0,1 M y pH=8),
conteniendo 0,1-0,2 umoles de péptido. 100ul de DTNB se afiadieron a la
solucion del péptido y dejaron reaccionar durante 15 minutos. EI DTNB
disuelto en el tampon se utilizé como solucion de referencia. La absorbancia
fue determinada a 410 nm en un espectrometro UV/Visible. La
concentracion de grupos sulfhidrilo se calculo utilizando la (Ecuacion 3)
[138]:

[A410 (muestra) — A410 (referencia)]
13650

[SH] =

(Ecuacién 3)

3.12 Sintesis del PLGA-PEG y PLGA-PEG-Péptido

Se disolvio 1 gramo (32,3 umol) de Acido Polilactico-co-glicolico (PLGA
50:50 ® RG 503H) con viscosidad inherente de 0,32-0,44 dl / g en 2 ml de
cloroformo. Posteriormente se adicionaron 45 mg (234,7 umol) de EDC y
27 mg (234,6 umol) de NHS y se dejo reaccionar toda la noche, bajo
agitacion en vial herméticamente cerrado. EI PLGA-NHS preactivado se
precipitd con 8 ml de éter dietilico y se centrifugd a 4000 rpm durante 5
minutos a temperatura ambiente. El proceso de disolucion-precipitacion se
repitio tres veces. EI PLGA-NHS obtenido se seco al vacio y se almacend a
-20 °C. A continuacion, se disolvieron 500 mg (16,2 pumol) de PLGA-NHS
en 1 ml de cloroformo, y posteriormente se adicionaron 35 mg (17,5 pmol)
de PEG (NH2-PEG-Maleimido 6 NH,-PEG-m) y 20ul (117,15 umol) de

DIEA, y se dejo reaccionar en vial cerrado herméticamente, bajo agitacion
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durante toda la noche. El producto se precipité con 8 ml de éter: metanol
(80:20) frio y se centrifugé a 4000 rpm durante 5 minutos. Después se
desechd el sobrenadante, el producto se volvio a disolver en 2 ml de
cloroformo y el ciclo de lavado se repitid dos veces. El polimero PLGA-
PEG fue secado bajo vacio y el almacenado a -20 °C.

El rendimiento se calculé mediante la (Ecuacion 4):

Rendimiento (%) — m(PLGA — PEG) 000
CRAIENto L0 = 1 (PLGA — NHS) + PEG — NH, °

(Ecuacion 4)

Para la conjugacion de los péptidos al polimero PLGA-PEG-Maleimido, 2,7
umol de los péptidos (9,8 mg POD 6 5,2 mg Tat-HIV) se disolvieron en 250
ul de acetonitrilo/DMF; posteriormente fueron adicionados a una solucion
que contenia 100 mg de PLGA-PEG-Maleimido disueltos en 1ml de
cloroformo. La mezcla se dejo reaccionar, en vial bien cerrado, bajo
agitacion durante toda la noche. El producto se precipitd con 3 ml de éter:
metanol (80:20) frio y se centrifugd a 4000 rpm durante 10 minutos.
Seguidamente se descartd el sobrenadante y el producto se volvié a disolver
en 2 ml de cloroformo. Este ciclo se repitio dos veces y el PLGA-PEG-
Péptido se seco al vacio. La técnica de RMN-H se utilizé para determinar la
union del polimero a los péptidos. El polimero PLGA-PEG fue disuelto en
CDCl; y PLGA-PEG-Péptido en DMSO-d6. Los polimeros fueron
analizados en un espectrometro RMN Varian (Agilent) Inova 500 MHz

procedente de la Unidad de Resonancia Magnética Nuclear del IQAC-CSIC.

Por ultimo, las NPs PLGA-PEG-m y PLGA-PEG-Péptido que contienen
FB fueron preparadas segun el procedimiento general descrito en el apartado
3.9.
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3.12.1Sintesis del PLGA-PEG-Péptido-Rho

Los péptidos POD y Tat-HIV fueron previamente marcados con Rho y se
unieron al polimero PLGA-PEG-Maleimido. Finalmente se prepararon las
NPs utilizando el método del desplazamiento del disolvente y se
determinaron los parametros de las NPs marcadas (tamafio, polidispersion y
Zno). La cantidad de Rho se determind mediante espectroscopia de
fluorescencia a longitudes de onda de excitacion 555nm y emision 580nm.

Posteriormente, las NPs PLGA-PEG-Péptido-Rho se analizaron mediante
microscopia de fluorescencia. Se utilizd un Microscopio Optico de Alta
Resolucion y Analisis Espectral proveniente del Grupo QCI-CSIC. Este
equipo incorpora un modulo para estudiar los elementos fluorescentes de la
muestra. Las NPs se excitaron con un laser a una longitud de onda de 572

nm con una emision en un rango entre 570 nmy 590 nm.

3.12.2 Conjugacion de las NPs PLGA-PEG-Maleimido a los péptidos
anti-HIV-1

Para la obtencion de las NPs, se partio del polimero PLGA-PEG-
Maleimido. Posteriormente se procedi6 a la preparacion de las NPs
mediante el método del desplazamiento del disolvente utilizando como

tensioactivo en este caso el PVA (1% w/w).

Con el fin de estudiar la influencia del PEG en la composicién estructural
las NPs PLGA-PEG-Maleimido, las mismas fueron analizadas mediante
RMN-'H. Previamente las NPs fueron lavadas y centrifugadas 3 veces a
14000 rpm durante 30 min, y seguidamente fueron liofilizadas durante 24
horas. Posteriormente 10 mg de NPs se resuspendieron en 700ul de CDCl;
y D,0; y los espectros de RMN-"H fueron obtenidos en espectrémetro RMN
Varian (Agilent) Inova 500 MHz.

La conjugacion del péptido P6-2 a las NPs PLGA-PEG-Maleimido se llevd

a cabo coicubando 3 ml de NPs (9 mg/ml) con 3 mg de péptido. Después de
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24 horas las NPs fueron dializadas utilizando membranas de celulosa (Mw
cut-off 12000 Da, Iberlabo, Spain). Finalmente se determind el tamafio,
polidispersion, Zy,: ¥y EC. Los resultados fueron comparados con los
obtenidos mediante RMN-'H.

3.13 Obtencidn de liposomas derivatizados con péptidos anti-HIV-1

Se prepararon liposomas del tipo LUVs que contenian los péptidos P6-2 y
VIR576-GGGS-P6-2. Los liposomas se formularon a partir de PC, PC-Chol,
PC-Chol-SM, PC-Chol-GalCer y PC-Chol-SM-GalCer a diferentes

relaciones molares:

e PC. Se pesaron 9,24 mg de PC (12umol)

e PC:Chol. Se pesaron 9,24 mg de PC (12 umol) y 4,64 mg de Chol
(12 pmol).

e PC:Chol:SM. Se pesaron 9,24 mg de PC (12 umol), 4,64 mg de
Chol (12 umol) y 4,26 mg de SM (6 pmol).

e PC:Chol:GalCer. Se pesaron 9,24 mg de PC (12 umol), 4,64 mg de
Chol (12 umol) y 4,20 mg de SM (6 pmol).

e PC:Chol:SM:GalCer. Se pesaron 9,24 mg de PC (12 umol) , 4,64
mg de Chol (12 umol) y 2,13 mg de SM (3 umol) y 2,10 mg de
GalCer (3umol).

Se procedi6 a disolver las diferentes composiciones de lipidos en una
mezcla de cloroformo: metanol (2:1). Posteriormente se evapord la fase
organica en un evaporador rotatorio. La evaporacion es un proceso
endotérmico que provoca el enfriamiento del balén, por lo que en ocasiones
se calent6 dicho balon para favorecer el proceso. Cuando se formé una
pelicula fina en el fondo del baldn, se dejo la muestra en la liofilizadora

durante una hora para eliminar las posibles trazas de disolventes organicos.

La pelicula lipidica se resuspendié en 2 ml de tamp6n HBS (10mM HEPES
(pH 7,4), 150 mM NaCl y 3,4 mM EDTA). En el caso de los LUVs
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cargados con los péptidos, los mismos se disolvieron previamente en el
tampon HBS, cuestion de obtener una concentracion de 1 mg/ml. La mezcla
se agitd hasta que la pelicula desapareciera del fondo del baldn,
obteniéndose una dispersion de apariencia blanca y homogénea. Esta
dispersion esta formada por liposomas MLV de la composicion deseada.

Se desestabilizaron las lamelas concéntricas sometiendo a los MLV a una
serie de ciclos de congelacion y descongelacion, pasando las muestras desde
un bafio de nieve carbdnica a un bafio de agua caliente a una temperatura
80°C. Se repitio el proceso 10 veces, obteniendose unas vesiculas
unilamelares alargadas denominadas FTMLV (Freeze and Thaw
Multilamelar Vesicles).

3.13.1 Método de extrusion

Para conferir a los LUVs el tamafio y la morfologia deseada se empled el
método de extrusion a través de membranas de policarbonato descrito por
Hope et al [139]. Este método permite variar el tamafio de las vesiculas
dependiendo del diametro del poro de las membranas utilizadas. Las
membranas consisten en una delgada ldmina de policarbonato en las que se
han practicado poros de un diametro exacto por medio de un laser. Para la
realizacion del trabajo se emplearon membranas de 200 nm y 400 nm de
didmetro de marca Nucleopore, con la finalidad de obtener poblaciones mas
homogéneas. Los liposomas se pasaron a través de un extruder (LIPEX™
Extruder) sometiéndolos a una corriente de nitrégeno gaseoso a una presion
de 200 psi. La velocidad de paso de la suspension a través de las membranas

dependi6 del tamafio y de la concentracion de los liposomas originales.
3.13.2 Método de sonicacion

Para homogenizar el tamafio de los liposomas se utiliz6 también el método

de sonicacion. Los liposomas se sonicaron durante 2 minutos, dejando 5
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minutos de incubacion a 55 °C entre cada ciclo de sonicacién, hasta

completar un total de 10 ciclos.
3.14 Caracterizacion de las formulaciones
3.14.1 Morfometria

La determinacion de la morfometria (tamafio de particula y polidispersion)
se ha realizado por espectroscopia de correlacién fotonica, mediante la
técnica de dispersion dindmica de la luz [140] que permite efectuar las
determinaciones con un amplio margen de tamafios (0,6 nm-4 pum), en un
tiempo de analisis corto y sin necesidad de dilucién previa de la muestra, de

la que no es necesario conocer su concentracion.

Esta técnica espectroscopica se basa en la medida de las variaciones de la
intensidad de la luz dispersada, debidas al movimiento browniano de las
particulas de la muestra. Estas fluctuaciones no son constantes, de forma
que la cantidad de luz dispersada por la solucion oscila con el tiempo. La
informacion que se obtiene mediante la luz dispersada, se puede relacionar
con el coeficiente de difusion que, a su vez, permite obtener informacion del
tamafo y forma de las particulas. Una de las maneras de analizar con
precision las fluctuaciones de la intensidad es operar con la llamada funcion
de autocorrelacion F(y) [141, 142]. Las condiciones de trabajo prefijadas
fueron en este caso: indice de refraccion del solvente (1,330), viscosidad
(0,886 Poises) y temperatura (25°C). Los ensayos se realizaron por

triplicado.
3.14.2 Carga superficial

La carga superficial de las particulas, que es un pardmetro indirecto de
agregacion de las mismas, se determind mediante el analisis del potencial
zeta (Zpor) de las muestras en el nano zetasizer. El Z o Se determind en base
a la movilidad electroforética () de las particulas cargadas sometidas a un

campo eléctrico, aplicando la ecuacién de Henry [49] (Ecuacién 5).
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(Ecuacion 5)

Donde: pe es la movilidad electroforética, € es la constante dieléctrica del
medio, n es la viscosidad del medio, K es el pardmetro de Debye-Hiickel, y f
(Ka) es un factor de correccion que tiene en cuenta el espesor de la doble
capa y didmetro de la particula. La unidad de K es una longitud reciproca 1 /
K se describe como el espesor de la doble capa eléctrica. Esta técnica
permite trabajar a concentraciones elevadas de hasta un 60% en volumen,
sin necesidad de dilucion previa de la muestra. No obstante, en la
determinacion del Zp, si la formulacion presenta agregados, en muchos

casos conviene diluir la muestra hasta obtener un valor constante.

La morfometria y la carga superficial de las NPs que contienen FB se
analizaron mediante un Zetasizer Nano ZS. Los ensayos se realizaron por
triplicado expresando el resultado como la media aritmética de dichas

determinaciones.
3.14.3 Microscopia electronica de barrido

El microscopio electronico de barrido o SEM (Scanning Electron
Microscope), es un instrumento que emplea el bombardeo de un haz de
electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen. Tiene una gran
profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran
parte de la muestra. También produce imagenes de alta resolucion, de forma
que las caracteristicas mas infimas de la muestra pueden ser examinadas con

gran amplificacion [143].

La preparacion de las muestras es relativamente facil ya que la mayoria de
los SEM solo requieren que estas sean conductoras. De esta forma, la
muestra generalmente es recubierta con una capa de carbono o una capa

delgada de un metal para conferirle caracter conductor. En este caso, las
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NPs fueron centrifugadas previamente a 15000 rpm durante 40 min, se
descarto el sobrenadante y el s6lido se secé bajo vacio. La muestra sélida se
depositdé en un soporte metélico para el posterior recubrimiento de cromo
mediante la pulverizacion catodica. Posteriormente las NPs se observaron en
el SEM.

3.14.4 Microscopia de fuerza atémica

El microscopio de fuerza atdmica o AFM (Atomic Force Microscope) es un
instrumento mecano-6ptico capaz de detectar fuerzas del orden de los
nanonewtons. Al rastrear una muestra, es capaz de registrar continuamente
su topografia por diferencia en la fuerza atomica (atraccion y repulsion)
mediante una sonda o punta afilada de forma piramidal o conica. La sonda
va acoplada a un liston o palanca microscépica muy flexible de s6lo unos
200 pum [144].

En este caso, 20 ul de las NPs se depositaron en una placa de mica y se
dejaron secar durante toda la noche. Las mediciones del tamafio y la altura
de las secciones transversales se determinaron mediante el programa de

procesamiento de imagenes Gwyddion 2.0.
3.14.5 Eficiencia de asociacion de FB

La concentracion de FB en las NPs se determind mediante RP-HPLC [145].
La cantidad de FB libre se separd por la técnica de filtracion / centrifugacion
utilizando filtros de centrifugas Ultracel YM-100 (Millipore Amiconl
Corporation, Bedford, MA) a 3000 rpm durante 30 min, previa dilucion de
las muestras (1:10) en agua destilada antes de la inyeccion. Se utiliz6 una
columna de fase reversa Kromasil C-18 de 25 x 0,46 cm con un tamafio de
particula de 5um a un flujo de 1 ml / min. La sefial de la muestra se detectd
a 254 nm. La fase movil consistio en ACN / agua (65/35) con é&cido
fosférico (pH 2,5). La eficiencia de asociacion (EA) se determind mediante

la (Ecuacion 6):
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Cantidad total de FB — FB libre
Cantidad total de FB

EA (%) =

(Ecuacion 6)
3.14.6 Concentracion de péptido total

El calculo de la cantidad de péptido incorporado en los liposomas se llevo a
cabo mediante HPLC, teniendo a escala analitica utilizando como eluyentes
H,O (0,05 % de TFA) y ACN (0,05 % de TFA). Se realiz6 una inyeccion
directa de los liposomas cargados con los péptidos, los cuales se rompen
automaticamente al ponerse en contacto con la fase mdvil que contiene
ACN. El contenido peptidico se calculd por comparacion de las areas entre
la muestra liposomica problema y una solucion patrén de concentracion

conocida.

3.14.7 Determinacion cuantitativa de fosfolipido

Una de las variantes mas empleadas para llevar a cabo la cuantificacion de
la concentracion de fosfolipido presente en una suspension se utilizo el
método de McClare [146]. En este método, el fosforo, presente en forma de
fosfolipido en la muestra, se hidroliza a fosfato inorganico. Mediante la
adicién de heptamolibdato de amonio el fosfato se transforma en acido
fosfomolibdénico de color azul. La intensidad de este color azul se mide
espectrofotométricamente y se compara con un patron de calibrado, para

conocer cual es la concentracion de fésforo.

Se preparé una disolucion de 1 mM de NaH,PO, x H,O de la que se
tomaron alicuotas para confeccionar la recta patron. Para establecer el rango
de la recta patron se tuvo en cuenta la concentracion aproximada de

fosfolipido esperada.
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El ensayo se divide en tres partes:

a) Digestion: se afadio 0,4 ml de HCIO4 70% a cada uno de los tubos y se
incubaron durante 1 hora a 180-190 °C.

b) Reaccion colorimétrica: se adicionaron a cada uno de los tubos 4 ml de
heptamolibdato de amonio y 0,5 ml de &cido ascorbico; luego se agitaron
las muestras con ayuda de un vortex. Los tubos se incubaron posteriormente

en bafio Maria durante 15 minutos a 100 °C.
c) Lectura: La absorbancia se midi6 en un espectofotémetro a 812 nm.
3.15 Estudio de liberacion del FB de las NPs

El perfil de liberacion "in vitro™ de un principio activo a partir de una matriz
polimérica es una caracteristica de interés, ya que al determinar la cantidad
de farmaco liberada en funcion del tiempo es posible ajustar la dosis

administrada.

Uno de los métodos mas utilizados para la caracterizacion de la liberacion
del principio activo a partir de sistemas coloidales es la técnica de la dialisis
[147]. Esta técnica fue propuesta por Levy et al [148], basada en la
dispersion directa de la suspension coloidal en un medio de liberacidn, en el

que se cumplen las condiciones Sink.

En este proceso el sistema coloidal se encuentra separado del medio de
liberacion por la membrana de dialisis. El principio activo liberado difundira
del interior del saco de dialisis al medio a favor de gradiente estableciéndose

un rapido equilibrio.

El medio de liberacién utilizado en este trabajo, se compone de tampdn
fosfato salino (PBS 0,1 M). El FB en solucion de PBS se convierte a su
forma de sal de sodio. El experimento se llevd a cabo en bafio de agua a
una temperatura de 32°C (temperatura de la pelicula lagrimal). Las muestras

(5ml) se colocaron en sacos de dialisis (membrana de celulosa Mw de corte
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12.000 Da, Iberlabo, Esparia). Cada saco se introdujo en 150 ml de PBS con
agitacion continua. En intervalos de tiempo especificos se tomaron 1ml del
medio y se sustituyeron inmediatamente con 1 ml de tampén fresco (PBS).
La cantidad de FB liberado se determiné periédicamente por HPLC durante

8 horas.

3.15.1 Estudio cinético de liberacién in vitro

Entre los modelos matematicos mas utilizados para analizar y describir el
mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de liberacion de un farmaco,
se encuentra el modelo de Korsmeyer y Peppas en 1983 [149], el cual
cumple con la Ley de Fick y se representa de la siguiente forma para
tiempos pequefios (Ecuacion 7):

&szt“
M

o]

(Ecuacion 7)

Donde M¢/M,, es la fraccidn de soluto que se ha liberado en un tiempo t, k es
la constante de velocidad de liberacion que incorpora caracteristicas
estructurales y geométricas del sistema de liberacion y n es el exponente que
indica el mecanismo mediante el cual ocurre la liberacion del farmaco. Para
evaluar el mecanismo de liberacion, los datos para el primer 60% de la
liberacion del farmaco se representaron graficamente en la ecuacion
Korsmeyer-Peppas como logaritmo del porcentaje acumulativo de FB
liberado frente al logaritmo del tiempo de registro, y el exponente n se
calculd a través de la pendiente de la linea recta. EI mecanismo de difusion

de farmacos a partir de matrices esféricas se clasifica en:

e Caso I (difusion de Fick) donde n < 0,43
e Transporte anomalo (difusion no Fickiana ) donde 0,43 <n <0,85

e Caso II (orden cero) donde n > 0,85
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3.16 Espectroscopia FTIR

La espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se utilizd
para estudiar la interaccion de las NPs (PLGA, PLGA-PEG, PLGA-PEG-
POD y PLGA-PEG-Tat-HIV) que contienen. Para ello, las muestras solidas
se depositaron directamente en un diamante. Los espectros se obtuvieron en
un espectrofotometro IR Nicolet 360 FT-IR con accesorio smart iTR, en

modo transmision, con una resolucién de 4 cm™y 64 scans.
3.17 Estudio de estabilidad

El estudio de estabilidad acelerada se realizd6 mediante el procedimiento
clasico. Las formulaciones se almacenaron a diferentes temperaturas (4°C y
25°C) y posteriormente se analizaron la morfometria, carga superficial y
eficiencia de asociacion del farmaco en intervalos de tiempo regulares. El
estudio se realizd durante un mes, que es el tiempo de validez de las

soluciones oftalmicas.
3.18 Fuerzas mucoahesivas

Con el fin de evaluar las fuerzas mucoadhesivas de las NPs que contienen
FB, se realizo el ensayo de interaccion con la mucina midiendo los cambios
en el Z, [150]. Cada una de la formulaciones (PLGA-PEG-NPs, PLGA-
PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs que contienen FB) se
incubaron con igual volumen de una solucién de mucina (0,1 w/v) bajo
agitacion moderada. Se determino el Z,, de las NPs durante la incubacion a

diferentes intervalos de tiempo (0, 30, 60, 120 min).
3.19 Estudios celulares
3.19.1 Estudio de citotoxicidad

La citotoxidad de las NPs se evalud en dos lineas celulares diferentes: HelLa
y HepG2. Las dos lineas celulares se cultivaron usando DMEM

suplementado con 10% de FBS inactivado y 1% de Penicilina-

63



Estreptomicina (P11- 010, PAA), como medio de cultivo y se incubaron a
37 °C en atmosfera 5% CO..

Se cultivaron células HeLa y HepG2 en cuatro placas de 96 pocillos (dos
placas por cada linea celular: una para los controles y otra para las NPs)
adicionando 100 pl de una suspensién de 100.000 células/ml, de modo que
la densidad total fue 10.000 células/pocillo, e incubandolas durante 24

horas.

Posteriormente se elimind el medio de cultivo y se reemplaz6 por 150 ul de
medio que contiene las NPs en un rango de concentracion 25 mg/ml a 0,1

mg/ml. Las placas se incubaron durante 24 horas.

Seguidamente, se elimin6 el medio de cultivo de los pocillos para evitar
interferencias y se remplazo por 100 ul de reactivo MTT (5mg/ml en PBS
1x, dilucion 1:5 en medio de cultivo fresco). Las placas se incubaron de

nuevo durante 3 horas en las mismas condiciones.

Transcurrido este tiempo se aspiré de nuevo el medio de cultivo y se
remplazoé por 100 pul de DMSO para solubilizar los cristales de formazan
formados en la etapa anterior. La placa se dejé durante 2 horas a
temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. Por ultimo se realizaron

lecturas de absorbancia a una longitud de 570 nm.

Con los datos obtenidos de densidad dptica (DO) se calculo el porcentaje de
viabilidad y de citotoxicidad del cultivo celular en presencia de la
formulacion mediante las ecuaciones 8 y 9, asi como la 1C50 (valores de
concentracion donde la viabilidad celular corresponde al 50%). El calculo
de la 1C50 se realizo mediante regresion no lineal con el programa
GraphPad® (V5, Prism).

Océlulas tratadas

% Viabilidad = x 100

DOcélulas control

(Ecuacion 8)
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% Citotoxicidad = 100 — % viabilidad
(Ecuacion 9)
Donde:
DO es la absorbancia del fomazan a 570 nm.
3.19.2 Ensayo de fusion celular

Los ensayos de fusion celular realizados en esta tesis se llevaron a cabo,
empleando la linea celular HeLa-env (donada por el Dr. Julia Blanco de la
Fundacion IRSICaixa), que expresa las proteinas de la envoltura del HIV-1
(gp41 y gpl20) e integra en su genoma el promotor LTR (Long Terminal
Repeats) de éste y la linea celular TZM-bl, (AIDS Reagents Cat. No 8129),
que expresa el receptor de membrana de los linfocitos CD4 vy los
correceptores CCRS y CXCR4 e integra en su genoma el gen de la B-
galactosidasa. Se llevaron a cabo en el Servicio de cultivos celulares del
IQAC-CSIC de Barcelona.

En el ensayo de fusion celular se mimetiza la entrada del HIV-1 en la célula.
Este modelo esta bastante extendido [151-156], ya que permite seleccionar
de forma rapida potenciales inhibidores de la fusion del HIV-1 sin necesidad

de manipular el virus.

Cuando se produce la fusion celular de HelLa-env y TZM-bl se
sobreexpresa el enzima p-galactosidasa, que cataliza la reaccion de
hidrolisis del sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-galactopirandsido liberando 4-
metilumbeliferona entre otros compuestos (Figura 13), el cual es
monitorizado por fluorescencia, de modo que existe una relacion inversa
entre las unidades de fluorescencia y la actividad de inhibicién de fusion del

péptido.
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Figura 13. Hidrolisis del sustrato 4-metilumbeliferil-B-D-galactopiranésido en

presencia de la enzima f-galactosidasa, liberando 4-metilumbeliferona.

Las lineas celulares se cultivaron en DMEM con 10% de FBS, 100 pg/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina. Los cultivos celulares fueron

mantenidos en un frasco de cultivo a 37°C y 5% de CO..

El ensayo se realizo en placas blancas de fondo transparente de 96 pocillos,

con un volumen final por pocillo de 100 pl.

En primer lugar, se cultivé HeLa-env (2500 células/pocillo) en presencia de
concentraciones crecientes de péptidos (5-200 pM), por triplicado, a 37°C y
5% CO, durante una hora. A continuacion, se afiadieron las células TZM-bl
(25000 celulas/pocillo) y se incubd la placa durante 24 horas. Como control
positivo de la fusion celular se empled un inhibidor conocido de la fusion
del HIV-1 ( péptido C34) a una concentracion de 1 uM. Transcurridas 24
horas, se afiadié a cada pocillo 5 pl de una solucion de detergente Igepal al
20% en tampon fosfato (100 mM, pH 7,2, 0,1 mM MgCl,).

A continuacion se descartaron 50 pl de medio de cada pocillo, se afiadieron
50 pl de una solucion de tampén fosfato (100 mM, pH 7,2, 0,1 mM MgCl,)
con 1 mM de metilumbeliferil-B-D-galactopirandsido y se incubd para 30
min a 37 °C. Finalmente, se adicion6 150 ul de tampon de glycine-NaOH
(100 mM, pH 10,6) y se llevdé a cabo la lectura de la placa en un
espectrofluorimetro (SpectraMax), utilizando una longitud de onda de

excitacion de 355 nmy de emisién de 460 nm.
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Con los resultados obtenidos se calcularon los porcentajes de fusion celular
(Ecuacion 10) y de inhibicion de la fusion (Ecuacion 11), asi como la 1C50
(concentracion que inhibe el 50% la fusion celular) de cada péptido. Se
ajustaron los datos obtenidos a una curva sigmoidal dosis-respuesta
mediante el software GraphPad® (V5, Prism) y se calculé a partir de la
curva sigmoidal la IC50 de cada péptido.

Fr—F,

% Fusion = (m

)xlOO

(Ecuacion 10)

Siendo F; el valor de la intensidad de la luminiscencia tras incubar las
celulas con los péptidos, Fo la intensidad de luminiscencia inicial de una de
las lineas celulares y Fioo la intensidad de luminiscencia del control de

fusioén celular.

% Inhibicion = 100 — % fusion
(Ecuacién 11)
3.20 Ensayo de suceptibilidad del HIV-1 a los péptidos

El HIV-1 realiza de forma natural su ciclo biolégico en las células
mononucleadas de sangre periférica (PBMCs) que contienen el receptor
CD4 y los correceptores CXCR4 o CCR5. Aunque inicialmente los ensayos
de susceptibilidad a los antivirales se realizaban mediante la infeccion de
PBMCs con el HIV-1 en presencia de concentraciones crecientes de
antivirales [157, 158], a medida que han transcurrido los afios se han
desarrollado nuevos métodos basados en la infeccion de lineas celulares
[159-161] que permiten un analisis rapido y consistente. Los ensayos de
susceptibilidad del HIV-1 a los péptidos se realizaron, en el Servicio de
Enfermedades Infecciosas del Hospital Clinico del Barcelona, bajo la

direccién de la Dra. Eloisa Yuste.
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El virus del HIV-1 se cultivd mediante la trasfeccion de células 293T
utilizando el método del fosfato de calcio de acuerdo con las instrucciones
del fabricante (ProFection mammalian transfection system; Promega,
Madison, WI, USA).

Para llevar a cabo el ensayo se utilizé una placa de 96 pocillos. Se incub¢ el
virus, un volumen de 75 pl/pocillo y por triplicado, en presencia de
concentraciones crecientes (5-500 uM) de los péptidos a 37°C y 5% de CO,
durante 2 horas. Por Gltimo, se afiadieron 10* células TZMbl/pocillo y se
incubd la placa a 37°C y 5% de CO, durante 72 horas (periodo de tiempo

durante el cual el virus es capaz de realizar un ciclo de replicacion).

Como control positivo de méxima infeccion se reservaron pocillos con
TZM-bl infectadas en ausencia de péptido y como control negativo se

reservaron pocillos sélo con células.

Las células TZM-bl, como se ha descrito anteriormente, expresan el receptor
de membrana de los linfocitos CD4 y los correceptores CXCR4 y CCR5,
por lo que son susceptibles de ser infectadas por el HIV-1. Ademas, integran
en su genoma el gen de la luciferasa, lo que permite medir la infeccién de
los cultivos tras 72 horas de incubacion, siendo la dosis infecciosa

proporcional a la cantidad de compuesto producido.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se elimind el sobrenadante y se leyd

la luminiscencia mediante un luminémetro utilizando un kit de la luciferasa.

Con los resultados obtenidos se calculd la 1C50 (concentracion necesaria
para inhibir el 50% la infeccidn viral) de cada péptido; para ello se ajustaron
los datos obtenidos a una curva sigmoidal dosis-respuesta mediante el
software GraphPad® (V/5, Prism).

3.21 Estudio de tolerancia ocular: HET-CAM

Se realizo el ensayo de HET-CAM utilizando huevos fecundados de gallina

procedentes de la Granja Bellavista (Llica d’Amunt, Barcelona). Estos
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huevos se mantienen al abrigo de la luz y a una temperatura de 12 +1°C
durante un minimo de 24 horas antes de colocarlos en la incubadora con
temperatura y humedad controladas (temperatura dptima: 37,8°C, humedad
comprendida entre 50 y 60%), durante 10 dias.

El huevo se coloco verticalmente sobre un soporte con la parte ancha hacia
arriba que es la zona donde se encuentra la cdmara de aire. Se recort6 la
cascara, en forma circular, a nivel de la cdmara de aire teniendo cuidado de
no lesionar la CAM (Figura 14A). Con unas pinzas de bordes romos se
retird la cascara y la primera membrana blangquecina, previa humectacion de
la misma con una solucion isotonica de cloruro de sodio, hasta dejar al
descubierto la CAM (Figura 14B). Para evaluar el efecto irritante, se
aplicaron 300 pl de las NPs en 6 huevos (Figura 14C). Previamente se
adiciond el control positivo (NaOH 0,1 M) en 2 huevos para detectar los
cambios que ocurren en la membrana (vasoconstriccion, hemorragia y

coagulacion) (Figura 14D).

Figura 14. Los huevos fecundados de gallina incubados durante 10 dias, se recortd
la cascara, en forma circular (A) y se elimina una primera membrana blanquecina
(B) para exponer la CAM. Posteriormente se aplican las formulaciones (C) y se

valoran los fendmenos de forma visual (D).

La intensidad de las reacciones se evaludé semi-cuantitativamente en una
escala de 0 (ninguna reaccion) a 3 (fuerte reaccion). El tiempo de aparicion

y la intensidad de las reacciones se evaluaron durante 5 minutos.
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El indice de irritacion ocular (110) se calcul6 mediante la expresion

siguiente (Ecuacion 12):

_(B01-h)x5 (301-Dx7 (301-¢)x9

ot 300 300 300

(Ecuacion 12)

Donde: h es el tiempo (en segundos) del inicio de la hemorragia, | de lisis y
C de la coagulacion. La clasificacion de las muestras se realizaron en base a
la siguiente escala: La OIl < 0,9: ligeramente irritante; 0.9 <OII < 4.9:
moderadamente irritante; 4.9 <OII < 8.9: irritante; 8.9 <OII < 21:

gravemente irritante. Segun el valor de este indice, las formulaciones se

clasificaron segun la Tabla 6.

Tabla 6. Clasificacion de los productos segun el indice de irritacion ocular (110)
del método HET-CAM.

11O CLASIFICACION
0-0,9 Practicamente no irritante
1-49 Débilmente irritante
5-8,9 Moderadamente irritante
9-21 Irritante

3.22 Estudios ex vivo e in vivo

Los ensayos ex vivo e in vivo se han realizado con la aprobacion del Comité
Etico de Experimentacion Animal de la Universidad de Barcelona, con
arreglo a las regulaciones actuales para el uso y la manipulacién de animales

de experimentacion (Decreto 214/97, Generalitat de Catalunya).
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Para estos estudios se utilizaron conejos machos albinos de Nueva Zelanda
con un peso de 1,8 kg a 2,2 kg que no presentaban signos de anomalias o
inflamacion ocular. Los conejos fueron suministrados por la Granja San
Bernado (Navarra). Se utilizaron 3 conejos para cada uno de los ensayos, de
acuerdo con los principios de Reduccion, Refinamiento y Reemplazo
animal (3R) [162, 163] . Durante el tiempo de experimentacion los conejos
se mantuvieron en el estabulario de la Facultad de Farmacia (Universidad de
Barcelona) en condiciones estandarizadas de temperatura (26-28°C) y
humedad relativa (40-60%), con un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad.

La irritacion asociada a la instilacion de suspensiones hipo e hipertonicas
puede causar parpadeo o lagrimeo, por esta razon se ajusto la osmolaridad
(alrededor de 310 mOsm/Kg) a cada una de las formulaciones con 5% (w/v)
de glucosa. El pH del fluido lagrimal es uno de los aspectos importantes a
tener en cuenta en la preparacion de farmacos oculares. En este sentido, se

ajusto el pH (7,4) a todas las formulaciones testadas con NaOH 0,1N.
3.22.1 Estudios ex-vivo mediante microscopia confocal laser (CLSM)

Un volumen de 50 pl de cada una de las formulaciones fue administrada en
el saco conjuntival del conejo vivo. Después de 2 horas de la instilacion, el
conejo fue sacrificado. Primero fue anestesiado con xilacina (5mg/kg de
conejo) y ketamina (35mg/kg de conejo). Posteriormente se inyectdé una
sobredosis de pentobarbital sédico (5ml) via vena marginal de la oreja. Se
instilo en el ojo del conejo 50ul de una solucién de 4% de formaldehido en
PBS para fijar la cornea. Una vez extraidas las corneas se lavaron 3 veces
con suero fisiologico. Finalmente se adicionaron 50ul de los colorantes de

membrana (WGA) y de nlcleo (Hoescht).

Las imagenes se tomaron en un microscopio confocal laser de barrido
(CLSM). El CLSM utilizado procede de los Serveis Cientificotécnics de la
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Universidad de Barcelona, Espafa. Este microscopio es modelo Leika TCS
SP2, laser AOTF, con un aumento de 40x/1,25. Las iméagenes de
fluorescencia fueron obtenidas mediante la excitacion de un laser a

diferentes longitudes de onda: 364 nm, 488nm y 561nm.
3.22.2 Estudio de tolerancia ocular: Test de Draize

El estudio de irritacion ocular primaria se ha llevado a cabo utilizando una
modificacion del test de Draize (Kay y Calandra, 1962) [164].

Para realizar este ensayo se aplicaron 50 pul de NPs en el ojo derecho del
conejo. El ojo contralateral se utilizd6 como control sin tratar. Tras 1 h de
exposicion, se realizé la observacion de los ojos para valorar las posibles
lesiones en la cornea, la conjuntiva vy el iris y posteriormente se realizaron
lecturas al cabo de 24 y 48 h. Una modificacion del test de Draize prolonga
el periodo de evaluacion a 72 h (3 dias), 96 h (4 dias) y 168 h (7 dias). Se
efectuaron exdmenes (por observacion directa) del segmento anterior del
0jo, constatando las posibles lesiones de la conjuntiva (quemosis,
inflamacion, exudacion, enrojecimiento), del iris y de la cérnea (grado de
opacidad y superficie afectada). Las lesiones que afectan a cada estructura
ocular se evaltan en funcion del indice de irritacion ocular (10) segin un
baremo establecido (Tabla 7 y Tabla 8).

Tabla 7. Clasificacion de los productos segun el indice de irritacion ocular maximo
(IOMéx).

IOMax CLASIFICACION
0 No Irritante
0-15 Ligeramente irritante
> 15-30 Medianamente iritante
> 30-50 Irritante
> 50 Muy Irritante
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Tabla 8. Escala de puntuaciones para evaluar del grado de irritacién ocular.

ESTRUCTURA LESION EVALUACION [ PUNNTUACION
A) GRADO DE TURBIDEZ U
OPACIDAD
e Ausencia de ulceracién u 0
opacidad
e Areas difusas de opacidad ! Puntuacion
CORNEA dispersa 2 corneal:
e Areas traslicidas 3 (AxBXx5)
e Areas opalescentes 4
e Completa opacidad
B) SUPERFICIE AFECTADA Puntuacion
e Ninguna méaxima:
e Un cuarto o menos sin llegar 0 (80)
a cero 1
e Mas de un cuarto pero 2
menos de medio 3
e Maés de medio pero menos de
tres cuartos 4
e Maés de tres cuartos hasta un
plano entero
e  Normal 0 Puntuacién
. Pllegue; ) prof_u,ndos, 1 iridial:
congestion, inflamaciéon e E—
IRIS inyeccion circuncorneal
moderada 2
e No existe reaccion a la luz, AX5
hemorragia, gran Puntuacion
destruccion. .
méxima: 10
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ESTRUCTURA

LESION

EVALUACION

PUNNTUACION

CONJUNTIVA

A) ENROJECIMIENTO

e \asos normales

e Algunos vasos claramente
inyectados

e Enrojecimiento difuso
e Gran enrojecimiento difuso

B)QUEMOSIS O INFLAMACION

e Ninguna
e Alguna

e Marcada con transtorno
parcial de los parpados

e Parpados mas o menos
cerrados

e Parpados semicerrados
C) EXUDACION
e Ninguna
e Cualquier cantidad anémala

e Humectacidn parpebral y
pelos

e Humectacion periocular

w N B O

w N = O

Puntuacion

conjuntival:

(A+B+C) x 2

Puntuacion
maxima:
(20)

La puntuacién del test de Draize se determind a partir de la observacion

visual de los cambios que aparecen en las estructuras oculares. La

puntuacion total media (PTM) se calculd segun la siguiente (Ecuacion 13):

PTM =X x1(n)/5 + X X2(n)/2 + X x3(n)/5

(Ecuacion 13)

Donde: x1 (n), x2 (n), and x3 (n) son las puntuaciones de la cornea,

conjuntiva e iris, y n es el nimero de conejos utilizados en el ensayo de

tolerancia ocular.

74




3.22.3 Eficacia antiinflamatoria

Con el propdsito de estudiar las NPs en el tratamiento o prevencion de la
inflamacion ocular producida en la cirugia de cataratas, se indujo la
inflamacion mediante la aplicacion tépica de 0,5% (w/v) de araquidonato
sodico (AS) (50 ul) disuelto en PBS (pH 7,4). El protocolo del tratamiento
consistio en instilar 50 pl de cada muestra en el saco conjuntival del ojo
derecho 30 min después de inducir la inflamacion ocular, mientras que el
0jo contralateral se utilizo como control sin tratar. En el caso de la
prevencion, 50 pl de cada muestra se instilaron 30 min antes de inducir la
inflamacion. La PTM de la inflamacion ocular se calculo en un intervalo de
tiempo desde 60 hasta 210 min (Ecuacion 13). La suma de la puntuacion de

la conjuntiva y el iris se expresaron mediante media * SD.
3.23 Analisis estadistico

Todos los datos se presentaron como media+SD. La comparacion especifica
entre los grupos se realizd mediante la prueba t-Student para datos
independientes (dos colas). Para la comparacion de varios grupos, se realizd
la prueba de Anova para analizar las diferencias significativas (P <0,05)
entre los grupos, seguido de un analisis post-hoc de Tukey después de haber
confirmado la normalidad y la igualdad de varianza por el test estadistico de
Kolmogorov-Smirnov. EI programa SPSS para Windows IBM21 se utilizd

para el procesamiento de todos los resultados.

75






4. RESULTADOS Y DISCUSION






4.1 Disefio de NPs derivatizadas con péptidos para la administracion
ocular de Flurbiprofeno

Este proyecto se realiz6 en conjunto con el Departamento de Fisico-Quimica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona, bajo la
supervision de la Dra Maria Luisa Garcia. Estudios previos realizados en
este laboratorio han optimizado diferentes formulaciones basadas en NPs de
PLGA que contienen FB utilizando el método del desplazamiento del
disolvente. Para ello, se realizé un disefio factorial de 2% utilizando como
variables independientes: el pH de la fase acuosa, la concentracion inicial
del agente estabilizador Poloxamer 188 (Lutrol® F68) y la cantidad de FB.
Se estudid la influencia de cada uno de estos factores sobre las propiedades
fisico-quimicas de las NPs (tamafio de particula y potencial zeta) y la
eficiencia de asociacion del farmaco), obteniendo mejores resultados las
formulaciones de concentracién de 1 mg / ml de FB y 10 mg / ml de Lutrol®
F68 a un pH 3,5 [48]. Por otra parte, se pudo comprobar la forma esférica de
las NPs mediante las técnicas AFM y TEM. Los estudios de Difractometria
de rayos X, Espectroscopia de IR, Calorimetria diferencial de barrido y
Termomicroscopia, demostraron que la dispersion del FB en el sistema
polimérico incrementa su solubilidad, observandose un efecto plastico del

FB sobre el polimero [49].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este capitulo se expondran los
resultados obtenidos en diferentes NPs derivatizadas con los péptidos CPPs
(POD y Tat-HIV) como posibles candidatos en la liberacion de FB en

tejidos oculares.

Para la obtencion de las NPs derivatizadas con los péptidos se realizaron dos
tipos de estrategias; la primera se baso en la obtencion de NPs de PLGA y
la conjugacion de PEG y péptidos en su superficie (PLGA-NPs-PEG-
Péptido) y la segunda se baso en la obtencién de polimeros PLGA-PEG y
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PLGA-PEG-Péptido con posterior preparacion de las NPs (PLGA-PEG-
Péptido-NPs).

4.1.1 Sintesis, caracterizacion y purificacion de los péptidos POD y Tat-
HIV

Los péptidos POD y Tat-HIV se sintetizaron mediante la sintesis manual de
péptidos en fase sélida. La resina comercial NovaSyn® TGR se hincho
durante 3 horas en DMF a temperatura ambiente, para garantizar una mayor
exposicion de los grupos aminos que contiene la resina, facilitando el
acoplamiento de los aminoacidos que componen la secuencia peptidica. Se
selecciond esta resina de baja funcionalidad para evitar los problemas de
agregacion que presentan las secuencias hidrofobicas; ademas permite el

desanclaje de los péptidos mediante un tratamiento acido utilizando el TFA.

Durante la sintesis del péptido Tat-HIV, se logr6 una facil incorporacion de
los aminoacidos con un tiempo de acoplamiento que oscildé entre 20 y 30
minutos. En el caso del péptido POD, al inicio se utilizd la mezcla de
activadores DIEA/HATU; pero a partir de la tercera secuencia de
(ARKKAAKA), se dificulto la sintesis debido a la posible agregacion de las
cadenas de aminoacidos. En este caso se procedio a la incorporacion de los
aminodacidos utilizando los activadores DIPCDI/HOBt, requiriendo largos

tiempos de acoplamientos, de 6 a 24 horas.

Al finalizar la sintesis se procedi6 al secado de la peptidil resina. Se utilizé
el acido acético para neutralizar mientras que el diclorometano, metanol y
éter se emplearon para eliminar en su totalidad los restos de DMF y

piperidina que quedaban ocluidos.

El desanclaje se llevd a cabo tras el tratamiento de la peptidil resina con
TFA. Este reactivo da lugar a especies catidnicas altamente reactivas en el
medio de reaccion que provienen de la desproteccion de las cadenas

laterales de los aminoacidos. Asi, son eliminados los grupos protectores
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terbutilo de la treonina, el acido aspértico y la tirosina, el grupo protector
Boc del triptofano y el grupo Ttrt de la glutamina. Estas especies reactivas,
que se forman en la desproteccion, pueden reaccionar y modificar los
aminoacidos que contienen grupos funcionales ricos en electrones como son
la tirosina, el triptéfano y la cisteina. Por esta razon, se afiadieron junto al
TFA reactivos nucledfilos para secuestrar estas especies catidnicas. Los
capturadores de carbocationes utilizados en este trabajo fueron: BME, TIS y
agua. El agua actia como agente quelante de los cationes tBu, mientras que
BME vy el TIS intervienen en la eliminacion del grupo trifenilmetil de los

residuos de histidina y glutamina.

Los péptidos crudos se purificaron, mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) a escala semipreparativa, obteniéndose una pureza
superior a 95%. El analisis cromatografico se llevé a cabo utilizando una
columna anélitica C18 y los eluyentes fueron H,O (0,05% TFA) y ACN
(0,05 % TFA). Se realizd un gradiente de 95 % a 5 % de H,O en 30

minutos, con un flujo de 1 ml/min y la deteccion a 220 nm.

Finalmente, los pesos moleculares (Mw) de los péptidos se analizaron
mediante la técnica de espectrometria de masas por electrospray (ES-MS).
En la Figura 15 se muestran los resultados de la caracterizacion del péptido
POD, donde se aprecian diferentes Mw que corresponden a la ionizacion de
este péptido a diferentes relaciones masa/carga (m/z). De acuerdo a los
resultados de los fragmentos de los iones, se determind el Mw experimental
de la secuencia peptidica el cual coincidié con el valor teérico calculado
mediante el programa de célculo ExPASy (Figura 15, Tabla 9). También se
obtuvieron resultados satisfactorios para el péptido Tat-HIV (Figura 16,
Tabla 9). La masa experimental obtenida mediante ES-MS coincide con la
masa tedrica calculada, por lo que la secuencia peptidica se corresponde con

la deseada.
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Tabla 9. Caracterizacion de las secuencias peptidicas sintetizadas.

Péptidos Secuencias [M+H+] a [M+H+] b
Teor Exp
POD CGGG(ARKKAAKA)4 3592,41 3591,12
Tat-HIV CGGGGYGRKKRRQRRR 1891,19 1889,59

®Masa tedrica obtenida por el programa de calculo EXPASy (http://www.expasy.org/tools/).

®Masa experimental obtenida por espectrometria de masas electrospray (ES-MS).

POD To=10,5 min
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599,52 719,24

%

898,72
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Figura 15. Espectro de HPLC analitico (A) y ES-MS (B) del péptido POD.
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Figura 16. Espectro de HPLC analitico (A) y ES-MS (B) del péptido Tat-HIV.
4.1.2 Obtencion de la formulacion PLGA-NPs-PEG-Péptido

Como ha sido descrito anteriormente por Vega et al [48, 49], las NPs de
PLGA son un sistema efectivo para la liberacion controlada de FB en tejidos
oculares. Considerando las publicaciones anteriores, en este trabajo se han
obtenido NPs utilizando el polimero PLGA que contiene grupos carboxilos
(PLGA-H), los cuales permitiran la posterior pegilacion de las particulas.
Las NPs PLGA-H, que contienen FB, se obtuvieron mediante el método del
desplazamiento del disolvente. El tensioactivo Lutrol® F68 se utilizd como
estabilizante de las NPs en suspensién acuosa; debido a su caracter no
ionico, este tensioactivo no provoca irritacion ocular [165]. Por otra parte,
ha sido aprobado por las autoridades regulatorias de administracion ocular
[166].
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Las NPs de PLGA-H fueron previamente activadas (PLGA-NHS) y
posteriormente se procedid a su pegilacion utilizando el NH,-PEG-
Maleimido. La cantidad de PEG en la superficie de las NPs de PLGA se
determind a diferentes tiempos (4, 8 y 24 horas) cuantificando
indirectamente la cantidad de PEG libre que no reacciond. En este ensayo
se utilizo el reactivo TNBS, el cuél reacciona con los grupos aminos (NH,-
PEG-Maleimido) obteniéndose un complejo naranja. La eficiencia de

pegilacion oscild entre 2,5-4,2% (Tabla 10 ).

Tabla 10. Eficiencia de Pegilacion de las NPs PLGA (media = SD, n=9).

Tiempo Eficiencia de Pegilacion
(h) (%)
4 2,5+0,5
8 3,9+1,1
24 4,2+0,8

De acuerdo a estos resultados se decidio llevar a cabo la pegilacion en un
tiempo de 8 horas pues no habia diferencias significativas (P<0,05) con
repecto a las 24 horas de reaccion. En sentido general se obtuvo una baja
eficiencia de pegilacion, lo que puede deberse a la adsorcion del
tensioactivo Lutrol® F68 en la superficie de las NPs, que limita la formacion
del enlace amida de los grupos carboxilos de las NPs y los grupos aminos
del PEG. Otros de los motivos seria el impedimento estérico ocasionado por
las NPs PLGA. Zhang N et al. plantean una dilucién previa (0,2 mg/ml) de
estas NPs para su posterior pegilacién [167]. En nuestro caso decidimos no
variar la concentracion (9 mg/ml) para evitar problemas de desorcion del

farmaco de la matriz polimérica.
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Las NPs pegiladas que contienen el grupo maleimido (PLGA-NPs-PEG-
Maleimido) se conjugaron con los péptidos POD y Tat-HIV. Los grupos
tioles (SH) de las cisteinas que contienen ambos péptidos en su extremo-N-
terminal permiten el establecimiento de un enlace covalente con el grupo
maleimido de las PLGA-NPs-PEG-Maleimido (Figura 17). En la actualidad
este polimero se ha empleado frecuentemente en la conjugacion de

diferentes moléculas a NPs poliméricas [168, 169].

Ol H

H FB, F68 EDCINHS

o Lo
X0 y COOH  25°C,24h

Desplazamiento
CHj deldisolvente ~ HOOC

PLGA Resomer 503H

Maleimido-PEG-amina
25°C, 8h

péptido——PEG PEG--péptido
|

péptido —PEG\_ PEG- péptido SH--—--Péptido

péptido - PEG'
\ PEG— péptido

PEG

péptido

Figura 17. Representacion esquematica de las NPs pegiladas y posterior
conjugacion con el péptido.

Las NPs conjugadas con los péptidos se inmovilizaron en la matriz DHB y
su posterior andlisis se llevd a cabo utilizando la técnica de EM-MALDI-
TOF (Figura 18 y Figura 19). Los Mw de ambos péptidos obtenidos
mediante la técnica de espectrometria de masas MALDI-TOF concuerdan
con los obtenidos por espectrometria de masas ES-MS. La técnica de
MALDI-TOF es mucho mas sensible para moléculas de elevados peso

moleculares como es el caso del péptido POD [170].
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Figura 18 Espectros de MALDI-TOF del péptido POD (A) Yy su conjugacion al
NH,-PEG-Maleimido (B).
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Figura 19. Espectros de MALDI-TOF del péptido Tat-HIV (A) y su conjugacion
al NH,-PEG-Maleimido (B).
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La Tabla 11 muestra los Mw teéricos y experimentales del PEG-POD y
PEG-Tat-HIV. Podemos ver que algunas de las poblaciones de los Mw
[M+Na'] experimentales coinciden con los valores tedricos [M+H],
demostrando la formacién del enlace covalente PEG-Péptido. El resto de
poblaciones no encontradas indican que cierta cantidad de péptido quedo sin
reaccionar. La cantidad de péptido (POD 6 Tat-HIV) unido covalentemente
a las PLGA-NPs-PEG-Maleimido se cuantificdé mediante el test de Ellman
[138], este reactivo reacciona con los grupos tioles de las cisteinas formando
un complejo amarillo. Se obtuvo una eficiencia de conjugacion de 1,6 + 0,4
%y 28 £ 0,7 % de los péptidos POD y Tat-HIV respectivamente. La
cantidad de péptido POD es ligeramente menor que la del péptido Tat-HIV,
lo que puede deberse al mayor impedimento estérico que tienen los grupos
tioles de las Cys para formar el enlace covalente.

Tabla 11. Pesos moleculares del PEG-POD y PEG-Tat-HIV

MW reor MWEpr MW Teor 2 MWEpr
[PEG-POD + H'] [PEG-POD +Na]  [PEG-TatHIV+H]  [PEG-Tat-HIV + Na']
5210,5 5522,6* 3510,2 3730,3**
52545 5568,6 3554,2 3774,3**
5342,6 5612,7* 3642,3 3820,9**
5430,6 5656,1* 3730,3** 3862,7
54746 5745,7* 3774,3** 3906,4**
5518,6* 5834,0 3818,3** 3995,3**
5606,7* 5877,0* 3906,4** 4083,3**
5650,7* 5921,2* 3950,4 4126,7
5694,7 5965,3 3994 4** 4171,4**
5738,7* 6009,4 4038,5 4215,6**
5782,8 6054,2 4082,5** 4259,7
5870,8* - 4170,5** 4302,9
5914,9* - 4214,6** 4347,7

*Masa tedrica obtenida por el programa de calculo EXPASy (http://www.expasy.org/tools/).
®Masa experimental obtenida por espectrometria de masas MALDI-TOF.

* Mw tedrica y experimental del PEG-POD

** Mw tedrica y experimental del PEG-Tat-HIV
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4.1.3 Obtencidn de los polimeros PLGA-PEG y PLGA-PEG-Péptido

Estudios previos han demostrado que las NPs PLGA-PEG de diferentes
composiciones de PEG (5%, 10% y 15 %) aumentan la biodisponibilidad
del FB [171]. De todas estas formulaciones, solo las NPs PLGA-PEG (5%)
tuvieron una mayor eficiencia de encapsulacién y una liberacion mas

controlada del FB; esto se debe a la naturaleza hidrofobica del farmaco.

De acuerdo a estos resultados, se sintetiz6 el polimero PLGA-PEG (PEG
5%, 2000 Da) para comparar con el polimero comercial PLGA-PEG® (PEG
5%, 5000 Da) y estudiar la influencia de las propiedades de las NPs de
acuerdo al Mw del PEG. La Figura 20 muestra el esquema de sintesis de los
polimeros PLGA-PEG y PLGA-PEG-Péptido. Previamente, se activaron los
grupos carboxilos del PLGA-H (Anexo 2) y posteriormente se procedio a la
union covalente con el polimero NH,-PEG-metoxi (NH,-PEG-m) (Anexo 3)
0 NH,-PEG-Maleimido (Anexo 4). Por otra parte se sintetizd el polimero
PLGA-PEG-Péptido, utilizando los péptidos POD 'y Tat-HIV,

indistintamente.
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Figura 20. Representacidn esquematica de la sintesis de los polimeros PLGA-PEG

y PLGA-PEG-Péptido con posterior obtencion de las NPs.

En la Figura 21 se presentan los espectros de RMN-'H de los polimeros
PLGA-PEG-m y PLGA-PEG-Maleimido, donde se observan cuatro sefiales
caracteristicas a 1,5 ppm (CH3 de é&cido polilactico), 3,6 ppm (CH, de
etilenglicol), 4,8 ppm (CH, acido glicdlico) y 5,2 ppm (CH de é&cido
polilactico). También se observdO una pequefia sefial a 6,7 ppm

correspondiente al grupo maleimido.
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El rendimiento de sintesis se calculé segun la Ecuacion 14 obteniéndose un
58,8 £ 3,4 % (PLGA-PEG-m) y 62,5 + 2,7 % (PLGA-PEG-Maleimido). La
eficiencia de pegilacion se calcul6 de acuerdo a la integracion de las sefiales
correspondientes a cada polimero (Ecuacion 15) obteniéndose un 11,2 +4,0
% y 185 £ 6,5 % para PLGA-PEG-m y PLGA-PEG-Maleimido
respectivamente.

Rendimiento (%) — Masa (PLGA — PEG) X 100%
endimiento(%) = Masa (PLGA — NHS) + Masa (PEG — NH2) 0

Ecuacion 14

iciencia pegilacion(e6) - Area (3.6 — 3.5ppm)/4 < 10000
iclencla pegraciont) = [Area(5,3 — 5,2ppm) + Area(4,9 — 4,6ppm) + Area(1,6 — 1,5ppm)]/6 ?

Ecuacion 15

Los péptidos POD y Tat-HIV se conjugaron al PLGA-PEG mediante la
union de la cisteina/maleimido. Los espectros de RMN-'H de los polimeros
PLGA-PEG-POD y PLGA-PEG-Tat-HIV se muestran en la Figura 22. La
cantidad de péptido (POD 6 Tat-HIV) en el polimero se expresé como

porcentaje en masa (Ecuacion 16):
Woéptido = 100 (Mpéptido (Ipéptido/N)) / (MpLca (IpLea (CH, 6=5,2)))
(Ecuacién 16)
Donde:

Mpeptico Y MpLca SON los pesos moleculares de los péptidos y PLGA (130

g/mol).

Ipepiico €S la integral del POD (region amida/amina en 7,0-8,2 ppm) y Tat-
HIV (sefal de tirosina en 6,64 ppm).

IrLca €s la integral de la sefial correspondiente a los grupos -CH de la

unidad del PLA del PLGA correspondiente a un protén.
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n es el namero de protones (76H de las cadenas laterales de los grupos
amida, amina y guanidinio en el péptido POD Yy la sefial aislada a 6,64 ppm

correspondiente a 2H aromaticos de la Tirosina en el peptido Tat-HIV)

A
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PLGA-PEG-POD

Residuo de DMF

Protoén libre del
maleimido

Péptido POD

76 T8 T4 73 T2 1 7O 6% o8 o7

85 84 83 82 81 80 Y9 T8 7
1 (ppm)

PLGA-PEG-Maleimido

Proton libre del
maleimido

7t

|
o

PLGA-PEG-Tat-HIV

Figura 22. Espectros de RMN- 'H de los polimeros PLGA-PEG-POD (A) y

PLGA-PEG-Tat-HIV (B).
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Los niveles de funcionalizacion calculados fueron 3,6 +0,3% y 2,8 +0,5 %
para los polimeros PLGA-PEG-POD 'y PLGA-PEG-Tat-HIV

respectivamente.

Los resultados de este epigrafe demuestran que la sintesis de los polimeros
PLGA-PEG y PLGA-PEG-Péptido, es mas eficiente que la sintesis de las
NPs con posterior conjugacion del PEG y péptido en su superficie (PLGA-
NPs-PEG-Péptido). En este caso se obtuvo una mayor eficiencia de
pegilacion y mayor cantidad de péptido unido. Con este nuevo sistema
polimérico se obtendrdn NPs del tipo PLGA-PEG-NPs y PLGA-PEG-
Péptido-NPs que contienen FB.

4.1.4 Caracterizacion fisicoquimica de las NPs que contienen FB

En el desarrollo de un sistema de liberacion de farmacos para la
administracion ocular, el tamafio de particula es un parametro importante
para evaluar el riesgo de irritacion. Si la particula induce lagrimeo se
provocaria un rapido drenaje de la dosis del farmaco instilado y podria
reducir su biodisponibilidad, disminuyendo asi el tiempo de residencia del

farmaco en el saco conjuntival [172].

Se prepararon NPs que contienen FB a partir de polimeros con diferente
composicion. De cada una de las formulaciones se evalu6 la morfometria
(tamafio de particula y polidispersion), potencial zeta (Z,q) Yy la eficiencia de
asociacion (EA) (Tabla 12 y Tabla 13); obteniéndose en todos los casos un
tamafo inferior a 300 nm, lo que resulta adecuado para la administracion
ocular de farmacos. El indice de polidispersién (P1) es inferior a 0,1 que

indica una distribucion estrecha del tamafio de particula.

La caracterizacion de las NPs de PLGA, PLGA-NPs-PEG, PLGA-PEG-
NPs-POD y PLGA-PEG-NPs-Tat-HIV se muestra en la Tabla 12. La
conjugacion del PEG y de los péptidos en la superficie de las NPs provocé

un ligero aumento del tamafio de particula. Estos resultados concuerdan con
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los obtenidos por otros autores que modificaron la superficie de NPs con
péptidos [173]. Por otro lado, se observo que las PLGA-NPs-PEG-POD y
PLGA-NPs-PEG-Tat-HIV tienen un tamafio similar, de manera que la
cantidad de péptido en la superficie de las NPs no parece afectar su tamafio.
Se obtuvo una elevada EA entre 70,3 + 5,6% y 76,5 + 3,8 %, indicando que
la conjugacion del PEG vy los péptidos en la superficie de las NPs no induce
la desorcién del farmaco de la matriz polimérica. No se observaron
diferencias significativas en la EA del FB en las NPs PLGA con respecto a
las PLGA-NPs-PEG (P=0,473) y PLGA-NPs-PEG-Tat-HIV (P=0,764),
indicando que se mantiene la cantidad inicial de FB en cada paso de
reaccion. Sin embargo, se encontraron diferencias significativas entre las
NPs PLGA y PLGA-NPs-PEG-POD (P=0,042). A pesar de la variacion en
los resultados estadisticos, consideramos que la EA obtenida (70%), es

apropiada para la encapsulacion de farmacos en sistemas poliméricos.

Tabla 12. Propiedades fisicoguimicas y eficiencia de asociacion de las PLGANPs-
PEG-Péptido. (media £ SD, n=3).

Composicion NPs Tamafio Polidispersion Zpor £ (MV) EA +SD
+ SD (hm) +SD (%)
PLGA-H 50:50 148,4+2,0 0,064 +0,027 -291+13 -
PLGA-H 50:50 + FB 1905+15 0,065+ 0,020 -30,4+£33  77,1+42
PLGA-NPs-PEG 1645+1,8 0,079 = 0,007 -325+15 -
PLGA-NPs-PEG + FB 170,3+£3,5 0,079 = 0,007 -30,6 £0,7 75420
PLGA-NPs-PEG-POD 2038+1,4 0,051 +0,009 332+17 -

PLGA-NPs-PEG-POD + FB 2199+12 0,051 + 0,009 30,214 70,3+5,6

PLGA-NPs-PEG-Tat-HIV 2184 +0,9 0,070 £ 0,045 252+2,6 -

PLGA-NPs-PEG-Tat-HIV + FB 210,7+0,2 0,070 + 0,045 20,2+1.2 76,5+ 3,8
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La Tabla 13 muestra las propiedades fisicoquimicas de las PLGA-PEG-NPs,
PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs obtenidas a partir de los
polimeros sintetizados. En general, las PLGA-PEG-Péptido-NPs mostraron
un tamafio de particula menor que las PLGA-NPs-PEG-Péptido. Por otra
parte las PLGA-PEG-NPs muestran una disminucion del tamafio con
respecto a las NPs preparadas a partir del polimero comercial (PLGA-
PEG®). Algunos autores han demostrado que existe una relacion directa
entre el Mw del polimero y el tamafio de particulas [174, 175]. Por otra
parte, los polimeros de elevado Mw presentan largas cadenas poliméricas,
que requieren mayor tiempo de degradacion [176, 177]. Lo contrario ocurrid
con las PLGA-PEG-Péptido-NPs. En este caso, la distribucion de tamafio de
particula se ve influenciada por la densidad de carga positiva del péptido,
ocasionando una mayor atraccion electrostatica intramolecular entre el
péptido y el polimero, que tiene carga negativa, disminuyendo asi el tamafio
de particula. Este efecto ha sido mas pronunciado en las PLGA-PEG-POD-
NPs, debido a que el péptido POD presenta mayor carga neta positiva (+17)
que el péptido Tat-HIV (+9).

La EA de las PLGA-PEG-Péptido-NPs fue mayor que las PLGA-PEG-NPs,
indicando que existe una ligera asociacion del FB con la matriz polimérica

en presencia de ambos péptidos.

El Z,o €s también una caracteristica importante ya que puede influir en la
estabilidad de las particulas. En teoria, los valores de Z,, mas pronunciados
(positivos o negativos) tienden a estabilizar la suspension de las particulas.
La repulsion electrostatica entre las particulas con la misma carga eléctrica
evita su agregacion [178]. Los resultados obtenidos para las NPs PLGA y
PLGA-NPs-PEG son altamente negativos debido a la ionizacion de los
grupos carboxilos en la superficie del polimero [179]. La presencia de los
péptidos POD y Tat-HIV cambia el potencial zeta de negativo a positivo

siendo este comportamiento mucho mas marcado en las PLGA-NPs-PEG-
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Péptido. En el caso de las PLGA-PEG-Péptido-NPs, éstas presentaron
valores mas bajos debido a que la presencia del PEG y de los péptidos que
cubren las cargas del PLGA. La presencia de cargas positivas podria
contribuir a la mucoadhesion ocular debido a las interacciones

electrostaticas con la mucosa ocular que presenta carga negativa [180].

Tabla 13. Propiedades fisicoquimicas y eficiencia de asociacion de PLGA, PLGA-
PEG, PLGA-PEG-Péptido NPs (obtenido a partir de los polimeros sintetizados).
(media £ SD, n=3).

Composicion NPs Mw Tamafio + Polidispersion  Z,, + SD EA £ SD
(KDa) SD (nm) +SD (mV) (%)
PLGA-PEG-NPs 34PLGA 105,1+£0,2 0,080+0,026 -24,3+33 -
2PEG
PLGA-PEG-NPs + FB 1289+ 0,9 0,079+£0,017 -12,6%+3,0 73,3
33
PLGA-PEG®-NPs 95PLGA  147,7x11 0,095+0,039 -24,0+0,7 -
5 PEG
PLGA-PEG®-NPs + 150,8+ 1,0 0,096 £0,017 -209+1,1 78,0 +
FB 25
PLGA-PEG-POD-NPs  34PLGA 85,9%0,9 0,011+0,020 152+0,3 -
2PEG
3,6POD
PLGA-PEG-POD-NPs 103,7+0,3 0,097+0,014 186+15 82,9+
+FB 0,8
PLGA-PEG-Tat-HIV- 34PLGA  1028+1,1 0,012+0,010 20,0+04 -
NPs 2PEG
1,8 Tat-
HIV
PLGA-PEG-Tat-HIV- 123,1+£1,7 0,103 £ 0,007 14,0+£0,8 81,0+
NPs + FB 1,7

4.1.5 Estudios morfolégicos (SEM y AFM)

La morfologia de las NPs se determind mediante las técnicas de
Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM). A modo de ejemplo en la Figura 23 y Figura 24 se
muestran las imagenes de las PLGA-PEG-POD-NPs que contienen FB. La
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técnica de SEM se ha utilizado ampliamente para la visualizacion de NPs
poliméricas [181-183]. En este caso, la muestra se recubrié previamente con
cromo, mediante el método de pulverizacidn catodica, para evitar que el haz
de electrones ocasionara un dafio a la misma. Se observd que las particulas

presentaron una forma esférica con una estrecha distribucion del tamafio.
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Figura 23. Imagen de las PLGA-PEG-POD-NPs obtenida por SEM.

EL AFM, es otra de las técnicas mas utilizadas para obtener imagenes de
con alta resolucion atomica [184, 185]. La sonda del AFM detecta la
topografia de la superficie de una muestra con una punta muy aguda que se
localiza al final del brazo del cantilever. La fuerza entre la punta y la
superficie de la muestra contribuyen a la flexién del cantilever, siendo la
mas comun la fuerza de Van der Waals. Esta técnica se puede utilizar en tres
modos: contacto, semicontacto y no contacto. En este trabajo, se utilizo el
modo semicontacto para evitar el deterioro por arrastre continuo de la punta
sobre la superficie de la muestra. En la Figura 24 se observa la imagen en
3D de la superficie de las NPs, donde se aprecia su forma esférica con un
didmetro menor de 500 nm. La imagen topografica demostré que existe una

cierta rugosidad en la superficie de las particulas individuales. Este
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resultado podria proporcionar una evidencia fisica en el mecanismo de
liberacion del farmaco a través de su difusién y erosion de la matriz
polimérica. En ambas figuras no se observO presencia de estructuras
cristalinas, indicando ausencia del farmaco en la superficie. Estos resultados
concuerdan con los obtenidos en previos estudios realizados en NPs PLGA
que contienen FB [49]. En todas las formulaciones preparadas en este
trabajo, se obtuvieron resultados similares demostrando su idoneidad para
ser empleadas en aplicaciones oftalmicas [2, 186].

EEEg 8

=

Figura 24. Imagen de las PLGA-PEG-POD-NPs obtenidas por AFM.
4.1.6 Estudio de liberacion in vitro

El estudio de liberacién in vitro de las NPs que contienen los péptidos POD
y Tat-HIV se realiz6 mediante el método de difusion de dialisis. La Figura
25 muestra el perfil de liberacidn de las NPs que contienen FB (1 mg/ml), el
patrén de FB a la misma concentracién en PBS 0,1 My pH=7,4 y el colirio

comercial Ocufen®.

Como era de esperar, en un inicio el FB se libera rapidamente; después de
150 minutos mantiene un perfil de liberacion lento hasta completar las 8

horas (480 minutos) de estudio. La rapida liberacion inicial se atribuye a la
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fraccion del farmaco que se absorbe o queda débilmente unido a la
superficie de las NPs. El FB se distribuye uniformemente en la matriz
polimérica y la liberacion in vitro se produce, principalmente, por la
difusion del farmaco a través de la matriz [187]. Por otra parte, el bajo Mw
del FB (244,25 Da) mejora el mecanismo de difusion.

En sentido general, la difusion del FB de las NPs obtenidas es mas retardada
que la del Ocufen® y la del patrén de FB. En un tiempo de 150 minutos, las
NPs preparadas a partir de PLGA-H (modificado con grupos carboxilos)
han liberado un 100 % de FB. Comparando el perfil de liberacién obtenido
en estudios previos [48, 49], las NPs PLGA presentan una mayor eficiencia
de encapsulacion y un perfil de liberacion de FB mas retardado, con
respecto a las PLGA-H. Podemos decir que la presencia del grupo carboxilo
en el polimero PLGA-H provoca una disminucion en la EA de FB y una
rapida liberacion del farmaco. La Figura 25A muestra el perfil de liberacion
de FB de las PLGA-NPs-PEG-Peptido. Como se puede observar, después de
120 minutos las PLGA-NPs-PEG-POD y PLGA-NPs-PEG-Tat-HIV
liberaron un 83,3 % y 56,5 % del farmaco respectivamente. Las PLGA-NPs-
PEG-Tat-HIV presentaron una liberacibn mas retardada, obteniendo un

perfil maximo de liberacion de un 90 % durante el periodo de estudio.

La Figura 25B muestra el perfil de liberacion de las PLGA-PEG-NPs,
PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs. Las NPs obtenidas a
partir del polimero comercial (PLGA-PEG®) y sintetizado (PLGA-PEG)
tienen un comportamiento similar, es decir, la diferencia en los Mw no
afecta el tamafio de particula ni la liberacion del farmaco. En el caso de las
PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs liberaron un 46,1 % y

80,9 %, respectivamente.

En apartados anteriores se demostrd que en las PLGA-NPs-PEG-Péptido
existe una mayor cantidad de péptido Tat-HIV unido a la superficie de las

NPs, mientras que en las PLGA-PEG-Péptidos-NPs hay una mayor cantidad
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de péptido POD. Los resultados obtenidos en este estudio permiten predecir
que la liberacion del FB a través de las PLGA-NPs-PEG-Péptido y PLGA-
PEG-Péptido-NPs estan influenciados por la cantidad de péptido unido a las
NPs o al polimero, provocando una difusion mas retardada del farmaco
encapsulado. En sentido general, las PLGA-PEG-POD-NPs presentaron una

liberacion més sostenida con respecto a todas las formulaciones estudiadas.
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Figura 25. Perfil de liberacion in vitro de FB de: PLGA-NPs-PEG-Péptido (A) y
PLGA-PEG-Péptido-NPs (B).

4.1.6.1 Mecanismo de difusion del Flurbiprofeno

La migracién de un farmaco al medio acuoso desde sistemas poliméricos

(tipo matriz) implica un proceso de absorcion de agua o fluido bioldgico, y
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otro simultaneo de desorcion del farmaco, mediante un mecanismo de
difusion, controlado por el hinchamiento que sufre el material polimérico
[188, 189]. EI comportamiento de hinchamiento estd caracterizado por la
presencia de dos frentes: uno que separa el estado vitreo del estado
elastomérico (interfase de hinchamiento) y se mueve hacia el estado vitreo
con una determinada velocidad, y otro que separa el polimero hinchado del
medio de disolucion (interfase polimérica) y se mueve hacia el exterior
[190].

Con el fin de determinar el mecanismo de liberacion de FB de las PLGA-
NPs-PEG-Péptido y NPs PLGA-PEG-Péptido, se evaluaron los perfiles
empleando el modelo de Korsmeyer-Peppas [149]. El exponente de difusion
(n) se calculo a partir de la pendiente de la linea recta del logaritmo del
porcentaje acumulativo de FB liberado (log Q (%)) frente al logaritmo del
tiempo de registro (log t). Los resultados de n, el coeficiente de correlacion
(r®) y la constante de velocidad de liberacion (k) obtenidos se muestran en la
Tabla 14. Estos resultados indican que la liberacion de FB de estos sistemas

se rige por un comportamiento no fickiano.

Generalmente, el proceso de difusion de solutos desde sistemas
elastoméricos (ejemplo: NPs poliméricas) en el equilibrio de hinchamiento
sigue la ley de Fick. Vega et al estudiaron la liberacion de FB en NPs de
PLGA y PLGA-PEG, obteniendo un mecanismo de difusion fickiano [171].
Podemos decir que la presencia de los péptidos cambia el mecanismo de
difusion del FB de la matriz polimérica. Esto significa que las PLGA-NPs-
PEG-Péptido y las PLGA-PEG-Péptido-NPs estan gobernadas por un
mecanismo de difusién del farmaco y relajacion del polimero siguiendo una
cinética de segundo orden. En este caso, el origen de la migracién del FB se
atribuye a la existencia de fendmenos de relajacion lentos de la matriz
polimérica, inducidos por el proceso de hinchamiento. Estos procesos de

relajacion estan relacionados con los tiempos finitos que necesitan las
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cadenas macromoleculares para responder a la presion de hinchamiento
osmético y ordenarse para acoger las moléculas de disolvente que penetran

en su interior.

Tabla 14. Ajuste de los perfiles de liberacion del FB mediante el modelo de
Korsmeyer-Peppas (media £ SD, n=3).

Composicion de NPs Modelo de Korsmeyer-Peppas”

Mecanismo

2 k+SD(h") n+SD de
transporte

Difusién
PLGA-NPs-PEG-POD 0,948 7,23+1,32 0,47 +0,02 anémala o
No-fickiana

Difusion
PLGA-NPs-PEG-Tat-HIV 0,974 2,67 +0,07 0,63+0,01 anémala o
No-fickiana

Difusién
PLGA-PEG-POD-NPs 0,989 2,71 +1,48 0,60 +0,07 anémala o
No-fickiana

PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs Difusién
0,967 2,56 + 0,20 0,74+0,11 anémala o
No-fickiana

“No se observaron diferencias significativas en los valores de n (P<0,05).
4.1.7 Espectrocopia FTIR

La técnica de espectroscopia FTIR se utilizd como una herramienta
cualitativa para comprobar si existia alguna interaccién entre el FB y las
PLGA-NPs, PLGA-PEG-NPs, PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-
HIV-NPs.

En la Figura 26 se muestran los espectros FTIR de las NPs que contienen
FB, asi como el espectro del farmaco libre. En el espectro del FB se observa
una banda ancha entre 3300-2500 cm * asociado al stretching del COO-H st,
otra a 1700 cm™ del stretching C=0 st y una banda intensa alrededor de

1218cm™ correspondiente al stretching C-F st.
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En el caso de las NPs s6lo se aprecian las principales bandas de las cadenas
alifaticas del PLGA, PEG y los péptidos: banda intensa a 3000-2840cm™ del
stretching C-H st, banda intensa a 1758 cm™ (C=0 st), banda poco intensa a
1660-1650 cm™ del stretching C=0 st correspondiente al enlace amida de
polipéptidos, bandas de intensidad media: 1470-1430 cm™ del CH3 & as y
CH, &, 1395-1365 cm™ del CH3 & sim y otra banda a 1170-1090 cm™ del
stretching (C-O st).

No se observé ninguna interaccion entre las NPs y el FB obteniéndose un
espectro similar al de las NPs sin el farmaco (Anexo 5). Este resultado
indica que ninguna de las matrices polimericas, con o sin péptido,
interfieren en la liberacion del FB, corroborando de esta manera que este
farmaco se liberard completamente de las NPs, de una manera sostenida en
el tiempo, dependiendo del polimero utilizado. Resultados similares fueron
obtenidos en NPs de PLGA [49] y PCL [191] que contienen FB.
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Figura 26. Espectro FTIR de las NPs PLGA, PLGA-PEG-NPs, PLGA-PEG-POD-
NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs que contienen FB.
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4.1.8 Estudios de estabilidad

Se realiz6 un estudio de estabilidad preliminar de las PLGA-NPs, PLGA-
PEG-NPs, PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs que
contienen FB, a diferentes temperaturas (4°C y 25°C) durante un periodo de
30 dias. En la Tabla 15 podemos apreciar que las NPs a una temperatura de
4°C, mantienen los parametros fisicoquimicos y la eficiencia de asociacion
Optimos para sistemas de liberacion de farmacos en tejidos oculares. En
todos los casos el tamafio de particula disminuye gradualmente debido a la
erosion de la matriz polimérica. Tal y como ya ha sido descrito, la hidrolisis
del éster y los mecanismos de transesterificacion son los encargados de la
pérdida de masa en los polimeros de poliester [192]. La erosion de las NPs
es iniciada por la absorcion de agua seguida de la escision de la cadena
hidrolitica del PLGA con la liberacion de los oligomeros de acido lactico.
Otros autores [193-195] han demostrado que las NPs que contienen PEG
(mayor contenido hidréfilo) se hinchan mas facilmente que las NPs que
contienen menor contenido hidrofilico, lo que permite mayor captacion de
agua en la matriz, aumentando asi la velocidad de hidrdlisis y pérdida de

masa de las NPs.

La Tabla 16 muestra los resultados obtenidos a una temperatura de 25°C,
donde las NPs PLGA y PLGA-PEG-NPs mantienen un comportamiento
similar a la temperatura de 4°C. Sin embargo, las PLGA-PEG-POD-NPs y
las PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs después de 15 dias, comienzan aparecer
agregados, aumentando su tamafio y disminuyendo la densidad de carga

positiva considerablemente, lo que indica una inestabilidad del sistema
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Tabla 15. Estabilidad de las NPs a una temperatura=4°C. (media + SD, n=3).

Tiempo(dias) NPs Tamafio =  Polidispersion Zpot £SD EA+SD
SD (nm) (mV) (%)
0 PLGA 208,0+2,9 0,112+0,007 -14,3+1,10 86,4+2,3
PLGA-PEG 158,8+1,2 0,078+0098 -9,16+0,51 84,5+3,6
PLGA-PEG-POD 90,52+0,9 0,105+0,0165 +21,3+2,0 79,245,2
PLGA-PEG-Tat-HIV 110,6+2,0 0,112+0,028 +15,1+0,8 82,6x1,7
7 PLGA 207,8+4,2 0,111+0,0048 -15,5+1,50 85,2+3,7
PLGA-PEG 157,8+0,9 0,075+0,033 -10,7+0,9 85,6+2,9
PLGA-PEG-POD 87,29+1,5 0,115+0,046 +15,6+0,5 77,8+2,4
PLGA-PEG-Tat-HIV ~ 106,1+0,8 0,101+0,009 +13,040,9 80,1+1,9
15 PLGA 209,6+1,8 0,047+0,020  -21,6+0,862  85,5+3,3
PLGA-PEG 155,8+0,58  0,063+0,010 -19,8+0,64 83,9+5,6
PLGA-PEG-POD 84,52+0,81  0,086+0,010 +17,1+0,5 77,1+1,8
PLGA-PEG-Tat-HIV ~ 107,4+0,7 0,098+0,030 +17,2+0,6 80,1+0,6
30 PLGA 204,2+2,8 0,033+0,013 -19,2+1,1 85,0+2,0
PLGA-PEG 152,8+2,8 0,10040,023 -14,2+0,6 83,5+0,9
PLGA-PEG-POD 85,26+1,28  0,137+0,059 +16,8+0,6 78,3+2,1
PLGA-PEG-Tat-HIV ~ 104,4+1,06 0,078+0,05 +18,3+0,8 80,0+3,7
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Tabla 16. Estabilidad de las NPs a una temperatura=25°C. (media + SD, n=3).

Tiempo(dias) NPs Tamafio+  Polidispersion  Z,,=SD EA+SD
SD (nm) (mV) (%)
0 PLGA 208,0+2,9 0,112+0,007 -14,3+1,10 86,4+2,3
PLGA-PEG 158,8+1,2 0,078+0098 -9,16+0,51  84,5+3,6
PLGA-PEG-POD 90,52+0,9 0,105+0,0165 +21,3+2,0 79,245,2
PLGA-PEG-Tat-HIV 110,6+2,0 0,112+0,028 +15,1+0,8 82,6x1,7
7 PLGA 207,7+3,8 0,060+0,029 -19,9+0,4 85,7+1,8
PLGA-PEG 156,0+1,57 0,047+0,067 -10,9+0,9 84,1+2,4
PLGA-PEG-POD 89,38+0,69 0,069+0,023 +12,6%1,6 77,2£1,7
PLGA-PEG-Tat-HIV ~ 108,4+2,73 0,094+0,011 +11,140,2  81,1+2,0
15 PLGA 201,3+2,1 0,051+0,026 -18,9+0,8 84,2+3,2
PLGA-PEG 153,8+1,6 0,074+0,019 -23,1+0,8 82,7+1,1
PLGA-PEG-POD 218,5+46,94  0,336+0,035  -2,36+1,23  75,0+3,7
PLGA-PEG-Tat-HIV ~ 190,1+2,75 0,166+0,014  -763+0,31  75,3+5,0
30 PLGA 197,446,3 0,096+0,015  -23,5+1,40  84,0+2,2
PLGA-PEG 152,8+4,1 0,091+0,022 -16,0+0,4 80,9+4,0
PLGA-PEG-POD 769,1+79,59  0,505+0,036 0,314+0,5  68,3+4,2
PLGA-PEG-Tat-HIV ~ 653+43,02 0,203+0,092 1,06£0,48  70,5+3,9
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4.1.9 Estudio de mucoadhesiéon

La eficacia de mucoadhesién de los polimeros ha sido demostrada mediante
estudios in vivo en la mucosa gastrointestinal, nasal y ocular de diferentes
especies [196]. Los principales componentes de la mucosa son el agua y la
mucina (polielectrolito aniénico), ademas de otros componentes como son

los lipidos y mucopolisacéridos.

El moco en el ojo se produce principalmente por las células caliciformes
conjuntivales, y forma la capa inferior de la pelicula de humectacion
lagrimal del epitelio corneal. Los polimeros mucoadhesivos pueden
adherirse a la capa de mucina que cubre la conjuntiva y las superficies de la
cornea por enlaces de hidrogeno, covalentes, fuerzas electrostaticas e
interacciones hidrofobicas. Estas conforman la base de la mucoadhesion
ocular [197].

Atendiendo a lo anterior, hemos estudiado la influencia de la carga
superficial de diferentes NPs (PLGA-PEG-NPs, PLGA-PEG-POD-NPs y
PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs) que contienen FB antes y después de la
incubacion con mucina. Los valores de Z,, obtenidos sugieren que existe
cierta interaccion entre las NPs y la mucina (Figura 27). Se obtuvieron
diferencias significativas entre las PLGA-PEG-NPs y PLGA-PEG-Péptido-
NPs antes y después de la incubacion con mucina (P<0,001). A pesar de la
repulsion electrostatica de las PLGA-PEG-NPs, se conoce que la presencia
de las cadenas de PEG en la superficie de las particulas puede modular las
propiedades interfaciales de las NPs, y por lo tanto influir en la
mucoadhesion y absorcion del farmaco [196, 198]. Los valores de Zy. de las
PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs disminuyen
inmediatamente después de la incubacién con mucina, cambiando la carga
de positiva a negativa. Esta reduccion puede ser atribuida a las fuerzas de
atraccion electrostatica entre las PLGA-PEG-Péptido-NPs y la mucina. Los

resultados indican que ambos péptidos aumentan las propiedades
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mucoadhesivas de las NPs poliméricas. No se observaron diferencias
significativas entre las PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs
(P<0,05).

Antes de la adicion de mucina
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Figura 27. Valores de Z,, obtenidos de la mucina y las NPs (PLGA-PEG-NPs,
PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs) que contienen FB antes y
después de la incubacion con mucina. Los valores se expresaron en mediaxSD,
n=3. "P<0,05, “P<0,01 and ~ P<0,001 (PLGA-PEG-NPs vs PLGA-PEG-POD-
NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs). *P<0,05, **P<0,01 y **P<0,001(PLGA-PEG-
POD-NPs vs PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs).
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4.1.10 Estudio ex vivo de la interaccion de las PLGA-PEG-Péptido-NPs

con el epitelio corneal

Uno de los retos mas importantes en el disefio de farmacos para
administracion tépica ocular, es conseguir atravesar las barreras protectoras
del ojo sin dafiar las estructuras oculares. La penetracion de los farmacos
mediante esta via, se puede llevar a cabo a través de la cornea (via
transcorneal) o de la conjuntiva y esclera (via conjuntival/escleral). Se
conoce que la mayoria de las sustancias activas que se emplean por via

topica se absorben empleando la ruta transcorneal. Por este motivo, durante
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mucho tiempo se penso que la conjuntiva era sélo una via de eliminacion.
Hoy en dia se sabe que hay sustancias capaces de atravesar la conjuntiva
llegando a alcanzar, en ciertas ocasiones, el segmento posterior del ojo
[199].

El transporte de farmacos a través de la cdrnea esta regulado por la anatomia
y propiedades fisico-quimicas de las distintas capas de la misma. En
general, el epitelio corneal permite el paso de sustancias activas
hidrofébicas de pequefio tamafio a través de las células epiteliales por
difusion (ruta transcelular) y el de sustancias hidrofilicas entre los espacios
de las mismas en lo que se conoce como ruta paracelular [200]. Tanto el
epitelio como el endotelio corneal son de naturaleza lipidica, mientras que el
estroma tiene una alta permeabilidad a sustancias hidrofilicas. Por lo tanto,
la formulacion optima debera tener caracteristicas hidrofilicas y lipofilicas

para atravesar estas capas, es decir, una solubilidad bifasica.

En este epigrafe se estudiara la interaccion de las PLGA-PEG-Péptido-NPs
con las células del epitelio corneal, mediante la técnica de microscopia
confocal. Para realizar este estudio, las NPs fueron previamente marcadas

con una sonda fluorescente (Rho).
4.1.10.1 Sintesis de las NPs PLGA-PEG-Péptido-Rho

Los péptidos POD y Tat-HIV fueron marcados previamente con rodamina
(Rho). La Figura 28 muestra los espectros de MALDI-TOF de los péptidos
POD-Rho y Tat-HIV-Rho, indicando que la Rho se uni6é covalentemente al
extremo N-terminal de ambos péptidos. Se determiné el grado de marcaje,
obteniendo 2,65 x 10 moles Rho/mol POD y 4,0 x 10% moles Rho/mol
Tat-HIV.
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Figura 28. Espectro MALDI-TOF de los péptidos: POD-Rho (A) y Tat-HIV-Rho
(B).

Las NPs PLGA-PEG-Péptido-Rho se obtuvieron a partir de polimero
PLGA-PEG-Maleimido y los péptidos marcados con Rho. Posteriormente se
prepararon las NPs (sin FB) por el método del desplazamiento del
disolvente. La cantidad de Rho en ambas formulaciones (PLGA-PEG-POD-
Rho y PLGA-PEG-Tat-HIV-Rho) se determind6 mediante curva de
calibracion utilizando patrones de Rho de concentracion conocida. Se
obtuvo una concentracién similar de 0,25uM y 0,24uM de Rho para las NPs
PLGA-PEG-POD-Rho y PLGA-PEG-Tat-HIV-Rho, respectivamente. La

Tabla 17 muestra los parametros fisicoguimicos de las NPs marcadas.

Tabla 17. Propiedas fisicoquimicas de las PLGA-PEG-Péptido-Rho-NPs. (media +
SD, n=3).

Composicién NPs Tamafio = SD Polidispersion £ SD Zpot£SD (MV)
(nm)
PLGA-PEG-POD-Rho 87,18+0,30 0,112+0,041 22,6427
PLGA-PEG-Tat-HIV-Rho 99,74+1,19 0,083+0,028 15,8+0,8
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Si comparamos estos resultados con los obtenidos en la Tabla 12, vemos
que los parametros de las NPs marcadas son similares a los de las NPs sin
marcar, esto significa que la cantidad de Rho utilizada no afecta los
pardmetros fisicoquimicos de las NPs. La Figura 29 muestra las imagenes
de microscopia de fluorescencia de las NPs marcadas. En ambas imagenes

se observa una distribucion de tamafio de particula homogénea.

A B

Figura 29. Microscopia de fluorescencia de las NPs PLGA-PEG-Péptido-Rho. Luz
visible (A) y exitacion a 580 nm (B).

4.1.10.2 Microscopia confocal de barrido (CLSM)

La microscopia confocal es una de las técnicas mas utilizadas para evaluar
el efecto de diversos farmacos o vehiculos en la superficie corneal[201].
Qaddoumi M.G et al han estudiado la interaccion de las NPs PLGA con
células epiteliales conjuntivales de conejo, demostrando que las mismas se
adsorben a las células mediante un mecanismo de endocitosis [202]. Otros
estudios realizados por De Campos A.M et al, demostraron que la
interaccién de las NPs de PCL con células del epitelio corneal depende de la
composicion del polimero utilizado para cubrir su superficie. Las NPs de
PCL recubiertas con PEG aceleran el transporte a través de todo el epitelio,
mientras que las NPs recubiertas con quitosano (CS) favorecen la adsorcion

en las capas superficiales del epitelio corneal [43].
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En este apartado se ha estudiado la interaccion de las PLGA-PEG-Péptido-
NPs con el epitelio corneal. Las imagenes obtenidas por CLSM muestran las
células del epitelio corneal del conejo una vez que han sido expuestas a las
PLGA-PEG-POD-Rho-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-Rho-NPs (Figura 30A-
E). Se utilizaron los colorantes WGA y Hoechst para distinguir los
contornos del nucleo y la membrana celular. Como era de esperar, ambas
formulaciones, que presentan en su composicion PLGA y PEG, se adsorben
a las células epiteliales. Estos resultados coinciden con los reportados por
otros autores en la utilizacion de NPs de PLGA-PEG [171],
poli(alquilcianoacrilato) [203] y PCL [204]. Estos autores demostraron que
las NPs penetran en el epitelio corneal a través de una via transcelular
siguiendo un mecanismo de endocitosis de adsorcion debido a interacciones

no especificas de las NPs con las primeras capas del epitelio.

En las imagenes obtenidas se aprecia que las NPs se distribuyen
principalmente alrededor del nacleo. En el caso de las PLGA-PEG-POD-
NPs se observa mayor intensidad en las sefiales de fluorescencia que la
obtenida con las PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs. A pesar que los resultados del
estudio de mucoadhesion demostraron que ambos péptidos proporcionan
una mejor interaccion electrostatica con la mucina, el estudio ex vivo
mediante CLSM sugiere que las PLGA-PEG-POD-NPs presentan mayor
interaccion que las PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs. Estudios previos han
demostrado que el péptido POD conjugado a farmacos (moléculas
pequefias) penetra a través del epitelio corneal mediante aplicacion topica
[61]. Nuestros resultados demuestran que este péptido tiene un elevado
potencial para direccionar moléculas de elevado peso molecular, como es el

caso de las NPs poliméricas objeto de nuestro estudio.
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Figura 30. CLSM de las NPs no marcadas en las células del epitelio corneal (A),

NPs marcadas PLGA-PEG-Tat-HIV-Rho (B), PLGA-PEG-POD-Rho (C) y su

contraste con el nucleo (D) y la membrana celular (E).

4.1.11Citotoxicidad de las PLGA-PEG-Péptido-NPs

El estudio de citotoxicidad se realizO mediante el procedimiento
experimental del MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del MTT
realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenada que produce
un compuesto de color azul (formazan) que permite determinar la
funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, siendo la cantidad de

células vivas proporcional a la cantidad de formazan producido [205-207].

Se evalud la citotoxidad de las PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-
HIV-NPs en dos lineas celulares diferentes: HeLa y HepG2. En primer lugar

se analizaron diferentes controles: F68 (tensioactivo utilizado para la
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obtencion de las NPs) y las PLGA-PEG-NPs sin y con FB. Como se puede
observar, los valores de absorbancia siguen la misma tendencia en el caso
del F68 y PLGA-PEG-NPs sin FB, mientras que las que contienen FB
disminuyen a medida que aumenta la concentracién de las NPs, lo que
indica una cierta citotoxidad del farmaco a concentraciones elevadas (Figura
31).
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Figura 31. Valores de absorbancia de los controles en las células HepG2 (A) e
HelLa (B).

Tomando como control los valores de absorbancia de F68, los resultados de
viabilidad celular se presentaron como el cociente entre la absorbancia de
las NPs en estudio y la del control expresado en porcentaje. En la Figura 32
se muestran los diagramas obtenidos, los cuales han sido ajustados a una
curva decreciente exponencial para obtener los 1Cso (concentracion que

inhibe el 50% de la fusion celular).
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Figura 32. Valores de absorbancia de las PLGA-PEG-Péptido-NPs con FB en las
células HepG2 (A) HeLa (B).

Los valores experimentales de 1Csp en las PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs fueron
de 10,8 mg/ml en células HepG2 y de 8,4 mg/ml en células HelLa, mientras
que para las de PLGA-PEG-POD-NPs fueron de 4,4 mg/ml y 3,9 mg/ml,
respectivamente (Figura 33A). La Figura 33B muestra las fotografias
representativas de los cultivos celulares HepG2 y Hela en presencia de las
NPs estudiadas. En las primeras columnas se muestran los cultivos celulares
sin tratamiento, Unicamente con tensioactivo; en las segundas se observan
imagenes de los cultivos incubados con una concentracion de NPs
aproximada a su I1Cso y en las terceras, los mismos cultivos con una
concentracion de NPs elevada proxima a su 1Cygo (concentracion que inhibe

el 100% de la fusién celular). Estos resultados coinciden con lo reportado por
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otros autores, indicando la ausencia de toxicidad de las NPs a las

concentraciones ensayadas [207].
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Figura 33. Citotoxicidad de las PLGA-PEG-Péptido-NPs en lineas celulares
HepG2 y HeLa. Curvas de viabilidad celular en un rango de concentracion de 25
mg/ml a 0,1 mg/ml (A). Fotografia de las células HepG2 y HeLa incubadas con las

NPs a las concentraciones 1Csq Yy ICy00 (B).
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4.1.12 Estudio de tolerancia ocular
4.1.12.1 In vitro HET-CAM

El HET-CAM es un método alternativo a la experimentacion animal [208]
para la evaluacion del potencial de irritacion ocular que esta basado en la
observacion de los efectos irritantes de un producto sobre la membrana
corioalantoidea (CAM) de un huevo de gallina con un embrién de 10 dias.
Esta membrana esta muy vascularizada y tiene una estructura similar a la de
otros tejidos muy vascularizados como la conjuntiva, por lo que constituye
un modelo ideal para el ensayo de productos potencialmente irritantes a

nivel ocular.

Las PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs se evaluaron
mediante el ensayo del HET-CAM. Posteriormente se aplicaron las
formulaciones directamente sobre la CAM (Figura 34). Como control
positivo se utilizé una solucion de NaOH (0,1 M) para detectar los cambios
que ocurren en la membrana (vasoconstriccion, hemorragia y coagulacion).
La hemorragia puede observarse como la aparicion de sangre extravasada en
forma de “coliflor”, mantel, velo difuso o puntiforme. La vasoconstriccion
se aprecia en los capilares, que se vuelven mas finos y de color mas claro.
La coagulacion se manifiesta como opacidad y/o trombosis; la opacidad
como la aparicion de un velo opalescente en parte o toda la membrana y la
trombosis aparece como una discontinuidad del flujo sanguineo en los vasos

que les da un aspecto segmentado.
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Figura 34. Fotografia del CAM después de la instilacion de las NPs que contienen
FB: (A) PLGA-NPs, (B) PLGA-PEG-NPs, (C) PLGA-PEG-POD-NPs, (D) PLGA-
PEG-Tat-HIV-NPs y (E) el control positivo (NaOH (0,1M).

Transcurridos 5 minutos de la aplicacion de las muestras no se observaron
cambios significativos de la CAM, obteniéndose un bajo indice de irritacion
ocular (Oll =0), lo que indica una 6ptima tolerancia ocular.

Con respecto al efecto del tamafio de particula en la irritacién ocular,
Schoenwald and Stewart han descrito, que solo las que tienen un tamafio de
20 pum inducen problemas de irritacion ocular [172]. Por lo tanto, la
distribucién de tamafios de particulas obtenidas en este trabajo son

apropiados para la administracion ocular de farmacos.
4.1.12.2 In vivo Draize test

Los estudios in vitro no pueden simular los mecanismos de irritacion ocular
que ocurren en la realidad, por este motivo se llevd a cabo también un
ensayo in vivo. El test de Draize valora los efectos adversos de las sustancias
sobre la cornea, el iris y la conjuntiva. De la cornea, se valora la opacidad y
el area afectada; del iris, la presencia de inflamacion, pliegues, edema,

inyeccion ciliar circuncorneal, fotofobia, hemorragia y destruccion del
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tejido; y de la conjuntiva, el grado de enrojecimiento, quemosis y la

presencia de exudados.

Tras 1 hora de instilacidon de las NPs en el saco conjuntival de los conejos
albinos, se realiz6 una observacion en los ojos para valorar las posibles
lesiones. Después de 24 horas de exposicion de las NPs, se calculd la
puntuacion total media (PTM) de todas las formulaciones (PLGA-PEG-NPs,
PLGA-PEG-POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs). Segun este ensayo las
NPs se clasifican como no irritantes, obteniéndose una PTM=0 en todos los
casos. En la Figura 35 se muestran a modo de ejemplo las fotografias del ojo
de conejo después de la instilacion de las PLGA-PEG-POD-NPs.

A B

Figura 35. Fotografia del ojo de conejo después de la instilacion de las PLGA-
PEG-POD-NPs (A) y el AS (B).

4.1.13 Estudio de eficacia antiinflamatoria

Se realizaron dos estudios para determinar la eficacia antiinflamatoria de
las NPs con el objetivo de utilizarlas como método de prevencion o

tratamiento en la cirugia de cataratas.

Para iniciar el estudio del tratamiento, previamente se instilé araquidonato
de sodio (AS) que produce una inflamacion y una significativa hiperemia en
un tiempo de 30 min. Como la transparencia corneal no se afecté por la

instilacion de AS, este pardmetro no fue considerado en el calculo de la
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puntuacion total media (PTM). Las NPs que contienen FB disminuyen
lentamente la inflamacién ocular obteniéndose un PTM mayor de 5 (Figura
36A). En ninguno de los casos se observo una mejora rapida, manteniéndose
el enrojecimiento de la conjuntiva y la inyeccion circuncorneal moderada
del iris. Si comparamos las NPs con el Ocufen®, vemos que no se observan

diferencias significativas entre ellas (P<0,05).

En el caso de la prevencion (Figura 36 B), solo las PLGA-PEG-POD-NPs
disminuyen notablemente la inflamacién conjuntival y la hiperemia del iris,
desapareciendo totalmente los signos de inflamacion 180 min despues de
inducir la inflamacion (P<0,001) (Figura 37).

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por el estudio ex vivo
mediante CLSM, donde se demostr6 que las PLGA-PEG-POD-NPs
presentan mayor interaccion que las PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs con las
células del epitelio corneal. Los resultados in vivo podrian explicar la
retencion prolongada de las PLGA-PEG-POD-NPs en el area precorneal asi

como su absorcién/internalizacion en el epitelio corneal.

Las PLGA-PEG-POD-NPs  presentaron una  mayor  respuesta
antiinflamatoria en la prevencién que en el tratamiento. Estos resultados
podrian estar relacionados con la diferencia de absorcion de las NPs en los
tejidos sanos e inflamados. A pesar de que se ha demostrado que el tiempo
de residencia de las NPs es mucho mayor en tejidos inflamados que en los
sanos, nuestros resultados pueden deberse a algunas modificaciones
fisiologicas peculiares que ocurren en los procesos inflamatorios [209, 210].
Por otra parte la instilacion del AS antes de la administracion de las NPs
condujo al lagrimeo aumentando las pérdidas precorneales y eliminacion de

las NPs, provocando una disminucion de su actividad terapéutica.
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Figura 36. Comparacion de la eficacia antiinflamatoria de: PLGA-PEG-NPs,
PLGA-PEG-Péptido-NPs y Ocufen® en el (A) tratamiento y la (B) prevencion de la
inflamacion ocular inducida por el AS en el ojo de conejo. Los valores se
expresaron en media+SD, n=3. "P<0,05, “P<0,01y "~ P<0,001 significativamente
menor que la inflamacién inducida por AS. *P<0,05, %*P<0,01 y **P<0,001

significativamente menor que la eficacia antiinflamatoria del Ocufen®.
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Figura 37. Efecto antiinflamatorio de las PLGA-PEG-POD-NPs en la prevencion
de la inflamacién ocular inducida por el AS. (Las imagenes se tomaron 30 min
después de inducir la inflamacién).

Todos estos resultados indican que las PLGA-PEG-POD-NPs presentan una
estrecha distribucion de tamafio de particulas, son capaces de penetrar
tejidos intraoculares, aumentando el tiempo de residencia del FB en la
superficie corneal de manera sostenida, obteniéndose una Optima eficacia

antiinflamatoria.
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4.2 Diseio de nanosistemas para aumentar la actividad vy
biodisponibilidad de péptidos GBV-C inhibidores del HIV-1

En la Unidad de Sintesis y Aplicaciones Biomédicas de Péptidos (USIBAP)
del IQAC-CSIC en Barcelona, se ha demostrado que existen varios
dominios peptidicos de la glicoproteina E2 del GBV-C que inhiben la
entrada del virus HIV-1 a las células [87-90].

En estudios previos, se realizé un andlisis minucioso mediante la sintesis en
fase sdlida de 124 secuencias peptidicas compuestas por 18 aminoacidos,
solapadas en 15 residuos, que cubrian la totalidad de la estructura primaria
de la proteina E2 (1-340 aa), de acuerdo con la base de datos GenBank
(Figura 38).

E2 (U45966_USA)
APASVLGSRPFDYGLTWQSCSCRANGSRYTTGEKVWDRGNVTLLCDCPNGPWY
WLPAFCQAIGWGDPITHWSHGQNRWPLSCPQYVYGSVSVTCVWGSVSWFASTG
GRDSKIDVWSLVPVGSASCTIAALGSSDRDTVVELSEWGVPCATCILDRRPASCG
TCVRDCWPETGSVRFPFHRCGAGPKLTKDLEAVPFVNRTTPFTIRGPLGNQGRGN
PVRSPLGFGSYAMTKIRDSLHLVKCPTPAIEPPTGTFGFFPGVPPLNNCLLLGTEVS
EALGGAGLTGGFYEPLVRRRSELMGRRNPVCPGFAWLSSGRPDGFIHVQGHLQE
VDAGNFIPPPRWLLLDFVFVLLYLMKLAEARLVPLILLLL WWWVNQLAVLGLPA

VDAAVA

Figura 38. Estructura primaria de la proteina E2 GBV-C

Como se ha indicado anteriormente, la entrada del virus HIV-1 a la
membrana celular viene dada principalmente por el péptido de fusion (PF-
HIV-1). En trabajos previos de nuestro grupo, se realizaron diferentes
estudios biofisicos con el proposito de conocer si existia alguna interaccion
entre el PF-HIV-1 y los péptidos E2 durante la penetracion celular. Los
primeros resultados satisfactorios se obtuvieron mediante el ensayo de

liberacién del contenido vesicular (leakage) utilizando liposomas de
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palmitoiloleoilglicerofosfoglicerol (POPG) como modelo de membrana. Se
demostré que el PF-HIV-1 permeabilizaba las membranas lipidicas con
carga negativa provocando la liberacion de las sondas fluorescentes
contenidas en el interior de liposomas [211]. Se seleccionaron ciertas
secuencias peptidicas como posibles candidatos inhibidores del HIV-1: P11
(31-48), P19-P21 (55-78), P34 (100-118), P45-P47 (133-156), P97 (289-
306), P109 (325-342) y P124 (370-387); presentando todos ellos un
porcentaje de inhibicion superior al 50% [88].

Posteriormente, se realizaron otros ensayos biofisicos mediante las técnicas
de calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) y resonancia de plasmon
superficial (SPR). Estos ensayos demostraron que existe cierta afinidad
entre los péptidos E2 y el PF-HIV-1. Los resultados de ITC indicaron que la
union entre ambos péptidos esta caracterizada por una entalpia negativa,
indicando que esta afinidad se debe a las interacciones por puente de
hidrogeno o de Van der Waals [212]. Los estudios de inhibicién de la
infectividad causada por el HIV-1, obtuvieron especial relevancia los
dominios P19-P21 (55-78) y P45-P47 (133-156). Estos péptidos podrian
proporcionar pistas Utiles para el desarrollo de nuevos péptidos con
actividad anti-HIV-1.

Recientemente, Koedel et al han realizado un screening de 33 péptidos que
abarcan toda la proteina E2 [213]. Estos péptidos fueron evaluados en lineas
celulares CEMx174-M7-R5 que expresan los receptores (CD4, CXCR4 y
CCR5). Los resultados del screening revelaron que los péptidos P4 (31-50)
y P6 (51-70) inhibian la replicacion del HIV-1, resaltando que la region N-
terminal de la proteina E2 GBV-C posee cierta capacidad inhibitoria. Para
definir cual es la region especifica responsable de la supresion del HIV-1,
estos investigadores sintetizaron 20 péptidos con una secuencia de 18
aminoacidos que representan la region (23-78) del extremo N-terminal de la

proteina E2-GBV-C. Ellos demostraron que la region (29-72) inhibe
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eficientemente la replicacion in vitro del HIV-1 [213]. En particular, los
péptidos que se encuentran localizados en las posiciones (45-64)
denominada (P6-2) y (37-64) denominada (P4762), mostraron una mayor
potencia en los ensayos de replicacién del HIV-1, realizados en células
TZM-bl.

Teniendo en cuenta la elevada actividad inhibitoria que posee la region N-
terminal E2 GBV-C, especificamente el péptido P6-2, una parte de este
capitulo estara encaminada al disefio de diversas formas de presentacion
peptidica o wvehiculizacion para aumentar la biodisponibilidad de este
péptido, tales como son: derivatizacion lipéfila con acido palmitico (Pal-P6-
2), conjugacion del péptido a NPs poliméricas (PLGA-PEG-NPs-P6-2) y
encapsulacion en liposomas con diferentes composiciones lipidicas (PC,
PC-Chol, PC-Chol-SM, PC-Chol-GalCer y PC-Chol-SM-GalCer)

4.2.1 Sintesis y caracterizacion de los péptido P6-2 y Pal-P6-2

La sintesis del péptido P6-2 (LCDCPNGPWVWVPAFCQAVG) se realizd
de forma manual en fase sélida utilizando la resina hidroxilo NovaSyn TGA
con una funcionalidad inicial 0,26 mmol/g. La incorporacion del primer
aminoacido se efectuo tras la formacion del anhidrido simétrico del
aminoacido (Fmoc-Gly protegido en su extremo a-amino y cadena lateral)
en presencia de DMAP. La cantidad de Gly unido a la resina se determino
espectrofotométricamente, obteniéndose un 72% de eficiencia de

acoplamiento.

El resto de la sintesis se realizé siguiendo la estrategia Fmoc/tBu, utilizando
3 equivalentes de aminoacido y los activadores (DIEA y HATU) disueltos
en DMF. Posteriormente se procedié al desanclaje, de una parte de la
peptidil resina, con posterior liofilizacion del péptido. A continuacion, se
llevé a cabo la purificacion del P6-2 crudo mediante HPLC a escala

semipreparativa. Se utilizé una columna de fase reversa Cg con un gradiente
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de 80% a 20% de H,O/ACN en 25 minutos, a un flujo de 3 ml/min y
deteccion 280 nm. En la Figura 39 se muestra el cromatograma analitico,
donde se puede observar que la purificacion del péptido fue efectiva
obteniéndose un porcentaje de pureza que supera el 95%. Posteriormente, el
péptido puro se analizd mediante la técnica UPLC/ES-MS confirmandose
que la pureza y el Mw del péptido se corresponden con lo esperado (Figura
40).

PB-2 Tr=21,6 min

MJ |

0 min 30

Figura 39. Espectro de HPLC analitico del péptido P6-2 puro, utilizando columna
de fase reversa Cg. Flujo 1ml/min y deteccion a 220 nm. Gradiente de elucién: 95%
H,O (0,05%TFA) a 5% ACN (0,05%TFA) en 30min.
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Figura 40. Espectro de UPLC/ES-MS del péptido P6-2 puro. El espectro diode
arrays (A), su correspondiente ionizacion MS ES™ (B) y las masas obtenidas en un
tiempo de 4,89 min (C). Masa tedrica= 2162,53 segun el programa de calculo

EXPASYy (http://www.expasy.org/tools/).

Algunos autores plantean que la adicion de acidos grasos a las secuencias
peptidicas, garantiza una mayor concentracion del péptido inhibidor en la
membrana celular, logrando asi un mayor impedimento de la fusion del
virus del HIV-1 a la célula (Figura 41).
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Figura 41. Esquema de la inhibicion de la fusion de la membrana virica y la célula
producida por lipopéptidos[214].

Wexler-Cohen et al han conjugado  diferentes &cidos grasos: &cido
octanoico (C8), acido dodecanoico (C12) y &acido hexadecanoico (C16) a
péptidos inhibidores del HIV-1, demostrando que la actividad inhibitoria

aumenta con la longitud de las cadenas de acidos grasos [215].

Recientemente se ha estudiado, mediante modelos de interaccion molecular,
que la molécula de acido palmitico (acido hexadecanoico) inhibe la fusion e
infeccion causada por el HIV-1 mediante un mecanismo de unién a los
receptores CD4" que bloquea la formacion del complejo proteina-receptor
(gp120-CD4") [216].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, realizamos la derivatizacion
lipofilica del péptido P6-2 con acido palmitico. Una vez terminada la
sintesis del péptido se adiciono el acido graso al extremo N-terminal de la
peptidil-resina. La derivatizacion lipofilica se realizd con los activadores
DIPCDI/HOBL. Para las incorporaciones de los acidos grasos se utilizaron
tres excesos, tanto del acido graso como de los agentes de acoplamiento. El
tiempo de acoplamiento fue aproximadamente de 24 horas. El test de la
ninhidrina dié como resultado perlas amarillas indicando la formacion
satisfactoria del derivado Pal-P6-2. A continuacion, se llevo a cabo el
desanclaje con posterior liofilizacion empleando el mismo procedimiento
realizado con el péptido P6-2. Finalmente, el derivado lip6filo se caracterizd
mediante HPLC analitico y ES-MS. La purificacion se realiz6 por el método

de extraccion en fase solida, ya que el crudo peptidico tenia una elevada
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pureza (90 %). Por otro lado, la presencia del &cido graso en la cadena
peptidica aumenta la adsorcion en las columnas cromatograficas, aunque
éstas posean baja polaridad, disminuyendo asi el rendimiento del péptido.
Posteriormente se caracterizé el péptido puro mediante HPLC analitico y

UPLC/ES-MS (Figura 42).

A
955
@ 9,85
<
o0 1 2 3 "4 75 "6 7 8 9 10
Tiempo (min)
B 100
s
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (min)
1201,32
C 1og '
X
1 2400,21
y " P L b L
0 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400
miz

Figura 42. Espectro de UPLC/ES-MS del péptido Pal-P6-2 puro. El espectro diode
arrays (A), su correspondiente ionizaciéon MS ES™ (B) y las masas obtenidas en un
tiempo de 9,56 min (C). Masa tedrica= 2400,95 segln el programa de célculo

ExXPASYy (http://www.expasy.org/tools/).
4.2.2 Sintesis de PLGA-PEG-NPs-P6-2

Como ya se ha explicado anteriormente, las NPs poliméricas son un modelo

atractivo como sistemas de liberacion de farmacos. El desarrollo e
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innovacion en este campo ha ido evolucionando desde la encapsulacion de
activos (primera generacion) hasta la modificacion de su superficie con
polimeros hidrofilicos como el PEG (segunda generacion) (Figura 43A-B).
La tercera generacion de estos sistemas se ha dirigido a la funcionalizacion
con moléculas como ligandos de vectorizacion y péptidos fusdgenos para
obtener un sistema multifuncional (Figura 43C). La modificacién en la
superficie de NPs poliméricas con moléculas terapéuticas, aumenta su
biodisponiblidad y liberacion directa en el sitio diana [217, 218].

Ligando
especifico

Agente
terapéutico
protegido

Cadenasde
PEG

Figura 43. NPs con el agente terapéutico encapsulado (primera generacién) (A),
NPs pegiladas (segunda generacion) (B) y NPs pegiladas con ligando especificos

(tercera generacion) (C) [219].

Nuestro propdsito es disefiar un sistema de tercera generacion del tipo
PLGA-PEG que contenga como ligando especifico el péptido P6-2. Este
tipo de sistema garantizara una mayor concentracion del péptido inhibidor y

el aumento de la penetracion y distribucion intracelular.

El polimero hidrofilico PEG tiene especial importancia en el tema de
liberacion de farmacos. Se ha visto que este polimero impide el fendmeno
de reconocimiento por los macréfagos, por lo que se ha hecho de vital

interés su utilizacion en el campo de la biomedicina.
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En investigaciones recientes se ha estudiado la influencia del PEG en
copolimeros de PLGA-PEG de diferentes composiciones [174]. Este
polimero hidrofilico forma una barrera estérica variando las propiedades
fisicoquimicas de las particulas, siendo capaz de mejorar la absorcion de
moleculas terapéuticas ayudando a alcanzar la zona diana [195].

Las PLGA-PEG-NPs-P6-2 se obtuvieron a partir del polimero PLGA-PEG-
Maleimido con posterior conjugacion del péptido P6-2. Posteriormente se
preparon las NPs PLGA-PEG mediante el método del desplazamiento del
disolvente. Con la finalidad de estudiar la influencia del PEG en las NPs, las
mismas fueron analizadas mediante la técnica de RMN-'H en medio de D,0
y CDCls.

En el espectro de RMN'H se puede observar una sefial intensa a 3,6 ppm
correspondiente a los protones metileno del PEG (Figura 44). Las sefales de
los grupos metil o metileno del PLGA disminuyeron su intensidad en medio
de CDCI; (Figura 44A) mientras que en el D,O desaparecieron las sefiales
(Figura 44B). Esto puede indicar que los protones del PLGA no se pueden
detectar facilmente porque se encuentran en el entorno sélido, debido a su
escasa solubilidad en agua; mientras que las cadenas del PEG se mantienen
en estado movil facilitando la deteccion de las sefiales de este polimero
hidrofilico en D,0.

Nuestros resultados confirman que las NPs estan compuestas por un nucleo
de PLGA y una cubierta de PEG [195, 198, 220]. Por lo tanto, el analisis de
RMN'H podria indicar que durante el método de obtencién de las NPs, la
parte hidrofilica del polimero (PEG) se orienta hacia la fase externa (agua)
mientras que el residuo lipéfilo (PLGA) conforma el ndcleo. Sin embargo,
este resultado no es cuantitativo, por lo que no podemos asegurar que todas
las cadenas de PEG se encuentren localizadas en la superficie de las PLGA-
PEG-NPs.
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Figura 44. Espectro RMN-'H de las NPs PLGA-PEG liofilizadas y resuspendidas
en CDCl; (A) y D,O (B).

El péptido P6-2 se unio covalentemente a las NPs PLGA-PEG-Maleimido
mediante los grupos tioles (SH) de las tres Cys presentes en la secuencia
peptidica. En la Tabla 18 se muestran los parametros fisicoquimicos de las
NPs obtenidas. Una vez incorporado el péptido a la superficie de las NPs
PLGA-PEG-Maleimido, se pudo observar un aumento en el tamafio y
polidispersion de las mismas. Por otra parte se incrementé la carga
superficial de las NPs, obteniéndose un nuevo valor de Z,, con carga
positiva. Estos parametros evidencian la presencia del péptido P6-2 en la

superficie de las NPs pegiladas.

Tabla 18. Propiedades fisicoquimicas de las NPs de PLGA que contienen el
péptido P6-2.

132



Composicion NPs

Tamafio +

PLGA-PEG-Mal

PLGA-PEG-P6-2

144,7 + 83

190,0+2,8

Después de 24 h las PLGA-PEG-NPs-P6-2 fueron dializadas y se determin6
la cantidad de P6-2 libre mediante la técnica de HPLC a escala analitica.

Posteriormente, una parte de las NPs se liofilizaron y analizaron mediante

RMN-H (Figura 45).

PLGA-PEG-NPs-P6-2

o

Figura 45. Espectros de RMN-'H de las NPs PLGA-PEG-P6-2.

La cantidad de péptido unido covalentemente a las NPs se determind

mediante la (Ecuacion 17 obteniéndose un 8,9 + 1,5 %.
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Mps2 Y MpLca SON los pesos moleculares del P6-2 y el PLGA
Ips-2 €S la integral de la sefial correspondiente al triptéfano (10,8 ppm).

IrLca €s la integral de la sefial correspondiente a los grupos -CH del PLGA
(5.2 ppm).

4.2.3 Obtencién de liposomas derivatizados con péptidos: P6-2 y VIR-
P6-2

Los liposomas se han convertido en un sistema de gran interés para la
vehiculizacion de principios activos debido a su prolongado tiempo de
circulacion [221]. Los liposomas del tipo LUVs se han utilizado como
modelo de membrana biologica debido a que los fosfolipidos adoptan una
estructura similar a los fosfolipidos que se encuentran en la membrana

citoplasmaética [222].

Con el fin de simular un modelo de membrana biologica, disefiamos
liposomas del tipo LUVs con diferente composicion lipidica. Estos
liposomas se obtuvieron mediante las técnicas de extrusion y sonicacion
para lograr obtener un tamafio de particula entre 100-200 nm, similar a los
dominios de las balsas lipidicas que conforman un punto de ensamblaje

importante para el virus HIV-1.

Nuestro proposito principal es disefiar un modelo lipidico que contenga
encapsulados péptidos inhibidores, que sirva de sistema de reconocimiento
y a su vez impida la replicacion del virus HIV-1. En este sentido, hemos
obtenido liposomas del tipo LUVs que contienen los péptidos inhibidores
P6-2 y VIR-P6-2. Este Gltimo estd compuesto por una variante del péptido
VIRIP derivado de la a-1 antitripsina, que inhibe la replicacion del HIV-1 a
concentraciones inferiores a las del T-20 [223]. El péptido VIR576
((LEAIPCSIPPEFLFGKPFVF),) es una variante dimérica del VIRIP
(LEAIPMSIPPEVKFNKPFVF) pero difiere en 4 aminoacidos y la

sustitucion de la metionina (M) por la cisteina (C), lo que promueve la
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formacion de un puente disulfuro intermolecular, aumentando

considerablemente la capacidad anti-HIV-1 del péptido [224].

El péptido quimérico VIR-P6-2 fue sintetizado, purificado y caracterizado
previamente en nuestro grupo de investigacion con el propdsito de aumentar
la actividad del péptido P6-2.

Se prepararon liposomas del tipo LUVs que contienen encapsulados los
péptidos P6-2 y VIR-P6-2. Los LUVs que contienen ambos péptidos se
obtuvieron a partir de diferentes composiciones lipidicas: PC, PC-Chol, PC-
Chol-SM, PC-Chol-GalCer y PC-Chol-SM-GalCer; para estudiar su

influencia en la respuesta antiviral.

Los liposomas de PC son los mas empleados en el sector farmacéutico
debido a su facil difusion en los tejidos y las células. Por otro lado, el
colesterol es incapaz de formar bicapas por si solo, pero su presencia en la
bicapa fosfolipidica confiere estabilidad a los liposomas. Dado su caracter
anfipatico, el colesterol orienta el grupo hidroxilo hacia la superficie de la
bicapa e intercala el resto de la molécula entre las cadenas de acido graso en
el interior de la bicapa. Por otro lado, los esfingolipidos (SM y GalCer)
mantienen el orden de las membranas celulares, conservando sus lipidos
densamente empaquetados y con una movilidad reducida en el plano de la
bicapa. Cuando el colesterol esta presente en la bicapa, este tiende a ocupar
los espacios situados entre las cadenas hidrocarbonadas saturadas de los

lipidos, alineandose con los fosfolipidos y esfingolipidos [225].

Las preparaciones liposomicas se caracterizaron mediante el tamafio de las
vesiculas, el grado de incorporacion de los péptidos y la determinacion
cuantitativa de fosfolipidos. Inicialmente se conoce la cantidad de lipido que
se introduce para formar la bicapa lipidica, sin embargo, el problema que
presenta la preparacion de vesiculas es que la cantidad de lipido varia

durante el proceso de extrusion, y por lo tanto se desconoce la concentracion
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de liposomas después de la misma. Mediante la determinacion del contenido

de fosfatos fue es posible estimar las pérdidas y el contenido lipidico de las

vesiculas formadas. Posteriormente, el tamafio de las vesiculas y la cantidad

de péptido encapsulado se determinaron mediante las técnicas dispersion

dindmica de la luz (Zetasizer Nano ZS) y HPLC en fase reversa. Los

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19. Caracterizacion de los liposomas que contienen los péptidos P6-2 y
VIR-P6-2. (media = SD, n=3).

Liposomas  Péptidos Tamario Polidispersién  Contenido Concentracion
fosfatos de péptido
(nm)

(mM) (mM)

PC - 134,2+2,52  0,0066 + 0,048 3,19 -
P6-2 1451+16 0,330+ 0,083 4,90 0,163
VIR-P6-2 133,7+£2,24 0,069 + 0,013 4,74 0,114

PC-Chol - 135,0+£ 1,16 0,096 + 0,037 2,72 -
P6-2 193,9+4,2 0,314 + 0,052 2,63 0,086
VIR-P6-2 145,1+ 1,36 0,076 £ 0,029 5,75 0,152

PC-Chol- - 143,4 £ 2,55 0,101 + 0,060 4,63 -

SM

P6-2 503,6 + 19,8 0,716 + 0,165 4,19 0,13
VIR-P6-2 161,7 £ 2,35 0,079 + 0,031 6,60 0,174

PC-Chol- - 1459+ 1,18 0,066 + 0,039 2,17 -

GalCer

P6-2 717,2+80,61 0,787 +0,226 2,99 0,417
VIR-P6-2 253,6+2,1 0,469 + 0,081 3,36 0,088

PC-Chol- - 145,8 + 0,46 0,123 £ 0,052 5,50 -

SM-

GalCer P6-2 279,8+3,3 0,751 + 0,055 3,83 0,499
VIR-P6-2 152,8 £ 2,97 0,129 + 0,036 6,22 0,185
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En general las formulaciones obtenidas con el péptido P6-2 poseen un
tamafio y polidispersion mayor que las del péptido VIR-P6-2. Las
diferencias en los tamafios se deben principalmente al método de obtencién
empleado. El péptido VIR-P6-2 se pudo homogenizar y encapsular en los
LUVs eficazmente mediante el método de extrusion. Esta técnica permite
obtener pequefias poblaciones de tamafios de particulas dependiendo del
tamafio de poro del filtro utilizado, siendo util en la encapsulacion de
solutos labiles, péptidos y proteinas [226]. Sin embargo, los LUVS que
contenian el P6-2 se utiliz6 el método de sonicacion realizandose 10 ciclos
de calentamiento (5 minutos) seguido la sonicacion (2 minutos). Este ultimo
método se empled, debido a que previamente se ensayaron todas las
composiciones de liposomas mediante el método de extrusion, obteniéndose
un bajo contenido de fosfolipido y una baja concentracion de péptido
encapsulado. Esto se puede deber a una posible asociacion del P6-2 con los
liposomas, quedando la cadena peptidica tanto en el espacio acuoso interno
y externo, pudiendo en este ultimo caso dar lugar a la agregacion de los

liposomas dificultando su extrusion.

En todos los casos, la cantidad de péptido encapsulada con respecto al
contenido de fosfatos fue suficiente para realizar los ensayos de fusidn

celular y susceptibilidad anti-HIV-1 que se describirdn mas adelante.

4.2.4 Estudio de la viabilidad celular y actividad de inhibicion de los

nanosistemas derivatizados con péptidos mediante la fusion celular

En este apartado se exponen los resultados obtenidos en la evaluacién de la
viabilidad celular y la actividad de inhibicion de fusion del péptido P6-2 y
sus derivados: Pal-P6-2, PLGA-PEG-NPs-P6-2 y liposomas que contienen
este péptido encapsulado asi como su derivado quimérico VIR-P6-2;
mediante la inhibicion de la formacion de sincitios entre las células HelLa-
env y TZM-bl. Previamente, se llevo a cabo el estudio de citoxicidad de los

péptidos, NPs PLGA-PEG vy liposomas mediante el ensayo de MTT, para
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descartar que la formacion de sincitios en el ensayo de fusion celular fuera
debido al efecto toxico de las muestras en las células. En este caso se
incubaron las células TZM-bl (25000 células/pocillo) con cantidades
crecientes de los péptidos, NPs PLGA-PEG y liposomas (5-200uM) por
triplicado, durante 24 horas. Como control positivo de viabilidad celular se
reservaron pocillos s6lo con células. Los valores de absorbancia obtenidos
se compararon con los del control y se obtuvieron los siguientes resultados
(Tabla 20).

Tabla 20. Citotoxicidad de los péptidos y nanosistemas estudiados.

Muestras Citotoxicidad
P6-2 >150 uM
Péptidos
Pal-P6-2 >100 uM
NPs PLGA-PEG >120 uM
PC
Liposomas PC-Chol-SM >120 uM

PC-Chol-SM- GalCer

Ninguno de los péptidos y formulaciones mostraron una citotoxicidad
apreciable para las concentraciones ensayadas, por lo que se consideraron
aptas para el posterior ensayo de la inhibicion de la fusion celular. Este
ensayo se realizé por triplicado a diferentes concentraciones de los péptidos
P6-2 y Pal-P6-2 (70 uM hasta 0,55 uM), partiendo de una concentracion
inicial de 5 mM, en ambos casos. Se incluy6 en el ensayo el péptido C34
[227] como control positivo, mientras que las células en ausencia de

péptidos (formacion 100% de sincitios) representaron el control negativo.

Posteriormente, se realiz6 este mismo ensayo con los liposomas y las NPs

que contienen el péptido P6-2. Los valores de fluorescencia obtenidos se
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compararon con el control. Tanto en los péptidos como en las formulaciones
liposomales no se pudo determinar el 1Csg, ya que presentaban valores muy
altos en los porcentajes de actividad de fusiébn y no se observaba una
tendencia clara en la curva dosis-respuesta. A modo de ejemplo en la Figura
46 se muestran los gréficos obtenidos para los péptidos P6-2 y Pal-P6-2.
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Figura 46. Determinacién de la actividad de inhibicion de los péptidos (A) P6-2 y
(B) Pal-P6-2.

Posteriormente, se determind la actividad de inhibicion de fusion del
péptido T20, el cual esta descrito como potencial inhibidor de la fusion
celular [228]. Ademas, se analizaron otras formulaciones de liposomas
(PC-Chol-SM-GalCer) con el péptido T20 encapsulado y también NPs de
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PLGA-PEG con el péptido T20 anclado en la superficie. Se realizaron las
curvas dosis-respuesta de este péptido y las formulaciones que contienen el
mismo, siguiendo el mismo procedimiento explicado anteriormente.
Teniendo en cuenta la elevada actividad del péptido T20, se partié de una
concentracion de 0,24 mM. Los resultados obtenidos reafirman la actividad
del T20 con un ICsy de 62 nM, mientras que los liposomas alcanzaron
valores de 1Cso de 516 nM y las NPs de 161 nM (Figura 47).
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Figura 47. Determinacion de la actividad inhibitoria del péptido T20, liposomas y

NPs que contienen el péptido.
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Es un hecho conocido que el péptido inhibidor T20 o enfurvirtide se une la
zona hidrofébica de la regiébn HR1 de la glicoproteina gp4l mientras se
halla en su conformacién extendida, impidiendo el cambio conformacional
de la misma e interfiriendo asi en el acercamiento y posterior fusion de la

membrana virica y celular [229, 230].

Mediante este ensayo no se observé ninguna mejora de la actividad de
inhibicién del T20, aunque cabe destacar que se obtuvieron mejores
resultados en el caso de las NPs PLGA-PEG.

4.2.5 Estudio de la inhibicion del virus HIV-1 inducida por los péptidos

y nanosistemas derivatizados con péptidos

Se estudio la capacidad de los péptidos y nanosistemas derivatizados con los
péptidos de inhibir la infeccion viral producida por el virus HIV-1. Este
estudio se realizd en colaboracion con el Servicio de Enfermedades
Infecciosas del Hospital Clinico de Barcelona. En este ensayo se utilizaron
los péptidos P6-2, Pal-P6-2 y las diferentes formulaciones lipidicas que

contienen el péptido P6-2 y el VIR-P6-2, antes descrita.

Para efectuar el estudio de susceptibilidad de la replicacion del HIV-1, se
infectaron las células TZM-bl en presencia de concentraciones crecientes de
los péptidos y las formulaciones que contenian los mismos. Como control
negativo de la infeccion se cultivaron las células en ausencia de péptidos,
mientras que como control positivo del ensayo se utilizo el péptido inhibidor
C34. El célculo de la ICso se realizd mediante regresién no lineal con el

programa GraphPad® (V5 Prism).

En la Tabla 21 se muestran los resultados del péptido P6-2 y su derivado
lipofilo (Pal-P6-2). Los resultados de este ensayo corroboran que el péptido
P6-2 posee una elevada actividad inhitoria frente al virus HIV-1. Koedel et
al [213] mediante ensayos de inhibicion de la fusion del virus HIV-1,

utilizando el virus NL4-3BlaM-Vpr para infectar las células PBMC y
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CEMx174-M7-R5; demostraron que el P6-2 previene eficientemente la
entrada del virus, siendo comparable su actividad inhibitoria con el T20. Sus
investigaciones atribuyen que el péptido P6-2 y otros péptidos activos de
esta region de la proteina E2 del GBV-C (P4 (31-50), P4-7 (37-56) y P6
(51-70), interfieren en la replicacion del virus HIV-1 a través de la

interaccion de estos péptidos con la particula viral.

Merece ser destacado que estos péptidos no mostraron una mejora en los
ensayos de fusiébn mediados por la glicoproteina gp4l y los receptores y
correceptores de la entrada de la célula huesped; mientras que los resultados
de susceptibilidad frente al virus HIV-1 muestran una elevada actividad
inhibitoria. En este sentido, un primer resultado positivo obtenido, fue el
incremento de la actividad inhibitoria del péptido Pal-P6-2 frente al virus

HIV-1 alcanzando una ICsg incrementada

Por otra parte, las NPs PLGA-PEG no mejoraron la actividad del péptido
P6-2, resultado que coincide con los obtenidos en el ensayo de fusion
celular. En el trabajo de master de Marcos Jiménez se realizo la sintesis de
diferentes derivados ciclicos del péptido P6-2, mediante la formacion del
puente  disulfuro  utilizando las Cys en posicion  (5-19)
(LCDSPNGPWVWVPAFCQAVG), la posicion (5-17)
(LSDCPNGPWVWVPAFCQAVG) y un péptido control que contenia 3 Ser
(LSDSPNGPWVWVPAFSQAVG) en lugar de las 3 Cys que contiene la
secuencia nativa. Los ensayos de susceptibilidad de la replicacion del HIV-1
de estos péptidos no mostraron ninguna mejora con respecto al P6-2. En
nuestro caso, la reaccion de conjugacion del P6-2 en la superficie de las NPs
PLGA-PEG se llevd a cabo mediante la formacion del enlace tioéter entre
las Cys del péptido y el grupo maleimido. En sentido general, podemos
decir que los resultados de actividad antiviral obtenidos en todos los casos,
demuestran que las Cys presentes en el péptido P6-2 juegan un papel

importante en la actividad anti-HIV-1.
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Tabla 21. Susceptibilidad anti-HIV del péptido P6-2 y sus derivados.

Formulaciones Péptidos IC50
- P6-2 7 uM
- Pal-P6-2 4 uM
- VIR-P6-2 5uM
NPs PLGA-PEG P6-2 >313 uM
Liposomas
PC P6-2 > 10 uM
VIR-P6-2 0,8 uM
PC-Chol P6-2 > 10 uM
VIR-P6-2 0,8 uM
PC-Chol-SM P6-2 >9uM
VIR-P6-2 1uM
PC-Chol-GalCer P6-2 > 10 uM
VIR-P6-2 1,5 uM
PC-Chol-SM- GalCer P6-2 > 10 uM
VIR-P6-2 1 uM

En cuanto a los liposomas ensayados con las diferentes composiciones
lipidicas que contienen el P6-2, se aprecia una similitud en todos los casos,
no mejorando en ninguno de ellos su actividad inhibitoria. Sin embargo, las
formulaciones que contienen el péptido quimérico VIR-P6-2 presentaron
una mejora de la actividad del orden de 3-6 veces con respecto al péptido
libre. Esto puede deberse a un posible cambio conformacional que ocurre

cuando el péptido quimérico se encuentra en medio lipidico, siendo mas
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selectivo a los sitios de union del virus, obteniéndose asi una mayor

capacidad inhibitoria.

4.3 Estudio de interaccion de NPs PLGA-PF-HIV-1 con los péptidos
E1P8 lineal y ciclico mediante el ensayo de STD-RMN

Recientemente, en nuestro grupo de investigacion, se han obtenido también
péptidos derivados de las glicoproteinas de envoltura E1, los cuales
intervienen en la union y/o fusion del virus HIV-1 a las células [90, 231,
232]. La region (22-39) de la proteina E1 GBV-C, denominada E1P8, ha
resultado ser el mejor candidato en la inhibicion de la fusion celular, debido
a su elevada interaccion con el PF-HIV-1 [90, 231].

Con el fin de aumentar la actividad anti-HIV-1 de este péptido, se realizaron
diferentes modificaciones quimicas tales como son: modificacion de la
estructura primaria para analizar la influencia de cada uno de los
aminoacidos asi como su carga neta, derivatizacion con &cido palmitico y
acido miristico para obtener lipopéptidos y la sintesis de péptidos ciclicos

mediante la formacion de puente disulfuro [90].

En colaboracién con el Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital
Clinico de Barcelona, se analizo la capacidad de estas secuencias peptidicas
de inhibir la replicacion del virus del HIV-1 en cultivos celulares. Los
resultados obtenidos demostraron que el péptido E1P8 ciclico mejoré la

actividad anti-HIV-1 unas 17 veces con respecto al péptido lineal [232].

De acuerdo a estos resultados se realizaron diferentes estudios para entender
el mecanismo de interaccion del E1P8 lineal y ciclico con el PF-HIV-1. Para
ello se utilizaron métodos biofisicos, como son: el ensayo de liberacién de
contenidos vesiculares (leakage), utilizando liposomas de POPG que
contienen sondas fluorescentes (ANT/DPX), dicroismo circular y
monocapas de Langmuir, que demostraron que el péptido E1P8 ciclico es un

potencial inhibidor de la entrada del virus HIV-1 a la célula huésped.
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Este epigrafe se dirige al estudio de interaccion de los péptidos E1P8 lineal
y ciclico con el PF-HIV-1, mediante el ensayo Diferencia de Transferencia
de Saturacion (Saturation Transfer Difference, STD-RMN) utilizando NPs
PLGA como soporte de interaccion. Este trabajo se realiz6 en colaboracion
con la Doctora Yolanda Pérez, responsable de la Unidad de Resonancia
Magnética Nuclear del IQAC-CSIC.

La técnica de STD-RMN constituye una de las aproximaciones de RMN
mas potentes para detectar y caracterizar las interacciones receptor-ligando
en disolucion. Esta técnica se ha convertido en una de las mas potentes y
versatiles, con una creciente aplicacion tanto en investigaciones académicas
como en la industria farmacéutica, en estrategias para el descubrimiento,
disefio, y optimizacion de farmacos [233-235]. En sentido general, esta
técnica requiere que la macromolécula a estudiar tenga un peso molecular
mayor de 10 kDa. En nuestro caso, el estudio de interaccién comprende de
dos péptidos de bajo peso molecular. Siguiendo un enfoque alternativo,
algunos autores plantean el estudio de interaccién de péptidos, si uno de
ellos se encuentra unido de forma covalente a NPs PLGA-PVA de modo

que actue como receptor de elevado peso molecular [236].
4.3.1 Sintesis de las NPs PLGA-PF-HIV-1

La sintesis de las NPs de PLGA se llevd a cabo mediante el método del
desplazamiento del disolvente. En este caso se utilizd como tensioactivo el
PVA. Este agente estabilizante es uno de los mas empleados a la hora de
preparar NPs biodegradables a partir de poliésteres, debido a que previene la
agregacion de particulas durante los pasos post-preparativos, como pueden

ser la purificacion y el liofilizado [237].

El PF-HIV-1 utilizado para la obtencién de NPs PLGA-PF-HIV-1, es un
analogo que tiene una mayor solubilidad (R??[1-23] gp41). Con este péptido

se han realizado diferentes ensayos biofisicos, ya que presenta una Arg gque
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produce un aumento de desestabilizacion de las membranas lipidicas que
presentan carga negativa. Los grupos carboxilo de las NPs PLGA-PVA
fueron activados con NHS y posteriormente se realiz6 la conjugacion con el
péptido PLGA- PF-HIV-1[173]. Las NPs de PLGA-PVA mostraron una
estrecha distribucion de tamafio con un bajo indice de polidispersion. Sin
embargo, la conjugacion del péptido PF-HIV-1 en la superficie de las NPs,
provocd un incremento en el tamafio de particula con una elevada
polidispersion (Figura 48 y Tabla 22). Otros autores han estudiado la
interaccion del PF-HIV-1 con liposomas, demostrando que este péptido
promueve la agregacion y desestabilizacion de las membranas vesiculares
[231, 238].

En teoria, valores positivos elevados de Z,,: tienden a estabilizar la
suspension de NPs [178]. En este caso, la repulsion electrostatica entre las

particulas es muy pequefia, causando la agregacion de las NPs.

La concentracion del PF-HIV-1 se determino indirectamente, cuantificando
la cantidad de péptido libre en solucion. La concentracion de péptido
obtenida fue suficiente para facilitar el estudio de interaccion con el péptido
E1P8 ciclico mediante estudios de STD-RMN.

146



Statistics Graph (3 meas urements)

Intensity (%)

1000 10000

Statistics Graph (3 measurements)

Intensity (%)

Figura 48. Distribucion hidrodindmica del tamafio de las NPs PLGA (A) y PLGA-

PF-HIV-1(B) expresadas en diametro a una temperatura 25°C, mediatx SD, n=3.

Tabla 22. Propiedades fisico-quimicas de las NPs de PLGA que contienen el
péptido PF-HIV-1.

Composicién NPs Tamario + Pl +SD Zpot = SD (mV) EC +£SD
SD (nm) (%)
PLGA 179,0+2,1 0,024 + 0,007 -8,04£1,3 -
PLGA- PF-HIV-1 6176 +1,8 0,768 +0,056 1,45+0,3 36,1+4,2
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4.3.2 Ensayo de STD-RMN

Mediante el experimento de STD-RMN se estudio la interaccion a nivel
molecular entre el FP-HIV-1 unido a NPs PLGA vy diferentes ligandos
peptidicos (Tabla 23).

Tabla 23. Ligandos peptidicos utilizados en el ensayo de STD-RMN.

Péptido Secuencia Carga neta
E1P8 APEDIGFCLEGGCLVALG -3
E1P32 SGVLTVGVALTRRVYPVP +2

VIR-576 LEAIPCSIPPEFLFGKPFVF -1

Como control positivo se empled el péptido inhibidor VIR-576 (VIR),
descrito previamente [224], y como control negativo se utilizd el péptido
E1P32. Segun los estudios biofisicos previamente realizados en nuestro

laboratorio, este ultimo no interacciona con el PF-HIV-1.

La cantidad de PF-HIV-1 en las NPs de PLGA se confirmo mediante RMN-
'H y se expresd como el porcentaje en masa de acuerdo a la siguiente

ecuacion (Ecuacion 18) obteniéndose un valor de 27,0 + 3,5 %:

Wer-Hiv-1= 100 (Mpr (Ipr 5=7,2/10))/(MpLca (IpLea (cH, 5=5,2) ))
(Ecuacién 18)

Donde:

Mpr Y MpLga son los pesos moleculares del PF-HIV-1(2140,11 g/mol) y el
PLGA (130 g/mol).

Ipres la integral de la sefial correspondiente a la fenilalanina (7,2 ppm).

IrLca €S la integral de la sefial correspondiente a los grupos -CH del PLGA
(5.2 ppm).
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Previamente al ensayo de STD-RMN, las NPs PLGA-PF-HIV-1 se
resuspendieron en agua, no observandose ninguna sefial de las mismas
(Figura 49). Esto nos permitid estudiar la interaccion entre el péptido PF-
HIV-1 contenido en las NPs y los péptidos ligandos (E1P8 ciclico, E1P32 y
VIR) sin interferencias de las resonancias de las NPs.

En la Figura 50 se muestran los espectros de STD donde se observan
claramente mejoras en las sefiales de todos los residuos del péptido. Ademas
se realizaron espectros controles del péptido EIP8 ciclico y las NPs PLGA
para confirmar la especificidad del efecto STD.

También se estudid la interaccion con los péptidos VIR (control positivo)
(Figura 51) y E1P32 (control negativo) (Figura 52). Este ultimo péptido ha
sido probado con anterioridad y posee una carga neta negativa a diferencia
del E1P8. En ambos casos, no se observd ninguna interaccion entre las NPs
PLGA-PF-HIV-1y ambos péptidos. En el caso del péptido VIR, una posible
explicacion es su alta hidrofobicidad, lo que puede afectar a las mediciones
de STD-RMN en presencia de las NPs PLGA-PF-HIV-1, debido a que este

péptido no permanece en solucidn.
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Figura 49. Espectro RMN-'H de las NPs PLGA-PF-HIV-1 (4 mg) disueltas en
90% / 10% H,0/D,0 (A). Espectro RMN-'H de las NPs PLGA (8 mg) disueltas
en DMSO-d6 (B). La asignacion de desplazamiento quimico fue confirmada
mediante los espectros: 2D gCOSY, gHSQC, gHMBC y gH2BC. Espectro RMN-
'H de las NPs PLGA-PF-HIV-1 (4mg) disueltas en DMSO-d6 (C). Expansion de
la regién aromatica para las NPs PLGA (a) y NPs PLGA-PF-HIV-1 ((b) menor y
(c) mayor contenido de péptido PF-HIV-1).
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Figura 50. Andlisis STD de la interaccién entre E1P8 ciclico (0,75 mM) y las NPs
PLGA-PF-HIV-1 (1,3 mg). Los espectros de STD de E1P8 ciclico y las NPs
PLGA-PF-HIV-1 (wps: 27%, 12:1 relacion molar) (A), los espectros de STD de
E1P8 ciclico y las NPs PLGA-PF-HIV-1 (wpe: 1,7%, 40:1 relacion molar) (B), los
espectros de STD de E1P8 ciclico y las NPs de PLGA (C), los espectros de STD de
0,75 mM EL1P8 ciclico, (E) referencia de STD (off resonance) espectros de 0,75
mM E1P8 ciclico (PBS, 10% D,0) (D).
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Figura 51. Espectros de STD para las concentraciones: 0,9 mM (A) y 0,75 mM (B)
de VIR con las NPs PLGA-PF-HIV-1 (27 % PF-HIV-1, relacién molar 12:1).
Espectros de referencia de STD (off resonance) del VIR y las NPs PLGA-PF-HIV-
1 (en PBS, 10% de DMSO-d6) (C).

Figura 52. Espectros de STD del péptido E1P32 y las NPs PLGA-PF-HIV-1 (27 %
PF-HIV-1, relacion molar 12:1) (A), Espectro RMN-'H del péptido E1P32 (0,75
mM) (B).
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El principal problema para los estudios de interaccion mediante STD-RMN
de péptidos con NPs que contienen un ligando peptidico, es la similitud de
las resonancias de los péptidos. La precision en la seleccion del punto de
irradiacion y la adquisicion de varios espectros con los controles nos pudo
permitir obtener informacion especifica acerca de la interaccion de ambos
péptidos. En la Figura 50A se observa que el efecto de STD es mayor
cuando hay un elevado contenido PF-HIV-1 en las NPs (a pesar de que hay
un menor contenido de péptido ligando en exceso) y mas alto que la muestra
con solo E1P8 ciclico o con NPs en blanco (PLGA). El aumento de la
intensidad de las sefiales, se traduce como una escala de proximidad de las
distintas zonas de la estructura peptidica (E1P8 ciclico) a las NPs PLGA-
PF-HIV-1, manifestando que existe interaccion a nivel atdbmico. Todos estos
resultados indican que el péptido E1P8 ciclico es capaz de interactuar con el
PF-HIV-1, abriendo nuevas perspectivas para el disefio de nuevos péptidos

derivados del GBV-C como inhibidores de la entrada del HIV-1 a la célula.
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5. CONCLUSIONES






v' Los péptidos lineales (POD y Tat-HIV) se sintetizaron

satisfactoriamente siguiendo la metodologia de Sintesis de Péptidos
en Fase Solida (SPPS). La caracterizacion analitica por HPLC-RP y
espectrometria de masas (UPLC/EM-MS y MALDI-TOF) confirmo
que los péptidos corresponden a las secuencias peptidicas deseadas.

Las NPs del tipo PLGA-NPs-PEG-Péptido y PLGA-PEG-Péptido-
NPs se obtuvieron mediante el método de desplazamiento del
solvente. Las PLGA-PEG-Péptido-NPs presentaron mayor eficiencia
de pegilacion y mayor grado de funcionalizacion peptidico.

Todas las NPs mostraron un tamafio medio apropiado para la
administracion oftalmica (menor de 300 nm), una morfologia
esférica y un indice de polidispersidad menor de 0,1; lo que se
corresponde con sistemas monodispersos. Las PLGA-PEG-Péptido-
NPs mostraron un tamafio menor que las PLGA-NPs-PEG-Péptido,
una mayor eficiencia de asociacion del FB y una liberacion mas

sostenida siguiendo una cinética de segundo orden.

Mediante la técnica de espectroscopia FTIR se pudo comprobar que
las NPs PLGA, PLGA-PEG-NPs y PLGA-PEG-Péptido-NPs no

interaccionan con el FB.

Las PLGA-PEG-Péptido-NPs son estables a una temperatura de 4°C

mientras que a 25°C formaron agregados en un tiempo de 15 dias.

Las PLGA-PEG-Péptido-NPs no fueron tdxicas y presentaron una
optima tolerancia ocular in vitro (HET-CAM) e in vivo (Test de

Draize).

Los péptidos POD y Tat-HIV proporcionaron a las NPs una densidad
de carga positiva que facilité la mucoadhesion ocular, siendo las
PLGA-PEG-POD-NPs las que presentaron mayor interaccion con el

epitelio corneal obteniéndose una éptima eficacia antiinflamatoria.

157



158

El péptido P6-2 y su derivado lipéfilo (Pal-P6-2) fueron sintetizados
satisfactoriamente mediante SPPS. El Pal-P6-2 incrementd la
actividad anti- HIV-1 aproximadamente 2 veces.

Las PLGA-PEG-NPs-P6-2 se obtuvieron mediante el método del
desplazamiento del disolvente. Las particulas fueron homogéneas
con un grado de funcionalizacion peptidico mayor de un 9 %, sin
embargo no mejoraron la actividad anti-HIV-1 del péptido libre.

Los LUV que contienen los péptidos P6-2 y VIR-P6-2 presentaron
una distribucion homogénea en el tamafio de particula. Los
resultados de actividad anti-HIV-1 indicaron una actividad
incrementada del orden de 3-6 veces para el VIR-P6-2.

La union del péptido PF-HIV-1 a las NPs de PLGA provoco un
incremento en el tamafio de particula con una elevada polidispersion.
Estas NPs PLGA- PF-HIV-1 fueron utiles para demostrar mediante
el ensayo de STD-RMN, la interaccion entre el péptido E1P8 ciclico
y el PF-HIV-1.

Los nanosistemas peptidicos seleccionados constituyeron una
herramienta Gtil tanto para aumentar la biodisponibilidad y actividad
de diferentes moléculas con accion terapéutica, como para ser
empleados en ensayos biofisicos, idoneos para el estudio de la

interaccion péptido-péptido.
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7. ANEXOS






Anexo 1. Espectro MALDI-TOF del NH,-PEG-Maleimido (2000 Da)
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Anexo 2. Espectro de RMN-'H del polimero PLGA-H
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Anexo 3. Espectro de RMN-"H del polimero NH,-PEG-metoxi
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Anexo 4. Espectro de RMN-'H del polimero NH,-PEG-Maleimido.
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Anexo 5. Espectro FTIR de las NPs PLGA, PLGA-PEG-NPs, PLGA-PEG-
POD-NPs y PLGA-PEG-Tat-HIV-NPs sin FB.
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